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OZET

Akrilamit kozmetik, kagit ve tekstil sanayisinden, atik su aritimi
laboratuvar gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Ayrica c¢ok yuksek
sicakliklarda (>200 °C) bazi gidalarda da olusmaktadir. Akrilamidin deney
hayvanlari Uzerinde noérotoksik, kanserojenik ve genotoksik etkileri
bulunmustur. Bu sebepten insan ve hayvan saghdi icin ciddi bir risk teskil
etmektedir.

Bu calismada sicanlarda akrilamidin testise verdigi hasara karsi L-
sisteinin etkisini belirlemeyi amagladik.

Calismamizda 240-320 g adirliginda olan, 11-12 haftalik, 28 adet
erkek Sprague-Dawley tlru siganlar kullanildi. Siganlar kontrol (i.p. serum
fizyolojik), akrilamit (40 mg/kg i.p.), L-sistein (150 mg/kg i.p.) ve
akrilamit + L-sistein olarak 4 esit gruba ayrildi. 10 glin boyunca devam
eden deney siresinde hayvanlarin vicut agirhiklan kaydedildi. Siganlar
onbirinci gin anestezi altinda sakrifiye edildiler. Kan &rnekleri total
testosteron duzeyleri Olgulmek Uzere toplandi, testisler zaman kaybi
olmaksizin gikarildi ve agirliklari 6lglildli. Bouin soliisyonunda tespit edilmis
testislere mikroskobik inceleme ve morfometrik d&lgcumler vyapildi.
Hayvanlarin deney oOncesi ve deney sonrasi vicut ve testis agirliklari
karsilastirildi.

Deney sonunda akrilamit ve L-sistein + akrilamit verilen gruplarda
hem vicut, hem de testis agirliklarinda istatiksel olarak anlamli bir agirlik
azalmasi izlendi. Ancak, testis adirlik indeksinde anlamli bir degisim
belirlenmedi. Histolojik incelemelerde, seminifer tubulllerde akrilamit
grubunda birgcok dev hilicre gbézlenirken, L-sistein + akrilamit grubununda
birkag tane dev hlcre saptandi. Akrilamit ve L-sistein + akrilamit
gruplarinda seminifer tibul caplarinda istatistiksel bir azalma bulundu.
Serum total testosteron miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmasa da akrilamit ve L-sistein + akrilamit verilen gruplarda
testosteron dizeyinde bir disis goézlendi.

Sonug¢ olarak L-sistein akrilamit kaynakli toksisiteye karsi seminifer
tibdl capi, vicut agirhgi ve testis agirligini tam olarak koruyamamaktadir.
Ayrica testosteron dizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisim
gézlenmemistir. Ancak L-sistein histolojik incelemelerde seminifer
tibullerdeki dev hlicre sayisini azaltmistir.

Anahtar kelimeler: akrilamit, L-sistein, testis, sican, toksikoloji,
testosteron.



ABSTRACT

Acrylamide is used in many fields from cosmetics, paper and textile
industries to wastewater treatment and laboratories. It is also formed in
certain foods when heated them to high degree, especially greater than
200 °C. It has been reported that acrylamide has neurotoxic,
carcinogenic and genotoxic effects on laboratory animals. Therefore,
acrylamide poses a significant risk for both human and animal health.

In this study, we aimed to determine the effect of L-cysteine against
acrylamide-induced testis damage in rats.

Our experimental study was conducted on 28 male Sprague-Dawley
rats, aged 11-12 weeks and weighing 240-320 g. They were randomly
allotted into four equal groups as control group (i.p. only physiologic
saline solution), acrylamide group (40 mg/kg i.p), L-cysteine group (150
mg/kg i.p.), acrylamide + L-cysteine group. During 10 days long
experiment, body weights of animals were recorded. The rats were
sacrificed under anesthesia on eleventh day of experiment. Blood samples
were collected to analyze total testosteron levels, testes were excised
immediately and testis weights were measured. The testes fixed in bouin
solution were examined morphologically and microscopically. Testis and
body weights are compared among the groups.

At the end of the experiment, statistically significant weight decrease
was found both in testis weights and body weights of the rats in groups
treated with acrylamide and acrylamide+L-cysteine. Nevertheless, no
statistically significant was found in testes index. In histological
examinations, whereas many giant cells were observed in groups treated
with acrylamide, a few giant cells were observed in groups treated with
acrylamide + L-cysteine in seminiferous tubules. In acrylamide and
acrylamide +L-cysteine groups, there were significant decrease in the
diameter of seminiferous tubules. Even though not finding statistically
significant change, we observed a decrease on total testosteron level in
both acrylamide and acrylamide +L-cysteine groups.

In conclusion, L-cysteine could not fully protect rats against
acrylamide-induced toxicity with respect to total body weight, testis
weight and seminiferous tubule diameter. In addition, no statistically
significant change was observed in the of testosteron levels. However, L-
cysteine decreased frequency of giant cells in seminiferous epithelium in
histological examinations.

Keywords: Acrylamide, L-cysteine, testis, rat, toxicology,
testosteron.
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1. GIRIS VE AMAC

Ilk 1893'de Almanya’da iretilen akrilamit 1954’ de ticari bir Grin
haline getirilmis ve suda ¢b6zunebilen kimyasal bir birlesiktir (Smith &
Oehme, 1991). Akrilamit endlstriyel olarak (Uretilen, kimyasal olarak
reaktif ve polimer, kozmetik, kagit ve tekstil gibi sanayide, atik su
aritmada, laboratuvar jellerinde kullanilan bir molekildir (Mendel
Friedman, 2003; Smith & Oehme, 1991). Akrilamit poliakrilamidle birlikte
laboratuvar arastirmalarinda c¢ok kullanilan bir kimyasaldir. Elektroforez
yonteminde poliakrilamidle birlikte jeli olusturmada kullanihr (Mendel
Friedman, 2003). Akrilamidin 2002 vyiinda gidalarda bulundugu
saptandiktan sonra ©6nemi daha da artmistir (E. Tareke, Rydberg,
Karlsson, Eriksson, & Tornqvist, 2000). Ekmek, biskuviler, krakerler,
kahvaltilik tahillar, kizarmis patates, patates cipsi ve kahve gibi pek cok
drtnde cesitli dlizeylerde akrilamit bulundugu bildirilmektedir (Boroushaki,
Nikkhah, Kazemi, Oskooei, & Raters, 2010; Claus, Carle, & Schieber,
2008). Daha cok pisirme, firinlama, kizartma islemleri sonrasi 120 °C
Ustindeki ylksek sicakliklarda islem goéren besinlerde bulunmustur
(Mottram, Wedzicha, & Dodson, 2002; E. Tareke vd., 2000). Bunun
baslica sebebi asparagin aminoasidi ile glikoz ve friktoz gibi sekerlerin
arasinda gercgeklesen Maillard reaksiyonudur (Mottram vd., 2002; Stadler
vd., 2002; Zyzak vd., 2003). Adi gecen bu maddelerden zengin 6zellilkle
bitkisel kaynakli besinlerde (patates, tahil, hindistan cevizi, mercimek ve
kuskonmaz gibi) akrilamit daha gok olusur (M. Friedman & Levin, 2008).
Akrilamidin poliakrilamit denilen zararsiz formu ve monomerik yapidaki
toksik olan formu vardir (Abramsson-Zetterberg, 2003).

Toksik etkisi bakimindan akrilamit 2A grubu maddeler sinifindadir. 2A
grubu maddeler Uluslararasi Kanser Arastirma Kurumu (IARC) tarafindan
1994 vyilinda belirlenen insanlar icin kanser yapma olasihdgi bulunan
maddelerdendir (IARC, 1994; Ruden, 2004).

Akrilamidin deney hayvanlar (zerinde ndrotoksik, kanserojenik ve
genotoksik etkileri vardir. Ayrica Ureme sistemi Uzerinde de c¢esitli
sorunlara yol actigi belirlenmistir (Parzefall, 2008; Tamer & Karaman,
2006)(Tamer & Karaman, 2006; Parzefall, 2008). Ayni zamanda deri
yoluyla emilerek kana verildigi (Gutierrez-Espeleta, Hughes, Piegorsch,
Shelby, & Generoso, 1992 Shelby & Generoso, 1992) ve sigara dumaninda
bulundugu saptanmistir (Carere, 2006).

Uremeye olan etkileri arasinda; farede sperm sayisinda azalma ve
anormal sperm  morfolojisinde artis, spermatojenik hucrelerde
vakuollesme, sperm germ hicrelerinde DNA hasari, testosteron ve Leydig
hiicre sayisinda azalma, testisteki hilicreleri apoptozise gdétirme, dev
hlicrelere yol agma, spermatositte hiicre dénglistinde gecikmeye yol agma
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gibi etkiler bulunmaktadir (M. Friedman & Levin, 2008; Gassner & Adler,
1996; Junko Sakamoto & Hashimoto, 1986; J. Sakamoto, Kurosaka, &
Hashimoto, 1988; Sega, Generoso, Brimer, & Malling, 1990; Tyl, Marr,
Myers, Ross, & Friedman, 2000; H. J. Yang vd., 2005a). Akrilamidin
hayvanlarda ciftlesmede ve hamilelikte hatta uterus icerisinde sperm
transportunda azalmalara yol actigi bildirilmistir (Tyl vd., 2000).

L-sistein silflir iceren bir aminoasittir ve sulfhidril baglar igerir. Stlfur
iceren 3 aminoasitten biri olup inorganik sulfat, koenzim A, taurin,
glutatyon ve protein sentezinde 6ncil bir aminoasittir (LifeExtension,
2003). L-sistein yari esansiyel bir aminoasittir. Memeliler bu aminoasidi
karacigerde sentezleyebilir (MicrobialWorld, 2012). Ayrica, yapisal
proteinlerin sentezini saglar, sinir hicrelerinin okside olmasini engeller,
bag dokusunun stabilitesini ve sertligini korur ve viicutta iyilesme sirecini
arttirarak inflamatuar reaksiyonlari azaltir (Mendel Friedman, 1994;
ScienceDaily, 2009; Stevens, Wilson, & Friedman, 1995). L-sisteinin
asetillenmis tiirevi olan N-asetil sistein Diinya Saglik Orgiitii'nde en énemli
medikal ilaglar listesine girmistir (WHO, 2013). NAC'nin oksidatif strese
karsi koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir (Reddy, Rani, Sainath, Meena,
& Supriya, 2011). Bu etkiler arasinda semenin hacmi, viskozitesi, sperm
motilitesi ve testis morfolojisi Uzerindeki faydah etkileri, hidroksil
radikallerini temizlemesi, glutatyon UGretimini tetiklemesi ve selatér olarak
hiicrelere verilen oksitatif hasari engellemesi bulunmaktadir (Aruoma,
Halliwell, Hoey, & Butler, 1989; Ciftci, Verit, Savas, Yeni, & Erel, 2009;
Cocco vd., 2005; Farombi vd., 2008; Kumamoto, Sonda, Nagayama, &
Tabata, 2001). NAC canhnin normal kimyasina yabanci bir maddedir ve
sisteinin asetillenmesiyle olusur. L-sistein ise canl icin dogal bir maddedir.
Bu bakimdan NAC yerine L-sistein kullanimi galismamizda tercih edilmistir.

Yukaridaki bilgiler 1siginda o6zellikle hazir gida, biskivi, kraker vs
tiketimi yayginlastigindan ve sebze ve diger bitkisel besinlerin
pisirilmesinde potansiyel tehlikeler oldugu saptandigindan gida gilvenligine
dikkat edilmesi gerekmektedir. Ozellikle kanserojen olmasi nedeniyle
akrilamidin olusmasi ve viicuda alinmasi engellenmelidir. Bu calismamizda
Akrilamidin testisler Uzerindeki hasarlandirici etkisinin L-sistein ile dnlenip
onlenemeyeceginin arastiriimasi ve elde edilecek bulgular ile akrilamidin
testisler Uzerindeki zararh etkilerinin azaltilmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Anatomisi

Testisler funikulus spermaticusa asili olarak skrotum icine yerlesmis,
sperm Ureten bir cift erkek Greme organidir. Kivrimlh bir deri kesesi olan
skrotumun i¢c yuzl septum skroti ile iki ayr bdlime ayrilir. Testisler bu
bosluklarda bulunur. Testisler oval sekilli olup yetiskinlerde yaklasik 4-5
cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde ve 3 cm anterioposteriyor captadir.
Agirhgr 20-30 g’dir. Arka kenarina funikulus tutunmustur. Arka kenarin
yan kismina baglanmis olarak epididimis bulunur. Bezin lst ucu 6ne dogru
hafifce egilmistir (Sekil 2.1).

Testislerin skrotum igindeki duruslari vertikal olmayip organin uzun
ekseni yukaridan asadi ve 6nden arkaya egik, sol testis sag testise gore
biraz daha asagidadir. BoOylece glnlik hareketlerde rahatsizlik verici
carpmalar olmaz (Fahri, 1999; Figen, 2003; Snell, 1998).

epididimisin
bas!i duktuli efferentes
duktus

deferens

seminifer

tabul

epididimisin
govdesi

septum

mediastinum tunika

testis

rete testis

tunika
vajinalis

duz tabdudller
epididimisin kuyrugu

Sekil 2. 1 Testisinin sagital kesiti (Ross & Pawlina,2013).

albuginea



Normal spermatogenez karin boslugundaki isidan daha disltk isida
bulunmasiyla gerceklesebilir. Testisler skrotumda yerlestikleri zaman karin
isisindan 2, 3°C daha disuk i1sida bulunurlar. Bu sicaklik spermatogenez
icin 6nemlidir ama hormon Uretimini etkilemez. Skrotum icindeki testis
Isisi muskulus kremaster ve dartosun kasilmalariyla refleks olarak derinin
ylzey alani ve vicuda yakinhgr degistirilebilir. Funikulus spermaticus
icindeki vena testicularisler plexus pampiniformisi olustururlar ve arteria
testicularisin dallari ile birlikte uzanirlar. Bodylece testislerin Isisinin
sabitlenmesinde ters yonde isi dedisim mekanizmasi ile katkida bulunurlar.
Bu sekilde karindan sicak olarak arterle gelen kanin isisi venler tarafindan
alindigindan isisi diisiik kan testise ulastirilir (Snell, 1998).

Testisin fasia medialis (ic yan yuz) ve fasia lateralis (dis yan yuz)
olmak lzere iki yuzd, margo anteriyor (6n kenar) ve margo posteriyor
(arka kenar) olmak Uzere iki kenari ekstremites superior (Ust ug) ve (Ust
ug) ve ekstremites inferior (alt ug) olmak Uzere de iki ucu vardir (Arinci &
Elhan, 1999).

Testisi distan ice dogru 3 tabaka cevreler; tunika vaginalis, tunika
albuginea ve tunika vaskiloza.

Tunika vaginalis embriyonik processus vaginalisin distal kalintisi olan
testisin bUyuUk bir kismini saran periton kalintisidir. Tunika vaginalis;
skrotum’un i¢ ylzunld ddseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi
saran lamina visceralis (epiorchium) olarak iki katmandan olusur. Lamina
visceralis (epiorchium), epididimis’in buyudk kismi ile arka kenarinin
mediyal bolimU disinda, testis’i sarar ve bu iki yapiyi birbirine baglar.
Lamina parietalis (periorchium), periton‘un fascia spermatica interna’yi
déseyen kismidir. Tunika vaginalis’in iki katmani arasinda kalan aralikta,
testislerin serbest hareketini saglayan kaygan bir sivi bulunur (Moore &
Persaud, 2009; Singh, 2014).

Tunika Albuginea ise testisi cevreleyen kalin ve yodun bir fibroz
dokusudur. Epididimisle direk olarak temas etmedigi yerlerde tunika
vaginalisin viseral kismiyla kaplidir. Posteriyor olarak kalin ve vertikal bir
septum olusturmak Uzere kalinlagir ve mediastinum testisi olusturur.
Mediastinum testis, organa damar, sinir ve kanallarin girip ¢iktigi bélgedir.
Mediastinum testisten ¢ikan uzantilar, testis parankiminden gecerek tunica
albuginea'nin i¢ yluzlne isinsal uzanir ve organi piramidal sekilli 200-300
lopcuda ayirir. Her bir lopcuk 1-4 arasi spermatozoa Ureten ¢ok katmanli,
kalin bir germinal epitelle gevrili seminifer tibll denilen kivrintili tabdulleri
icerir. Ince, ipliksi tarzda dizilmis seminifer tiibiller mediastinumdan
gecerken duz tubdlleri olustururlar. DUz tubulller spermotozoa Uretmezler.
Spermatozoalari bir kanal agi yapisi olan rete testise iletirler. Daha sonra
rete testis epididimisin Ust ucuna sayilari 12-15 kadar olan ductuli
eferentesle ulasir (Sekil 2.1) (Singh, 2014).



Tunika vaskliloza testisin damar agindan olusturur. Tunika
albugineanin ig tlizuna oérter (Singh, 2014).

Internal spermatik arter, deferensiyal arter ve eksternal spermatik
veya kremasterik arter olmak Uzere testisin arterleri 3 kaynaktan kdken
alir. Renal arterlerin hemen altindaki abdominal aorttan internal spermatik
arter c¢ikarak spermatik korddan gecer ve testise gelir. Spermatik
kordondan c¢iktiktan sonra arterler pleksus pampiniformise yakin ilerlerler.
Pleksus pampiniformis, venlerin testisten c¢iktiktan sonra birbirleriyle
yaptiklart yogun anastomoz ve kivrilmalarla meydana gelen bir ven
toplulugudur. Testis arterleri testise cok sayida dal halinde girerler.
Mediastinum bdlgesinden testise girdikten sonra c¢ok sayida dallara
ayrilarak parankim icinde yayilirlar (Gray, 2001; Moore & Persaud, 2009;
Singh, 2014; Yalcin, Komesli, Ozgok, & Ozan, 2005).

Testis icerisinde venler arterlerle ayni yolu izlemezler. Parankimdeki
venler yuzeyel venlere veya mediastinum yakinindaki venlerden birine
acilirlar. Pleksus pampiniformisi olusturmak Uzere bu iki grup ven
deferensial ven ile birlesirler. Buradan cikan internal spermatik venler
sagda vena kava'ya acilirken sol tarafta ise renal vene ilerlerler. Damari
ince olmasinin yaninda spermatik ven az miktarda kas bulundurur (Gray,
2001; Moore & Persaud, 2009).

Spermatik kord igerisinde devam eden lenf damarlar testis seminifer
tabdlleri arasindan yani interstiyel alandan kdken alir. Seminifer tibillerde
lenfatik damarlar yoktur (Gray, 2001; Singh, 2014).

Renal pleksus ve intermezenterik otonom sinir sistemi testisin
innervasyonunu sadglarken, testisin somatik innervasyon yoktur. Testis
sinirleri testis arterleri boyunca testise ulasir. Leydig hlicrelerini besleyen
damarlarda adrenerjik sinir lifleri vardir (Gray, 2001).

2.2. Testisin Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi, bir kismi otozomal olan birgok geni igine alan
karmasik bir slrectir. Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar cinsiyeti
belirleyen bélgesinde (sex determining region=SRY) testis belirleyici faktor
(testis determining factor=TDF) genini tasiyan Y kromozomudur.
Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan ovumu doélleyen sperm cesidi ile
belirlenmistir. Gelisimin 7. haftasina kadar gonadlarda erkek veya disi
morfolojik ézellikleri gelisime baslamaz. Gelisimin erken déneminde her iki
cinsiyette de genital sistem birbirine benzer, bundan dolayi! gelisimin bu
evresi cinsel gelisimin farklanmamis safhasi olarak adlandirilir. Testis veya
overlere farklanacak olan gonadlar posteriyor abdominal duvarin mezoteli



(mezodermal epitel), altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve
primordiyal germ hcreleri olmak Uzere U¢ kaynaktan kdken alirlar.

Baslangicta gonadlar bir c¢ift uzunlamasina kdlomik epitelin
proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmus genital
veya gonadal kabariklik halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar
genital kabarikliklar icinde germ hicreleri mevcut dedildir. Primordiyal
germ hicreleri insan embriyosunda gelisimin 3.haftasi sonu, 4. haftanin
basinda vitellis kesesinin allontoisin baslangic yerine yakin duvarindaki
endoderm hlcreleri arasinda ortaya cikarlar. Bu hicreler vitellis
kesesinden, gelismekte olan gonadlara amipsi hareketlerle son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 4. haftanin sonu veya 5. haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada da gonadal kabarikliklari
isgal ederler (Sekil 2.2) (Creasy & Chapin, 2013; Hecht, 1998; Moore &
Persaud, 2009; Sadler, 2005).

On Arka
Bagirsak Bagirsak :
Allantois Genital
Kabarti
; Arka
e/ Bagirsak [~ 2%
Primordial —
Kal Germ Hiicreleri ehita
: Kabarti
Kloak Mezanefroz
Vitelliis
A Kesesi B

Sekil 2. 2 A. \Vitellis kesesinin allantoise yakin duvarinda primordial germ
hlcrelerini gosteren 3 haftalik bir embriyo. B. Arka badirsak ve dorsal mezenter
boyunca primordial germ hicrelerinin genital kabartiya gé¢ ederken izledigi yol
(Sadler, 2005).

Eder gelismekte olan gonadlar Y kromozomuna sahipse erkek fenotip
gelisir (Moore & Persaud, 2009; Sadler, 2005). Testislerin gelisimi
birbirleriyle badlantii  bir sekilde birgok genin indlksiyonuyla olur
(Thompson, Mclness, & Willard, 1991). Testis belirleyici faktort (TBF)
kodlayan Y kromozomunun etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari cogalmaya
devam ederler, medullanin i¢ kesimlerine ilerleyerek medullar kordonlari
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olustururlar. Bu kordonlar, bezin hilusuna dogru ince hiicre siralarindan
ibaret bir ag sekline donilsurler. Testis kordonlari ylzey epiteliyle olan
baglantilarini gelisimin daha ileri devrelerinde kaybederler. Daha sonra,
testisin tipik bir 6zelligi olan tunika albuginea adli yogun fibréz bir bag
dokusuyla epitelden ayrilmis olurlar. Doérdlncl ayda testis kordonlar at
nalina benzer ve bu at nalinin ucglari rete testis ile devam eder. Bu
durumda artik, testis kordonlari primitif germ hucreleri ve bezin ylzey
epitelinden kdéken almis Sertoli hlcrelerinden meydana gelmistir (Hecht,
1998; Moore & Persaud, 2009; Stadler vd., 2002).

Interstisyel Leydig hiicreleri, gonadal kabarikligin  orijinal
mezensiminden kdken alir. Testis kordlarinin arasinda bulunurlar ve bu
kordlarin farklanmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar.
Gebeligin  8.haftasinda, Leydig hucreleri, androjenik hormonlar
(testosteron ve androstenedion) salgillamaya baslarlar. Bu hormonlar
mezonefrik kanallarin ve dis genital organlarin erkek olarak farklanmasini
indikler. Testosteron uretimi, insan koryonik honadotropin (hCG)
hormonu uyarir. Hormonun miktari 8-12 haftallk dénemde en ylksek
degerine ulasmistir. Artik testisler genital kanal ve dis genital organlarin
cinsiyete gore farklanmasini etkileyecek hale gelmistir. Puberteye kadar
solid halde kalan kordlarin pubertede limenleri agilarak seminifer tubulleri
olustururlar. Seminifer tubiller bir kere kanalize olduktan sonra, rete
testis tubullerine katiir ve daha sonra duktuli efferenteslere girerler. Bu
efferent duktuslar mezonefrik sistemin geri kalan bosaltim tdbdlleridir.
Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar rete testis ile mezonefrik veya
Wolff kanallari arasinda bir baglanti islevi gortrler (Habert, Lejeune, &
Saez, 2001; Moore & Persaud, 2009; Sadler, 2005).

FetUsun testislerindeki Sertoli hicrelerinden salgilanan Millerian
inhibe edici madde (MIS) veya antimdullerian hormon (AMH) olarak bilinen
non-steroid madde de, paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.
Testislerden MIS disinda, hedef doku hucrelerini etkileyen testosteron da
salgilanir. Testosteron bu hicrelerde 5-alfa-reduktaz enzimiyle
dihidrotestosterona dénusturulir. Testosteron ve dihidrotestosteron hiicre
icinde, bu hormonlara karsi 6zel ve ylksek afinitesi olan bir reseptér
proteine badlanirlar. Bu hormon-reseptor kompleksi de dokuya o0zel
genlerin ve bunlarin protein drdnlerinin transkripsiyonunu dizenlemek
Uzere DNA'ya badlanir. Testosteron reseptér kompleksleri, mezonefrik
kanallarin virilizasyonuna aracihk ederken, dihidrotestosteron-reseptor
kompleksleri de erkek dis genital organlarinin farklanmasini saglar (Josso,
di Clemente, & Gouedard, 2001; Sadler, 2005).

Testisler 26. haftada inguinal kanal boyunca karin arka duvarinda
skrotuma dogru inmeye baslarlar. Bu degisiklik embriyonun boyutlarindaki
uzama ve fotal pelvisin genislemesiyle olur (Moore & Persaud, 2009).
Testislerin bluylumesi ve mezonefrik bébreklerin atrofisi tetislerin arka karin
duvari boyunca kaudal olarak hareketine izin verir ve processus vaginalisin
blylimesi bu ilerlemede testislere rehberlik eder. Bu durum fétal
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testislerce Uretilen androjenlerle kontrol edilir (Wensing, 1988).
Gubernakulum processus vaginalisin inguinal kanallari olusturmasi
sirasinda, ona 6n karin duvari boyunca yol olusturur. Gubernakulum ayni
zamanda testisi skrotuma baglar ve testisin skrotuma inisinde rehberlik
yapar. Testislerin inguinal kanala gecisinde ayni zamanda karin ici
organlarin biyimesine bagl olarak, intraabdominal basing artisinin da rol
oynadigi dustnlilmektedir. Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inisi
genellikle 26. haftada baslar ve 2-3 glin devam eder. Testisler, periton ve
processus vaginalis disindan gecerler. Testisler skrotuma girdikten sonra
inguinal kanal spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde dogmus yeni
doganlarin %97’den fazlasinda, her iki testis de skrotum igerisinde
bulunur. Testikller damarlar, testisler arka karin duvari seviyesindeyken
olusurlar. Organlarin skrotuma inisi sirasinda duktus deferensi ve
damarlari da birlikte tasirlar (Moore & Persaud, 2009; Wensing, 1988).

Testisler karin boslugundan skrotuma bu inis asamasinda kan
damarlarini, lenfatik damarlari, otonom sinirleri ve tunika vaginalis denilen
testisin anterolateral ylzeyini kaplayan, abdominal peritonun uzantisini da
beraberinde tasirlar (Ross & Pawlina, 2011; Wensing, 1988).

Testisler dogumdan sonra sadece spermatogonya igerirler. Puberteye
kadar spermatogenez olmaz. Pubertede testosteron hormonu miktari
artar, seminifer tubudl limeni olusur ve spermatogenez baslar (Ross &
Pawlina, 2011) .

2.3. Testisin Histolojisi

Eriskin testisleri karin boslugunun disinda yerlesmis, skrotum icinde
uzanan yaklasik 5 cm uzunlugunda ovoid yapil cift organlardir. Testis vaza
deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari iceren spermatik
kordonla asihdir. 3 tabakayla sarilir: siki fibréz bir tabaka olan tunika
albuginea, serdz bir tabaka olan tunika vaginalisin viseral tabakasi ve
tunika vaginalisin paryetal tabakasi. Tunika vaginalisin tabakalari seréz bir
siviyla birbirinden ayrilir. Bu sivi testisin skrotal kesede hareketine izin
verir. Testislerin tunika albuginea adinda kalin ve siki bir bag dokusu
kapsulu testisi sarar. Kapsulin i¢ kismi kan damarlarini iceren, gevsek bag
dokusundan olusan tunika vaskulozadir. Herbir testis kapsulden cgikan
septalarla yaklasik olarak 200-300 lopcuga bélinr.

Testisin herbir lopcugu 1-4 arasi seminifer tibul ile bag dokusu yani
stromadan olusur. Seminifer tibiller sperm Uretim yeriyken, bag dokusu
Leydig (interstisyel) hicrelerini iceren bolimdir. Herbir tibil lopgugun
icerisinde kendi Uzerine katlanarak kivrimh bir yapi olusturur. Tubduller
arka testise dogru birlesirler ve iceriklerini rete testis kanal agina
bosaltirlar. Testisin arka kisminda damarlarin ve sinirlerin girip ciktigi
bbélge tunika albugineanin kalinlasarak olusturdugu mediastinum testistir.
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Burasi tunika vaginalisle sarilmaz ve rete testisi igerir. Rete testis
seminifer epitelyumun Grinlerini toplayan kanallar agidir. Sperm seminifer
tabdl ldmenine birakilir, sonra dolambach bir yol izleyerek rete testis,
duktuli eferentes epididimis, vas deferans, ejakllator kanal, lretra ve
penise gelir. Ejakulator kanal ve Uretradan gecerken yardimci bezler olan
veziklla seminalis, prostat bezi ve bulbolretral bezlerin salgilariyla birlesir
(Kierszenbaum, 2006; Netter, 2010; Ovalle & Nahirney, 2009; Ross &
Pawlina, 2011).

2.3.1. Seminifer tiibiiller

Seminifer tibll 30-80 cm uzunlugunda ve 150-250 um gapindadir.
Her testiste 250-1000 seminifer tubul bulunur. Bir testisteki tubdullerin
toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Seminifer tlbduller ince bir tunika
propria tarafindan sarilmis kalin bir seminifer epitelinden olusur. Seminifer
epitel bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir
miyoid hicrelerden olusan duvarla cevrelenmistir. Seminifer epitel 2 ana
hicre  populasyonundan olusur: somatik Sertoli hcreleri ve
spermatogenik htcreler (spermatogonya, spermatositler ve spermatidler,
Sekil 2.3). Bazal membrana en yakin olan hucreler spermatogonyadir.
Yuvarlak cgekirdekli ve kromatini spagettiye benzeyen daha blyuk htcreler
primer spermatositlerdir. Sekonder spermatositler seyrek gdérulir, olusur
olusmaz bdllinerek spermatidleri olustururlar. Dénlistim déneminde Sertoli
hicrelerine tutunurlar. Sertoli hicreleri tabani bazal membrana oturur;
serbest uglarl yayilarak uzanir ve limene ulasir. Erken ve gec¢ olarak
adlandirilan spermatidler bélinmeksizin Iimen birakilir. Seminifer tibuller
kivrimlidir ve uglarina dogru limeni daralarak diz tubdller ya da tubuli
rekti olarak anilan kisa segmentler halinde kangallar seklinde uzanir. Bu
diz tubudller, seminifer tubdulleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Anostomoz yapan rete testis
kanallari yaklasik 10-20 adet duktili eferentes ile epididimisin bas kismina
baglanir (Gartner & Hiatt, 2007; Junqueira & Carneiro, 2009;
Kierszenbaum, 2006; Ovalle & Nahirney, 2009; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.1.1. Miyoid hicreler

Myoid hlcreler, insanda, seminifer tibul bazal laminasina yapisik en
icteki katmanda 3-5 sira halinde yer alan diz kas o6zelligi gosteren
yassilasmis hulcrelerdir. Kemirgenlerde ise tek tabaka halinde epitelsi bir
dizilis gosterirler. Cok sayida aktin filamanlar ve granilli endoplazmik
retikulumlari vardir. Fibroblastlarin yoklugunda kollajen lifi sentezi
yaparlar. Bu hulcrelerin ritmik kasiimalari hareketsiz spermleri rete testise
ilerleten peristaltik dalgalari olusturur. Spermler epididimal kanaldan
gectikten sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar (Junqueira & Carneiro,
2009; Kierszenbaum, 2006; Ross & Pawlina, 2011).



2.3.1.2. Sertoli hicreleri

Seminifer hlcre epitelinin baskin hicre tipi puberteye kadar Sertoli
hiicreleridir. Ancak puberteden sonra seminifer tubdlleri ddseyen
hiicrelerin yalniz %10’unu olustururlar. Ileri vyaslarda erkeklerde
spermatogenik hicre populasyonu yine dlser ve Sertoli hucreleri tekrar
baskin hale gelir.

Prizmatik htcre olan Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tabdal
limenine kadar uzanir. Seminifer tabdl Iimeni ve tabdller arasi bosluk
arasinda koprd hicreler olarak goérev vyaparlar. Gelismekte olan
spermatogenik hicrelere kriptalar saglayarak ev sahipligi yaptiklarindan,
apikal ve lateral hicre membranlarinin dizensiz sinirlart vardir. Agik
renkte boyanan cgekirdegi belirgin ve genis bir cekirdekgik icerir. Sertoli
hicrelerinin  gekirdekleri olukludur. Sitoplazma diz ve granulld
endoplazmik retikulum, mitokondriyonlar, lizozomlar, yag damlaciklari,
yaygin bir Golgi aygiti ve zengin bir hlcre iskeleti (vimentin, aktin,
mikrotubduller) igerir.

Bazolateral boélgelerinde, Sertoli hlcreleri komsu Sertoli hicreleri ile
tikayici baglantilar olustururlar. Bu baglantilar seminifer epiteli bazal ve
adluminal olarak iki kompartimana ayirir ve ayni zamanda vicuda yabanci
olan gelismekte olan spermatositler ve spermatidleri otoimmiun
reaksiyonlardan ve kanda bulunan diger yabanci maddelerden koruyan
kan-testis bariyerini olustururlar. Sertoli hiicreleri baglantilari ektoplazmik
O0zellesmeler olarak adlandirilan bdlgelerde aktin filamanlan ve
endoplazmik retikulumuyla siki bir iliski gésterir. Bu 6zellesmeler spermin
Ilimene dodgru hareketi sirasinda baglantinin yapisindaki degisikliklere
uyumu saglayan yapilardir.

Sertoli  hUcrelerinin  yerine  getirdigi  fonksiyonlar  arasinda
spermatogenik  hlcreleri  desteklemek, korumak ve beslemek,
spermiyogenez sonucunda spermatidler tarafindan atilan rezidual
cisimcikleri fagositoz ile elimine etmek, olgun spermatidlerin aktin-aracili
kasiimalarla, seminifer tibul Iimenine salinimini kolaylastirmak, limene
proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi salgilamak sayilabilir. Ayni
zamanda Sertoli hicreleri FSH (folikll uyarict hormon) uyarimina cevap
vererek, ABP (androjen-baglayici protein) sentezini ve salinimini
duzenlerler. ABP testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine ylksek
baglanma afinitesinde olan salgisal bir proteindir ve epididimisin proksimal
kisimlarina tasinir. Ayrica Sertoli hicreleri inhibin ve aktivin sagilarlar.
Inhibin hipotalamustan ve 6n hipofizden salinan gonadotropin salgilatici
faktér ve FSH U(zerine negatif feedback etki gdsterir. Aktivin ise FSH
Uzerine pozitif feedback bir etki gdsterir (Kierszenbaum, 2006; Ovalle &
Nahirney, 2009; Tekelioglu, 1999).
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2.3.1.3. Spermatogonya

Seminifer tubulin bazal kompartimaninda bazal laminaya bitisik
bulunan diploid spermatogenik hucrelerdir. Sertoli hlcreleri arasinda
bulunan tikayict badlantilarin  altinda bulunduklarindan kan-testis
bariyerinin disindadirlar. Yaklasik 12 um capindadirlar. Uc cesidi vardir:
tip A koyu spermatogonya, Tip A aclkk spermatogonya ve tip B
spermatogonya. Tip A spermatogonya ovoit sekilli ve heterokromatiktir.
Rezerv hicrelerdir. Mitoz bélinmeyle daha fazla tip A koyu
spermatogonya ve hatta tip A aclk spermotogonya olustururlar. Tip B
spermatogonyanin tip A spermatogonyadan farki ¢ekirdekleri dkromatiktir
ve daha acik boyanir. Organelce fakirdirler. Mitokondrisi, sinirl sayida
golgi kompleksi, birkag tane diz endoplazmik retikulumu ve c¢ok sayida
serbest ribozomu vardir. Testosteronun etkisiyle béllntrler ve tip A acgik
spermatogonya veya tip B spermatogonya olustururlar. Tip B
spermatogonya tip A acik spermotogonyaya benzer. Ancak cekirdekleri
daha vyuvarlaktir. Mitozla bélinerek primer spermatositleri olustururlar.
(Sekil 2.3)(Gartner & Hiatt, 2007; Junqueira & Carneiro, 2009;
Kierszenbaum, 2006; Wakaizumi, Yamamoto, Fujimoto, & Ozeki, 2009).

2.3.1.4. Spermatositler

Tip B spermatogonya mitotik bdlinmeler sonucu DNA eslenmesinden
sonra (S fazi) mayoz bdlinmenin ilk asamasinda yer alan profaz safhasina
girerler. Bu asamada artik primer spermatosit olarak adlandirilir ve bir
spermatogonyuma gore iki kat DNA’ ya sahiptir. Spermatositler Sertoli
hicrelerinin tikayici badlantilarinin hemen (zerinde, seminifer tlbilin
adluminal kompartimanindadir, yani kan-testis bariyerinin igindedirler. Bir
primer spermatosit birinci mayozu gecirdikten sonra iki adet sekonder
spermatositi olusturur. Sekonder spermatositler hizlh bir sekilde ikini
mayozu gegirirler tekrar esit bdlinerler. Sonunda herbir sekonder
spermatositten iki adet spermatid olusur.

Bolinmeler sonunda  spermatogonyumun DNA  miktann  2C
disunudlurse, primer spermatosit 4C DNA, sekonder spermatosit 2C DNA
ve spermatidlerin herbiri 1C DNA igerir. Birinci mayoz bdlinme uzun, ikinci
mayoz boélinme c¢ok daha kisadir. Bundan dolayl primer spermatositler
seminifer tlblllerde cok daha fazla géralir. Bundan sonraki evrelerde
spermatidlerin spermiyogenez denilen ve spermatozoa olana dek
gegirecekleri farklilasma evresi baslar (Kierszenbaum, 2006; Richard &
Lopez, 2013).
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2.3.2. Interstisyel alan

Seminifer tibdlller arasindaki bosluk interstisyel alan olarak
adlandirilir. Insterstiyel alan testis fonksiyonu igin son derece &énemli
yapilari icerir. Burasi klcuk kan damarlari, kapillerler, klcuk venler,
lenfatik kanallar veya sinltzoidler, makrofajlar, mast hucreleri,
fibroblastlar, sinirler ve androjen lreten Leydig hicre gruplar tarafindan
doldurulmus siki ve gevsek bag dokusudur. Testisin kan-testis bariyerinin
disinda kalan kismidir.

Leydig hicreleri gevsek topluluklar halinde kan damarlari gevresinde
dizenlenmis kuvvetli asidofilik hicrelerdir. Leydig htcreleri disinda kalan
alanlarda interstisyel siviyl (kapillerlerden kaynaklanan ultrafiltrat) tasiyan
lenfatik sintsler bulunur. Lenfatik sindsler bu siviyr lenfatik sisteme
verirler. Lenfatik sistem de spermatik kord araciliiyla testisi terkeder.

Insterstisyel alanin anatomik vyapisi ve miktar tirden tire
degismektedir. Mesela kemirgenlerde testisin %15’i interstisyel alanken,
insanda %25-30'u ve domuzda ise %40"dir.

Insterstiyel alanda kan damarlariyla gelen oksijen, glukoz ve
hormonlar kan damarlarindan diflizyon yoluyla bazal membran aracilidiyla
seminifer tibulllere gecer. Bu maddeler germ hicreleri icin cok 6énemlidir,
cinkl seminifer tibillerde kan damarlari bulunmamaktadir. Diger
taraftan, bazal membran ve kan testis bariyeri bir engel olarak davranarak
bluyuk molekdilleri kandan tibdullere gegirmezler. Artik maddeler ise bazal
membranla interstiyel alana gecer ve buradan kuguk venlerle testisten
uzaklastirilirlar (Creasy & Chapin, 2013; Kierszenbaum, 2006; Richard &
Lopez, 2013; Tekelioglu, 1999).

2.3.2.1. Leydig Hucreleri

Tipik olarak yag damlaciklarini igeren, biylk, poligonal sekilli,
kdpluksl gorintime sahip ve eozinofilik hlicrelerdir. Hlcre ylzeylerinde cok
sayida mikrovillis vardir ve gekirdek merkezin disinda yerlesir. Reinke
kristallerinin yaninda bircok lipofuskin pigmenti igerirler. Cogunlukla
pencereli kapillerler ve klguk lenf damarlarina yakin yerlesirler.

Leydig hlcreleri hipofiz bezinden salinan bir gonadotropin olan LH
tarafindan uyarilir. LH kolesterol desmolazi aktivitesini arttirir. Kolesterolu
preghenolona cevirerek, testosteron sentezini baslatir.
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Leydig hucreleri erken fotal yasamda farklilasirlar ve testosteron
Uretirler. Testosteron, 6ncllld olan kolesterolden tlrer. Testosteron ya dlz
endoplazmik retikulum zarlarinda sentezlenmekte ya da dolasimdaki
dasuk yogunluklu lipoprotein molekillerinden tiremektedir.
Testosteronun salinimi embriyonik gelisme, cinsel olgunlasma ve Ulreme
icin gereklidir. Embriyoda; testosteron ve diger androjenlerin salinimi
erkek fetlisinde gonadlarin normal gelisimi icin dnemlidir. Pubertede;
testosteron salinimi sperm Uretimi, yardimci bezlerin salgisi ve ikincil
cinsiyet karakterlerinin gelisiminden sorumludur. Yetigkinlerde ise
testosteron salinimi dis genital kanallar, yardimci bezler ve spermatogenez
ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin devami igin 6nemlidir.

Leydig hucreleri erkek fetisin ilk farklilasma evrelerinde aktiftir.
Fotal yasamin yaklasik olarak 5. ayindan itibaren inaktif olur. Bu evrede
Leydig hicreleri fibroblastlara benzerler. Pubertede gonadotropik uyarimla
beraber tekrar aktif olurlar, androjen salgilarlar ve hayat boyu aktif kalirlar
(Ovalle & Nahirney, 2009; Ross & Pawlina, 2011; Svechnikov vd., 2010).

Testis H&E

Leydig
hucreleri

|
Sertoli
i hiicreleri

Primer spermatositler

Sekil 2. 3 Testisin histolojik gérintiisi (Oztirk, 2013; H-E boyasi)
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2.3.3. Spermatogenez

Spermatogonyanin sperme farklilastigi slrectir. Bir dizi karmasik ve
kendine has olay! igerir (Sekil 2.4). Gonadotropinlerin salinimiyla hemen
puberte 6ncesi baslar ve tim yasam boyunca devam eder. Insanda
Eger

spermatogonya fazindan spermiasyona kadar 64 gun sdirer.

spermatogonyanin bdlinme evresi de hesaba katilirsa yaklasik olarak 74
gln strer (Junqueira & Carneiro, 2009; Richard & Lopez, 2013; Ross &

Pawlina, 2011).

Tip A Spermatogonya

Tip B Spermatogonya

%@% Primer spermatosit

LB\

VY W W W Ve W Ve W 0, Ve
NN NN NSNS\

MN’

Sekonder spermatosit

Erken spermatid

Geg spermatid

Reziduel cisimcikler

Spermatozoa

Sekil 2. 4 Spermatogenezin asamalar (Ross & Pawlina, 2011, s.794)
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2.3.3.1. Spermatogonya fazi

Spermatogonya fazinda spermatogonya kok hicreleri bircok mitoz
boélinme gecirirler ve spermatogonya hicre dizisini yaparlar. Tip A
spermatogonyanin ovoit bir ¢ekirdek ve bazilarinin koyu bazilarinin acik bir
sitoplazmasi vardir. Tip B olanlarin ise ortada yuvarlak bir gekirdekleri
vardir. Spermatogonyanin bdlinme evresi insanda yaklasik 10 gin slrer
(Richard & Lopez, 2013; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.3.2. Spermatosit fazi (mayoz bélinme)

Tip B spermatogonya mitoz bdlinme gegirerek spermatositleri
olustururlar. DNA’larinl mayoz bélinmeden dnce cogaltirlar. Boylece herbir
primer spermatosit normal kromozom sayisi icerir ve DNAIlarini iki katina
gikarirlar. Birinci mayoz sonucunda kromozom sayisi ve DNA miktari
yariya iner. Olusan kromozom haploid sayida kromozom igerir. Ikinci
mayoz da DNA codalmasi olmaz. Herbir spermatid haploid kromozom ve
tek kromatid icerir. Bu fazda primer spermatositler kromozom sayisini ve
DNA igerigini azaltmak igin mayoz gegcirirler.

Birinci mayoz bolinmenin profazinda, kromatin yogunlasir ve gorinir
hale gelir. Bu insanda 22 gun surer. Bu esnada primer spermatositler
gegici bir slreyle bazi sitokinlerin (TNFa ve TGFB3) yardimiyla Sertoli
hicreleri arasindaki tikayici badlantilari bozarlar ve ilerlerler. Metafaz
evresinde homolog kromozomlar birbiriyle eglesirler ve 4 kromatidli
tetradlar olustururlar. Aralarinda krossing-over denen genetik materyal
degisimi gerceklesir. Bu dedisim esnasinda 4 kromatit (¢ parcal olarak
goérundr. Bu sekline sinaptonemal kompleks adi verilir. Bu komplekste
kromatitler gegici olarak kirilir ve tekrar birlesir. Boylece kromozomlar ayri
kutuplara gitmeden 6nce genetik cesitlilik saglanir. Ayni zamanda herbir
spermatositten 4 farklh haploid, yuvarlak spermatid Uretilir. Krossing over
sonrasl homolog kromozomlar ayrilirlar ve ig iplikgikleriyle farkli kutuplara
cekilirler. Kromozomlarin kutuplara ¢ekilme olay: rastgele gergeklesir. Bu
durum olusan spermin genetik gesitliligine katkida bulunur.

Birinci mayotik bdélinme sonucunda olusan hicrelere sekonder
spermatosit denir. Bu hlcreler yeniden DNA sentezlemeden S fazina
girmeden dogrudan ikinci mayozun profazina girerler. Metafaz esnasinda
kardes kromatidler ayrilirlar. Cekirdek zar tekrar olusur ve 23 kromozomu
2 adet haploid spermatid olusur (Gartner & Hiatt, 2007; M. H. Johnson,
2013; Richard & Lopez, 2013; Ross & Pawlina, 2011).
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2.3.3.3. Spermiyogenez

Spermatid hicrelerinin farklilasarak olgun spermlere dénidsmesi ve
limene salinmasina spermiyogenez denir. Ikinci mayoz bélinmeyle
beraber herbir spermatid haploid (n) sayida kromozom icerir. Tekrardan
bir bélinme olmaz. Haploid spermatidler olgun spermatidlere dénulsurler
ve bu dénlisim esnasinda kromozom sayisi degismez. Déllenme sonunda
da normal diploid (2n) hlicre saglanir. Spermiyogenez akrozom olusumu,
cekirdek yogunlasmasi ve uzamasi, flagella gelismesi, fazla sitoplazmanin
atilmasi evrelerini icerir. Bu degisim evresinde spermatidler Sertoli
hicrelerine 6zel baglantilarla bagl bulunurlar (Sekil 2.5) (Gartner & Hiatt,
2007; Junqueira & Carneiro, 2009; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.3.3.1. Golgi fazi

Bu faz spermatidin Golgi komplekslerinde biriken PAS (Periyodik asit-
Schiff boyasi) pozitif granillerinin varligiyla saptanir. Bu grantller zarh
vezikll olarak birlesirler ve gekirdek zarina yakin bir yerde akrozomal
vezikllli olustururlar. Vezikdl blylyerek igerigini arttinr. Akrozomal
vezikllin oldugu yer gelismekte olan spermin anteriyor kutbu olur. Bu
evrede sentriyoller spermin posteriyor kutbuna dodgru hareketlenir ve
sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak 9 adet periferal mikrotibdul
ciftleri ve 2 adet merkezi mikrotibllin olusmasini baslatir (Gartner &
Hiatt, 2007; Junqueira & Carneiro, 2009; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.3.3.2. Baslik fazi

Akrozomal vezikll cekirdegin anteriyor kisminda yayilir. Bu yapiya
akrozomal kep denir. Akrozomal kepin altinda bulunan c¢ekirdek zar
porlarini kaybeder ve kalinlasir. Cekirdek de yogunlasir (Gartner & Hiatt,
2007; Junqueira & Carneiro, 2009; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.3.3.3. Akrozom fazi

Bu fazda spermatid kendini yeniden yonlendirir ve bazal laminaya
dogru donerek Sertoli hlicresine iyice gomdilir. Gelismekte olan flagella
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limene dogru uzanir. Yogunlasmis olan spermatidin ¢ekirdegi yassilasir ve
uzar, akrozom On zara yaklasir ve sitoplazma arkaya dogru yerlesir.
Sitoplazmik mikrottbul silindirik bir kilifa déntsur.

Daha o6nce flagellanin gelisimini baslatan sentriyoller bu kez
cekirdegin arka ylizeyine dogru hareket eder. Burada olgunlasmamis
sentriyoller tutunur ve spermin boynunu olustururlar. Plazma zan
flagellaylr kaplamak igin arkaya dogru ilerlerken mitokondri fibrillerin
Ustinde helikal olarak sarilmis bir kilif olusturmak igin hareketlenir. Bu
kisma sperm kuyrugunun orta parcasi denir (Gartner & Hiatt, 2007;
Junqueira & Carneiro, 2009; Ross & Pawlina, 2011).

2.3.3.3.4. Olgunlasma fazi

Bu son fazda flagellanin fazla sitoplazmasi olgun spermatozoa
olusmasi igin azaltilir. Bu fazla sitoplazma veya reziduel cisimcikler Sertoli
hicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatosit dncesinden beri bulunan
hicreler arasi kopriler rezidiel cisimciklerde kalir ve spermatidler Sertoli
hlicrelerinden limene salinirlar.

Ge¢ spermatidlerin seminifer tlbul limenine salinimidir. Bu salinma
olayina spermiasyon denir. Spermiasyon esnasinda Sertoli ve spermatidler
arasl baglantilar kaldirilir. Spermiasyonun hizi ejakllattaki sperm sayisini
belirler (Gartner & Hiatt, 2007; Junqueira & Carneiro, 2009; Ross &
Pawlina, 2011).
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Sekil 2. 5 Spermiyogenezin asamalar (Oztiirk, 2013)

2.4. Akrilamit
2.4.1. Akrilamidin molekiiler yapisi

Akrilamit CsHsNO (CH,CHCONH,) kimyasal formullyle bilinen bir
bilesiktir. IUPAC (Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi)
tarafindan 2-propenamid olarak adlandinilir. (Sekil 2.6). Su, eter, etanol
ve kloroformda ¢6zUnur bir bilesik olup beyaz ve kokusuz kristal yapil kati
bir maddedir. Hafif asidiktir ve yapisinda vinil grubu bulunur (Eriksson,
2005; Mendel Friedman, 2003; Govaert vd., 2006; Zhang & Zhang, 2007;
Zhou, Zhang, & Jing, 2007). Akrilamit sudaki ¢ézinurlGgd 212 g/100 ml
olan bir vinil monomeridir (Smith & Oehme, 1991).
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Sekil 2. 6 Akrilamidin kimyasal formuli

2.4.2. Akrilamidin etki mekanizmasi

Insanlar ve deney hayvanlan karsilastirildiinda baslica akrilamit
yolaklari benzer oldugu bulunmustur (NTP-CERHR, 2005). Akrilamit
vicuda girdiginde ilk olarak hepatik glutatyon S transferaz enzimi
yardimiyla, glutatyonla konjuge olur (Kirman, Gargas, Deskin, Tonner-
Navarro, & Andersen, 2003; Molak, 1991). Bu yolak en son uriner bir
metabolit olan N-asetil-S-sisteine donusur ve bu sekilde akrilamit vicuttan
atihr. Akrilamidin bir diger yolagi glisamite donismesidir. Akrilamidin
sitokrom P450 ile reaksiyonu sonucu glisamit olusur (Kirman vd., 2003) ve
yine en son N-asetil-S-sisteine doénlUserek disarn atilir. Farede bu
reaksiyona 6zgu enzim sitokrom P450 2E1(CYP2E1l)'dir. Daha sonra
glisamit yine glutatyonla konjuge olur ve merkaptlrik asit olusturur veya
epoksit hidrolazla metabolize olur (Sekil 2.7) (Calleman, Bergmark, Stern,
& Costa, 1993; Kirman vd., 2003). GST (Glutatyon-S-tranferaz) fare ve
sicanlarin karaciger, bobrek, beyin ve eritrositlerinde bulunmakla birlikte
karaciger beyne gore akrilamidi konjuge etmekte (¢ kat daha iyidir.
Yuksek dizeylerde akrilamit glutatyon sentezini inhibe etmektedir (HSDB,
2010; IPCS, 1985; JIFSAN/NCFST, 2004). Glutatyonun sentezinde sistein,
glisin ve glutamik asit olmak (izere (¢ aminoasit gerekir. Ilk ikisi
yiyeceklerde bulundugu halde, sistein aminoasidi yiyeceklerde fazla
bulunmadigindan glutatyon sentezinde sinirlayici substrattir. Tlrlere ve
doza gore bu yolaklarin secim ylizdesi dedismektedir (NTP-CERHR, 2005)
Akrilamidin glisamite degisimi sicanlara gore farelerde daha fazladir. Bu
bulguyla uyumlu olarak 50 mg/kg oraninda akrilamit verildiginde glisamit
tirevli metabolitlerin farede %059 oraninda, sicanlarda %33 oraninda
bulundugu saptanmistir. Dedismeyen glisamit miktarina bakildiginda bu
oranlar fare ve sicanlarda %16,8 ve %5,5 sirasiyla bulunmustur (Calleman
vd., 1993; IARC, 1994; JIFSAN/NCFST, 2004).
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Sekil 2. 7 Akrilamidin etki mekanizmasi (Kirman vd., 2003)

2.4.3. Akrilamidin kullanim alanlari

Akrilamit 1950'li yillarda ticari olarak uretilmesinin ardindan suyun
arindiriimasi islemleri, plastik, kagit, boya, Gretimi, poliester regine Gretimi
gibi pek c¢ok islemde, kozmetikte, jel kromatografisi ve elektroforez
uygulamalarinda kullaniimistir (ECHC, 2009).

2002 yilina kadar cevresel bir kontaminant olarak dederlendirilen
akrilamidin ayni yil Isve¢ Ulusal Gida Orgiiti (Swedish National Food
Administration) ve Stcokholm Universitesinin Upsala’da birlikte yaptiklari
calismada isil islem gormis nisasta bazli gidalarda kendiliginden olustugu
gorulmustiar (Capuano & Fogliano, 2011; Dogan & Meral, 2006; Keramat,
LeBail, Prost, & Soltanizadeh, 2010; Ozkaynak & Ova, 2006; Ren, Zhang,
Jiao, Cai, & Zhang, 2006; E. Tareke vd., 2000).

Yuksek sicaklikta pigirilmis ve oOzellikle nisasta bazlh gidalarin DSO
(Dinya Saglik Orgiti) ve GTO (Gida ve Tarim Orgiti) tarafindan énemli
dlzeylerde akrilamit icerdikleri ve insan sagligina olumsuz etki yaptig
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2005 yilinda bildirilmistir (Jiao, Zhang, Ren, Wu, & Zhang, 2005; Zhang,
Dong, Ren, & Zhang, 2006).

Cogunlukla asparagin adli aminoasitle glikoz ve friktoz gibi indirgen
sekerlerin 120 °C lzerinde Maillard reaksiyonuna girerek daha cok patates
ve tahillarda pisirme suresiyle orantili bir sekilde akrilamit olugsmaktadir.
Akrilamit, kizartma, kavurma, firinlama, i1zgara gibi yiksek 1s1 uygulanan
yiyeceklerde meydana gelirken haslama, budulama veya titslilemede
akrilamit olusmamaktadir.

Akrilamit poliakrilamit malzemelerde de az miktarda vardir ve su ile
gidaya temas ederek bulasabilmektedir (Tritscher, 2004).

2.4.4. Akrilamidin toksik etkisi

Akrilamidin genotoksik, klastojenik, mutajenik etkilerinin yaninda
norotoksik ve Uremeye etkileri de bulunmaktadir. Akrilamit elekrofil bir
kimyasaldir ve amino ve tiyol gruplar gibi nukleofilllere karsi reaktiftir. Bu
nedenle aminoasit ve proteinlerle Michael katilmasi reaksiyonunu
gerceklestirir. Akrilamit hemoglobinin N ucundaki valine Michael
katilmasiyla baglanir. Bu katim reaksiyonu deney hayvanlarinda ve
insanda akrilamit tayini icin bir biyomarker olarak kullaniimaktadir
(Bergmark, Calleman, He, & Costa, 1993; Eden Tareke, Rydberg,
Karlsson, Eriksson, & Térnqgvist, 2002). Akrilamidin in vitro kosullarda da
adenin ve guanininin N halkasina baglanarak DNA katim olusturdugu
gézlemlenmistir (Solomon, Fedyk, Mukai, & Segal, 1985). Akrilamit
vucutta kimyasal olarak reaktif bir epoksit olan glisamide doénusir
(Calleman vd., 1993; Sumner, MacNeela, & Fennell, 1992). Glisamidin
epoksit grubu hemoglobine karsi akrilamitten daha reaktiftir (Birgit
Paulsson, Grawé, & Tornqvist, 2002) ve glisamit DNA’ya baglanma
acisindan akrilamide goére ylz ila bin kat daha reaktiftir (Segerback,
Calleman, Schroeder, Costa, & Faustman, 1995).

2.4.5. Akrilamidin kanserojen etkisi

Akrilamit 1954 yilinda Uretilmis ve sanayide kullanilmaya baslamistir.
Iscilerin akrilamide maruz kalmalarn sonucu hayvanlar izerinde cesitli
calismalar yapilmis ve 1994 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirma Kurumu
(IARC) akrilamidi 2A grubu maddeler sinifina dahil etmistir. 2A grubu
maddeler insanlar icin kanser yapma olasiligi muhtemel maddelerdir
(IARC, 1994; Ruden, 2004). Akrilamidin hayvanlarda yapilan
calismalarinda birgok organda kansere yol actigi bildirilmistir (Dabrio vd.,
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2008; Halford, Curtis, Muttucumaru, Postles, & Mottram, 2011; Sharp,
2003; Tsutsumiuchi vd., 2004; Wakaizumi vd., 2009).

Uzun sureli akrilamit maruziyetine dayanan deneylerde peritestikuler
mezotelyoma, tiroitte folikiller adenoma, merkezi sinir siteminde glial
timor, agiz boslugu papillomalari ve klitoral bez adenomalarini arttirdigi
goérulmastur (M. A. Friedman, Dulak, & Stedham, 1995; K. A. Johnson vd.,
1986).

Fareler ve sicanlar (zerinde vyapilan toksikolojik calismalarda,
hayvanlarin gida yolu ile belirli dozlarda akrilamide maruz kalmalar
sonucu, akciger, meme bezi, agiz boslugu ve badirsakta kanser riski
olabilecegi tespit edilmistir (GaleSa, Bren, Kranjc, & Mavri, 2008; Mucci,
Dickman, Steineck, Adami, & Augustsson, 2003; Rice, 2005). Akrilamidin
cilde temasinda cilt kanseri, solundugunda ise, akciger kanseri riskini
artirabilecegdi belirtiimektedir (Rice, 2005) .

2.4.6. Akrilamidin norotoksik etkileri

He ve arkadaglann 1989’ da akrilamit Ureten fabrikalarda galisan
iscilerin Uzerindeki calismalarinda zayif bacaklar, ayak parmaklarinin ve
topugunun refleksini ve hissiyatini yitirmesi, ellerin uyusmasi gibi
belirtilerin géruldigiu belirtmektedirler (He vd., 1989).

Akrilamidin insan Uzerinde no6rotoksik etki gdstermesine kanit
akrilamide maruz kalan iscilerin, periferal noéropati (his bozuklugu)
belirtileri sergilemesidir (Calleman vd., 1993; Costa, 1996; Gerrard,
2006).

Yine He ve arkadaglari 1989’ da uzun sudreli akrilamide maruz
kalinmasi durumunda periferal néropati haricinde serebellar
disfonksiyonun goruldiguni belirtmektedirler (He vd., 1989). Yine bir
baska sican deneyinde icme suyuyla verilen akrilamidin periferal ndéropati
olusumu icin NOAEL (gdzlenebilen hicbir yan etki géstermeyen doz, No
Observed Adverse Effect Level) dedgeri glnlik 0,5 mg /kg bulunmustur.
Bundan daha yuksek dlizeylerde akrilamidin merkezi sinir sistemi
néropatisi gosterdigi gdozlenmistir (Tritscher, 2004).

2.4.7. Akrilamidin diger etkileri

Akrilamidin insan vicudunda enzimatik bir reaksiyonla mutajenik ve
kanserojenik oldugu dusltnilen glisamide dondstigu belirtiimektedir
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(Claeys, De Vleeschouwer, & Hendrickx, 2005; Rommens, Yan, Swords,
Richael, & Ye, 2008; Wakaizumi vd., 2009). Deney hayvanlarl Uzerinde
yapilan calismalar sonucunda akrilamidin, ndrotoksik, kanserojenik ve
genotoksik 6zellikler gosterdigi, ayrica GUreme sistemi (zerinde de cesitli
problemlere yol actigi belirlenmistir (Parzefall, 2008; Tamer & Karaman,
2006). Yuksek dozlardaki akrilamidin Greme sistemi gibi sinir sistemini de
etkiledigi, metabolik Grini olan glisamidin DNA'yi baglayarak genetik
hasara yol actigi, yani genomu etkiledigi bulunmustur (Baardseth vd.,
2006; Dybing & Sanner, 2003; B. Paulsson, Granath, Grawé, Ehrenberg, &
Tornqvist, 2001). Akrilamidin ayni zamanda deri yoluyla emilerek kana
karistigi da ortaya cikmistir (Gutierrez-Espeleta vd., 1992). Ayrica
akrilamidin sigara dumaninda oldugu da saptanmistir (Carere, 2006).

Akrilamidin suda ¢6zinmesi nedeniyle vicutta (stt ve plasenta dahil)
cok genis bir alana dagilmaktadir (M. Friedman & Levin, 2008; Granby &
Fagt, 2004; Tritscher, 2004).

Kagit fabrikalarinda ve suda c¢o6ziinen polimerlerin (retildigi
isletmelerde calisan iscilerin solunum ve temas ile akrilamide maruz
kaldigi belirtiimektedir (Galesa vd., 2008).

2.4.8. Akrilamidin iiremeye etkisi

Akrilamidin UGremeye etkileri de bulunmaktadir. Farede sperm
sayisinda azalmaya ve anormal sperm morfolojisinde artisa neden olmakta
(Junko Sakamoto & Hashimoto, 1986) vakuollesme ve yuvarlak
spermatidlerin sismesi gibi bozukluklara yol agmaktadir (J. Sakamoto vd.,
1988). Spesifik germ hucresi evrelerinde DNA hasarina yol agmaktadir
(Sega vd., 1990). Akrilamit verilen sicanlarda testosteron konsantrasyonu
ve Leydig hlcre sayisi dismektedir (H. J. Yang vd., 2005a). Sperm
bozukluklarina yol actigi ve testikller hiicreleri apoptosise goétirdigi
gbzlemlenmistir. Seminifer tlbullerde bircok cekirdekli dev hicreler ve
vakuollesme goérulmektedir. Akrilamit verilen erkek farelerde ciftlesmede,
verimlilikte ve gebelikte hatta uterus icerisinde sperm transportunda ciddi
azalmalar olmaktadir (Tyl vd., 2000). Ayrica, Gassner ve Adler 1996’ da
akrilamidin spermatositte hiicre dongisinin gecikmesine yol actigini
bildirdiler (Gassner & Adler, 1996).

Akrilamidin farelerin ve siganlarin spermatidlerinde mutasyonlara
neden oldugu rapor edilmistir. Bundan dolayi, akrilamidin memeli Greme
hicresi mutajeni oldugu dislinidlmektedir (Adler, Schmid, & Baumgartner,
2002; Shelby, Cain, Cornett, & Generoso, 1987).

Akrilamit bircok calismada testis adiriginda ve hayvanin vicut
agirginda azalmaya neden olmustur (Farombi vd., 2008; Reddy vd., 2011;
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Wang vd., 2010). Bazilarinda sadece hayvanin tim adirhdginda azalma
varken relatif testis agirliginda bir degisiklik yapmamistir (Farombi vd.,
2008).

2.5. L-sistein

L-sisteinin molekiler formlt C3H7NO2S’dir, molekldl agirligi
121,2'dir. L-sisteinin bir diger adi (R)-2-amino-3-merkaptopropiyonik
asittir. Suda ¢o6zinurlGgt 25 mg/ml ‘dir. L-sistein bir sulfiir iceren
aminoasittir ve silfhidril baglari igerir (LifeExtension, 2003). Sulflr iceren
U¢ aminoasitten bir tanesidir.

O

HS OH
NH,

Sekil 2. 8 L-sisteinin kimyasal formull

2.5.1. L-sisteinin antioksidan ozelligi

Sulfhidril (SH) iceren aminoasitlerin genelde antitoksik ve antioksidan
etkisi bircok farkli mekanizma icerir. Ornedin glutatyon éncilidurler,
indirgen ajanlardir, reaktif oksijen radikallerini yok ederler ve glglu birer
nukleofildirler (bdylece akrilamit gibi elektrofillleri kaparlar) ve DNA’ nin
alkilasyonunu bu sekilde engellerler ve hicresel detoksifasyonu indtklerler
(Mendel Friedman, 1994; Hadley, 1975; Burukoglu & Baycu, 2008;
Hidalgo, Delgado, & Zamora, 2010).

L-sistein yari esansiyel bir aminoasittir ve memeliler bu aminoasidi
karacigerde sentezleyebilirler (MicrobialWorld, 2012). Yari esansiyel
aminoasit olarak bilinme sebebi bircok reaksiyonda rol oynamasi ve
miktarinin diger aminoasitlere goére daha az olmasidir. Ayrica yapisal
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proteinlerin sentezinde rol oynar. Inorganik siilfat, koenzim A, taurin,
glutatyon ve protein sentezinde 6ncull bir aminoasittir. Normal gunlik L-
sistein alim1 1 gr kadardir (Life Extension, 2003). Sinir hlicrelerinin okside
olmasini engeller. Bag dokusunun stabilitesini ve sertligini korumasini
saglar.

L-sisteinin birgok bulunan etkilerinden bazilari akciger fibrozisini
engellemesi, toksisiteye karsi sitoprotektif etkisinin olmasi, katarakt
olusumunu engellemesi, akcigerde iskemi-reperflizyonu engellemesi, alkol
zehirlenmesinde kan, beyin ve karacigerdeki alkol konsantrasyonunu
azaltmasi, hipoglisemik ataklara karsi korumasi ve adir metal
zehirlenmesine karsi korumasi sayilabilir (LifeExtension, 2003).

L-sisteinin ayni zamanda muamele dncesi eklenerek besinlerin yiksek
Isilarda isitilmasiyla olusan Akrilamit miktarini da azalttigi belirtilmistir
(Claeys vd., 2005; M. Friedman & Levin, 2008; Kim, Hwang, & Lee,
2005).

L-sistein bircok potansiyel toksisiteyi azaltmak icin kullaniimaktadir
(Mendel Friedman, 1994; Stevens vd., 1995). Ornedin esmer ekmek
yapiminda esmerlesme sirasinda olusan muhtemel toksik ara drunleri
tutmak icin kullanilir (Mendel Friedman, 1996). Ayni zamanda metal
selatdéri oldugundan organik veya inorganik bilesiklerden kaynaklanan
Cu®2, Fe*2 ve benzeri toksik potansiyeli olan iyonlari tutar (Mendel
Friedman, 1994). Ayrica, L-sistein vilcutta iyilesme slrecini arttirarak
inflamatuar reaksiyonlari da azaltir (IPCS, 1985).

Dearfield 1995'de akrilamidin reprodiktif toksisitesinin sperm
cekirdek veya kuyrugunda sdulfhidril badlarinin alkilasyonu, glutatyon
eksikligi veya testiste DNA'nin zarar gormesinden dolay! oldugunu belirtti
(Dearfield vd., 1995). Sulfhidril iceren aminoasitler akrilamit hasarina
karsi koruyucu etki gostermektedirler (Rayburn & Friedman, 2010). L-
sistein de silfhidril icerdiginden akrilamidin zararli etkisinden biri olan
stlfhidril bag alkilasyonunu spermlerde engeller ve glutatyon miktarini
arttinr. Ayni zamanda Claeys ve arkadaslarinin calismasi sisteinin
asparagine/glukoz sistemine eklenip 140 ve 200 ©°C sicaklik arasinda
Isitiimasinin akrilamit miktarinda azalmaya neden oldugunu
gbstermektedir (Claeys vd., 2005). L-sisteinin antioksidan etkisinin,
ornegin  hidroksil  radikallerinin  inaktivasyonu gibi, kendisinden
kaynaklandigi veya glutatyon miktarini arttirdigindan dolayi oldugu 6ne
surulmektedir (Parodi, 2007).

Genellikle L-sistein sulfhidril ve disilfit bag degisimi reaksiyonlarina
katillarak antioksidan 06zelligi saglamasi nedeniyle ekmek yapiminda katki
maddesi olarak kullanilir. Proteinler arasindaki silfhidril-distlfit badi
degisim reaksiyonlarina antioksidan olarak katilir ve boylece daha yuksek
hacimli ekmek somunlan dretilir (Ravi, Manohar, & Rao, 2000).
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L-sisteinin ayni zamanda bircok organ hasarini azalttigi ve oksidan-
antioksidan dengesini sagladigi belirtilmistir. Ornedin akut pankreatit
sicanlarda akciger, karaciger ve badirsak gibi uzak organ hasarini,
malondialdehiti azaltmis ve glutatyon miktarini arttirmistir (L.-J. Yang,
Wan, Shen, Shen, & Wang, 2013).

2.5.2. L-sisteinin tiirevi NAC

L-sisteinin asetillenmis turevi olan N-asetil sistein (NAC), Dinya
Saglik Orgiti’'nde en dnemli medikal ilaglar listesine girmistir (WHO,
2013). NAC'nin oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir
(Reddy vd., 2011). Cesitli calismalar NAC'nin semenin hacmi, motilitesi,
viskozitesi gibi testis parametreleri ve testis morfolojisi lizerinde faydali
etkileri oldugunu gostermektedir (Ciftci vd., 2009; Farombi vd., 2008).
NAC SOD/CAT antioksidan sistemini, sperm sayi ve hareketliligini ve canli
sperm sayisini arttirir (Farombi vd., 2008). idiopatik infertiliteye sahip
hastalar Uzerinde vyapilan bir calismada NAC hastalarin semeninin
akiskanhgi, hareketliligi ve hacmi Uzerine gelistirici etki yapmistir. NAC
ayni calismada serum antioksidan kapasitesini arttirmis, serbest oksijen
radikallerini azaltmis ve semenin viskositesini azaltmistir (Ciftci vd.,
2009). NAC hidroksil radikallerini temizler ve hicresel glutatyon UGretimini
tetikler ve bu sayede oksidatif hasar azaltir (Aruoma vd., 1989; Cocco
vd., 2005). NAC, aminoasit L-sisteinden tirev alir ve agir metallerin
verdigi oksitadif stres ve hlicrelerin zarar gérmesini selatér olarak engeller
(Kumamoto vd., 2001). Ahmed ve arkadaslari L-sisteinin sisplatin kaynakl
testis hasarini dizelttigini, glutatyon ve vitamin E seviyesini arttirdigini ve
apoptotik hlicre sayisini azalttigini  belirtmislerdir (Ahmed, Omar,
elghaffar, Ragb, & Nasser, 2011). Yine 2012 vyilinda Alturfan ve
arkadaslarinin galismalarinda akrilamidin neden oldugu oksidatif hasara
karsi NAC’'nin oksidan-antioksidan dengesini sagladigi ve akrilamit
hasarindan kaynaklh sitokin artisini, serum enzim artisini ve |okositlerin
apoptozisini azalttigi gozlemlenmistir (E. I. Alturfan, Beceren, Sehirli, &
Demiralp, 2012b).

L-sistein tlrevi olmasina ragmen NAC ksenobiyotiktir, yani canlinin
normal kimyasina yabanci bir maddedir. Sisteinin asetillenmesiyle olusur.

Rayburn ve Friedman calismalarinda indirgenmis glutatyon ve L-
sisteinin akrilamit hasarina karsi kurbaga embriyolarinda 6lim oranini ve
malformasyonlari azalttigini, fakat bir sistein tirevi olan NAC’nin sadece
6lim  oranini  azalttigini  ve malformasyonlari  Onleyemediklerini
gostermislerdir (Rayburn & Friedman, 2010). Bu sonug NAC ve L-sisteinin
koruyucu mekanizmalarinin molektler ve hiicresel dlizeyde farkli oldugunu
gbstermektedir. NAC ayrim go6zetmeksizin vilcuttaki bircok maddeyi
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asetile eder. L-sistein vicutta dogal olarak bulunur ve daha uzun siredir
kullanildiindan daha givenlidir (LifeExtension, 2003).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlani

Hayvanlarimiz Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi'nden
(TICAM) temin edildi. 28 adet 11-12 haftalik 240-320 g arasi adirlikta
eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar TICAM’ da
oda sicakliginda, uygun kafeslerde 12 saat glindliz/12 saat gece tutuldular
ve serbestce standart pellet ve su ile beslendiler. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 05.06.2014
tarihli ve 406 sayili karariyla calismamizdaki tim islemler onaylanmistir.

28 adet sican herbir grupta 7 hayvan olacak sekilde kontrol (sadece
serum fizyolojik verilen grup), akrilamit, L-sistein ve akrilamit+ L-sistein
olmak lzere 4 gruba aynldi (Tablo 3.1).

1-) Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara sadece i.p. serum
fizyolojik ( SF,%0.9 Nacl ) 40 mg/kg/gin, 10 gin boyunca verildi.

2-) L-sistein grubu: Bu gruptaki hayvanlara i.p. , SF iginde ¢6zlinmus
olarak 150 mg/kg/gin miktarda, 10 gin boyunca L-sistein verildi.

3-) Akrilamit grubu: Bu gruptaki hayvanlara i.p. , SF icinde ¢6zinmus
olarak 40 mg/kg/gin miktarda, 10 gin boyunca akrilamit verildi.

4-)-Akrilamit+L-sistein grubu: Bu gruptaki hayvanlara i.p. olarak
akrilamit ve L-sistein 40 mg/kg/gun ve 150 mg/kg/gin sirasiyla
miktarlarda SF iginde c¢dzinmis olarak 10 gin boyunca verildi (A. A.
Alturfan vd., 2012a; E. I. Alturfan vd., 2012b; Mustafa, 2012).

NOT: L-sistein akrilamidden 45 dakika 6nce i.p. olarak verilmistir.
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Tablo 3. 1 Hayvan gruplari ve verilen doz miktarlari

GRUP s . . Akrilamit + L-

GUNLER Kontrol L-Sistein Akrilamit Sistein
40 mg/kg + 150

1. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mg/kg
40 mg/kg + 150

2. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mg/kg
40 mg/kg + 150

3. SF 150 mg/kg 40 mg/kg gq/g/gkg
40 mg/kg + 150

4. SF 150 mg/kg 40 mg/kg gq/g/gkg
40 mg/kg + 150

5. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mag/kg
40 mg/kg + 150

6. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mag/kg
40 mg/kg + 150

7. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mg/kg
40 mg/kg + 150

8. SF 150 mg/kg 40 mg/kg gq/g/gkg
40 mg/kg + 150

9. SF 150 mg/kg 40 mg/kg mg/kg
40 mg/kg + 150

10. SF 150 mg/kg 40 mg/kg rgn/g/gkg

11. Dokularin Alinmasi

3.2. Kimyasallar

Akrilamit (%99 saflikta, A9099) ve L-sistein (=%98, C7352) Sigma-
Aldrich’ten temin edildi.

3.3. Viicut Agirliklarinin Olgiimii

Hayvanlarin vicut agirliklari uygulanacak madde dozlarini belirlemek
Uzere gUnlik olarak tartildi. Glnlik vicut adirhiklarina uygun olarak
maddeler verildi. Deney sonunda da hayvanlarin vicut agirliklari tartilarak
kaydedildi.
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3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

12,2 g pikrik asit 1000 ml distile suda c¢6zinerek doymus pikrik
asit c¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti iyice ¢6zinene kadar sallanarak
calkalandi. Sonra c¢o6zelti sdzildd ve sirasiyla 15:5:1 oranlarinda
doymus pikrik asit c¢ozeltisi, formaldehit(%37) ve glasiyal asetik asitle
karistirildi.

3.5. Dokularin Alinmasi

10. gun son enjeksiyon yapildiktan 24 saat sonra hayvanlarin
vlcut agirhklan 6lgllip kaydedildi. Ketamin (90 mg/kg) + ksilazin (10
mg/kg) anestezisi altinda hayvanlarin kalplerinden kan alindi. Karin
bolgeleri acilarak testisler gikarildi. Daha sonra testislerin her birinin
agirhg élculda. Testislerin daha iyi fikse olmasi igin birkag delik acildi
ve gazli bez icine alindi. Daha sonra sol testisler Bouin solusyonuna,
sag testisler %10 formaldehite alindi. Sol testisler Bouin sollisyonunda
bir gin kaldiktan sonra testisler uzun eksenlerine dik olacak sekilde
kesildi ve bu sekilde Bouin solisyonunda bir gin daha bekletildi.
Formaldehite konan sag testisler uzun eksenine dik olacak sekilde
bolindi. 18 saat formaldehitte kaldiktan sonra her iki testis de
etiketlenerek kasetlere alindi ve klasik doku takibi islemine alinarak
parafin bloklar hazirlandi.

3.6. Testis Agirliklarinin Olgiimii

Hassas terazi ile sag ve sol testislerin her biri ayri olarak tartildi.
Toplam testis agirlik indeksi asagida verilen forml ile hesaplandi:

TAI: [(sag+sol testis agirhklar toplami)/viicut agirhdi] x 100
(Sahinturk, Guclu, & Baycu, 2007).

3.7. Isik Mikroskobu igin Dokularin Hazirlanmasi

Testisler Bouin solisyonunda fikse edildikten sonra dokular klasik
doku takibi islemine tabi tutuldu (Tablo 3.2) ve H-E ile boyandi.
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Tablo 3. 2: Testis dokularinin takibinde kullanilan streler

Kullanilan kimyasallar Uygulama siiresi
Bouin Cozeltisi 48 saat

%50 Alkol Birkag defa calkalandi
%70 Alkol 1 saat

%80 Alkol 1 saat

%90 Alkol 1 saat

%96 I Alkol 1 saat

%96 II Alkol 1 saat

%100 Alkol 10 dakika

Ksilol I 20 dakika

Ksilol II 20 dakika

Parafin + Ksilol 30 dakika

Parafin I 45 dakika

Parafin II 1 saat

Parafin III 1 saat 20 dk
Bloklama

3.8. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Trim araligi 30 ym tutularak her bloktan 3-4 ym kalinhdinda kesitler
alindi. Lamlar uygun bir sekilde kodlandirildi. Her lam UGzerine 2 Kkesit
alinmasina dikkat edildi. Lamlar 1sik mikroskobunda inceleme icin HE ile
boyandi. Boyama ydénteminin basamaklari ve uygulama sureleri Tablo 3.3

‘de gosterilmistir.
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Tablo 3. 3 H-E boyama ydntemi basamaklarinda kullanilan siireler

Kimyasal madde

Uygulama siiresi

Ksilol I

20 dakika

Ksilol II

20 dakika

%96 alkol I

%96 alkol II

%90 alkol

%80 alkol

%70 alkol

Distile su

Hematoksilin

Cesme suyunda yikama

Eozin

%70'lik alkol

%80'lik alkol

%90'lik alkol

%96'lik alkol I

%96'lik alkol IT

NININNNO ORI u o o,

Ksilol I

N
o

Ksilol II

N
o

Lamlarin kapatiimasi
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3.9. Histolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme DP 70 dijital kamera ile donatiimis
Olympus BX51 1sik mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) ile
yapildi. H-E ile boyanmis olarak hazirlanan preparatlarda interstisyel alan
ve seminifer tubiller ayri ayri dederlendirildi. Interstisyel alanda Leydig
hicreleri, interstisyel bag dokusu ve burada yer alan hicreler, lifler,
damarlarin yapisi incelendi. Seminifer tubulllerde bazal membran, Sertoli
hicreleri, spermatogonya ve diger spermatogenik seri hlicreler ve [imen
incelendi. Mikroskobik incelemeler sonunda degerlendirme yapilarak
gruplari temsil eden gérintuler elde edildi.

3.10. Morfolojik Inceleme

Morfometrik inceleme BAB Bs200Prop goérintl isleme ve analiz
programi ile yapildi.

3.10.1. Seminifer tiibiil capi 6l¢ciimii

Herbir seminifer tubulin enine paralel c¢izmek suretiyle, herbir
hayvandan rastgele, 50 tibul, herbir gruptan toplam 350 tubul capi (50 x
7) olmak Uzere toplam 1400 adet (350 x 4) seminifer tubdl capi
Olcilmustar (Sekil 3.1).

3.10.2. Dev hiicre sayimi

Dev hicreler kontrol grubu ve L-sistein grubunda gdérilmemistir.
Dolayisiyla dev hicrelerin gorildigtu akrilamit ve akrilamit + L-sistein
gruplarinda sayim yapilmistir. Gruplara ait herbir hayvandan esit sayida
bakilmak tzere, herbir hayvandan 120 (6 farkh kesit x 20 tabdl) ve herbir
gruptan toplam 840 (120x7 hayvan) rastgele secilmis seminifer tibulinde
dev hicre bulunup bulunmamasina goére tubuller sayildi. En az bir adet
dev hicre bulunduran seminifer tubul 1 olarak sayildi. Daha sonra, en az
bir adet Dev hicre bulunduran seminifer tabdl miktar / toplam sayilan
seminifer tdbul miktari x 100 formduldyle gruplardaki dev hicre iceren
seminifer tubll ylUzdesi bulundu ve gruplar arasinda anlamli fark olup
olmadigina (Mann Whitney testi) bakildi.
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3.11. Hormon Analizi

Serum testosteron dlizeyi Biovendor‘un falj_e/su;an testosteron elisa
total testosteron Kkiti ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdultesi
Biyokimya Anabilim Dali'nda élguldu.

3.12. Istatiksel Analiz

Calismamizda elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirme ve
analizi IBM SPSS statistics 21 programiyla yapildi.

Ilk ve son vicut agirli§i, sag testis agirligi, sol testis agirhgi, toplam
testis adirhgi ve TAI dediskenlerinin gruplara gére normal dadilima
uygunlugu Shapiro-Wilk normalite testi ile arastiriimistir. Gruplarin her
birinin normal dagilhm goésterdigi dediskenlerde gruplar tek yonli varyans
analizi ile karsilastiriimistir. Tek yonli varyans analizinde varyanslarin
homojenligi Levene testi ile Olcllmuistir. Varyanslarin homojen oldugu
durumlarda Tukey HSD, olmadigi durumlarda Games Howell ¢oklu
karsilastirma testi yapilmistir. Gruplarin her birinin normal dagilim
gostermedigi degiskenlerde Kruskal-Wallis testi uygulanmistir.

Karsilastirma sonuclari degerlendirilirken p<0,05 oldugu durumlarda
anlamli fark bulundugu kabul edilmistir.

i,

Sekil 3. 1 Seminifer tibul capi 6lcimi
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4. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular asagida belirtilmistir.

4.1. Viicut ve Testis Agirhiklan

4.1.1. Deney baslangici viicut agirligi

Baslangic agdirliklari karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4. 1 Deney Oncesi vicut agirhiklari

GRUPLAR Deney oncesi agirhklar p
(9)
Kontrol 285,1 £ 31,0
L-sistein 271,4 £ 21,8
0,646
Akrilamit 279,1 £ 8,5
Akrl!am!t+L- 280,0 + 9.6
sistein
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Sekil 4. 1 Deney Oncesi vicut adirliklar. p>0,05 (p=0,646) oldugundan vicut
adirhklan agisindan gruplar arasinda anlaml bir fark yoktur.

4.1.2. Deney sonu viicut agirhgi

Deney sonu gruplar arasi vicut adirhiklar kiyaslandiginda, kontrol
grubu ve akrilamit grubu arasinda (p=0,001"" ) ve kontrol grubuyla
akrilamit + L-sistein grubu arasinda (p=0,005 ) istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur. Akrilamit ve Akrilamit+L-sistein gruplarinin
vicut agirliklari kontrol grubuna kiyasla daha disik cikmistir. Ayrica L-
sistein grubuyla akrilamit grubu (p=0,007"") ve L-sistein grubuyla
akrilamit + L-sistein gruplari arasinda (p=0,033") istatistiksel olarak
anlamh farklar gozlemlenmistir. L-sistein grubuyla kiyaslandiginda
akrilamit ve akrilamit+L-sistein grubunun vicut agirligi azalmistir (Tablo
4.2, Sekil 4.2).
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Tablo 4. 2 Deney sonrasi viicut agirhgi farklar

GRUPLAR De;ney sonrasi p
agirhiklar (g)
Kontrol 292,6 £ 38,2
L-sistein 279,7 £ 24,2
<0,001™
Akrilamit 220,3 £ 19,5
Akrl!am!t+L- 231,1 + 36,8
sistein
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Sekil 4. 2 Deney sonras! vicut agirliklar. Gruplar arasinda * p<0,05, ** p<0,01
dizeyinde anlamli fark vardir.
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4.1.3. Deney baslangici ve deney sonu viicut agirliklari

Deney baslangicc ve sonu gruplar arasi vicut adirliklan
kiyaslandiginda, kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.
Kontrol grubunda bir miktar agrilik artisi olmustur, fakat bu istatistiksel
olarak anlamli degildir. L-sistein gruplarina bakildiginda vicut agirhiginda
anlamli bir artis olmustur (p=0,027"). Akrilamit ve akrilamit+L-sistein
gruplari kiyaslandiginda deney sonuna dogru gruplarda sirasiyla
p<0,001™" ve p=0,009" anlamhlik dizeyinde bir adirlik azalmasi
yasanmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.3).

Tablo 4. 3 Deney 6ncesi ve sonrasi vicut agirliklari

GRUPLAR OrtalamazxStandard Eslestirilmis t-
sapma testi
Deney
oncesi 285,14+30,98
KONTROL
Deney p>0,05 (fark yok)
sonrasi 292,57+38,21
Deney
oncesi 271,43+£21,79
L-SISTEIN p—0,027+
Deney
sonrasi 279,71+24,20
Deney
oncesi 279,14+8,53
AKRILAMIT P<0,001%**

Deney
sonrasi 220,29+19,52
Deney

AKRILAMIT+L- Oncesi 280,00+9,56

I I = L
SISTEIN Deney P=0,009

sonrasli 231,14+36,83
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Sekil 4. 3 Deney Oncesi ve sonrasi vicut adirhiklar. Gruplar arasinda #* p<0,05,
*% p < 0,01l ve »** p<0,001 dizeyinde anlaml fark bulunmustur.

4.1.4. Sag testis agirhigi

Sag testis agirliklan kiyaslandiginda, kontrol grubu ve akrilamit grubu
arasinda (p=0.003**) ve kontrol grubuyla akrilamit+L-sistein grubu
arasinda (p=0.023*) istatistiksel olarak anlamh farklar bulunmustur.
Akrilamit ve akrilamit+L-sistein gruplarinin sag testis adirliklari kontrol
grubuyla kiyaslandiklarinda azalmistir. Ayrica L-sistein grubuyla akrilamit
grubu (p=0,001"") ve L-sistein grubuyla akrilamit+ L-sistein gruplari
arasinda (p=0,004"") istatistiksel olarak anlamli farklar gézlemlenmistir.
Akrilamit ve akrilamit+L-sistein gruplarinin sag testis agirliklari L-sistein
grubuyla kiyaslandiklarinda azalmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).
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Tablo 4. 4 Sag testis agirliklarinin karsilastiriimasi

GRUPLAR Sag testis agirhklar p
(9)
Kontrol 1,59 + 0,08
L-sistein 1,63 + 0,08
: : <0,001%***
Akrilamit 1,40 £ 0,12
Akrl!am!t+L- | 44 + 0,06
sistein
L I * %
1,4 I
oo
— 1.2
80
& 1
©
(7]
S 08
(7] —
)
00 0,6 N
©
()
0,4
0,2
0
o~ > Q
N 5{—3\0 . (_}4\‘0\
© N & ¥
e @X
&
o

Sekil 4. 4 Sag testis adirliklari. Gruplar arasinda * p<0,05, ** p<0,01 dlizeyinde

anlamli fark vardir.
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4.1.5. Sol testis agirhgi

Sol testis agirliklar kiyaslandiginda, kontrol grubu ve akrilamit grubu
arasinda (p=0.047") ve kontrol grubuyla akrilamit+L-sistein grubu
arasinda (p=0.007"") istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur.
Akrilamit ve akrilamit+L-sistein gruplarinin sol testis agirliklari kontrol
grubuyla kiyaslandiklarinda azalmistir Ayrica L-sistein grubuyla akrilamit
grubu (p=0,043") ve L-sistein grubuyla akrilamit+ L-sistein gruplari
arasinda (p=0,003"") istatistiksel olarak anlaml farklar gdzlemlenmistir.
Akrilamit ve akrilamit + L-sistein gruplarinin sol testis agirliklari L-sistein

grubuyla kiyaslandiklarinda azalmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.5).

Tablo 4. 5 Sol testis adirliklarinin karsilastiriimasi

GRUPLAR Sol testis agirliklari p
(9)
Kontrol 1,63 £ 0,10
L-sistein 1,62 + 0,07
<0,001™"
Akrilamit 1,42 £ 0,15
Akrl!am!t+L- 143 + 0,09
sistein
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Sekil 4. 5 Sol testis agirliklari. Gruplar arasinda * p<0,05, ** p<0,01 dlizeyinde
anlamh fark vardir.

4.1.6. Sag ve sol testis agirliklari

Sag ve sol testis adirliklari herbir grup icin kendi aralarinda
kiyaslandiginda sadece kontrol grubunda p=0,031" anlamlilik derecesinde
sol testis sag testisten daha agir bulunmustur. Diger gruplarda istatistiksel
olarak anlaml bir fark elde edilememistir (Sekil 4.6) .
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Sekil 4. 6 Sag ve sol testis adirliklari. Gruplar arasinda p<0,05 dizeyinde
anlamli fark vardir.

4.1.7. Toplam testis agirligr (TTA)

TTA kiyaslandiginda, kontrol grubu ve akrilamit grubu arasinda
(p=0.034") ve kontrol grubuyla akrilamit + L-sistein grubu arasinda
(p=0.008"") istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlemlenmistir. Ayrica
L-sistein grubuyla akrilamit grubu (p=0,019%) ve L-sistein grubuyla
akrilamit + L-sistein gruplari arasinda da (p=0,001"") istatistiksel olarak
anlamli agirlik azalmasi bulunmustur (Tablo 4.6, Sekil 4.7).
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Tablo 4. 6 Toplam testis agirliklarinin karsilastiriimasi

GRUPLAR Sol testis agirhiklari p
(9)
Kontrol 3,22 £ 0,18
L-sistein 3,25 £ 0,14
<0,001™""
Akrilamit 2,82 £ 0,26
Akrilamit+L-
ki +
sistein 2,87 £ 0,15
3,5 * %
I r
3
I
25
8D
@ 5
©
7
815
€
0
Q 1
2
0,5
0
o D & <
%O N ?\é{“ x\"
&
é\?
o

Sekil 4. 7 Toplam testis adirhdi. Gruplar arasinda * p<0,05, ** p<0,01
didzeyinde anlamli fark vardir.
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4.1.8. Testis agirlik indeksi (TAI)

Gruplarin testis adirlik indeksleri (TAI) karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. Ancak akrilamit ve akrilamit + L-
sistein gruplarinin testis indeksleri diger gruplara goére daha yilksek
citkmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.8).

Tablo 4. 7 Testis agirlik indekslerinin karsilastiriimasi

GRUPLAR Testis agirlik indeksi p
(9)
Kontrol 1,11 £ 0,12
L-sistein 1,17 £ 0,12
0,137

Akrilamit 1,29 £ 0,16
Akrilamit+L-sistein 1,27 £ 0,20

1,6

1,4
§ 1[2 T T
g |
S 1
k=
v 0,8
W 06
L
“ 0,4
A

0,2

0
& & &
&P N &P
v W &
N
@\\y
N5

Sekil 4. 8 Testis adirlik indeksi. Gruplar arasinda fark yoktur (p=0,137).
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4.2. Histopatolojik Inceleme

Kontrol ve deney gruplarini olusturan sican testislerinin genel
histolojik gérinimunid saptamak igin H-E boyasi uygulanmistir.

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan testis orneklerine i1sik mikroskobunda
bakildiginda dizglin bir spermatogenezin oldugu gdzlemlendi. Sertoli
hicreleri, oldukca belirgin spermatogonya ve diger spermatogenik seri
hicreleri normal olarak bulunurken, gelismekte olan spermatidlerin basi
Sertoli hiicresi sitoplazmasina gémuli ve kuyrugu limene dogru gevrilmis
sekilde lokalize oldugu goézlemlendi. Ayrica, bazal membran, interstisyel
alan ve seminifer tlbdl yapilarinin normal yapida oldugu saptandi. Leydig
hicrelerinin klasik eozinofilik sitoplazmalari, ekzantrik c¢ekirdekleriyle
normal yapida oldugu gorildi. Ayni zamanda bazal membran ve tunika
albugineada da herhangi bir hasara rastlanmadi (Sekil 4.9-4.10).

4.2.2. L-sistein grubu

Bu gruptaki sican grubunun testis 6rnekleri incelendiginde kontrol
grubuna benzer bicimde normal bir spermatogenetik seri (spermatogonya,
primer spermatosit ve spermatid) htcreleri ile Sertoli hicrelerinin yapilar
gozlemlendi. Spermatogenezin normal devam ettigi gorildi. Seminifer
tiubul, bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna benzer
bulundu. Interstiyel alandaki kan damarlar ve Leydig hiicreleri normal
yapida gbézlemlendi. Ayni zamanda seminifer tabldl bazal membranlar
normal yapida gézlemlendi (Sekil 4.11-4.12).

4.2.3. Akrilamit grubu

Bu gruptaki testis o6rnekleri mikroskobik olarak incelendiginde
interstisyel alan kontrol ve L-sistein gruplariyla benzer bir bicimde
gozlemlendi. Ekzentrik cekirdekli, kuvvetli eozinofilik sitoplazmal Leydig
hicreleri ve etrafindaki bag dokusu normal gorindid. Ancak seminifer
tibdllere bakildiginda seminifer epitelde dev hicrelere rastlandi. Bircok
cekirdegin kaynasmasiyla olusmus bu dev hicrelerin baz tibillerde
limene dokuldiglu godzlemlendi. Ayrica dev hicrelerin goézlemlendigi ve
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limene dokildugu tibillerde limendeki spermatozoanin daha az oldugu
goéruldi (Sekil 4.13-4.16).

4.2.4. Akrilamit+L-sistein grubu

Interstisyel alana bakildiginda kontrol grubuna benzer oldugu
saptandi. Seminifer tUbdllere bakildiginda ise akrilamit grubuna benzer
durumlar gézlemlendi. Seminifer tliblllerde dev hicrelere rastlandi. Ancak
dev hilicre miktarinin akrilamit grubuyla kiyaslandiginda daha az oldugu
saptandi (Sekil 4.17-4.18).
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Sekil 4. 9 Kontrol grubuna ait testis dokusunun i1sik mikroskobu gérintisi. Normal
yapidaki seminifer tlbduller, interstisyel alan ve spermatogenik hicreler
gorilmektedir (Bar=100 pm, H-E).

Sekil 4. 10 Kontrol grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu gérlntusu.
Intersitisyel alanda Leydig hiicreleri ve seminifer tlibll duvarinda normal yapidaki
Sertoli ve spermatogenik hiicreler gérilmektedir (Bar= 50 um, H-E).
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Sekil 4. 11 L-sistein grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu gérintisu.
Seminifer tubdlller ve interstisyel alanlar olagan histolojik goriiniim sergilemektedir
(Bar=100 pm, H-E).

Sekil 4. 12 |-sistein grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu goruntisu.
Interstiyel alan, spermatogenik hicreler, Leydig hicreleri normal histolojik yapida
gozlendi (Bar=50 um, H-E).
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Sekil 4. 13 Akrilamit grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu gértntisu.
Spermatogenik hicreler arasinda ve limene yakin bodlgede dev hiicreler (oklar)
gorilmektedir (Bar=100 pm, H-E).

Sekil 4. 14 Akrilamit grubuna ait testis dokusunun i1sik mikroskobu gérintisa.
Tubdl limenine yakin dev hicreler (oklar) ve tibll I[Gmenine dokilmis hicreler
(yildiz) (Bar=100 pm, H-E).
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Sekil 4. 15 Akrilamit grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu gérintisu.
Limene dokilmeye yakin dev hicreler (oklar) (Bar=50 pm, H-E).

Sekil 4. 16 Akrilamit grubuna ait testis dokusunun i1sik mikroskobu gérintisu.
Spermatogenik hicreler arasindaki dev hiicreler (oklar) (Bar=50 pm, H-E).
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Sekil 4. 17 Akrilamit + L-sistein grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu
gorintlisid. Genel itibariyle spermatogenik hiicre serisi, interstisyel alan ve Sertoli
hicrelerinin normal histolojik yapida olduklari ve dev hicrelerin biulunmadigi
gorilmektedir (Bar=100 pm, H-E).

Sekil 4. 18 Akrilamit + L-sistein grubuna ait testis dokusunun isik mikroskobu
goruntisl. Seminifer tibuller ve interstisyel alanin normal histolojik yapida oldugu
ve dev hicrelerin bulunmadigi dikkati gekmektedir (Bar=50 ym, H-E).
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4.3. Morfometrik Inceleme

4.3.1. Seminifer tiibiil capi olciimii

Istatistiksel hesaplarda, kontrol grubu ve akrilamit grubu arasinda
(p<0.001™") ve kontrol grubuyla akrilamit + L-sistein grubu arasinda
(p<0.001™"") istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmustur. Ayrica L-
sistein grubuyla akrilamit grubu (p=0,043") anlaml fark bulunurken, L-
sistein grubuyla akrilamit + L-sistein gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark gézlenmemistir (Tablo 4.9, Sekil 4.10).

Tablo 4. 8 Testis seminifer tlbll capi élglimleri

GRUPLAR Median (Q25-Q75) P
Kontrol 296,8 281,5-312,6
SEMINIFER .
S L-sistein 290,4 276,1-307,7
TUBUL CAP »
OLCUMD Akrilamit 285,8 269,7-303,8 <0,001
m
(um) Akrilamit + L-
o 287,2 271,5-306,4
sistein
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Sekil 4. 19 Gruplardaki seminifer tubll ¢caplar. Gruplar arasinda * p<0,05, ***
p<0,001 diizeyinde anlaml fark vardir.

4.3.2. Dev hiicre sayimi

k k%

Akrilamit ve akrilamit + L-sistein gruplari arasinda (p<0.001 )
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Akrilamit grubunun seminifer
tibdllerinde dev hiicre gorilme sikhgr akrilamit + L-sistein grubuna gore
daha fazla bulundu (Tablo 4.8, Sekil 4.9).
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DEV HUCRE (%)

Tablo 4. 9 Seminifer tiblllerinde dev hiicre sayisi ylizdesi

GRUPLAR Median Q25-Q75 P
= = 25,0 0, -4 ’ Kk sk
% (Dev hiicre Akrilamit 0-40,0 P < 0,001
sayisi /seminifer
tubul) Akrilamit +
L-sistein 0,0 0,0-0,0
80.00= * % %
0,00
40,007
2000
00
] . . L . .
ARKRILAMIT ARKRILAMIT+L-SISTEIM

Sekil 4. 20 Seminifer tiblllerde dev hicre gortlme sikhdi. Gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda *** p<0,001 dizeyinde anlamh fark
saptandi. Not: Kontrol ve L-sistein gruplarinda dev hicreler olmadigindan
grafikte gésterilmemistir.
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4.4. Total Testosteron Olciimii

Serum total testosteron sonuclarina Kruskal Wallis analizi yapildiginda
ANOVA tablosuna gére p=0,029" anlamh fark bulunmustur. Ancak coklu
karsilastirma tablosu dederlendirildiginde farkhligin neden kaynaklandigi
hesaplanamamistir. Bununla beraber akrilamit ve L-sistein+akrilamit
gruplarinin serum total testosteron miktarlari kontrol ve L-sistein grubuyla
kiyaslandiginda daha az bulunmustur (Tablo 4.10, Sekil 4.11).

Tablo 4. 10 Serum total testosteron élctimleri.

GRUPLAR Median (Q25-Q75) P
Kontrol 6.42 5.18-25.98
TOTAL L-sistein 8.54 4.67-12.77
TESTOSTER §
ON Akrilamit 3.62 1.24-5.13 P=0,029
ngml
(ngml) Akrilamit+L-
0.75 0.60-6.94
sistein
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Sekil 4. 21 Gruplardaki testosteron miktarlar. p=0,029* dizeyinde anlamli bir
fark bulunmus olsa da coklu karsilastirma tablosu dederlendirildiginde farkhligin
neden kaynaklandigi hesaplanamamistir.

4.5. Gozlemsel bulgular

Kontrol ve L-sistein gruplari deney boyunca son derece aktif, hareketli
ve canhydilar.

Akrilamit verilen gruplarda ilk 3 gun boyunca asirn sinirlilik ve
hareketlilik gézlemlendi. Enjeksiyon sirasinda diger gruplara kiyasla daha
hirgin ve asiri hareketliydiler.

Akrilamit gruplarindaki hayvanlarda son 5 gun daha belirgin olmak
Uzere Ozellikle arka bacaklar genis ve yayvandi (Sekil 4.12). Hayvanlar
arka bacaklarini kullanmakta zorluk gektiler ve yurirken arka bacaklarini
kullanamadiklarindan abdominal kisimlari zemine yapisik ilerlemekteydiler.
Adeta kaslarini kullanamamaktaydilar. Ek olarak akrilamit grubu son
derece uyusuk, hareketsiz ve yavas olarak gézlemlendi. Ozellikle deneyin
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son zamanlarinda gun boyu birbirlerine yaslanarak uyku pozisyonunda
olmalari ve daha az yemek yedikleri dikkat gekti.

Sekil 4. 22 Akrilamit grubu arka bacak yayvanlidi.
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5. TARTISMA

Calismamizda elde edilen bulgular i1siginda akrilamidin vicut agirhgini
ve testis agirhdini azalttigi, ama testis indeksi ve serum testosteron
miktarini anlamli olarak degistirmedigi, testislerde bol miktarda dev
hicreleri arttirdi§i ve seminifer tlbul capinda kigllmeye neden oldugu
gozlemlendi. L-sisteinin vicut adirligina, testis agirligina, testosteron
miktarina ve tibul capi kiglilmesine karsi koruyucu etki etmedigi, ancak
dev hiicre miktarini azalttigi goralda.

L-sistein, akrilamidin neden oldugu vicut agirligi azalmasina karsi
istatistiksel dizeyde koruma saglayamamistir. Ama akrilamit+L-sistein
grubu vicut agirhgr bakimindan cok varyasyon gostermistir ve agirhk
ortamalari akrilamit grubuna gére daha fazladir.

Gruplarin testis indekslerinde istatistiksel olarak anlamh bir degisim
olmasa da L-sistein grubu ile akrilamit + L-sistein gruplarinda testis
indeksleri calismamizda artmistir. Bunun 2 aciklamasi olabilir. Ik sebebi
hayvanlarin vicut agirhdinin  testis adirhdina kiyasla daha fazla
azalmasidir. Bundan dolayi akrilamit asil etkisini baska bir organa yapiyor
olabilir. Ikinci ve daha kuvvetli bir ihtimal testisin diger organlara oranla
agirigini daha cok koruyabilmesidir. Creasy ve arkadaslan testisin viicut
agirhigi disistne karsi testisin agirhgini korudugu ve genellikle vicut
agirigindaki  bir azalmanin testis agirhk indeksinin  artmasiyla
sonuglandigini belirtmislerdir (Creasy & Chapin, 2013).

Histopatolojik incelemelerde akrilamit grubunda bircok dev hicrelere
rastladik. Bu dev hicrelerin goérinmesiyle ilgili olarak, Rotter ve
arkadaslari 1993'teki calismalarinda p53 genini daha az ifade eden
transgenik fareler kullanmiglardir. P53 geni DNA tamir mekanizmalarinda
gbrev almaktadir. Bu genin fazla ifade edilmemesi dev hicrelere neden
olmustur. Calismalarinda transgenik farelerde dev hlcre olusumunun
mekanizmasini 2 sekilde acgiklamislardir. Ilk mekanizma olarak dev
hicrelerin 4N primer spermatositlerin mayoz bdélinme gecirerek haploid
sperm hucreleri Gretememesinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Haploid
spermatositleri Uretemediklerinden primer spermatositler bir kez daha
DNA’larini esleyerek cok cekirdekli dev hiicreler olusturmuslardir. ikinci bir
dev hlcre olusma mekanizmasi olarak, spermatositler arasi sitoplazmik
baglantilarin kopmamasi ve bu badglantilarin daha g¢ok genislemesiyle
blyUk hlicre gruplarinin dev hicrelere déntismesidir (Rotter vd., 1993).

Calismamizda akrilamit+L-sistein grubunda dev hicre sayisinda bir
azalma gdézlemledik. Dev hucrelerin sayica azalma sebebi, L-sistein bir
nikleofil oldugundan bir elektrofil olan akrilamide veya yan (rinlerine
baglanarak akrilamidin primer spermatositlere baglanmasini engelleyebilir
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veya ikinci bir sebep olarak glutatyon o6nculi olan L-sisteinin vicudun
antioksidan kapasitesini arttirmasindan kaynaklanabilir.

L-sistein dev hiicre sayisini azaltmasina ragmen, diger parametrelere
bakildiginda tam bir koruyucu etki gosterememistir. Bunun sebebi L-
sisteinin 40 mg/kg akrilamiti 10 glnlik bir slrede engelleyememesi
olabilir. 10 glinde akrilamidin verdigi histopatolojik ve fizyolojik hasari, bu
stre zarfinda vermis oldugumuz L-sistein miktari tam olarak korumaya
uygun degildir. Vicut bu slre zarfinda vyeterli antioksidan (Ureterek,
akrilamit ve yan drunlerini yok edememektedir.

Galismamizdaki akrilamit grubundaki dev hucreleri 2 farkh sekilde
gobrduk. Bir kisim dev hicreler spermatogenik serinin arasinda
olusmusken, bir diger kisim dev hicreleri limene dokulir vaziyette
gozlemledik. Yukarida da bahsettigimiz (zere Rotter ve arkadaslarinin
calismasinda dev  hucrelerin  olusumu  primer  spermatositlerin
etkilenmesiyle olusmaktadir. Deney sltiremiz 10 gin oldugundan, 10 gin
akrilamitten etkilenen bir primer spermatositin dev hicre olusturarak
normal spermatogenik seri sirecinde |limene ddkulmesi imkan dahilinde
dedildir. Bundan dolay! bu dev hicrelerin 10 gin iginde olusup limene
dbékllmesinin sebebi spermatogenik serinin normal slrecinden daha kisa
surede ilerleyerek dev hicrelerin limene atilmasi olabilir. Bu slrenin
kisalmasi primer spermatositten sonra normalde olusacak olan sekonder
spermatosit ve spermatidler olusmadigindan, dev hiicreler daha erkenden
limene ddkdulebilirler. Bazi tubilllerde spermatogenik seri hicrelerde
Iimene dokllen dev hicrelerle beraber kuyruklu spermatidlerin de
gorulmesi bu hizlanmay destekler niteliktedir.

Go6zlemsel incelemelerimizde akrilamit verilen sicanlarimizda arka
bacak yayvanhgi gozlemledik. Tyl ve Friedman (2003) bununla ilgili
derlemelerinde akrilamitin motor proteinleri olan kinezin ve dyneine
baglandidini ve distal aksonapatiye yol actigini bildirmislerdir. Distal
aksonapatinin néron gdvdesi ve akson arasi tasinimi engelleyerek arka
bacak yayvanligina sebep oldugunu rapor etmislerdir (Tyl & Friedman,
2003).

Serum total testosteron oranlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark cikmamistir. Ama akrilamit ve L-
sistein+akrilamit gruplarinda testosteron miktari en az seviyededir. Bu
akrilamidin  testosteronu azaltabilecedini ve L-sisteinin bu etkiyi
azaltmadigini kismen de olsa gdsterir durumdadir.

Seminifer tibll caplarina bakildiginda akrilamit seminifer tlbdl capini
azaltmistir ve L-sisteinin koruyucu bir etkisi olmamistir. Creasy ve
arkadaslarina gore tubul capininin kiglilmesinde 2 ana etken vardir. Germ
hicre kaybir ve Sertoli htcreleri tarafindan salgilanan seminifer tubdul
sivisidir. Ayrica kuyruklu spermatidlerin varhdli bu sivinin saliniminda
dizenleyici etkiye sahiptir (Creasy & Chapin, 2013). Bu bilgiler 1siginda
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akrilamit seminifer tlibidl capini azalttigindan ve seminifer epitelde gozle
goralir bir spermatogenik htlicre serisi eksikligi incelemelerimizde goéze
carpmadidindan, akrilamitin seminifer tlbul sivisini azaltarak ttbul capini
azalttigi soylenebilir. Ayrica c¢alismamizda dev hicrelerin lUmene
dokuldigla tabdllerde kuyruklu spermatidlerin olmadigi gézlendi. Bu da
seminifer tabdl sivisinin azalmasini destekler niteliktedir.

Ma ve arkadaslar (2011) akrilamidin Gremeye etkisini gdéstermek igin
3 haftalik sitten kesilmis Sprague-Dawley sicanlarina farkl dozlarda (0, 5,
15, 30 mg/kg/glin) haftada 5 kez 4 hafta boyunca gavaj yoluyla akrilamit
vermislerdir. Serum 6lgiminde testosteron ve FSH hormonlarinin arttidi,
LH hormonu seviyesinin azaldigi bildirilmistir. 5 ve 15 mg akrilamit
uygulanan gruplarda testosteron seviyesi kontrole oranla artarken, 30 mg
akrilamit uygulanan grupta testosteron seviyesinin tekrardan kontrol
seviyesine dlstigli gozlemlenmistir. Ayni zamanda 30 mg akrilamit
uygulanan gruplarda testis organ indeksinin azaldigi gortlmustir. Bununla
birlikte histopatolojik degisiklikler ve anormal spermler goérilmistir.
Seminifer tubulllerinde hicrelerin dejenerasyonu, spermatozoanin ve
Leydig hicrelerinin azaldigi gézlemlenmistir. Ma ve arkadaslari bu
calismada akrilamidin kan-testis bariyerini gecerek erkek Ureme
organlarina ulastigini ve =zarar verdigini bildirmislerdir. Yine Ma ve
arkadaslari 15 ve 30 mg akrilamit uygulanan hayvanlarin az yemek
yediklerini ve hareketliliklerinin azaldigini gézlemlemistir. Ayni zamanda
30 mg akrilamit uygulanan hayvanlarda arka bacak yayvanlidi ve kaslarda
zayiflama goraldiga bildirilmistir (Ma vd., 2011). Bizim galismamizda da
akrilamit uygulanan gruplarimizda arka bacak yayvanhdgi goérildd. Az
yemek yedikleri ve ylurime de zorluk gektikleri gézlemlendi. Ayni zamanda
akrilamit uygulanan hayvanlarin digerlerine gére daha hareketsiz oldugu
goruldia. Bu calismayla zit olarak biz testis agirhk indeksinin veya organ
indeksinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttigini gordik. Bu
calismada testosteron hormonu miktarinda disidk akrilamit dozlarinda bir
artis olurken, 30 mg’llk dozdan sonra testosteron miktarinin dismeye
basladigi ve kontrol grubuna yaklastigi gézlemlendi, bununla paralel olarak
40 mg akrilamit verilen gruplarimizda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da testosteron miktarinda azalma goérilmuistir. Bu sonuclar dahilinde 30
mg/kg dozundan daha dlstk akrilamit testosteronu arttirlp Leydig
hiperplazisine neden olurken, 30 mg’dan yukar dozlarda akrilamit
testosteron miktarini azaltmak icin esik doz olabilir. Baska bir yénden
bakarsak Ureme hormonlarinin aralikh bir gsekilde salinimi hormon
Olcimlerinde asiri bir varyasyona neden olmaktadir. Testosteron
hormonlar arasinda, bireyler arasinda ve hatta ayni bireyde gin iginde en
cok varyasyon gdésteren hormonlardan biridir. Ikinci bir sebep olarak
varyasyondan dolayi farkli testosteron dizeyleri 6lcimU gercgeklesiyor
olabilir.

Yang ve arkadaslari (2005) 5, 15, 30, 45 ve 60 mg/kg akrilamidi
gavaj yoluyla 5 gin boyunca Sprague-Dawley sicanlarina uygulamistir.
Sonunda hayvanlarda sperm konsantrasyonu azalmasi, morfolojik sperm
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bozuklular gbzlemlemistir. Ayni zamanda testosteron miktar ve Leydig
hiicre sayisinda azalma saptamistir. Histolojik incelemesinde akrilamit
uygulanan gruplarda bircok dev hicre olusumlari, vakuollesmeler ve
apoptotik hiicre sayisinda artma oldugu bildirilmistir (H. J. Yang vd.,
2005a). Biz de calismamizda Yang ve arkadaslarinin galismasina benzer
bir bicimde bircok dev hilicreyi gbézlemledik ve &zellikle dev hicrelerin
bulundugu tibillerde sperm konsantrasyonunun daha az oldugunu
gbzlemledik. Yine bu calismayla paralel olarak testosteron miktarinda
azalma olmustur.

Yine Yang ve arkadaslar baska bir calismasinda 5, 15, 30, 45 ve 60
mg/kg akrilamidi gavaj yoluyla 5 gtiin boyunca Sprague-Dawley sicanlarina
uygulamistir. Ozellikle 45 ve 60 mg akrilamit uygulanan gruplarda viicut
agirliklarinda ve testis adirliklarinda azalma oldugu gortlmustar.
Epididimiste sperm konsantrasyonu azalmis ve seminifer tubullerde
lezyonlar gértlmis ve ayni zamanda 6zellikle 60 mg akrilamit uygulanan
gruplarda bircok dev hlcreler gézlemlenmistir (H. J. Yang vd., 2005b).
Bizim calismamizda da dev hiicrelere ek olarak sicanlarin vicut agirliklari
ve testis agirliklari istatiksel olarak anlaml bir bigimde azalmistir.

Sakamoto ve Hashimoto 4-6 hafta boyunca hayvanlarin suyuna
katarak akrilamit vermislerdir. Sonra erkek hayvanlarin yarisi disilerle
ciftlestiriimis didger yarisi GUreme organlarinin kontroll icin deney sonrasi
kesilmistir. Gebe disilerde implantasyonlarin saptanmasi icin uteruslari
13.ginde acilmistir. Sonug olarak implantasyon sayisinda ve dogurganlk
oraninda azalma gdéridlmustldr. Erkek farelerde anormal sperm morfolojisi
ve sperm sayisinda azalmalar bildirilmistir. Arka bacak yayvanhgdinin yani
sira testis agirlik indeksinde azalma gozlemlenmistir (Junko Sakamoto &
Hashimoto, 1986). Bizim calismamizda arka bacak yayvanhgi gézlemlendi
fakat testis agirlik indeksinde bir degisim gozlenmemistir.

Mustafa ve arkadaslarinin 2012’de yaptigi calismada 250-300 g
agirhginda 6 grup (n=8) ve 85-90 glnlik Sprague-Dawley sicanlarina 10
gun boyunca 25 ve 50 mg akrilamit hem oral yolla hem intraperitonal
olarak uygulanmistir. Sonug olarak germ hcrelerinin azalmasi, seminifer
epitelin limene dokllmesi, apoptotik hicrelerde artis, anormal DNA
miktarinda artis, c¢ok cekirdekli dev hicreler, interstisyel alanda kan
toplamis damarlar gézlemlenmistir (Mustafa, 2012). Biz de ¢alismamizda
seminifer epitelin dev hicreler halinde Iimene doékildigint gozlemledik.

Wang ve arkadaslarinin (2010) calismasinda 3 haftalk 30 adet
Sprague-Dawley sicanlarina 3 grup halinde sirasiyla distile su, 5 mg ve 10
mg akrilamit vermistir. Calisma sonucunda siganlarin vicut agirhdi, testis
ve epididimis agirliklari azalirken testis ve epididimis indekslerinin (relatif
adirliklari) degismedigi, sperm rezervlerinde azalma goézlemlendigi ve
Leydig hicrelerinin hiperplazi dolayisiyla arttigi
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bildirilmistir. Ozellikle 10 mg akrilamit verilen grupta germ
hicrelerinin azaldigi ve vakuollesme saptandigi da rapor edilmistir (Wang
vd., 2010). Bizim sonuclarimizda testis adirlik indeksinde Wang ve
arkadaslarinin  calismasiyla tutarl olarak herhangi bir degisime
rastlamadik. Ayni sekilde testis ve viicut agirliklarinda azalma gozlemledik.

Camacho ve arkadaslarinin (2012) calismasinda Fischer 344 sican
tird kullanilmistir. Sicanlara 14 gin boyunca igme suyunda her gin 2,5
mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg doza karsilik gelecek sekilde farkh
konsantrasyonlarda akrilamit verilmistir. Akrilamitin doza bagh olarak
serum testosteron dizeyini distrdigund, LH'yi arttirdigi gozlemlenmistir.
Ayrica germ hicrelerinin limene dokilmesi, germ hicresi eksikligi,
spermatid hicre gecikmesi ve primer spermatositlerde apoptosis gibi
histopatolojik durumlarin doza bagli olarak arttigi gordlmustir. Bunun
yaninda testis agirligi 50 mg/kg doz akrilamit verilen grupta diserken,
total Leydig hlicre sayisinda gruplar arasinda bir farkliida rastlanmamistir.
(Camacho vd., 2012). Bizim galismamizda da bu calismayla paralel olarak
testis agirhiklar akrilamit verilen gruplarda dismistlr ve bazi siganlarda
germ hicre ddkilmesine rastlanmistir. Yine bizim c¢alismamizda total
testosteron seviyesi anlamli olarak dismese de kontrole goére bir disus
s6z konusudur.

Nixon ve arkadaslari (2014) Swiss farelerini kullandigi calismasinda
germ hdcrelerini izole etmis ve spermatositleri in vitro kosullarda 18 saat
boyunca 1uM akrilamit veya 0.5 pM glisamite maruz birakmiglardir.
Deney sonunda CYP2E1l geninin ifadesine (akrilamiti metabolize eden
enzimin geni), hangi hicrelerde daha cok gorildigine, ksenobiyotiklerin
DNA katim miktarina ve hucresel glutatyon miktarina bakilmistir. Sonug
olarak CYP2E1'in germ hiicrelerinde en cok spermatositte ifade edildigini
ve akrilamite maruz kalininca spermatositte upregile oldugunu
bulmusglardir. Ayrica akrilamit ve glisamitin DNA katimi olusturduklar ve
oksidatif hasarin DNA hasarina daha az yol actigini bildirmislerdir. Bunlara
ek olarak hicrelerin glutatyon miktarlari degismemistir. En son germ
hicrelerinin akrilamite karsi antioksidanlarla dedil de daha c¢ok
detoksifikasyon enzimleriyle karsilik verdigini ve DNA’ya hasari daha cok
akrilamidin yan Grind olan glisamtiin verdigini rapor etmislerdir (Nixon
vd., 2014).

Rajeh ve arkadaslar 2011 yilindaki calismalarinda, Sprague-Dawley
sicanlarina 5 gin boyunca oral yolla 5, 15, 30, 45 ve 60 mg/kg/gln
akrilamit vermisler ve son dozdan 72 saat sonrasinda hayvanlari sakrifiye
etmislerdir. Ozellikle 45 ve 60 mg/kg akrilamit verilen gruplarda
saldirganlik, testislerinde blyime, arka bacaklarinda zayiflik ve dengesiz
hareket etme goézlemlemislerdir. Hayvanlarin agirliklari 5. glinin sonuna
kadar 6nemli derecede azalmis fakat son 3 glnde bazilarinda artis
gozlemlenmistir. Testis agirlik indekslerinin 15, 45 ve 60 mg/kg akrilamit
verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi, 5 ve 30
mg/kg akrilamit verilen gruplarda testis agirlik indeksinin arttigini ancak
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bu artisin anlamli olmadidini bildirmislerdir. Sperm rezervlerinde azalma
ve anormal spermler go6zlemlemislerdir. Histolojik olarak germinal
hicrelerde dejenerasyon, bazal vakuollesmeler, c¢ok c¢ekirdekli dev
hlicreler, atrofi olmus Leydig hicreleri ve limende daha az spermatozoa
gorildigiu ifade edilmistir (Rajeh, Al Saggaf, Ayuob, & ElAssouli, 2011).
Bizim calismamizda da akrilamit gruplarinda Rajeh ve arkadaslarinin
calismalarina benzer bir sekilde testis agirlik indeksinde artis gézlemlendi,
fakat artis istatiksel olarak anlamli degildi. Bu calismayla paralel olarak
calismamizda akrilamit verilen gruplarda vicut agirliklarinda anlamli bir
azalma olmustur ve injeksiyon esnasinda ilk 5 gin boyunca akrilamit
verilen gruplarda asirn saldirganlik gézlemlenmistir.

Gutierrez-Espeleta ve arkadaslarinin yaptigi calismada erkek farelere
lumbar bdlgesindeki deri tiras edilerek 25, 50, 75, 100 ve 120 mg/kg
akrilamit 5 glin boyunca deriye emdirilme yoluyla verildiktetn sonra erkek
fareler disilerle ciftlestirimis ve gebe disi sayisi ve gebelerde ayni
zamanda implante olan embriyo sayisina bakilmistir. Sonug olarak
calismada erkek Ureme hicrelerinin genetik hasara udgradigi ve baskin
o6limcil mutasyonlara yol actigr bildirilmistir (Gutierrez-Espeleta vd.,
1992).

Tyl ve arkadaslari 2000 yilinda 11 haftalik Long-Evans sigcanlariyla
yaptigi calismada sicanlara 5 giin boyunca 0, 5, 15, 30, 40 ve 60 mg/kg
akrilamidi 5 gin boyunca oral yolla vermis ve 8. gin disi siganlarla
ciftlestirmiglerdir. Calisma sonunda 15, 30, 45 ve 60 mg akrilamit
uygulanan sicanlarin vicut agirhgr 6nemli derecede azalmis, dozla orantili
olarak dengesiz hareket etme ve bazilarinda piloereksiyon, killarda
kabalasma ve uyusukluk gbézlenmistir. Gruplar arasi 6n bacak kavrama
glcu esit bulunurken, arka bacak kavrama gucu 6zellikle 60 mg akrilamit
uygulanan grupta cok dustk bulunmustur. Disilerle ciftlesebilen erkek
sayisl ve ciftlestikten sonra gebe kalan disi sayisi doza bagh olarak
azalmistir. Implante olan canli embriyo sayisi azalmistir (Tyl vd., 2000).
Benzer sekilde bizim calismamizda da akrilamit uygulanan hayvanlarda
vicut agirhgr diasmis ve deney sonuna dogru hayvanlarda genel bir
uyusukluk gézlemlenmistir.

Abramsson-Zetteberg 2003'teki calismasinda erkek CBA farelerini
kullanmistir. Farelere intraperitonal olarak farkl dozlarda akrilamit vererek
akim sitometri bazli fare mikronlukleus analizi yapmistir. Sonucta doza
bagh olarak farelerde mikronukleus sayisinin arttigini goézlemlemistir.
Bunun da akrilamidin genotoksik oldugunun gostergesi oldugunu
bildirmislerdir (Abramsson-Zetterberg, 2003).

Shelby ve arkadaslar erkek farelere farkh dozlarda i.p. olarak
akrilamit vermigler ve disi bireylerle farkli glUnlerde ciftlesmeleri
saglanmistir. Deney sonunda implante olan embriyo sayilari, gebe fare
sayllari gibi parametrelere bakilmistir. Sonug olarak akrilamidin geg
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spermatidlerde ve spermatozoada 6limclil mutasyonlara neden oldugu
bulunmustur (Shelby, Cain, Hughes, Braden, & Generoso, 1986).

Shelby ve arkadaslari bir baska calismalarinda erkek farelere i.p.
olarak 40 ve 50 mg/kg akrilamit vermisler, daha sonra disilerle
ciftlestirmisler ve sonucta akrilamidin erkek farelerde kalitsal
translokasyonlara yol actigini bildirmislerdir (Shelby vd., 1987).

Sega ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, 12-18 haftalik hibrit
fareler kullanilmistir. Sega ve arkadaslan farelere farkh dozlarda i.p.
olarak akrilamit vermistir ve farkh saat araliklarinda zamanlanmamis DNA
sentezi (UDS) miktarlarina bakmislardir. 6 saat gibi bir slrede testiste
UDS miktarinin en fazla oldugunu gormdislerdir. Bu gecikmeden dolayi
akrilamidin DNA'ya direkt degil baska bir ara Grin olan glisamit araciligiyla
baglandidini 6ne stirmdislerdir. Ayni zamanda calismada gec spermatid ve
spermatozoanin DNA tamiri yapamadiklarindan akrilamitten daha c¢ok
zarar gorduklerini ileri stirmuslerdir (Sega vd., 1990).

Tyl ve Friedman 2003 vyilindaki derlemelerinde akrilamitin ve
akrilamitin bir yan Grint olan glisamitin spermatidlerin protaminlerine
baglandidini ve bu sekilde baskin 6limcll mutasyonlara neden oldugunu
One surmuslerdir. Ayni zamanda calismalarinda DNA ile geri donisimsiz
bag yapan glisamitin akrilamitten daha fazla mutasyona neden oldugunu
rapor etmislerdir (Tyl & Friedman, 2003).

Aruoma ve arkadaslari bir sistein tirevi olan NAC’ 1 in vitro uygun
kosullarda 4 farkh oksidanla inceleyerek herbirine karsi antioksidan
kapasitesini 6lcmuslerdir. Hipoklorik aside karsi (H-OCI) ve hidroksil
radikaline karsi (-OH) c¢ok gulgli bir antioksidan olarak bulunurken,
hidrojen peroksitle (H202) daha yavas reaksiyona girdigi ve slperoksitle
reaksiyona girmedigi gozlemlenmistir (Aruoma vd., 1989). NAC' da sadece
SH grubu varken, L-sisteinde SH ve NH3+ gruplari bulunmaktadir.
(Rayburn & Friedman, 2010).

Claeys ve arkadaslarn 2005 yilinda yuksek sicakliklarda yiyeceklerde
akrilamit olusumuna karsi farkli aminoasitlerin bir etkisi olup olmadigini
arastirmistir. In vitro kosullarda olusturduklari reaksiyon ortamina L-
sistein, lizin, glutamin ve alanini eklemislerdir. 140 ve 200 'C arasinda
yaptiklari incelemede L-sisteinin ve lizinin artan sicakliklarda akrilamit
miktarini azalttigini, diger aminoasitlerin etki etmedigini bildirmislerdir. L-
sisteinin akrilamit miktarini azaltma mekanizmasinin olasilikla L-sisteinin
sulfhidril grubunun akrilamidin vinil grubuna badlanma afinitesinden
kaynaklandigini belirtmislerdir (Claeys vd., 2005).

Solomon ve arkadaslari pH=7 ve 37 'C’de buzadi timis DNA’si ile

yaptiklari in vitro calismada akrilamidin DNA ile reaksiyona girdigini,
ozellikle adenine baglandigini bildirilmislerdir (Rajeh vd., 2011).
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Katen & Roman’in 2014 yilindaki derlemelerinde kronik olarak dusuk
dozda akrilamite maruz kalan farelerde akrilamit yan Grdn0 olan glisamitin
spermatositlere baglanmasindan dolayr DNA hasarinin arttigini ve hatta
hasarin sperm olgunlasmasi ve dollenmeye kadar tasinabildigine
deginilmistir. Akrilamite maruz kalan gelecek nesillerin kanser gibi bazi
hastaliklara yatkinliginin arttigi rapor edilmistir (Katen & Roman, 2014).

Kermani-Alghoraishi ve arkadaslari 2010 yilinda 8-10 haftalik, 25-30
g farelere icme suyuyla iki ay boyunca 5 ve 10 mg/kg akrilamit
vermislerdir. 2 ay sonra sperm parametre analizi ve zar butUnligind
degerlendirmek Uzere hipoozmotik sisme testi yapilmistir. Sonuc¢ olarak
akrilamitin farelerin sperm zari batinligini bozdudu, canli sperm sayisini
azalttigi, anormal sperm olusumunu tetikleyerek sperm hareketliligini
azalttigi bildirilmistir (Kermani-Alghoraishi vd., 2010).

Yassa ve arkadaslarinin 2014 yilindaki calismalarinda 180-200 g
Sprague-Dawley siganlari kullanilmistir. 90 gin boyunca siganlara 15
mg/kg ve 30 mg/kg oral olarak akrilamit verilmis ve yesil cay ekstraktinin
etkisine bakilmistir. Sadece akrilamit verilen gruplarda germ hicrelerinde
dejenerasyon, tubullerde kigllme ve dev hicre olusumu goérilmuis, vicut
agirliklari azalmis ve testosteron seviyesi dlismustir. Yesil cay ektsraktiyla
beraber akrilamit verilen gruplarda o6nemli derecede bir duzelme
saptanmistir (Yassa, George, Refaiy Ael, & Moneim, 2014). Benzer bir
sekilde bizim calismamizda da akrilamit verilen gruplarda seminifer tubul
caplar kiguldu, seminifer epitelde bircok dev hicrelere rastlandi ve vicut
adirliklarinda dusis gozlendi. Ayrica bizim calismamizda total testosteron
seviyesi anlamli olarak dismese de kontrole gbére bir disus s6z
konusudur.

Sen ve arkadaslari 2015 yilinda ortalama 25 g adirliginda mus
musculus tlrindeki disi farelere gebeligin 6. giniinden, dogum sonrasi 21.
gune kadar 14 mg/kg akrilamit vermisler ve bu periyot igerisinde yavru
erkek fareler, incelenmislerdir. Sonuc¢ olarak dogan vyavrularin dogum
agirligi ve testis indeksleri kontrole gore disik bulunmuslardir. Deney
sonunda yaptiklari histopatolojik incelemelerde ise akrilamite maruz kalan
farelerde seminifer tubullerde atrofi, dev hicreler, bag dokusunda
deformasyon, Leydig, Sertoli ve spermatogenik hlcrelerde azalma
gérilmastar (Sen, Tunali, & Erkan, 2015). Bizim c¢alismamizla
kiyaslandiginda, biz de akrilamite maruz kalan siganlarimizda adirlik
disist gozlemledik. Akrilamit hem organlara verdigi zararla birlikte
gelisen deformasyon ve toksisiteden hemde hayvanlarin istahini
kesmesinden dolayl vicut adirhginda azalmaya neden olmaktadir. Bu
calismada testis indeksi dlsmesine ragmen bizim calismamizda
degismemistir. Bu fark calisilan hayvan grubunun farkli olmasindan veya
eriskin ve yavru bireyler arasindaki farkliliktan kaynaklanabilir.

Rayburn ve Friedman 2010 vyiinda kurbaga embriyolarinda
akrilamidin yol actigi malformasyon ve o6limcull etkilere karsi L-sistein,
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NAC, glutatyon ve glisinin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Akrilamidle
ayni  konsantrasyonda verilen L-sistein ve glutatyonun hem
malformasyona hem de mortaliteye karsi embriyolari koruduklari, NAC'nin
ise sadece mortaliteye karsi etkili oldugunu glisin de 10 kat daha fazla
konsatrasyonda verilmesine ragmen herhangi bir koruyucu etkisinin
olmadigini saptamislardir (Rayburn & Friedman, 2010).

Alturfan ve arkadaslari 2012 yilinda, 200-250 g agirligindaki Wistar
albino sicanlari, 4 gruba (n=6) ayirmiglar ve sirasiyla i.p. olarak sadece
salin, sadece NAC (150 mg/kg), akrilamit (40 mg/kg) ve akrilamit+ L-
sistein vermiglerdir. 10. gindn sonunda hayvanlarin kan érnekleri alinmis
ve cesitli dokular cikartilmistir. Akrilamit grubunda glutatyon miktar
azalirken ve oksidatif doku hasarini gdsteren parametreler, enzimler.
sitokin dizeyleri ve apoptoz artarken NAC verilen grupta ise glutatyon
miktari tekrar normal dlzeye geldigi ve oksidatif hasari gosteren
parametrelerin, sitokin dizeylerinin ve apoptozun diuzeldigi
gbzlemlenmistir. Kisaca, NAC'nin farkl dokulari nétrofil infiltrasyonunu
engelleyerek, oksidan-antioksidan dengesini saglayarak ve inflamatuar
mediatorleri dlzenleyerek korudugu bildirilmistir (E. I. Alturfan vd.,
2012b).

Reddy ve arkadasglarinin 2011 yilinda 60-70 gunlik ve 25-30 g
agirhgindaki Swiss albino erkek fareleri Gizerinde bir calisma yapmislardir.
Bir sistein tdrevi olan NAC’'nin arsenikle hasar verilen farelerde vicut
agirhgr ve testis agirligini dizelttigi, steroidogenezi normal seviyelere
getirdigi, sperm kalitesini arttirdigi ve testikller yag peroksidasyonunu
ylkselttigini gostermislerdir. NAC'nin sadece glutatyon o6ncili degil, ayni
zamanda thiol grubu iceren bir antioksidan ve bir selatér oldugunu
belirtmiglerdir (Reddy vd., 2011). Calismamizda thiol iceren bir
antioksidan olan L-sistein sicanlarin vicut agirligina ve testis agirhklarina
bu deneydeki gibi istatistiksel olarak anlamh bir koruma saglamamistir.
Ama akrilamit grubuyla kiyaslandiginda bir artis s6z konusudur.

Yine Ahmed ve arkadaslari erkek albino sicanlara sisplatin vererek
testiste oksidatif hasar olusturmuslar ve 24 saat &nceden verilen
antioksidanlarin (Vitamin C, DPPD ve L-sistein) etkisine bakmislardir.
Sonug olarak, 100 mg/kg olarak verilen L-sistein testiste apoptotik hicre
sayisinl ve yag peroksidasyonunu azaltmistir. Ayni zamanda histolojik
olarak dokularda bir iyilesme saglamistir (Ahmed vd., 2011). Bizim
calismamizda da L-sisteinin dev hicreleri azaltarak histolojik olarak bir
iyilesme sagladigi soylenebilir.

Ciftci ve arkadaslari 120 idiopatik infertilitesi olan 120 hastaya 3 ay
boyunca oral olarak 600 mg NAC vermislerdir. Sonug¢ olarak hacim,
hareketlilik ve viskosite gibi semen parametrelerinde iyilesme saglanmis
ve reaktif radikaller azalmistir (Ciftci vd., 2009).
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Farombi ve arkadaslarinin 2008 de yayinlamis olduklari calismada
erkek albino Wistar sicanlara 14 glin boyunca tetrasiklin uygulanarak
hasar verilmis vitamin C ve NAC'nin etkisi arastinlmistir. Sonug olarak 50
mg/kg oral yolla verilen bir sistein tlrevi olan NAC histolojik olarak
herhangi bir etki gdstermemistir. Ama sperm parametrelerini dlzelterek,
sperm sayisini arttirmis ve anormal sperm miktarini azaltmistir. Ayni
zamanda glutatyon, testis enzimleri ve testosteron miktarini arttirmistir
(Farombi vd., 2008). Bizim calismamizda bu calismadan farkh olarak
akrilamit+L-sistein grubunda L-sistein serum testosteron miktarina pozitif
bir etki yapamamistir.

Kim ve arkadaslar 2005'te islenmis ve ylUksek 1siya maruz birakilmis
yiyeceklerde akrilamit miktarini azaltmak igin c¢esitli aminoasitlerle
kizarmis yiyecekleri muameleye tutmuslardir. Bu galismada L-sistein glisin
ve lizinle beraber akrilamit miktarini yiksek oranda azaltmistir (Kim vd.,
2005).

Zou ve arkadaslar (2015) asparagin-glukoz model sisteminde sistein
ve glisinin ylksek sicakliga maruz kalan yiyeceklerde akrilamit miktarina
etkisini galismislardir. Bu galismada sistein tek olarak veya glisinle beraber
model sistemine konulmus ve bisklvide akrilamit miktari LC/MS (Sivi
Kromatografisi-Kltle Spektrometresi) metodu ile o6lclilmustir. Sonucta
sisteinin tek basina veya glisinle beraber konuldugunda bisklivide akrilamit
miktarini blylk oranda azalttigi ortaya gikmistir (Zhou vd., 2007).

Friedman ve Levin 2008 yilindaki derlemelerinde akrilamidin nasil
azaltilacagina dair bircok fikir sunmuslardir. Bunlar;

e Akrilamit olusmasinda en c¢ok Maillard reaksiyonuna giren
asparajin ve glukozu az iceren patates ve hububati secmek,

e Muamele 6ncesi akrilamit dncdillerini kaldirmak,

e Asparagini aspartik asite dontstlirmek icin enzim asparajinazi
kullanmalk,

e Besinlerin isleme tabi tutulacak kosullarini akrilamidin
minimum olusacagdi kosullara ayarlamak,

e Akrilamit olusumunu azalttigi rapor edilen maddeleri islem
Oncesinde eklemek (L-sistein, sarimsak, aminoasitler,
antioksidanlar gibi),

e Olusan akrilamidi polimerizasyon, buharlastirma ve sair
methodlarla kaldirmak,

e Akrilamidin vlcuttaki toksisitesini azaltmak vardir (M.
Friedman & Levin, 2008).

Bizim calismamizda kullandigimiz L-sistein maddesi Friedman &
Levinin akrilamidi azaltmaya yoOnelik o6nerilerinde yer almaktadir. L-
sisteinin akrilamit olusumunu engellemek igin besinlere takviye bir madde
olarak konulabileceginden de bahsetmektedir.

68



6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda 11-12 haftalik 28 adet Sprague-Dawley tliri sicana
akrilamit ve L-sistein verildi. Elde ettigimiz sonuclari 6zetleyecek olursak:

1. 10 gln boyunca i.p. olarak verilen akrilamit (40mg/kg) siganlarin
vlicut agirliginda ve testis agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir
dlsise neden olurken, testis adirlik indeksinde istatistiksel olarak
anlamh bir degisim olmamistir.

2. Akrilamit ayni zamanda hayvanlarda sinirlilik yapmistir ve arka
bacaklarda zayifliktan dolayr arka bacak yayvanhdina neden
olmustur. Histolojik incelemelerde de akrilamit grubunda seminifer
tibullerde cok miktarda dev hucrelere rastlanmis olup ayni zamanda
tabul caplarn kdgulmastar.

3. L-sistein (150 mg/kg i.p.) ve akrilamit uygulanan gruplarda vicut
agiriginda kontrol grubuna gore bir artis olsa da istatistiksel olarak
anlamh bir artis dedildir. Bu sebepten L-sisteinin vicut agirhg: ve
testis agirligina anlamli bir etkisi olmamistir.

4. L-sistein ve akrilamit uygulanan gruplarda dev hilicre ¢cok daha az
gorulmustur. L-sistein histolojik olarak testis dokusunu korumustur.

5. Seminifer tlbdl caplarina baktigimizda L-sistein+akrilamit ve
akrilamit grubunda da seminifer tubdl kugulmustdr. L-sistein
seminifer tubull caplan Gzerinde koruyucu bir etki yapmamistir.

6. Serum testosteron miktarlarina bakildiginda gruplar arasinda anlamli
bir fark olmasa da akrilamit grubunda testosteron miktarlar
azalmistir. L-sistein + akrilamit grubunda da bu azalma s6z konusu
oldugundan L-sistein serum testosteron miktarinda olumlu bir etki
yapmamistir.

7. Akrilamit alfa-beta tip 2-alkenlerin doymamis bilesigi sinifinda
oldugundan calismamizda buldugumuz sonuglar ve yorumlar bu
siniftaki akrolein, akrilonitril, metil akrilat, metil-vinil keton,
metilvinil sulfon, dehidroalanin ve bu siniftaki diger bilesikler icin de
kullanilabilir.

8. Akrilamidin azalmasinda L-sistein benzeri sulfhidril iceren bilegiklerin
akrilamit gibi elektrofilleri yakalamasinda ve yiyeceklerde miktarinin
azalmasinda rolleri buyuktir. Calismamizda L-sisteinin histolojik
olarak testis dokusunda iyilesmeye neden oldudu, vicut agirhdinda
istatistiksel olarak olmasa da kismi bir artisa neden oldugu
sOylenebilir. Testis harici diger organlarda da, L-sistein veya
tirevleri hakkinda daha genis calismalar vyapilabilir. L-sisteinin
akrilamit toksisitesi Uzerindeki mekanizmasi daha ayrintili bir sekilde
incelenebilir. Gerek labaratuvarda, cesitli sanayi kollarinda ve
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evlerimizde (kizartma, tost, firinlanmis besinler vb.) karsilastigimiz
kanserojen, mutajen ve toksikolojik olan akrilamidin azaltiimasina
katki saglanabilir.
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