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1. OZET

Akrilamid, Ozellikle karbonhidrattan zengin yiyeceklere 1s1l islem
uygulanmasiyla ag¢iga ¢ikan, suda c¢oziinebilen norotoksik, genotoksik ve
karsinojenik etkili bir kimyasaldir. All-trans retinoik asit (ATRA) testikiiler
gelisim ve erkek fertilitesi i¢in gerekli olan bir A vitamini metebolitidir. Biz bu
calismada prepubertal donemde akrilamid toksisitesi ile olusturulan testikiiler
hasar tizerine all-trans retinoik asidin (ATRA) koruyucu etkilerini ve inflamasyon
ve fibrozis siireclerinde iiretildigi diisiiniilen galektin-3 immiinreaktivitesini
belirlemeyi amagladik.

Calismamizda 4 haftalik toplam 24 adet Wistar Albino cinsi erkek sican
kullanildi. Sicanlar 4 gruba ayrildi. Grup I’ deki siganlar kontrol grubu olarak
belirlendi. Grup II’ deki sicanlara 4 hafta boyunca intraperitoneal (i.p) yolla 40
mg/kg/glin akrilamid enjekte edidi, Grup III' deki sicanlara 4 hafta boyunca 1.p
yolla 40 mg/kg/giin akrilamid ile birlikte 4 hafta boyunca oral gavajla 5
mg/kg/glin all trans retinoik asit uygulandi ve Grup IV’teki sicanlara ise 4 hafta
boyunca oral gavajla 5 mg/kg/giin all trans retinoik asit verildi. Deney sonunda
siganlar anestezi altinda dekapite edildi. Deneklerden serum/testosteron diizeyi
Ol¢timii i¢in kan ornekleri ve histopatolojik incelemeler icin testis dokular: alindi.
Rutin doku hazirlama yontemi ile parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan
Sum kalinhiginda doku kesitleri almip histokimyasal ve immiinohistokimyasal
yontemlerle boyandi ve incelendi.

Histopatolojik  incelemelerde kontrol grubu testikiiler dokularinin
seminifer tlibiil epiteli ve interstisyel alan normal goriiniiml izlendi. Akrilamid

uygulamasina bagli olarak seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon, atrofi,



multiniikleer dev hiicre olusumu ve tiibiil lumeninde immatiir spermatogenik seri
hiicre dokiintiileri ayirt edildi. Ayrica yer yer interstisyel bolgede 6dematdz
bulgular saptandi. Akrilamid ile birlikte ATRA uygulanan deneklere ait testikiiler
dokuda belirgin bir korunma gézlenmekle beraber bu grupta da birka¢ seminifer
tiibiilde vakuolizasyon ve atrofi dikkati ¢ekti. Sadece ATRA uygulanan gruba ait
doku kesitleri kontrol ile benzerdi. Galektin -3 immiinreaktivitesi agisindan
incelendiginde grup ACR ve ACR+ATRA'da spermatogenik ve Leydig
hiicrelerinde belirgin bir isaretlenme dikkati ¢ekerken, grup kontrol ve grup
ATRA'da galektin-3 ekspresyonu gozlenmedi. Serum testosteron diizeyi
Olciimlerinde akrilamid uygulamasinin, serum testosteron diizeyini anlamli bir
sekilde azalttig1 saptandi.

Bu caligmanin sonucunda prepubertal donemde maruz kalman akrilamidin
testiste yapisal ve fizyolojik anlamda son derece Onemli hasarlara yol actigi
gozlendi. Bu durum o6zellikle “’fast food” yeme aligkanligma sahip geligmekte
olan ¢ocuklar1 infertilite yoniinden tehtid edebilecek diizeydedir. Ayrica seminifer
tiibiil dejenerasyonu ile galektin-3 immiinreaktivitesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu saptandi. ATRA’nin ise akrilamidin sebep oldugu hasara kars1
belirgin koruma sagladigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, All-Trans Retinoik Asit, Galektin-3, Testis,

Immiinohistokimya.



2. ABSTRACT
EFFECTS OF ALL TRANS RETINOIC ACID ON TESTICULAR
DAMAGE INDUCED BY ACRYLAMIDE DURING PREPUBERTAL
PERIOD

Acrylamide is a water soluble and neurotoxic, genotoxic and probably
carcinogenic chemical appeared through heat treatment especially on
carbohydrate rich foods. All-trans retinoic acid (ATRA) is a vitamin A metabolite
essential for testicular development and male fertility. In this study, we aimed for
identifying the protective effects of all-trans retinoic acid (ATRA) on testicular
damage caused by acrylamide toxicity during prepubertal period and galectin-3
immunereactivity believed to be generated in the inflamation and fibrosis
processes.

24 Wistar Albino species 4 week old male rats were used in this study. The
rats were divided into 4 groups. The rats in Group I were identified as the control
group. The rats in Group II were injected 40 mg/kg/day acrylamide for 4 weeks;
the rats in Group Il were administered 40 mg/kg/day acrylamide and 5 mg/kg/day
all-trans retinoic acid, for 4 weeks and the rats in Group IV were administered 5
mg/kg/day all-trans retionic acid for 4 weeks. At the end of the experiment, the
rats were decapitated under anesthesia. Blood samples for measurement of
serum/testosterone levels and testicular tissues for histopathologic analyses were
taken from the all of rats. Paraffin blocks were prepared with the routine tissue
preparation method. Sum thick tissue sections were obtained from the paraffin
blocks and stained with histochemical and immunohistochemical methods and

than examined.



In histopathologic analyses, seminiferous tubule epithelium and interstitial
region of the control group testicular tissues had a normal appearance.
Acriylamide injection caused to, vacuolization, atrophy, multinuclear giant cell
formations in the seminiferous tubule epithelium and rashes of cells of immature
spermatogenic series were distinguished in the tubule lumen. Futhermore,
edematous findings were observed sporadically in the interstitial area.
Vacuolization and atrophy were obseved in same of seminiferous tubules.
Although ATRA administration provided prominent protection in the testicular
tissue against acrylamide intoxication. The tissue sections of the group only
administered ATRA were similar to those of the control group. Examination of
galectin-3 immunoreactivity, spermatogenic and Leydig cells were significantly
marked in groups II and III while galectin-3 expression was not noticeable in
groups I and IV. It was determined by the measurements of the serum
testosterone level that acrylamide administration significantly reduced the serum
testosterone level.

It was observed that acrylamide, which had been exposed to in the
prepubertal period, caused severe damages to the testicle on both structural and
physiologic terms. This damage is at a high level which might cause infertility
risk in children in the development period with habitual “fast food” consumption.
Moreover there was a positive correlation between testicular damage and galectin-
3 immunoreactivity. ATRA was found to provide a significant protection against
the damage caused by acrylamide.

Keywords: Acrylamide, All Trans Retinoic Acid, Galectin-3, Testis,

immunohistochemistry.



3. GIRIS

3.1.Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi; haploid erkek gameti olan spermatozoanin iiretimi,
beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan ayrica androjenlerin sentez ve
sekresyonundan sorumludur. Erkek iireme sistemi; testisler, epididimis, vas
deferens, ejekiilator kanal ve erkek iiretrasinin bir segmentinden ayrica seminal

vezikiil, prostat ve bulboiiretral bezler ve penisten olusur (1).

3.1.1.Testisler

On bes gram agirliginda oval bir bez olan testis, canlida beyaz goriiniim
sergilemesi nedeniyle tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag
dokusundan olusmakta olup kalin bir kapsiille sarilmis durumdadir (2). Testisler
epididimis ve vas deferensin baslangic parcasi skrotal kese igerisinde yer alir.

Testisler abdominal kavitenin disinda skrotum icerisinde lokalize olan bir
¢ift organdir. Bu lokalizasyon testislere viicut sismm 2-3 °C altinda bir ortam
saglar. Bu ortam spermatogenezisin normal seyri i¢in olduk¢a Onemlidir.
Testislerin postrerior yiizii epididimisle birliktedir. Her iki testis ve epididimis
spermatik kord araciyla skrotal keseye asilidir. Spermatik kord, vas deferens,
spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslar1 icermektedir.

Testisler tunika albugenia ile ¢evrilidir. Tunika albugenia rete testisin
lokalize oldugu boliimde kalinlasarak mediastinumu olusturur. Mediastinumdan
testikiiler doku igerisine fibroz septalar uzanarak organi 250-300 lobule ayirir. Her
bir lobul 1-4 sayida seminifer tiibiil igerir. Her bir seminifer tiibiil yaklasik olarak

150 pm capinda ve 80 cm uzunlugundadir. Seminifer tiibiil sonlar1 rete testise



acilir. Rete testis, seminifer epitelin iirlinleri olan testikiiler sperm salg1 proteinleri
ve iyonlarin toplandigi kanallar agidir.

Seminifer tiibiil 6zellesmis ve iki farkli hiicre populasyonu igeren
seminifer epitelyumla kaphidir. Seminifer epitelyumu olusturan hiicreler; somatik
Sertoli hiicreleri ve spermatogonia, spermatositler ve spermatidlerin olusturdugu
spermatogenik seriye ait olan hiicrelerdir.

Seminifer epitelyum bir bazal membranla ve yapisinda kollojen lifler,
fibroblastlar ve kontraktil miyoid hiicreleri igeren bir tabaka ile ¢evrilidir. Miyoid
hiicreler nonmotil spermleri yaptiklar1 ritmik kontraktil aktivite ile rete testise
iletir. Spermler ileri motalitesini epididimal kanaldan gegerken elde ederler.
Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan intertisyel bdlge bol miktarda kan damari

ve lenfatik kanallar ile androjen iireten Leydig hiicre topluluklari igerir (1).

I O W
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Sekil 1. Testisin Hematoksilen- Eozin boyama ile mikroskobik goriintiisii (3)



Testisler, prenatal donemde karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak geligir. Fetiisiin gelismesi esnasinda go¢ edip skrotum
icinde spermatik kordonlarin uglarinda asili bir sekilde bulunurlar. Skrotuma
dogru gergeklestirdikleri bu gbd¢ sebebiyle her bir testis kendisiyle birlikte
peritonu, tunika vajinalis ad1 verilen ser6z bir kese seklinde skrotum i¢ine dogru
siiriikler. Tunika vajinalis dista pariyetal, igte ise viseral bir tabakadan olusmakta

olup testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika albugineayi sarar (4).
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Blood vessels
and nerves
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~ )
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Sekil 2. Testiste genital kanallarin gosterimi (3)

3.1.2. Seminifer Tiibiiller

Spermatogenik seri hiicreleri, seminifer tiibiillerde tiretilir ve erigkinlerdeki
yapim hiz1 giinde 2x10*°dir. Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil vardur.
Her seminifer tiibiil karmasik yapida ¢ok kath bir epitel ile déseli olup, yaklagik
150-250 pm capinda ve 30-70 cm boyundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam

uzunlugu yaklasik olarak 250 metredir. Tiibiiller, kivrimli olup uglarma dogru



limeni daralarak diiz tiibiilller ya da tubuli rekti olarak adlandirilan kisa
segmentler halinde devam eden kangallar seklinde uzanan yapilardir. Bu diiz
tiibiiller, seminifer tibiilleri rete testis olarak adlandirilan epitel ile doseli
kanallarmm meydana getirdigi bir labirente baglar. Rete testis kanallar1 anastomoz
yaparak, yaklagik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina

baglanmaktadir (4).

Sekil 3. Testiste Seminifer tiibiilin ve Leydig hiicrelerinin mikroskobik
gOriintiisii (3)

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ile
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden meydana gelmektedir. Seminifer
tiibiillii saran fibréz tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan meydana
gelmektedir. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas 6zellikleri
gosteren yassilasmig miyoid hiicreler igerir. Seminifer tiibiillerin arasmndaki

boslugun ¢cogunlugunu interstisyel (Leydig) hiicreleri doldurmaktadir (4).
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Sekil 4. Seminifer tiibiiliin mikroskobik yapisi (5)

Seminifer epitelde iki tip hiicre bulunur: Sertoli veya destek hiicreleri ile
spermatogenez serisinin hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir; seminifer
epitelinin fonksiyonlar1 ise spematozoonlar1 tiretmektir. Spermatozoon iiretimi
spermatogenez olarak adlandirilmakta olup bu siireg, mitoz ve mayoz hiicre
boliinmeleri igerir. Sonunda hiicreler spermatozoitlere farklilasir; bu asama

spermiyogenez olarak adlandirilir.

3.1.3. Spematogenez

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siireci olup bu siiregte ilkel bir
iireme hiicresi olan spermatogonyum ile baslar. Spermatogonyum yaklagik 12 pm
capinda, bazal laminanin hemen {istiinde bulunan kiigiik bir hiicredir. Cinsel
olgunluk ¢aginda spermatogonyum hiicreleri mitoz béliinmeyle ¢ogalmaya baglar
ve yeni hiicreler meydana gelir. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini takip
edebilir: A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kok hiicreler olarak

boliinmeyi siirdiirebilir ya da siirmekte olan mitoz dongiileri boyunca farklilasarak



B tipi spermatogonyumlar1 meydana getirir. B tipi spermatogonyumlar primer
spermatositlere farklilasan onciil hiicreler olup primer spermatositler 46
kromozom ve 4N DNA ihtiva eder. Olusumlarindan hemen sonra bu hiicreler
birinci mayoz boliinmenin profazina girer ve bu boliinmenin profaz asamasi
yaklagik 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu
asamada gorilebilecektir. Primer spermatositler spermatojen serinin en biiylik
hiicreleri olup c¢ekirdeklerinde, sarmalanma siirecinin c¢esitli asamalarindaki
kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar (4).
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Sekil 5. Spermatogez asamalarmin gosterimi (3)

Birinci mayoz bolinmeden hemen sonra sekonder spermatositler olarak
adlandirilan ve yalnizca 23 kromozom ig¢eren daha kiiciik hiicreler meydana gelir.
Kromozomlarin sayisindaki bu azalmaya her hiicredeki DNA miktarmnin eksilmesi
eslik eder. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin izlenmesi zordur, ¢iinkii
bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalip ¢cabucak ikinci mayoz boliinmeye giren kisa
Omiirli hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin boliinmesi 23 kromozom igeren iki

hiicrenin, spermatidlerin meydana gelmesiyle sonuglanir. Spermatositlerde birinci
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ve ikinci mayoz boliinmeler arasindaki S fazi goriilmedigi i¢in, ikinci béliinmeden
sonra her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid sayida kromozom igeren

hiicreler meydana gelir. Déllenmeyle bunlar normal diploid sayiya geri donerler.

3.1.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin,
erkek DNA'sin1 ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan
spermatozoona doniisme siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi ger¢eklesmez.

Spermatidler, kiigiik boyutlar1 (7-8 pum capta), yogunlasmis kromatin
bolgeleri bulunan niikleuslar1 ile ayrit edilebilirler. Seminifer tiibiillerde limen
yakininda yerlesmislerdir. Spermiyogenez, akrozom olusumunu, ¢ekirdek
yogunlagmasini ve uzamasini, kamc¢i gelismesini ve sitoplazmanin biiyiikk bir
bolimiiniin kaybolmasii igeren karmasik bir siirectir. Sonugta, daha sonra

seminifer tiiblil limenine birakilan olgun spermatozoon olusur (4).
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Sekil 6. Germ hiicrelerinin klonal 6zelligini gosteren ¢izim (4)
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Yalnizca baglangigtaki spermatogonyumlar boliiniir ve birbirinden ayr1 yavru
hiicreler {iretir. Farklilagmaya baslayan hiicreler daha sonraki bdliinme
asamalarinda hiicre i¢i stoplazmik kopriileri araciligiyla birbirleriyle baglantil
kalir. Ancak alt kisim govdelerinden ayrildiktan sonra, spermatozoonlar ayri
hiicreler olarak degerlendirilebilir (4). Spermatidin olgun sperme farklanma siireci
dort faz igerir. Bu fazlar, spermatidlerin 6zel baglantilarla Sertoli hiicre

membranina fiziksel olarak baglandiginda ortaya ¢ikarlar (6).

3.1.5. Golgi Fan

Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakminda yer alan belirgin bir golgi
kompleksi, mitokondriyumlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ile diiz
endoplazma retikulumu tiibiillerini ihtiva eder. Proakrozomal graniiller olarak
adlandirilan PAS-pozitif kiiciik graniiller golgi kompleksinde birikir ve daha sonra
birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikiiliiniin i¢inde yer alan tek bir akrozom
graniili meydana getirirler. Sentriyoller go¢ ederek, meydana gelen akrozomun
kars1 tarafinda hiicre yilizeyine yakin bir konuma dogru yerlesirler. Kamgi
aksonemi olusmaya baglar, sentrioller tekrardan g¢ekirdege dogru goc¢ ederken

hareket ettikge aksonem bilesenleri etrafina sarilir (4).

3.1.6. Sapka Faz
Bu faz, akrozomal vezikiiliin yerlestigi ¢ekirdek yilizeyinde, yariya kadar
yayilmasiyla karakterize edilir. Akrozomal sapkanin altida yer alan ¢ekirdek kilifi

porlarini kaybederek kalinlasir ve ¢ekirdek icerigi yogunlasir (6).
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3.1.7. Akrozomal Evre

Akrozom vezikiili ve graniilii, yogunlasan c¢ekirdegin On yarisini
kaplayacak sekilde dagilr ve bundan sonra akrozom admi alir. Akrozom,
hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzeyen bir proteaz
gibi bazi hidrolitik enzimler bulundurur. Akrozom bundan dolay1 6zellesmis bir
lizozom gibi islev goriir. Bu enzimler oositleri ¢evreleyerek korona radiyata
hiicrelerinin birbirinden ayirir ve zona pellusiday1 sindirir. Spermatozoonlar bir
oositle karsilastiginda akrozomun dis zar1 birgok bolgede spermatozoonun plazma
zar1 ile kaynasip akrozom enzimlerinin hiicre diginda bosalmasini saglar. Bu islem
akrozom reaksiyonu olarak adlandirilir ve dollenmenin ilk basamaklarindan biri
olmaktadir.

Spermiyogenezin bu evresinde, spermatid seminifer tiibiiliin tabanina dogru
yonelir ve aksonem liimenine dogru uzanir (4). Ayrica, ¢ekirdek uzayip daha
yogun bir hale gelir. Ayn1 zamanda sentrioellerden biri geliserek kamgiy1
(flagellum) meydana getirir. Mitokondriyumlarda kamg¢inin proksimal kismi
tarafinda toplanarak orta parca ad1 verilen kalinlagsmis bolgeyi meydana getirir. Bu
bolge spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagint olusturur (6, 4).
Mitokondriyumlarin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketiyle ilgili
ve enerji tiikketimi yiiksek olan bolgelerde yogunlagsmasmin baska bir kanitini
olusturur. Kame¢1 hareketi; mikrotiibiiller, ATP ve dinein ATPaz aktivitesine sahip

bir proteinin etkilesmesi sonucunda meydana gelir.
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3.1.8. Matiirasyon (Olgunlasma) Evresi

Maturasyon fazi, spermatidin stoplazmasinin digariya atilmasiyla ile
karekterize edilir. Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir ve serbest kalan spermatozoonlar seminifer tiibiiliin limenine

birakilirlar (4,6).

Akrozomal grandl Akrozomal vezikl Akrozomal kep Akrozom

/

Sentriyoller Mitokondr

- DR
—————— e S —
| % T \\/
Sum S0um Sum 5um
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Sekil 7. Spermiyogenezis siiresince spermatidlerde ortaya ¢ikan baglica
degisiklikler (4)

Spermatozoonun esas yapisal 6zelligi olan bas kismi, baslica yogunlagmis
niikleer kromatinden olusur. Niikleus hacminin azalmasi, spermin daha cok
hareket kazanmasini saglar ve yumurtaya girerken genomun zarar gormesini
engeller. Spermatozoonun geri kalan bolimii, yapisal olarak hareketli olmasini

saglayacak sekilde diizenlenmistir.
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3.1.9. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri; spermatozoonlarin desteklenmesinde ve olgunlagsmasinda
rol oynayan spermatogonez serisindeki hiicreleri saran uzun, piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminifer epitelin baskin
hiicreleridir. Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin yaklasik
%10’unu  Sertoli hiicreleri olusturur. Daha ileri ki yaslarda erkeklerde
spermatogenik hiicre popiilasyonu azaldig1 zaman, Sertoli hiicreleri tekrardan
seminifer epitelin ana eleman1 haline gecer (2, 4, 6). Sertoli hiicrelerinin tabanlar1
bazal laminaya baglanir, tepe kisimlar1 ise seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik
mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini cevreleyen c¢ok sayida yan
uzantilarindan dolayi, Sertoli hiicresinin smirlar1 iyi belirlenemez. Elektron
mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin ¢ok sayida diiz endoplazma
retikulumu, az graniillii endoplazma retikulumu iyi gelismis golgi kompleksi ve
cok sayida mitokondri ile lizozomlar igerdigi bilinmektedir. Genellikle iiggen
bi¢iminde olan uzamis ¢ekirdeginde ¢ok sayida girinti, belirgin ¢ekirdekgik ve az
miktarda heterokromatin vardir.

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan yiizlerinde (bazolateral)
engelleyici siki baglantilarla birbirine tutularak Kan-testis bariyerini meydana
getirirler. Bu bariyer spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha tepedeki
sekonder spermatositler ve spermatidlerden ayirir (2, 4). Spermatogonyumlar bu
bariyerin altinda yer alip bazal bolmeye dagilmistir. Spermatogenez esnasinda,
spermatogonyumlarin bdliinmesi sonucunda olusan bazi hiicreler baglanti
noktalarindan bir sekilde gecerek, bariyerin {izerinde yer alan adluminal bélmeye

ulagirlar. Spermatositler ve spermatidler, bariyerin iizerine Sertoli hiicrelerinin yan
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ve ust kenarlarindaki derin girintilerde bulunmaktadir. Spermatidlerin kamg1
kuyruklar1 gelistikce, bunlar Sertoli hiicrelerinin iist uglarindan ¢ikan sacaklar
halinde goriliirler (4). Sertoli hiicrelerinin  yaygm hiicre iskeleti ag,
spermatozoonlarn hareketinin saglanmasina destek olur (2). Sertoli hiicreleri
‘aralik baglantilar1’ (gap junction) ad1 verilen birlesmelerle de baglanmis olup bu
yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi gerceklesir. Bu da, yukarida sozii

edilen seminifer epitel dongiisiiniin iligkilerinde 6nemli bir durumdur (4).

Sertoli cells

Sekil 8. Seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin mikroskobik gériintiisii (3)

Sertoli hiicreleri; gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi,
korunmas1 ve beslenmesinin diizenlenmesi gibi birka¢ islevi vardir. Yukarida
anlatildig1 gibi spermatogenez serisindeki hiicreler birbirlerine sitoplazmik
kopriilerle baglanmiglardir. Bu hiicre agi, Sertoli hiicrelerinin yaygin sitoplazmik
dallanmalar1 ile fiziksel olarak desteklenir. Spermatositler, spermatidler ve

spermatozoomlar Kan-testis bariyeri ile kan dolasimindan yalitildig1 i¢in bu
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spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve metabolitlerin alinip verilmesinde
Sertoli hiicrelerine bagimlidir. Sertoli hiicrelerinin olusturdugu bariyer gelisen

sperm hiicrelerini bagisiksal saldiridan da korur (4).

3.1.9.1. Fagositoz
Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar

tarafindan fagosite edilir ve sindirilir (2, 4).

3.1.9.2. Salgilama

Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve spermlerin tasinmasi i¢in gerekli olan bir sivi salgilar. Sertoli
hiicreleri testosteron ve dihidrotestosterona yiiksek oranda baglanma afinitesine
sahip androjen-baglayic1 protein (ABP) sentezler. Androjen-baglayic1 protein
iretimi folikiil uyarici hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda Sertoli
hiicreleri tarafindan gergeklestirilir ve seminifer tiibiil icinde spermatogenez i¢in
gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasini saglar ve bu sayede gelisim ve
farklilasma evrelerinde olan sperm hiicrelerinin olgunlagmalar1 saglanir. Sertoli
hiicreleri testosteron Ostradiole cevirebilir. Bu hiicreler ayn1 zamanda 6n hipofiz
bezinden FSH sentezini ve salgilamasini dnleyen inhibin adi verilen bir heptid

iiretir (2, 4, 6).
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3.1.9.3. Anti-Miillerian Hormon Uretimi

Ayrica Miiller kanalini baskilayict hormon olarak da adlandirilan ve
dontistiiriicii biiylime faktort, ailesine {iye bir glikoprotein bu hormon embriyonik
gelisme swrasinda erkek fetusta miiller kanallarinin  gerilemesini  saglar.

Testosteron ise Wolf kanallarindan kdken alan yapilarin gelismesini saglar.

3.1.9.4. Kan-Testis Bariyeri

Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyerin olmasi, testis
sivisinda kandan gelen ¢ok az madde miktarinin varligima yol agar. Testis
kapillerleri pencereli tipte olup biiyilk molekiillerin gecisine izin verir.
Spematogonyumlar kanda bulunan maddelere kolayca ulasabilir. Ancak, Sertoli
hiicreleri arasinda bulunan engelleyici baglantilar, bir bariyer olusturarak biiyiik
molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga tasinmasini onler. Boylece,
spermatogenezin ileri ki asamalarinda germ hiicreleri, kandaki zararli maddelere

kars1 korunmus olur (2, 4).

3.1.9.5. inhibin B Uretimi

Inhibin B hipofizdeki FSH iiretimini engeller.

3.1.10. interstisyel Doku ve Leydig Hiicresi

Testisin interstisyel dokusu, androjen tiretimi agisindan oldukca 6nemlidir.
Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, pencereli
kapilerler ve lenf damarlar1 ile kaphidir. Bag dokusu farkli tipte hiicreler icerir;
bunlar arasindaki fibroblastlar, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast

hiicreleri ve makrofajlar vardir. Ergenlikte bagka bir tip hiicre daha islevsel olarak
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belirgin hale gelmektedir. Bu yuvarlak ya da c¢okgen sekilli olup ¢ekirdegi
merkezde ve kiiciik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik sitoplazmasi
bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin interstisyel veya Leydig hiicreleri olup
steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini tasir. Leydig hiicrelerindeki organellerin ve
inkliizyonlarin c¢ogu testosteron sentezini ve salgisini diizenler ancak, en fazla
DER bulunur (2,4). Bu hiicreler, mitokondriyumlarinda ve diiz endoplazma
retikulumlarinda ki enzimler tarafindan erkeklik hormonu olan testosteronu
salgilar. Testosteron spermatogenez, embriyonal ve fotal yasam arasindaki
cinsiyet farklilasmasi ve gonadotropin salgisinin kontrolii agisindan oldukga
onemlidir. Testislerden az miktarda salgilanan ve testosteronun metaboliti olan
dihidrotestosteron, bazi dokularda testosteronun enzimatik doniistiirimii ile
salgilanir. Dihidrotestosteron, ergenlikte ve eriskinde viicuttaki ¢cogu organ ve
dokuda etkili olur. Androjen lireten interstisyel hiicreli tiimorler erkeklerde erken
puberteye yol acabilir.

Interstisyel hiicrelerin hem islevsellikleri ve hem de sayilar1 normal
uyarilara gore degiskenlik gosterir. Insanda hamilelik esnasinda plasentadan
salgilanan gonadotropik hormon, anne kanindan fetiise geger ve androjenik
hormonlar1 salgilayan bol miktardaki fetal testis interstisyel hiicrelerini harekete
gecirir. Bu hormonlar, erkek genital organlarinin embriyonik farklilasmasi icin
gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin dordiincii ayma kadar
tamamen farklilasmis olarak kalirlar ve daha sonra testosteron sentezinde bir
azalma ile beraber gerilerler. Daha sonra gebeligin geri kalam1 boyunca ve
hipofizden salgilanan luteinizan hormon (LH) uyaris1 altinda testosteron sentezini

tekrardan liretmeye basladiklar1 puberte 6ncesine kadar dinlenmede kalirlar (4).
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3.2. Testis Embriyolojisi

3.2.1. Genital Sistemin Gelisimi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen sperm
cesidi (X ya da Y) ile, fertilizasyon sirasinda belirleniyor olsa da, disi ve erkek
morfolojik karakteristikleri, 7. haftaya kadar tam olarak gelismez. Genital sistem
prenatal gelisimin erken safhasinda her iki cinste de birbirine benzer, bundan
dolay1r genital sistemin gelisiminin baglangic sathasi seksiiel gelisiminin

farklanmamis sathasi olarak isimlendirilir.

3.2.2. Gonadlarin Gelisimi

Gonadlar (testisler ve overler) li¢c temel yapidan kdken alirlar.
e Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezoderma epitel) yap1
e Hemen altindaki mezensim doku (embriyonik bag dokusu)

e Primordiyal germ hiicreleri (Farklilasmamuis ilkel germ hiicreleri) (7)
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Sekil 9. Ug haftalik embriyoda, yolk kesesi duvarinda, allantois baglantismna
yakin bir yerde primordial germ hiicrelerini gosteren sema (A). Primordial germ
hiicrelerinin, son bagirsak ve dorsal mezenter boyunca, genital kabartiya dogru
giden gog yolu (B) (8).

3.2.3. Farklanmamis Gonad

Gonadal gelisimin ilk safthalar1 5. haftada ortaya g¢ikarak mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma ortaya c¢ikar. Bu epitel ile altindaki
mezengimin proliferasyonu, mezonefrozun medialinde bir kabariklik-gonadal
kabart1 olusmaktadir. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar-gonadal kordonlar
altindaki mezensim igerisine dogru kisa bir siirede gelisirler. Farklanmamis
gonad, dista yer alan bir korteks ve icte yer alan bir medulla’dan meydana
gelmektedir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise,
farklanmamig gonad’in korteksi overe diferensiye olur ve medullasi gelismez.
Ancak embriyo XY seks kromozom kompleksini igermekteyse, medulla testise

farklanir, korteks bir takim kalintilar1 diginda geriler, dejenere olur (9).
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3.2.4. Primordiyal Germ Hiicreleri

Oldukga genis, sferikal seks hiicreleri, 24 giin sonra umbilikal kese (yok
yada vitelliis kesesi) duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin endodermal
hiicreler arasinda meydana gelirler. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda, vitelliis
kesesinin dorsal parcasi embriyo icerisine dahil olarak primordial germ hiicreleri
arka bagirsagin dorsal mezenteri boyuna gonadal kabarintilarina dogru gog
ederler. 6. hafta boyunca primordial germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine
girererek burada gonadal kordonlara dahil olurlar. Primordial germ hiicrelerinin

gocli, stella, fragilis genleri ve BMP-4 tarafindan diizenlenmektedir ( 7, 9).

Mezonefrik
Aort kanal

Primordial
germ
hiicreleri

Cogalan Primitive seks Paramezonefrik
solom epiteli  kordonlar: kanal

Sekil 10. Alt1 haftalik embriyonun lumbal bolgeden gegen transvers kesitinde,
primitif cinsiyet kordonlariyla birlikte farklanmamis gonadin goriiniimii. Baz1
primordial germ hiicreleri primitif cinsiyet kordonlarina ait hiicrelerle
cevrelenmisti (8)
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3.2.5. Cinsiyetin Belirlenmesi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, X kromozomuna sahip ovum’un X veya
Y kromozomu tasiyan sperm ile fertilizasyonuna baghdir. 7. haftadan o6nce
gonadlarin goriinlimii her iki cinste de birbirine benzer dolayisiyla farklanmamis
gonadlar olarak isimlendirilirler (7). Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir Y
kromozomu olmas1 gerekir. Testis belirleyici faktdr (TBF) i¢cin gerekli olan SRY
geninin, Y kromozomunun kisa kolunda, cinsiyet belirleyici bolgesine yerlestigi
belirlenmistir. Y kromozumu ile diizenlenen, testis belirleyici faktér (TBF),
testikiiler farklilasmay1 ortaya ¢ikarmaktadir. Bu organizator faktoriin etkisi ile,
gonadal  kordonlar,  seminifer6z  kordonlara  (seminifer 6z  tiibiil
primordiyumlarmna) farklanmaya baglarlar. Seminifer6z kordonlarmn meydana
gelisi, Sox9 ve Fgf9 genlerinin ekspresyonlar: ile saglanir. Y kromozomunun
yoklugu over gelisimiyle sonuglanir (7, 9).

Disi fenotipinin gelismesi i¢in iki X kromozomuna gerek vardir. Cinsiyetin
belirlenmesinde X kromozomu iizerindeki pek ¢ok gen ve bdlgenin 6zel rolleri
vardir. Sonug olarak seks kromozom kompleksinin tipi, fertilizasyonla saglanir,
bu da farklanmamis gonadin hangi yonde gelisecegini belirlemektedir. Mevcut
gonadm tipi, daha sonra dis genitallerde ve genital kanallarda olusan cinsiyet
farklilagsmay1 belirlemektedir. Fetal testisler tarafindan {iretilen testosteron,
dihidrotestosteron-testosteron metabolitidir ve antimiilleriyan hormon (AMH)
normal erkek cinsiyet gelisimini belirlemektedir. Diside primer -cinsiyet
farklilasma hormonlara bagli degildir; overlerin yoklugunda bile, disiligin

olugmasi, hormonal bir etkinin s6z konusu olmadigin1 géstermektedir (9).
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3.2.6. Testislerin Gelisimi

Y kromozomunu kisa kolu tlizerindeki testis belirleyici faktor (TBF) i¢in
SRY geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu
gormektedir. Transkripsiyon faktorii SOX9’da testikiiler farklilagsma icin esasidir.
Testis belirleyici faktér (TBF) gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin farklanmamas
gonadin medulla derilerine dogru uzanmasma neden olur, kordonlar burada
dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Gonadal
kordonlarin seminifer6z kordonlar kalin bir fibr6z kapsiil olup, tunika albuginea
gelistikten hemen sonra, ylizey epiteli ile olan baglantilar1 dejenere olur. Dens
tunika albuginea’nin gelisimi, testikiiler gelisimi i¢in oldukga belirleyicidir (7, 9).
Genisleyen testis asamali olarak kaybolan mezonefrozdan ayrilarak kendi
mezentere olan mezorsiyum 1ile asili hale gecerek seminifer6z kordonlar,
seminiferoz tiibiillere, tubili rekti ve rete testis’e farklanirlar. Seminiferoz tiibiille,
interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensim ile ayrilmiglardir. 8.
haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 testosteron ve
androstenedione salgilamaya baglar ve salgilanan bu hormonlar mezonefrik
kanallarin ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarirlar. Testosteron
iiretimini, insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder ve hCG
hormonu miktari, 8-12 haftalik donemde en yiiksek degerine ulastirir.
Testosterona ek olarak, fetal testisler, glikoprotein bir hormon olan antimiilleriyan
hormon (AMH) veya miilleriyan inhibitér madde (MIM) ad1 verilen bir hormonu
da tretmektedir. Antimiilleriyan hormon, Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri)
tarafindan iiretilip bu hormonun salinmasi puberteye kadar devam etmektedir.

Daha sonra ise seviyesi gittikge azalmaya baglar. Antimiilleriyan hormon, uterus
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ve tuba uterinalara farklanarak, paramezonefrik (miilleriyan) kanallarin gelisimini
baskilar (7, 9).

Seminiferdz tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar (yani, liimeni
yoktur) puberteden itibaren llimen gelisir. Seminiferdz tiibiill duvarinda iki tip
hiicre vardir. Birinci tip Sertoli hiicreleri olup, destek hiicreleri olarak ta bilinir,
testisin yiizey epitelinden gelisirler. ikinci tip ise spermatogonia'lar olup,
primoriyal sperm hiicreleri olarak da bilinir, primordiyal germ hiicrelerinden
farklanmaya baslarlar (7).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olusturur.
Daha sonra ki fetal gelisme sirasinda, testis’in dis yilizeyindeki mezoteli olusturur.
Rete testis, efferent duktuli’leri (ductuli efferentes) olusturan, 15-20 adet
mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimis’i olusturan

mezonefrik kanal ile baglanirlar.

3.2.7. Genital Kanallarin Gelisimi

Gelisimin 5.-6. haftalarinda, genital sistem farklanmamis safthadadir ve 2
cift genital kanal bulunmaktadir. Mezonefrik kanallar (Wolffian kanali), erkek
ireme sisteminin gelisiminde 6nemli bir yer tutarken, paramezonefrik kanallar

(miillerian kanal1) disi tireme sistemi gelisiminde rol oynamaktadir (9).

3.2.8. Erkek Genital Kanal ve Bezlerin Gelisimi

Fetal testisler maskiilinizam hormonlar testosteron ve MIM iiretirler.
Sertoli hiicreleri, MIM {iretimine 6-7. haftada baslarlar. Intersisyel hiicreler,
testosteron salgilamaya 8. haftada baglarlar. Testosteron iiretimi insan koryonik

gonadotropik hormonu (hCG) tarafindan stimiile edilir, testosteron, erkeklerde
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mezonefrik kanallardan erkek genital kanallarin olusumunu uyarirken, MIM
paramezonefrik kanalin epitelial mezensimal doniisiimii ile kaybolmasmi neden
olur. 8. haftada, fetal testisler tarafindan iiretilen testosteronun etkisiyle her bir
mezonefrik kanalin proksimal kisimlar1 kivrintili hal alir ve epididimis olusur.
Mezonefroz dejenere oldugunda, mezonefrik kanallardan bazilar1 kalicidir ve
effrenet duktulileri olustururlar. Bu duktuliler, duktus epididimis’e acilirlar.
Epididimis distalinde, mezonefrik kanal, kalin bir diiz kas tabakas1 kazanir ve

duktus defferens olusur (7, 9).

3.2.9. Seminal Bezler

Mezonefrik kanallarin, kaudal uglarinin lateralinden, disa dogru seminal
bezler gelismeye baglar. Bezler, ejekiilat icindeki sivinin biliyik kismmi
olustururlar ve spermlerin beslenmesini saglayan sekrasyon yaparlar. Seminal
bezlerin kanali ile uretra arasinda kalin mezonefrik kanali bolimii, ejakiilatuar

kanal olarak gelismektedir.

3.2.10. Prostat

Uretranin prostatik parcasindan olusan, ¢ok sayida endodermal ¢ikinti,
etraftaki mezensim igerisine dogru gelisir. Prostatin glandiiler bez epiteli, bu
endodermal hiicrelerden gelisirken, epitel hiicreleriyle iligkili mezensimden ise,

organin stromasi ve diiz kaslar1 olusmaktadir (9).

3.2.11. Bulbouratral Bezler
Bezelye seklinde organlar olup, uretranin spongios parcasindan, ¢ift halde,

disa dogru bliyliyen hiicrelerden koken alirlar. Diiz kas hiicreleri ve stroma
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bolgedeki mezensimden kaynak alarak gelisirler. Bezlerin salgisi, semenle

karigmaktadir.

3.2.12. Testislerin Inisi

Testislerin inisi asagidaki faktorlere baglidir:

e Testislerin biiyiimesi ve mezonefrik bobreklerin atrofisi, testislerin
posterior abdominal duvar boyunca, kaudal yonde hareketine izin
vermektedir.

e MIM (miillerian inhibitér madde) ile uyarilan paramezonefrik kanallarin
atrofisi, testislerin transabdominal olup, derin inguinal halkalara dogru
hareketini gerceklestirmektedir.

e Prosessus vajinalisin biiylimesi, testislerin inguinal kanal boyunca
skrotuma ilerlemelerinde rehberlik etmektedir (9).

Yirmi altinct haftada, testisler posterior abdominal duvarlardan,
retroperitoneal olarak (peritonun disinda) derin inguinal halkalara dogru inerler.
Testislerin bu pozisyonel degisikligi, fetal pelvisin genislemesi ile embriyonun
boyutlarinda uzamasiyla beraber olmaktadir. Testislerin transabdominal
hareketleri, biiyiik oranda rolatif bir hareket olup, abdomenin kraniyal parcasinin
kaodal parcasindan uzaklagsmasi ile baglantilidir. Testislerin inguinal kanallar
boyunca skrotumun inmelerindeki sebepler, cok az oranda bilinmekle birlikte, bu
durumun fotal testislerce iretilen androjenlerle kontrol edildigi alan
kabul edilmektedir. Testislerin inisinde gubernakulumun roli kesin degildir.
Gubernakulumun baslangingta prosessus vaginalisin, inguinal kanallar1

olusturmalar1 sirasinda, prosessus vajinalise anterior karin duvar1 boyunca bir yol
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olusturur. Gubernakulun ayni zamanda, testisi skrotuma baglar ve testisin
skrotuma inisinde rehberlik yaptig1 kabul edilir. Testislerin inguinal kanala
gecisinde ayni zamanda, karmn 1i¢i organlarin biliylimesine bagh olarak,
intraabdominal basing artisinin da rol oynadig1 diistiniilmektedir (7).

Testislerin, inguinal kanallardan skrotuma inisi, yaklasik olarak 26.
haftada baslayarak 2-3 giin boyunca devam eder. Testisler, sktoruma girdikten
hemen sonra, inguinal kanal spermatik kord etrafinda gerilir. Terminde dogmus
yeni doganlarin %97°den fazlasinda, her iki testis de skrotum icerisinde
bulunmaktadir. Dogumdan sonraki ilk ii¢ ay icerisinde, inmemis testisler
skrotuma iner.

Testislerin, sktoruma inis sekli, duktus defferensin nigin {ireteri anteriordan
caprazladigmi ve testikiiler kan damarlarim1 seyrini agiklamaktadir. Testikiiler
damarlar, testisler posterior abdominal duvar seviyesindeyken olusurlar. Organlar
skrotuma inisi sirasinda duktus deferensi ve damarlar1 da beraberinde tasirlar.
Testis ve duktus deferens asag1 indiklerinde, karin duvarmin fasiyal uzantilari ile
sartlirlar (9). Transvers fasiyanin uzantisi, internal spermatik fasiya’y1 olusturur.

e Internal oblik kas ve fasiya uzantilari, kremasterik kasi ve fasiya’yi
meydana getirir.

o FEksternal oblik aponevroz uzantilari, eksternal spermatik fasiya’yi
olusturur.

Skrotum igerisinde, testis, prosessus vajinalisin distal ucu igerisine dogru
uzanir. Perinatal donem sirasinda, prosessus vajinalisin baglayic1 sap1, genellikle
oblitere olur ve testisle iligkili, izole bir peritoneal kese olan, tunikavajinalis

olarak kalir (9).
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3.3. Testis Anatomisi

3.3.1. Erkek Genital Organlan

Erkek cinsinin iiremedeki fonksiyonu, sperm hiicrelerinin (spermatozoon)
yapimi ve bunun disi cinsinin genital yollarma birakilmasidir. Erkek genital
sistemini olusturan yapilar; testis (iki adet), epididimis (iki adet), ductus deferens
(iki adet), aksesuar bezler, skrotom ve penistir. Skrotom ve penis dis genital

yapilar1 olustururken, digerleri i¢ genital yapilar olarak kabul edilir (10).

3.3.2. Testisler ve Skrotom

Yetiskin bir erkekte c¢ift olan testislerde hergiin milyonlarca sperm hiicresi
dretilir. Her bir testis, kiiciik ve oval seklinde bir organ olup ortalama 10-14 g
agirhiginda 4-5 cm boyunda, yaklasik 2,5 cm genislik, 3 cm kalinligindadir (10,
11).

Testisler skrotom adi1 verilen deri bir torba icerisinde bulunurlar. Skrotom
duvar1 da ter bezleri ve kan damarlarindan zengindir. Bu yapilar 1s1 kaybini
onleyerek, skrotum da 1smin diismesinin saglarlar. Skrotum bir sogutma {initesi
gibi calisarak, testisleri viicut 1s1smm 20 °C altinda tutarlar. Béylece viicut 1sisinda
gelisemeyen sperm hiicreleri korunmus olur. Her testiste seminifer tiibiil adi
verilen yaklasik bin tane iplik gibi kivrimlh tiibiil vardir. Bu tiibiiller sperm
hiicrelerini iireten fabrikalardir.

Testisler erkek embriyosunun karin boslugunda (abdominal kavite)
gelisirler. Dogumdan 2 ay dnce skrotuma inerler. Skrotum testisleri i¢ine alan bir
deri torbasidir. Testisler inerken inguinal kanal boyunca ilerler. Inguinal kanal

(canalis inguinalis); skrotal ve abdominal bosluklar1 birlestiren bir kanaldir.
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Testisler kendisine ait arter, ven, sinir ve iletim yollarmi da birlikte yol boyunca
gotiiriirler. Bu yapilar kas ve bag dokusundan olusan tabakalarla ¢evrilidir (10).

Erkek iireme bezleri (testis), bir ¢ift organ olup skrotumda asili durumda
bulunurlar ve bir bélme ile (septum scroti) ayrilmistir. Sol testis saga nispeten
biraz daha asag1 durumdadir (12). Testis; facies medialis ve facies lateralis olmak
iizere 2 ylize, extremitas suprior ve extremitas inferior olmak iizere iki uca, iki ucu
margo anterior ve margo posteriyor olmak {izere 2 kenara sahiptir .

Testislerin uzun eksenleri tam vertikal yonde bulunmaz. Ust ucu biraz
onde ve dista, alt ucu ise biraz arkada ve igte bulunur. Konveks 6n kenar1 biraz
disa-asag1 dogru, daha diizce olan arka kenar1 da biraz yukari-ige dogru bakar.
Buna gore uzun ekseni yukaridan-asagiya, distan-ice ve Onden-arkaya dogru
meyilli olarak bulunur.

Testis visseral periton ile kapli olup 6n kenari, iki yiizii ve uclar1 diiz ve
konveks yapidadir. Arka kenari ise sadece lateral kismi peritonla Ortiiliidiir.
Epididiymis de Peritonsuz olan medial boliimiine tutunur ve buradan da damar-

sinirleri ve kanallar1 gegmektedir (11).

3.3.3. Testisin Yapisi
Testis 3 Ortii ile sarilmis testis parensimi (parenchyma testis)’nden
yapilidir.
Ortiiler distan ice dogru
e Lamina visceralis (epiorchium)
e Tunica albuginea

e Tunica vasculosa olmak iizere 3 tabakadan olusur.
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Lamina Visceralis, testis’in inisi esnasinda Oniine katarak siiriikledigi
parietal peritondan olusan saccus vaginalisin vissearal yapragidir. Epiorchiumun
altinda beyaz, kalin bir fibroz Ortii olan tunica albuginea yer alir. Tunica
albuginea, testisin arka kenarindan testis dokusu icinde mediastinum testis
(Corpus Higmori) olarak adlandirilan vertikal bir yarim bolme gonderir. Daha
sonra mediastinum testisin 6n ve yan boOliimlerinden ¢ikarak, tunica
albuginea’nin i¢ yiizline uzanan bir¢cok fibr6z bolme (septula testis), testisi
piramidal sekilli 250-300 lobcuga (lobuli testis) ayirir. Tunika albuginea’nin
altindaki testis paransimine temas eden Ortiiye tunica vasculosa denir. Bu oOrtii
kan damarlar1 ve gevsek bag dokusundan yapili olup, tunica albuginea nin i¢
yiizii ile septula testisleri sarar (13).

Testis parensimi herbir lobolus; testis icerisinde 1-4 adet bulunarak kiigiik
borucuklar (tubuliseminiferi-seminifer kanalcik) seklindeki bezden yapilardir.
Tubuli seminiferi’ler arasinda gevsek bag dokusu mevcuttur. Interstitium testis
olarak adlandirilan bu gevsek bag dokusu igerisinde de sar1 pigment graniilleri
iceren endokrin hiicreler (Leydig hiicreleri) vardir.

Testistteki 250-300 lobcukta yaklasik 600-1000 adet seminifer kanalcik
bulunur. Bir seminifer kanalcigm 75 cm uzunlukta oldugu disiiniiliirse bir
testis‘teki kanal sisteminin 750 m uzunlukta oldugu ortaya c¢ikar. Tubuli
seminiferi’lerin tubulus seminifer convolutus ve tubulus seminifer rectus olmak
iizere iki boliime ayirilir. Bazi lopguklarin tubili seminiferi contorti (convuliti)’ler1
lopguklarin tepelerinde uzanirlar. Her bir testis’te 20-30 tane olan tubili seminiferi

rectiler de mediastinum testis’te birbirleriyle birleserek rete testis (haller agi)
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olustururlar. Rete testisten ¢ikan 10-20 adet ductuli efferentes testis caput
epididymiste ductus epididiymise baglanir (13).

Seminifer kanallarin duvarmin bazal membram {izerine oturmus iki tip
hiicre bulunmaktadir: Destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri), germinal hiicreler
(cellulae spermatogenicae). Germinal veya spermatogenik hiicreler seminifer
kanal liimeniyle bazal lamina arasmi dolduracak sekilde 4-8 tabaka halinde
dizilmiglerdir. Bu tabakalar kademeli bir sekilde spermatogenezin cesitli
asamalarin1 temsil ederler. Spermatogenesis, hipofiz bezinin 6n lobundan
salgilanan gonadotropik hormonlarm uyaris1 sonucu 13-14 yaslarinda ortaya
cikar. Spermatogenezin olugmasi i¢in testislerin skrotum i¢inde bulunmasi sarttir.
Spermatogenezisin total siiresi 65-70 gilindiir. Sertoli hiicreleri spermatogenik
hiicreler arasinda bulunan biiyiik hiicreler olup tabakalar1 bazal laminaya

otururken apikal uclar1 siklikla seminifer kanalin liimenine bakar.

3.3.4. Testis Damar ve Sinirleri

Aorta testicularis, aorta renalis’in hemen altinda olarak aortta
abdominalis’ten orijin alir. Musculuspsoasmajor’un Oniinde olarak asagi dogru
ilerleyen aorta testicularis analus inguinalis profundus’tan gecerek funikulus
spermaticus’a katilir. Margopostreior’dan testis dokusu igine giren aorta
testicularis, mediastinum’da bir¢cok dala ayrilir. Bu dallar septulatestis’leri
izleyerek dagilirlar. Aorta testicularis’in aorta ductusdeferentis, arteria
cremasterica ve aa.pudendaexternae’lerle zengin anastomozlari vardir (13).
Testis’in  veniis kanmi direne eden venler Once plexus pampiniformis’i

olustururlar. Bu plexsustan c¢ikan iki ven daha sonra birleserek tek bir
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venaetesticularis olustururlar. Vena testicularis sagda vena cava inferiora, solda
venaerenalise dokiiliir. % 8 olguda sag venaetesticlularis te venaerenalis’e direne
olur. Vena testicularis’in vena Scrotales posteriores, vena pudenda externae ve
vena cremastericae ile anastomozlar1 vardir.

Testis lenfas1 4-8 damar halinde funiculus spermaticus i¢inde olarak
n.l.paraaortici’lere ulasir. Testis otonom sinirlerle innerve edilir. Sempatik ve
parasempatik lifler plexus testicularis’i olustururlar. Plexus testicularis’e ait
sinirler arteria testicularis ve arteria ductus deferentisler etrafinda olarak testis’e
ulagir.  Sempatikleri  medulla  spinallis’in ~ T10-vl12  segmentlerinden,

parasempatikleri n.vagustan orijin alir (13).

3.3.5. Epididim (Epididymis) ve Duktus deferens (Ductus deferens)

Testislerin arka kenarinda bulunan yaklasik 6 m’lik bir kanal yumagidir.
Epididimisi olusturan kanala ductus epididiymis denir. Epididimisin iist kismi
daha kalindir ve asagi dogru inildik¢e incelir. Kalin iist boliimiine caput
epididimis, orta boliimiine corpus epididimis ve alt béliimiine de cauda epididimis
denir (11).

Testisler icinde tubulus ad1 verilen yapilar bulunur. Sperm hiicreleri iste bu
tiibiillerde tretilerek epididim icindeki daha genis tiiplere nakledilirler. Testis ve
epididim birlikte skrotum i¢inde yer alirlar. Spermin olgunlasmasi ve depolanmasi
epididim i¢inde olur. Depolanan spermler buradan daha diiz boru olan duktus
deferense bosaltilir.

Duktus deferens, 25 cm uzunlugunda bir kanaldir. Skrotum i¢inde

epididimin kuyruk kismimdan (cauda epididiymidis) baslayarak spermatik kordun
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(funiculus spermaticus) bir pargasi halinde yukar1 yiikselir. Inguinal kanaldan
gecerek pelvis bosluguna girer. Mesanenin (vesicaurinaria) arka-alt yliziinde hafif
genisleyerek seminal bezden (vesicula seminalis) gelen kanalla birlesir ve ejekulat
kanalin1 (dectus ejaculatorius) olusturur. Inguinal kanaldan pelvikkaviteye gecen
duktus deferens, dnce mesanenin yanlarinda, sonra arka yiiziinde asagi dogru

krvrilir (10).

3.4. Akrilamid

3.4.1. Akrilamid'in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Akrilamid ( 2-propenamid, etilen, karboksamid, akrilik amid, vinil amid )
molekiil agirligr 71,09 g\mol olan bir polimerdir (14). Acik formiili C;HsNO
(CH,=CH-CONH,) olup renksiz, kokusuz, erime noktas: 84,5 °C ve kaynama
noktasi 125 °C olan kristal yapil1 bir kimyasaldir (15,16).

O

N NH>

Sekil 11. Akrilamid'in iki boyutlu molekiiler yapis1 (17)

Sekil 12. Akrilamidin {i¢ boyutlu molekiiler yapis1 (18)
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Akrilamid (ACR) biyolojik olarak parcalanabilir, yliksek bir hareket

kabiliyetine sahip olup su, etanol ve asetonda ¢6ziilebilen bir bilesiktir (19, 20).

3.4.2. Akrilamid'in Kullanim Alanlan

ACR; endiistriyel olarak iiretilen o, doymamis reaktif bir molekiil olup
diinya capinda polyakrilamid sentezinde kullanilan bir maddedir. Polyakrilamid;
bocek ilaci, giibre, petrol sondaji, mineral igslenmesi, kozmetik, kagit tiretiminde
koyulastirict madde olarak, atik su aritma ic¢in ¢Oktiiriicli, tekstil endiistrisinde,
kemik c¢imentosu yapiminda, toprak erozyonunu azaltmak i¢in g¢amur
yogunlastirmada, bitki yetistirenler i¢cin hidropanokal ara¢ ve laboratuvarlarda
proteinlerin elektroforezle ayrilmasi gibi bircok teknolojik uygulamalarda
kullanilir. ACR’nin manomer olarak kullanim alanlar1 ise; cross-linking agents,
tutkal ve har¢ ile sinirhdir (17, 21).

1970’ten bu yana poliakrilamid iiretimi i¢in endiistriyel malzeme olarak
kullanilan ACR monomerleri mesleki zehirlenmelerin biiylik nedenlerinden biridir
(22). ACR ayni1 zamanda yapisal ve fonksiyonel proteinler i¢cin SH gruplarini
degistirme ve proteinin yapisin1 fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmak i¢in bilimsel

arastirmalarda kullanilmistir (16).

3.4.3. Akrilamidin Olusum Mekanizmasi

Yapilan arastrmalarda 1s11 islem uygulanmamis gidalarda ACR
olusumunun ger¢eklesmedigi, 1s1l islem uygulamasina bagli olarak ise proteince
zengin gidalarda dikkate alinabilir seviyede (5-50 ppb) ACR’nin olustugu,
karbonhidrat¢a zengin gidalarda ise ¢ok daha yiiksek seviyelerde (150-4000 ppb)

ACR olustugu tespit edilmistir (15).
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1964 yilindan bu yana ACR amino ve siilfidril gruplar1 arasinda meydana
gelen Michael tip niikleofilik ekleme reaksiyonlarinin kinetigi, sentetigi ve
mekanigi hakkinda bir dizi ¢aligma yaymlanmistir. ACR’nin amino grubunun
reaksiyona girme derecesi diger vinil bilesiklerine gore daha diisiikk oldugu
goriilmiistiir. ACR aminoasit, peptid ve proteinler iizerinde biyolojik etki
gosterebilir. Bu biyolojik etkilerinden bir1 nonprotein siilfidril gruplarmin
alkilasyonudur. ACR, yiiksek 1s1 indiiklemesiyle asparaginin serbest amino ucu ile
indirgenmis sekerlerin karbonil grubu arasinda meydana gelen reaksiyon sonucu
olusur (16, 23).

Besinlerdeki ACR seviyesinin artmasi lipid, karbonhidrat veya serbest
aminoasitlerin parcalanmasi sonucu meydana gelen akrolein veya akrilik asit,
malik asit, laktik asit ve sitrik asit igeren temel bazi organik asitlerin dehidrasyon-
dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir (24).

AKkrilamid olusum mekanizmasi 3 sekilde tanimlanir:

1- Baslica ACR olusum mekanizmasi, yiyeceklerde asparagin onciilliigiinde
Maillard esmerlesmesi denen reaksiyonla meydana gelmektedir.
Asparagin termal dekarboksilasyon ve deaminasyon yoluyla ACR’ye
dontistir (25-28).

2- Akrilamid olusumunda lipidlerin de 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Yiiksek 1sidaki lipitlerden ii¢ karbonlu akrilik asidin aciga ¢ikmasi yoluyla
ACR olusmaktadir (29,30). Ayrica yiiksek 1stya maruz kalmis
monossakaritlerle asetaldehit ve formaldehit olusumuna ilave olarak
akrolein de olusur ve sonucta akrilamid sekillenir  (31).

Protein metabolizmas1 organik asit (laktik asit, sitrik asit, malik asit)
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dekarboksilasyonu yoluyla da akrolein ve akrilik asit ve nihayetinde ACR
olugsmaktadir (32). Sonugta lipidlerin transformasyonu, karbonhidratlar ve
aminoasitlerin ayrigmasi yoluyla ortaya c¢ikan akrolein ya da akrilik asit
reaksiyonu ile akrilamid agiga ¢ikmaktadir (33).

3- ACR’nin olusumunu etkileyen faktorler arasinda yiiksek 1s1, PH, mevcut
bilesiklerin konsantrasyon ve reaksiyonlari ve suyun igerigi yer almaktadir
(34-36). ACR olusumu 190 °C’nin iizerindeki 1silarda maksimum diizeye
ctkmaktadir (37). ACR firiinleri yiiksek PH’da ve su igerigine bagl olarak
artmaktadir (38). Bahsedilen bu ekzojen faktorlere ilave olarak ACR
olusumunu yiyeceklerde bulunan aminoasitler (serbest asparajin, alanin,
arginin, glutamin vs.) ve mono veya dissakkaritler (indirgenmis glukoz ve
fruktoz ve indirgenmemis siikroz) gibi endojen faktorler de etkilemektedir

(35, 36).

3.4.3.1. Maillard Reaksiyonu

Maillard Reaksiyonunu admi, 1912 yilinda Fransiz kimyager Louis
Camille Maillard'dan almaktadir. Bu reaksiyona gore sekerler ve aminoasitler
arasinda meydana gelen enzimatik veya nonenzimatik tepkimeler sonucu ACR
bilesiyi olusur (25, 33). Sadece 1s1l islem sonucu meydana gelen bir reaksiyondur.

ACR’nin kesfinden o6nce Maillard reaksiyonu gida endiistrisi ic¢in
onemliydi. Ciinkii pirazinler, piroller, turanlar, oksazoller, tiazoller ve tiyofenler
heterosiklik bu tepkimelerle olusuyordu ve bunlar kizarmig kavrulmus gidalara,
aroma katiyordu. Gidalara boylesi; aromasmi, rengini veren reaksiyondan

vazgecmek gida endiistrisi i¢in kolay degildi (39, 40).
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Maillard reaksiyonun birden fazla basamagi vardir ve sadece bir reaksiyon olarak
diisiiniilmeyebilir. Ornegin; glikoz friiktoz maltoz gibi sekerlerin indirgenmesi ile
bir reaksiyon diisiinelebilse de siikkroz gibi sekerler reaksiyona girecekse
enzimatik, termal veya asit katalizli reaksiyonu gibi birka¢ basamak
gerektirmektedir (41).

Ekmek, kurabiye, bira, kek, ¢ikolata, patlamis misir, patlamis piring, kahve
gibi bir¢ok besinlerde elde edilen lezzet Maillard reaksiyonu ve karemelizasyon
driinlerinin bir kombinasyonudur. Maillard reaksiyonu oda sicakliginda bile
ortaya c¢ikarken karemelizasyon 120-150°C’nin iizerinde ortaya ¢ikar. Maillard
reaksiyonunun birinci adimi Amadori bilesigi olarak adlandirilan aminoasit ile
sekerlerin indirgenmesidir. Biiylik seker molekiilleri ile aminoasitler reaksiyona
girerek lezzet verici bir karisim ortaya ¢ikarir. Boylece elde edilen reaksiyon ile
besinlerin renk ve lezzeti degisir. Melanoidinler ayn1 zamanda yararli antioksidan
ozelliklere sahiptir. Fakat Maillard reaksiyonu sonucu karbonhidratlar ve
aminoasitler kaybolabilir. Boylece iiriinlin besin degeri azalabilir. Maillard
iriinlerinin bazilar1 da zehirli veya kanserojendir. Bu iirlinler bobrege zararl

metaller ve mutajenler olabilir (25, 33).

3.4.4. Akrilamidin Saghk Uzerine Etkileri

ACR yiiksek sicaklikta ve bitkisel ham maddelerin pisirilmesi esnasinda
olusan tarim ve gida endiistrisi igin zararhi bir kimyasaldir (42). Insanlar ve
hayvanlar tarafindan beslenme, inhalasyon veya deri yoluyla alinabilir. ACR
metabolize olmasi sonucunda biyolojik alkilasyonlara ugrayarak idrar yoluyla

digar1 atilir (43).
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ABD’de ACR ile ilgili bilgi elde edebilmek i¢in 100.000 insanla baglant1
kurulmus ve ACR’ ye maruz kalmanin ¢ocuklarda, yetiskinlere gére daha biiyiik
bir risk faktorii tasidigi saptanmistir (44-47). Besinlerde bulunan ACR’nin hamile
kadinlarin % 10 ile % 50 arasinda kan yoluyla fetiise gectigi goriilmiistiir. Hatta
anne siitlinde bile ACR’ye rastlanilmistir. Suda ¢o6zilinebilen bir madde olan
ACR’nin plasenta ve kan beyin bariyerini ge¢ebildigi ifade edilmektedir.

ACR norotoksisite, genotoksisite, iireme ve gelisme toksisitesine sebep
olmasindan dolay1 diinya ¢apinda endise verici bir karsinogenik bilesiktir (23, 48,
49). Uluslararasi kanser arastirmalar1 ajansi; ACR'y1 biiyiik olasilikla karsinogenik
olarak kabul etmis ve insanlar i¢in kanserojen grup 2A olarak smiflandirmistir
(26, 50). Deneysel hayvan arastrmalarinda; ACR’nin beyin ve merkezi sinir
sisteminde, tiroid bezinde, akciger, bobrek, over, meme, prostat, mesane, mide,
bagirsak sistemi kanserleri ve diger endokrin bezleri iizerinde kanser insidansini
arttirdig1 goriilmistiir (26, 51, 52).

Akrilamidin, karsinogenik etkisini genotoksik etki yaparak gosterdigi
belirtilmistir. ACR’nin genotoksik etkisi; mutasyonlara, kromozomal hasarlara,
somatik ve gen hiicrelerinde hasara, ¢ekirdek¢ik ve kromozomal bozukluklara,
kardes kromatidler arasinda de§isime ve mitotik bozukluklara yol a¢gmaktadir.
ACR’nin aktif kimyasallariyla GSH {iizerine etki ederek hiicrelerinin oksidatif
stres altinda kalinmasma neden olup DNA ve kromozomlar iizerinde kalici
hasarlar olugsmasina sebebiyet verirdigi bildirilmektedir. Bu hasarlarin, hiicrelerin
cogalma dongiisiinii degistirerek karsinomlarin olusmasina neden oldugu rapor

edilmistir (53-60).
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Baz1 epidemiyolojik caliymalarda ACR’nin DNA {izerinde dominant
mutasyonlara yol actig1 belirtilerek, ACR’nin mutajen 06zelligini destekledigi
rapor edilmistir (56, 61, 62). Ames testine gore spermatogenik kok hiicreler
iizerinde mutagenik etkileri oldugu diisiintiliiyor. Ayrica spermatitler {izerinde
dominant lathel mutasyonu indiikledigi de saptanmistir (63).

Laboratuvar hayvanlar1 {izerinde yapilan ¢aligmalarda, akrilamidin ndron
terminallerinde aksonopatiye yol actigi ve kinezin bagimli aksonal transportu ve
noron tasmmmay1 inhibe ettigi gozlenmistir (64-66). Avrupa llkelerinde patates
cipsi, patates kizartmasi, kahve, yumusak ekmek, biskiivi gibi gidalarda ACR’nin
varlig1 tespit edilmistir. Ekmekte bulunan ACR seviyeleri diisiik olabilir. Fakat
Avrupa ilkelerinde ekmek cok tiiketildigi i¢in zararli olabiliyor, 6zellikle
insanlari konsantrasyonu ve kavrama giiciinii azaltig1 belirtilmistir (67).

Norotoksik dozlarda uygulanan ACR’nin {ireme sistemi iizerinde de toksik
etki yaptig1 cesitli caligmalarla belirtilmistir. Akrilamidin makro biiyiikliikteki
toksik etkileri; lireme potansiyelini azaltii, fetlis rezorpsiyonlarini arttirdigi,
disik dogum agirligma sebep oldugu, erkeklerde anormal sperm {iiretimine ve
sperm sayisinin diisiikliigiine, testiikiiler hasara, meme adenomlarina, skrotal
mezoteliyomaya, fertiliteye ve hamilelige zarar verdigi, anormal sperm yapimina
sebep oldugu ve sperm flretimini azalti§i1 seklinde rapor edilmistir (68-71).

ACR’nin yol ag¢tig1 bu reprodiiktif hasarlarin molekiiler mekanizmasi,
sperm niikleusunda ve sperm kuyrugunda bulunan siilfidril gruplarin alkilasyonu

seklinde oldugu belirtilmistir (72).
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3.4.5. Besinlerdeki Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler ve

Akrilamid’i Azaltma Yollan

Bir¢ok arastirma da ACR’nin olusturdugu biyolojik etkiler rapor edilmistir
ve bunu takiben ¢aligmalar besinlerdeki ACR diizeylerini azaltmaya yonelmistir.
ACR nin zararl etkilerini goren gida endiistrisi, gidalardaki asparagin diizeylerini
azaltmak i¢in uygulanan sicaklik, diisik PH ile birlikte sitrik asit miidehalesi,
antioksidan ekleme, gida matriksi, nem, gidanin bulundugu ortam kosullari
(depolama sicaklig1 ve giibre kullanimi) ile islem siiresi gibi cesitli metodlar one
stirmiistiir. Bunun yanisira yagda kizartilan gidalarda ACR olusumunda kullanilan
yag cesidinin de etkisinin oldugu gosterilmistir (73). Gidalarin pisirilmesinden
once gidalara asparaginaz enzimi uygulamalarmin basarili sonuglar verildigi
goriilmiis ancak, bu metodlarin uygulanmasi gida kalitesi agisindan kimi zaman
elverisli olmamaktadir (74-79).

Avrupa iilkeleri ve Japonya patates ve diger gida iirtinlerindeki asparagin
ve seker seviyelerini genetik tekniklerle azaltip, ACR olusumunu azaltmaya
calismiglardir (80-85). Yapilan birgok calisma gostermis ki gidalarda olusan ACR
miktar1 yiiksek sicakliklarda (120°C ve {lizeri) ortaya ¢ikar ve islem siiresi
uzadikca da bu miktar daha da artmaktadir. ACR miktarinin en yiliksek sicaklik
diizeyi ise 160-180°C aras1 olarak bildirilmistir (86, 87). Yapilan bir caligmada
patatesleri diisiik sicaklikta ve vakum altinda kizartmanimn ACR olusum miktarini
% 94 oraninda azalttig1 rapor edilmistir (88).

Elmore ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (89); patates, bugday ve piring
frenkleri kullanarak hazirlanan keklerde 180°C'lik firinda g¢esitli pisirme

siirelerinde ortaya ¢ikan ACR diizeyleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar; 10 ve
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20 dakikalar arasinda ACR olusumunda hizli bir artis, 20-35 dakikalar arasinda
maksimum degere ulasmis ve daha sonra dogrusal bir azalma her {i¢ liriinde de
benzer bir sekilde gdzlenmistir.

ACR’nin olusumu i¢in ideal pH ~8 oldugu yapilan ¢alismalarda rapor
edilmistir (90). Ayrica haglama islemi ile iirliniin pH'smin distigic ve ACR
olusumunun azaldig1 belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada asparagin ve glukoz
iceren sistemde pH'nin 7'den 4'e diisiirtilmesiyle ACR olusumunun % 99 oraninda
azaltildig1 belirtilmistir. Yapilan baska bir calismada misir ve patates cipsini
kizartma veya firinda pisirmeden Once sitrik asit ¢ozeltisine batirmanin ACR
olusumunu 6nemli derecede azalttig1 one siirtilmiistiir (91).

Yapilan ¢aligmalarda genel olarak yiiksek nem igeren 6rneklerdeki ACR
olusumunun ¢ok diisiik miktarlarda oldugu belirtilmistir (92). Elmore ve ark.
yaptig1 calismada (89); patates, bugday ve piring frenkleri kullanarak hazirlanan
keklerde 180°C'de firinda esit pisirme siiresine karsilik keklerdeki % nem
iceriginin degisimine gore olusan ACR olusum diizeylerini incelemislerdir. Sonug
olarak; % 5'in lizerinde nem oranina sahip olan keklerde ACR olusum diizeyinin
olduke¢a diisiik oldugu, % 5'in altinda nem oranina sahip keklerde ise ACR olusum
diizeyinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Bagka bir ¢alismada ortam
kosullar1 incelenmis, +20 °C depolanan patetes ile +2 °C’de depolanan patetes

karsilastirildiginda ACR seviyesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (93, 94).

3.5. All Trans Retinoik Asid
All-trans-retinoik-asit, (Vitamin A, Retinol, Antikseroftalmik Vitamin,

Antienfeksiyoz Vitamin, Epitel koruyucu Vitamin) hayvansal kaynakli besinlerde
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retinoidler, bitkisel kaynakli besinlerde karotenoidler olarak bulunur (95, 96). All-
trans-retinoik-asit (ATRA), p-iyon halkasina sahip tiim karotin ve
karatonoidlerden meydana gelebilir. Onun i¢in karotin ve karatonoidlere
provitamin A denir. B-iyonun halkasina sahip B-karotinden oksidatif parcalanma
ile 2 molekiil vitamin A, a- ve y-karotinden ise 1'er molekiil vitamin A meydana
gelir (95).

Retinoliin karboksilik asit analogu retinoik asit olup, retinoliin sentetik
tiirevlerine retinoidler adi verilmektedir. Retinoidler belirli niikleer reseptorlere
baglanip aktive olur ve biyolojik etkiler ortaya cikarir (97). ATRA (A vitamini),
karotenlerin parcalanmasi ile meydana gelir. B-karotinin izoprenoid zincirinin
simetrik olarak tam orta yerinden parcalanmasi ile iki mol A vitamini aldehiti
meydana gelir. A vitamini'nin aldehit'ine Retinal denir. Bu aldehit daha sonra
alkol sekline indirgenir. Bu takdirde Retinol ismini alir. Bunun i¢in retinen

rediiktaz denen NADH'a bagimli enzimin katalitik etkisi gereklidir.

R =-CH,0H
Retinol = Vitamin A alkol

0
[I
R=-C-H
Retinal = Vitamin A; aldehit

R=-COOH
Retinoik asit= Vitamin A; asit

Sekil 13. Retinoik Asidin ( vitamin 1 ve vitamin 2) iki boyutlu molekiiller yapisi
(95)

43



Sekil 14. Retinoik asidin li¢ boyutlu molekiiller yapis1 (98)

All trans retinol hayvansal kaynaklardan elde edilip doymamis diiz zincirli
beta iyon halkasi olan primer alkoldiir. Retinol de dehidrogenez enzimi ile retinale
(retinaldehid all trans retinol) doniisebilir. Retinal gorme olaylarinda aktif olup
retinol dehidrogenez enzime etkisi ile retinoik asite doniisebilir ya da retinaldehid
rediiktaz enzimi yardimiyla retinol seklinde depolanabilmektedir. Ancak retinoik
asit viicutta retinal yada retinole doniisemez (99,100). Retinol, retinal ve retinoik
asitin kendilerine 6zgili biyolojik fonksiyonlar1 vardir. Retinol bir hormon olarak
islev goriirken retinal, gorme pigmenti redopsin i¢in gereklidir (101).

Asil A vitamini diye adlandiran A1l vitaminidir. A2 vitamini, vitamin etkisi
yoniinden ¢ok zayiftir. A2 vitamini, Al vitamini'nin ancak % 401 kadar etki
yapar. Kimyasal yapilar1 yukarida acgiklandigi gibi birbirine ¢ok benzerdir,
aralarindaki baslica fark sadece B-iyon halkasi igerisindeki c¢ift bagin Al
vitamini'nde 5.- 6. karbon atomlar1 arasinda olmasina karsilik A2 vitamininde 3.-
4. karbon atomlar1 arasinda ikinci bir ¢ift bagin bulunmasidir.

Dogal olarak meydana gelen karatonoidlerde izoprenoid yan zincir
genellikle all trans halindedir. Fakat A vitamininin yan zinciri degisik

konfiigiirasyonlar gosterebilir. Bunlar 7-cis, 9-cis, 11-cis, 13-cis konfliglirasyon
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sekilleridir. Biyolojik olarak aktif olan yani gérme islemi ile ilgili olan Al

vitamini 11-cis-retinen'dir.

3.5.1. All-Trans Retinoik Asidin Bulunusu

Hayvansal organizmada karaciger ve diger dokularda retinol; bi¢giminde
bulunur. Tathh su baliklarinda ise daha ¢ok retinol, bigimindedir. Yani A,
vitamininin alkollii halinde bulunur. Vitamin A karacigerde, balik yaginda,
yumurta sarisindan, yagi alinmis siitte, bobrekte ve tereyaginda bol miktarda
bulunur. Kaslarda ya yoktur ya da ¢ok az vardir.

Provitamin A etkisine sahip karatinoidler bitkiler tarafindan sentez edilir.
Bitkisel kaynakli gida maddeleri vitamin A igermezler. Fakat ¢ogu bitkiler
hayvansal organizmada vitamin A'ya cevrilebilir karotinleri sentez ederler.

Karotinler, karaciger ve bagirsak duvarlarinda vitamin A'ya cevirirler.

Vitamin A Metabolizmasi : ¥

Besinsel Vit A Besinsel Karotin
\ Alkol dehidrojenaz \
Vit A alkol Vit A aldehit
tlim-trans-retinol tlim-trans-retinal
Esterley lzomeraz lzomeraz \
veya veya
. ) karanlik 11k : ,
Vit A palmitat Vit A asit
Depo sekli Retinoik asit
11-cis-retinol 11-cis-retinal

Alkol dehidrojenaz

Sekil 15. Retinoik asidin metabolizmasi
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3.5.2. All-Trans Retinoik Asidin Etki Bicimi

Vitamin A veya karotin, safra asitlerinin varliginda onlarla suda eriyen
kompleksler olusturularak emilirler. Emildikten sonra karotin bagirsak mukoza
hiicrelerinde bir karotinaz enziminin etkisiyle kismen vitamin A'ya gevrilir (95).

A vitaminin taginmasinda ve depolanmasinda karacigerin énemli bir rolii
olup A vitaminin %50-80’1 karacigerde geri kalan1 ise adipoz doku, akciger,

bobrek hiicrelerinde depolanir (101-103).

3.5.3. All-Trans Retinoik Asidin Fonksiyonlar

Retinol, retinal ve retinoik asidin kendilerine 6zgii biyolojik fonksiyonlar:
vardir. A vitamini gérme, bagisiklik, biiylime, gelisme, iireme ve farklilasma icin
temel mikro besin kaynagidir. A vitamini 18.-19. yiizyildan beri bilinmekte olup
eski Misir kaynaklarinda A vitamini eksikligine bagli olarak gece korliigiine
rastlanmaktadir. Retinol bir hormon olarak iglev goriirken retinal, gérme pigmenti
redopsin i¢in gereklidir (101, 104, 105). A vitamini'nin bugiin i¢in bilinen baslica
etkisi omurgalilarda gorme siklusu denen biyokimyasal olayda oynadigi roldiir.
Gorme olay1 fotokimyasal bir olaydir. Vitamin A'nin temel etkisi goziin karanliga
adapte olmasmda goriiliir. Go6zilin retinasinda bulunan ve rod'lardan olusan
reseptOr hiicrelerin i¢erdikleri gérme pigmentleri ad1 verilen 1518a duyarli rodopsin
bu fotokimyasal olayda baslica rolii oynar.

Giivercinler gibi sadece giin 151¢inda gdérme olanagina sahip hayvanlarin
retinalarinda yalnizca kon hiicreleri, yarasalar gibi alacakaranlikta goren
hayvanlarda ise rod hiicreleri vardir. Buna karsilik insanlar gibi hem giin 151g1nda

gorebilen hem de karanliga adapte olabilen hayvanlarin retinalarinda her iki c¢esit
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hiicre de bir arada mevcuttur. Rod'larin icerdikleri goérme pigmentinin adi
rodopsin'dir. Kon'larmm icerdikleri gérme pigmentinin adi da iodopsin'dir.
Rodopsin bir protein ve karotenoid bilesigidir. Protein kismima opsin, karotenoid
kismi da 11-cis-retinal'den olusur.

Gorme olay1 srrasinda 15181n retina lizerine diismesi ile rodopsin yapisinda
yer alan 11-cis-retinal izomerasyona ugrayarak 11-cis ¢ift bagi trans sekline
doniisiir, bunun sonucu olarak all-trans-retinal meydana gelir. Bundan sonra
protein-karatinoid kompleksi dissosiye olarak opsin ve tiim-trans-retinal

birbirlerinden ayrilirlar.

Tiim-trans-retinol = all-trans-retinol

Sekil 16. Gorme olayr sirasinda 1518 retina tizerine diismesi ile rodopsin
yapisinda yer alan 11-cis-retinal izomerasyona ugrayarak 11-cis ¢ift bagi trans
sekline doniismesi

Meydana gelen all-trans-retinal, NADH ve alkol dehidrojenaz etkisi ile
retinal dokuda tiim trans vitamin Al'e all trans retinol doniisiir. All-trans-retinal
gorme sinirinde uyarmmi harekete gegiren maddedir. 11-cis-retinal rodopsin'in

parcalanmasi ile aciga cikan protein (opsin) ile karanlikta birleserek yeniden
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rodopsinin olusmasma ve boylece alacakaranlikta gormeyi saglarlar. Kon
hiicreleri yani iodopsin giin 1s183inda goérmeyi ve renkli gérmeyi saglayan
pigmentleri kapsarlar.

Gorme olay: ¥

RODOPSIN
(OPSIN + 11-cis- retinal )

izomeraz \ ISIK

lzomerasvon

OPSIN

1-cis-retinal  |——" ——— tiim-trans-retinal

NADH, NADH,

Alkol dehidrojenaz Alkol dehidrojenaz
NAD NAD

I-cisretinol | tim-trans-retinol

Sekil 17. 11-cis-retinal rodopsin'in pargalanmasi ile agiga ¢ikan protein (opsin)
ile karanlikta birleserek yeniden rodopsinin olugmasi (95)

Vitamin A’ nin aktif metaboliti olan endojen retinoik asit ve metabolitleri
hiicre farklilagsmasi1 ve spermatogoniada mayoz baslangicinda etkin rol oynar
(106). A vitamini tiirevleri ve karetenoidler onemli birer fizyolojik antioksidan
olarak kabul edilir (107). A vitamini belirli germ transkripsiyonuna etki ederek
hiicre boliinmesine, farklilagmasina ve fetal gelisimine yardimci olur (108).
Vitamin A ve tiirevleri hem normal embriyo gelisimi hem de eriskin
organizmalarda farklilagsmanin siirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir (109-111). Yapilan
bir ¢alismada A vitamini eksikligine bagli olarak sican testislerinde
spermatogonia hiicrelerinde farklilasma ve mayozun profaz sathasinin
baslamasinda basarisiz olundugu kaydedilmistir (112, 113). Retinoik asit tiirevleri

embriyonik gelisim siiresince erigkin donemde ve dogum sonrasi periyotta
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etkilidir. A vitamini biiyiime, farklilasma ve liremede temel olarak gorevlidir.
Ayni zamanda sinir sisteminin diizenlenmesinde, kafa-yiiz farklilasmasinda, kol-
bacak ve organlarin morfogenezinde dnemli rol oynar. A vitamini dogum sonrasi
erkek gonadlarda ve embriyogenesis boyunca disi gonadlarda mayozu baslatmak
gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol oynamistir. Memelilerde retinoik asidin
erkeklerde fertilitenin diizenlenmesinde rol oynadig1 bilinmektedir (114-125).

A vitamini ve tiirevleri mRNA ve protein sentezlerinde 6nemli rol oynar.
A vitamini eksikligi bulunan sigan testisleriyle normal sican testisleri
karsilastirildiginda poliA ve mRNA sentezinin vitamin A eksikligi olan grupta
azaldig1 rapor edilmistir (126). Retinoik asit onemli bir sinyal molekiilii olup
500°den fazla genin diizenlenmesinde ve gen transkripsiyonunda rol oynar (127).
Sertoli hiicre farklilagsmasinin son fazi erkek fertilizasyonu icin gerekli olup bu
faz; tiroid hormonlari, retinoik asit ve androjenlerin baglica etkileri altinda baslar.
A vitamini eksikliginin yetigskinlerde spermotogenezin durmasina yol agtigi da
bilinmektedir (128-132).

Retinol ve retinoik asit tiirevleri; 16semi, tiroid kanseri, kseroderma,
pigmentozum gibi degisik hastalik gruplarinda teropatik ajan olarak
kullanilmiglardir (133). Ayn1 zamanda antioksidan o6zelligi olup bakterileri

parcalayan lizozim enzimleri ihtiva eder (134).

3.5.4. All-Trans Retinoik Asidin Yetersizligi
Vitamin A yetersizliginde, korneanin keratinizasyonu, gece korligii,
konvulziyonlar, solunum bozukluklari, lreme giicliigli ve ilerleyen zayiflik,

bobreklerde dejeneratif defektler, yavru atma ve sallantili yiirliyiis, bacaklarin
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titremesi, spazm, felg gibi sinirsel semptomlar, kseroftalmi,  biliylimenin
yavaslamasi ve hastaliklara karsi direncin azalmasi goriilir. Vitamin A
yetersizliginde bu Onemli belirtliler disinda genellikle mukoza yapisinin
bozukluklarina, solunum ve {lrogenital yollarda sertlesme, dis olusumu
bozukluklari, sinirsel dejenerasyonlar goriiliir (95).

A vitamini eksikliginde embriyo segmentasyonu biiylime ve gelismesi
yavagslar, vaskiilarizasyon durur, embriyo rezorbe olur. A vitamini eriskin
organizmalarin ¢ogu hiicrelerindeki farklilasma ve proliferasyonunda etkin rol
oynar (135-137). A vitaminin fazlalig1 da embriyogenez esnasinda teratojenik etki

gosterebilir (138).

3.6. Galektinler

Galektinler; mantarlar, omurgali, omurgasizlar ve memelilerde bulunan bir
B-galaktosid baglayici bir proteindir (139). Galektinler belirli oligasakkaritler i¢in
afinitesi olan memeli lektinleridir (140). Galektin ailesine dahil olmak icin iki
ozellige sahip olmak gerekir; bunlardan ilki B-galaktositler i¢in afinitesinin
olmasi digeri ise korunmus bir CRD sekans motifli tanima alanina sahip olmasidir
(139). Galektinler; embriyogenez, hiicre adezyonu, hiicre proliferasyonu,
apopitoz, bakteriyal kolonizasyon ve immiin yanitin diizeltilmesi gibi ¢esitli
biyolojik olaylarda rol oynamaktadir (141-144).

Ayrica  galektinler otoimmiin hastaliklar, alerjik  reaksiyonlar,
enflamasyon, timor yayilmasi, ateroskleroz ve diyabetik komplikasyonlar dahil

olmak {izere c¢esitli patolojik durumlarda Onemli rol oynarlar (145-147).
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Galektinler temel yapisal 6zelliklerine gore, Proto (P), Chimera (C) ve Tandem
Repeat (TR) olmak iizere ii¢ tipe ayrilir.

e Proto tipi galektinler; alt birimi bagina CRD sekans1 ve kovalent olmayan
homodimerleri ile baglantil1 bir yapi icerir (148).

e Chimera tipi galektinler bir C terminal CRD, prolin ve glisin bakimimdan
zengin bir N-terminal alanina sahiptirler.

e Tandem Repeat tipi galektinler de 2 CRD sekansmi peptidle birlestirir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalarda yeni bir TR tipi galektin-4 CRD
sekansmin birlesimi bulunmustur (149).

Proto ve Tandem Repeat tipleri birkag¢ farkli galektin alt tipleri igerirler.
Memelilerde bugiine kadar 15 ayr1 galektin tanimlanmistir. Galektin; 1, 2, 5,7, 10,
11, 13, 14 ve 15 Proto tip, Galektin; 4, 6, 8, 9 ve 12 Tandem Repeat tipi, sadece
Galektin-3 Chimera tip ailesine aittir. Galektinlerin pek c¢ogu degisik
mekanizmalar ilizerinden proapopitotik gorev iistlenirken, galektin-3 ailenin tek
antiapopitik iyesidir (150). Galektinlerin yaygin bir 6zelligide B-galaktosidler
icin bir afiniteye sahip yaklasik 135 aminoasittin en az 1 tane karbonhidrat tanima
alanin varligidir (151). Galektinler sadece cekirdek ve sitoplazmada degil ayni

zamanda da ekstraseliiler matrikste de mevcutturlar (152).

3.6.1. Galektin-3
Galektin-3 (Gal-3 ) proteini glikolipid ve glikoproteini B-galaktozid
bagiyla baglayan ve Gal-3 proteini 29 ila 34 Kda agiliginda olan memeli lektinidir

(153-156).
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Sekil 18. Galektin-3 proteinin kristal yapis1 (157)

Bu protein hiicredeki proliferatif durum ve hiicre tipine bagl olarak
cekirdekte sitoplazmada ya da hiicre yiizyinde bulunabilmektedir. Fakat agirlikli
olarak sitoplazma igerisinde bulunur. Bu da galektin-3'iin ¢ok fonksiyonlu
oldugunun kanitidir (158). Her bir galektin ¢esitli doku ve hiicrelerde belirli bir
model sergiler. Gal-3 aktif makrofajlar, eozinofiller, nétrofiller, mast hiicreleri,
gastrointestinal ve solunum epitel yollari, bobrekler ve bazi duyu ndronlarinda
tespit edilmistir.

Ayrica Gal-3 insan pankreas, kolon, mide bas, boyun, gogiis, meme ve
tiroid karsinomlar1 gibi bir¢ok tiimdrlerin metastazinda rol oynar (159-170). Gal-
3’ln hiicre icerisinde apoptoza karst koruma ve niikleer pre-mRNA ekleme gibi
cesitli rollerde gorev aldigi belirtilmistir (148).

Gal-3 enflamasyon ve fibrosis ile iliskili bir markirdir ve {iretimi makrofajlarin
aktive olmasma baghdir. Akut enflamasyon ve fibrotik hasarlarda ortaya ¢iktigi
belirtilmistir (171-173). Gal-3 proteini; enflamasyon esnasinda Kupffer hiicreleri,

dentrik hiicreler ve makrofajlardan salgilanir ve enflamasyona bagli olarak hiicre
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ici ve hiicre disinda ekspresyonunda artis gozlenir (174-175). Gal-3 genis
neoplazma araligi ve Ozel ligantlar1 ile etkilesimi sayesinde hiicre biiyiimesi,
adezyon, farklilasma, apopitoz, metastaz gibi ¢ok sayida biyolojik olaya katilir
(176). Gal-3, galektin ailesinin diger liyeleri arasinda en c¢ok calisilan lektindir
(176-178).

Gal-3 hiicre icerisinde antiapoptik aktiveye sahipken hiicre disinda T
hiicrelerinin apoptosisini tesvik ettigi 6ne siiriilmiistiir (179). Gal-3 erkek iireme
sisteminde; testis, epididimis, vas deferens, prostat, seminal vezikiil, sperm
protein ekstrelerinde, Sertoli hiicrelerinde ve spermatogenik hiicrelerde
belirlenmistir. Ayni1 zamanda spermlerin olgunlasmasinda rol oynadigi
bildirilmektedir (180-182). Yapilan ¢alismalarda, prostat kanserinin ilerlemesinde
tiimor ile Gal-3 arasinda dogrudan bir iliski oldugu ifade edilmistir (183). Ayrica
Gal-3’tin infertil insanlar ya da siganlarm testikiiler hiicrelerinde niikleer
yerlesime sahip oldugu rapor etmistir (184).

Bir B-galaktozid baglayici proteini olan Gal-3’tin dagilimi ve varligi
domuz testis ve epididimisinde de tespit edilmistir. Ozellikle Gal-3 immiin
reaksiyonu en yogun epididimisin kuyruk bolgesinde goriilmiistiir (185).

Biz c¢alismamizda sicanlarda akrilamid toksisitesi ile olusturulmus
testikiiler hasar iizerine all trans retinoik asitin etkilerini histokimyasal ve

immiinohistokimyasal tekniklerle incelemeyi planladik.
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamiz i¢in Firat Universitesi (F.U.) Hayvan Deneyleri Etik
Kurulundan 29.01.2014 tarihli ve 2013/3 sayili toplantida 36 nolu karar ile onay
almmistir. Bu ¢alismada denek olarak kullanilan Wistar Albino cinsi siganlar F.U.
Deney Hayvanlar1 Merkezi (FUDAM) biriminden temin edilmistir. Deney, Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde (FUDAM)
gerceklestirildi. Deney i¢in 24 adet Wistar Albino cinsi erkek sican kullanildi.
21°C oda 1sisinda 12 saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat karanlkta (19:00-7:00)
tutulan siganlar, 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi. Yemler ¢elik kaplarda,
su; cam biberonlarda (¢esme suyu) verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayii T.A.S.
Elazig Yem Fabrikasinda hazirlanan pelet yemlerdir (Tablo 1).

Tablo 1. Deney Hayvanlarina Verilen sican Yeminin Igerigi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%)" 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)™ 1,6

*1 graminda : 4800 IU A, 960 IU D;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006
mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn,
2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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4.1. Deneklere Uygulama Plam

Calismada 24 adet 4 haftalik, 130-150 gr agirliginda Wistar Albino cinsi
erkek sicanlar kullanildi. Denekler, her biri 6 sican igeren 4 gruba ayrildi.

Grup I : Kontrol grubu olarak kullanilan siganlardan olusturuldu. (n:6)

Grup II: Sicanlara 4 hafta boyunca intraperitoneal (i.p) yolla 40 mg/kg/giin
akrilamid serum fizyolojik ile ¢oziilerek verildi. (n:6)

Grup III: Sigcanlara 4 hafta boyunca 1.p yolla 40 mg/kg/giin akrilamid ile beraber
4 hafta boyunca oral gavajla 5 mg/kg/giin all trans retinoik asit zeytinyaginda
coziilerek verildi. (n:6)

Grup 1V: Sicanlara 4 hafta boyunca oral gavajla 5 mg/kg/gilin all trans retinoik
asit zeytinyaginda ¢oziilerek verildi. (n:6)

Deneyin sonunda, siganlar ketamin (10 mg/kg) ve ksilazin (75 mg/kg)
anestezisi altinda servikal dekapitasyon yontemiyle otenazi edildi. Batin rezeke
edilip testis dokular1 ¢ikarilarak 6 saat siireyle Bouin soliisyonunda tespit edildi.
Tespit asamasindan sonra dokular sirasiyla %50, %60, % 70°, % 80, % 90, % 96,
ve % 100’lik etanol serilerinden gecirildi. Ksilolde parlatilip 1s1s1 56 °C olan
etlivde parafin infiltrasyonu yapildi. Takiben parafin (Sigma-paraplast embedding
media, Steinheim, Germany) bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin bir kismina Hematoksilen ve Eozin (H&E),
Periodic Acid Schiff (PAS), ve Masson’un 3’lii boyama teknikleri kullanilarak
histokimyasal boyama yapildi. Geri kalan doku kesitleri ise immiinohistokimyasal
olarak streptavidin- biotin- peroksidaz yOntemiyle poliklonal Gal-3 antikor

isaretlemesi i¢in ayrildi.
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4.2. Immiinohistokimya

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alindi.
Ksilolde deparafinize edilen dokular dereceli etanol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildikten sonra distile suya alindi. Dokular antigen retrieval i¢in sitrat
tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750 W) 7+5 dk kaynatildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek icin H,O,( TA-060-HP, Lab Vision
Corporation, USA) ile muamele edildi. Zemin boyasin1 engellemek i¢in Ultra V
Block (Ultra V Block, TA-060-UB, Lab vision Corpartion, USA) soliisyonu ile
muameleden sonra primer antikor (Galectin-3 sc-20157, rabbit polyclonal IgG,
Santa Cruz Biotechnology, USA) ile 60 dk inkiibe edildi. Primer antikor
uygulanmasindan sonra sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti mause\ rabbit 1gG), TP-060-BN Lab Vision Corporation, USA) ile nemli
ortamda 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Takiben Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) (TS-060-HR, Lab
Corporation, USA) ile 30 dk inkiibe edildi. Fosfat tampon ¢ozeltisi (phospate
buffered saline, PBS) ile yikandiktan sonra dokulara AEC (3-Amino-9-ethyl
carbazole), (TA-060-HA, Lab Corporation, USA) soliisyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan hemen sonra distile su ile yikandi.
Distile su ile yikanan kesitlere Harris hematoksilen ile zit boyama yapildi. Cesme
suyunda mavilik gidinceye kadar yikanan kesitler distile su ile yikanip Large
Volume Vision Mount, TA-125-UG, UK) soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Olympus BH-2 fotomikroskopta incelenerek degerlenirildi ve
fotograflandi. Immiinohistokimyasal boyamanimn degerlendirilmesinde boyamanin

siddeti ve yaygmlig1 esas alindi. immiin boyamanin siddeti ve yaygmlig1 0 (yok),
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+1 (az), +2 (orta), +3 (siddetli)’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak

degerlendirildi (Tablo II, III)

4.3. Enzim-Bagh immiin Assay Yontemi (ELISA)

ELISA, antijen ve antikorlarin kompleks olusturma esasmna dayali
biyolojik numunelerde konsantrasyonlarin belirleyen yontemdir. Bu g¢alismada
ELISA kiti {retici firmanin katalogunda belirtildigi gibi (E-EL-R0072,
Elabscience, USA) calisilarak testosteron diizeyleri dlgiiliip, ELx800 cihazinda

450nm’de okutuldu.

4.4. Istatistik

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS 22.0 paket programi kullanildi. Gruplar arasi degerlendirme One-
way ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. P<0.05 degerler istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1.Klinik Bulgular

ACR uygulamasinin 2. haftasindan itibaren giderek artan sekilde
deneklerde istah kaybi, periferik noropatiye bagl olarak, 6zellikle arka ayaklarda
refleks kaybi, tremor, genel postiiral bozukluk, kaslarda zayiflama deneyin sonuna
dogru parapareziyi de igeren klinik semptomlar gozlendi. Bu bulgular ACR ile

birlikte ATRA uygulanan grupta daha hafif seyirliydi (Sekil 20, 21).

Sekil 19. ACR uygulanmis siganlarda paraparezi, genel postural bozukluk.
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Sekil 20. ACR uygulanmis si¢anlarda genel postiiral bozukluk ve paraparezi.

5.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil epiteli, seminifer tiibiilleri
cevreleyen bazal membran, interstisyel alan ve bu alanda yer alan Leydig
hiicreleri normal olarak gozlendi (Sekil 21, 22). Akrilamid uygulanan grupta
seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon, atrofi, multiniikleer dev hiicreler, mayoz
boliinmenin belli asamalarinda duraksamis hiicreler (arrest), tiibiillerin lumenine
dokiilmiis immatiir spermatogenik seriye ait hiicreler, interstisyel 6dem, kontiirleri
diizensiz atrofik tiibiiller ayirt edildi (Sekil 23, 24, 25, 26). Akrilamid ile birlikte
all-trans retinoik asit (ATRA) uygulanan grupta ise bazi tiibiillerde mayoz
boliinmenin belli agamalarinda arrest, sadece akrilamid uygulanan gruba gore
daha az siklikla gbzlenen seminifer tiibiil epitelinde atrofi ve vakuolizasyon
saptand1 (Sekil 27, 28, 29). Sadece ATRA uygulanan grupta testikiiler doku

kontrol grubuna benzer sekilde ayirt edildi (Sekil 30).
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Sekil 21. Kontrol grubu. Seminifer tiibiil epiteli (turuncu ok), interstisyel bolgede
yer alan Leydig hiicreleri (mavi ok) normal yapida ayirt edilmekte H.E. 200x

Sekll 22. Kontrol grubu. Seminifer tiibiili gevreleyen bazal membran (mavi ok)
ve interstisyel bolgede yer alan Leydig hiicreleri (turuncu ok), normal yapida
gozlenmekte. PAS. 200x
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Sekil 23. ACR grubu. Seminifer tiibiil epitelinde atrofi (yildiz), vakuolizasyon
(V) ve seminifer tiibiil [iimenine dokiilmiis immatiir spermatogenik seriye ait olan
hiicreler (turuncu ok) dikkat ¢ekmekte. PAS. 200x
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Sekil 24. ACR grubu. Semmlfer tubullerde multmukleer dev hiicreler (mavi ok)

ve interstisyel bolgede 6dem ayrit edilmekte. H.E. 200x
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Sekil 25. ACR grubu. Seminifer tibil epitelinde atrofi (kirmizi yildiz),
vakuolizasyon (V) ve interstisyel bolgede 6dem ayrit edilmekte (siyah yildiz)
H.E. 100x

Vitp

-

Sekil 26. ACR grubu. Seminifer tiibiilde atrofi (kirmiz1 ok), kontiirleri diizensiz
seminifer tiibiiller (mavi ok) ayrit edilmekte. H.E. 200x
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Sekil 27. ACR+ATRA grubu. Seminifer tiibiil epitelinde metafaz aresti (mavi ok)
gozlenmekte. Masson'un iiclii boyamasi. 200x

Sekil 28. ACR+ATRA grubu. Seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon (mavi
ok) dikkat cekmekte. Masson'un ii¢lii boyamasi. 200x
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Sekil 29. ACR+ATRA grubu. Seminifer tiibiil epitelinde atrofi (yildiz)
gozlenmekte. Masson'un iiclii boyamasi. 200x

1
5
=

Sekil 30. ATRA grubu: Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen bazal membran
(turuncu ok) ve interstisyel Leydig hiicreleri (mavi ok) normal yapida ayrit
edilmekte. PAS. 200x
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5.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiill epitelini olusturan
hiicrelerde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde galektin-3 immiin reaktivitesi
gozlenmedi (Sekil 31). Akrilamid uygulanan deneklere ait kesimlerde seminifer
tiibiillerin bazal kompartmaninda yer alan spermotogonomyumlar ve interstisyel
Leydig hiicrelerinde +3 siddetinde galektin-3 ekspresyonu ayirt edidi (Sekil 32,
33, 34,). Akrilamid ile birlikte ATRA uygulanan deneklere ait testikiiler doku
kesitlerinde de sadece akrilamid uygulanan gruptaki kadar yaygin olmamakla
birlikte seminifer tiibiillerin bazal kompartmaninda yer alan spermatogenik
hiicrelerde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde +3 siddetinde galektin-3
ekspresyonu saptandi (Sekil 35). Sadece ATRA uygulanan deneklerin doku
kesitlerinde ise kontrol grubuna benzer sekilde herhangi bir hiicre tiiriinde

galektin-3 immiin reaktivitesi gdzlenmedi (Sekil 36).
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Sekil 31. Kontrol grubu. Seminifer tiibiil epitelini olusturan hiicrelerde ve
interstisyel Leydig hiicrelerinde galektin-3 immiin reaktivitesi gézlenmemekte.
200x

Sekil 32. ACR grubu. Seminifer tiibiil epitelinde atrofi (yildiz) ve interstisyel
Leydig hiicrelerinde +3 siddetinde Galektin-3 immiin reaktivitesi. 400x
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Sekil 33. ACR grubu. Seminifer tibil epitelinde multiniikleer dev hiicrede
(turuncu ok) Galektin-3immiin reaktivesi gozlenmezken, interstisyel Leydig
hiicrelerinde (siyah ok) +3 siddetinde Galektin-3 immiin reaksiyonu. 400x

Sekil 34. ACR grubu. Seminifer tiibiil epitelinin bazal kompartmaninda yer alan
spermatogenik hiicrelerde (siyah ok) ve interstisyel Leydig hiicrelerinde (turuncu
ok) +3 siddetinde Galektin-3 immiin reaksiyonu. 200x
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Sekil 35. ACR+ATRA grubu. Seminifer tiibiiliin bazal kompartmaninda bulunan
spermatogenik hiicrelerin (siyah ok) ve interstisyel Leydig hiicrelerinin (mavi ok)
+3 siddetindeki Galektin-3 immiinreaktivitesi. 200x

Sekil 36. ATRA grubu. Seminifer tiibiil epitelinin ve interstisyel Leydig
hiicrelerinin Galektin-3 negatifligi. 200x
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5.3. Semikantitatif Analiz

ACR uygulanan grupta bazal kompartmanda bulunan spermatogenik
hiicrelerde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde +3 siddetinde ve yayginliginda Gal-
3 immiinreaktivitesi gdzlendi. ACR ile birlikte ATRA uygulanan grupta ise bazal
kompartmanda bulunan spermatogenik hiicrelerde ve interstisyel Leydig
hiicrelerinde +3 siddetindeki Gal-3 immiinreaktivitesi devam ederken sadece ACR
uygulanan gruba gore Gal-3 isaretlenmesi daha az yayginlikta (+2) aywrt edildi

(Tablo 2, 3).

Tablo 2. immiinohistokimyasal Boyanmanin Siddeti

Grup Spermatogenik Hiicre Leydig Hiicreleri

Kontrol 0 0

ACR+ATRA +3 +3

Tablo 3. immiinohistokimyasal Boyanmanin Yaygmlig

Grup Spermatogenik Hiicre Leydig Hiicreleri

=}

Kontrol 0

ACR+ATRA +2 +2
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5.4. Serum Testosteron Diizeyleri
Testosteron diizeyleri i¢in yapilan istatiksel analiz sonucu; kontrol grubu
ile karsilastirildiginda ACR grubunda testosteron diizeylerinde anlamli azalma

izlendi, p <0.05. (Tablo 4)

Tablo 4. Sicanlarin Serum Testosteron Diizeyleri

4.9325+0,84 | 3,60+0,18" 3,92+0,51 4,50+0,68

*kontol grubu ile karsilastirildiginda, P<0.05.

11111

Kontrol ACR ACR+ATRA ATRA
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(=]
|

Testosteron (ng/mL)
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6. TARTISMA

Akrilamid dogal yollarla meydana gelen bir bilesik degildir (186, 187).
Ozellikle yiiksek sicaklikta pisirilen karbonhidrath besinlerde (tahil, kahve,
patates, badem yag1) asparagin uclarin olugsmasit ve bununla beraber sekerin
indirgenmesi sonucu olusan karsinojenik bir maddedir (188, 189). Akrilamid;
karsinogenez, norotoksisite, sitotoksisite ve infertilite gibi biyolojik olaylara
neden oldugu bilinen toksik bir maddedir (26, 49, 189, 190)

Uluslararas1 Kanser Arastrma Ajansi tarafindan ACR’nin genel saglik
riskleri su sekilde belirlenmistir. Genelde bireyler ACR'ye giinliilk ortalama
4mg/kg dozunda maruz kalmaktadirlar. Fakat ACR'ye 200mg/kg/giin dozunda
maruz kalinmasi durumunda norotoksisite, 300 mg/kg/giin dozunda maruz
kalinmas1 durumunda ise kanserojen riski tasimaktadir (58, 192). Sicanlar
iizerinde yapilan deneylerde 6zellikle yiiksek dozlarda uygulanan ACR sonucu
cesitli organlarda tiimor olustugu gézlenmistir (58).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ACR’nin siganlarda sebep oldugu risk
degerlendirmeleri yapilmistir. Bu calismalar sonucunda ACR maruziyetine bagli
olarak, disi ve erkek sicanlarda tiroid, mide, cilt, akciger, kalp, pankreas
timorlerinde bir artig goriilmiis, erkeklerde testis, peri-testikiiler mezotelyoma,
kadinlarda ise ovaryum, meme bezi tiimorlerinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (26,
193, 193).

ACR’nin sebep oldugu klinik semptomlara bakildiginda bu bilesigin
ndrotoksik etki gdsterdigi rapor edilmektedir (195, 196). Isvec tiinelinde calisan
is¢ilerde meydana gelen ACR’ye maruz kalma diizeyleri ve Hb-ACR diizeylerine

bakildiginda norolojik semptomlarla iligkili oldugu goriilmiistiir (197). Bu
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is¢ilerin ACR diizeyleri ile el ayaklarindaki karincalanma ve uyusukluk arasinda
bir orant1 oldugu tespit edilmistir (198).

Cin’de ACR’ye kisa siireli maruz kalan hastalarda bacaklarda zayiflik,
refleks kaybi, duyu kaybi, uyusuk el ve bacaklar, uzun siireli maruz kalanlarda ise
serebellar disfonksiyona kadar giden noropatilerin gorildiigii rapor edilmistir
(199, 200). Calismamizda ise bu ¢caligmadaki bulgularla benzer klinik tablo tespit
edildi. ACR uyguladigimiz gruptaki siganlarin arka bacak kaslarinda zayiflik,
refleks kaybi, koordinasyon bozukluklar1 ve hatta deneyin sonuna dogru
paraparezi, semptomlar gozlendi. Koruyucu amagla ACR ile birlikte ATRA
uyguladigimiz gruba ait deneklerde ise bu ndéropatik bulgularda nispeten azalma
saptandi.

Akrilamid toksisitesi olusturularak yapilan deneysel ¢alismalarda
siganlarda; testikiiler hasar, spermlerde morfolojik anormallikler, {ireme
parametrelerinde degisim, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon, atrofi,
apoptoz, sperm sayisinda azalma, sisme, yuvarlak spermatid, germ hiicrelerinde
kromozom kirilmasi, hiicresel redoks, gonadal hiicrelerin 6lmesi gibi birgok
bulgular elde edilmistir (201-206).

Sakamoto ve arkadaslar1 (207), yaptiklar1 ¢alismada 7-14 mg/kg 7-14
mg/kg dozundaki ACR’nin fertiliteyr azalttigi ve seminifer tiibiillerde
multiniikleer dev hiicrelere ve ¢ok sayida apoptotik hiicre olusumuna yol actigini
gozlemlemisler. Biz de yapmis oldugumuz bu ¢alismada; 4 hafta boyunca 40
mg/kg/giin dozunda ACR uygulanmasi sonucunda seminifer tiibiillerde; yaygin

bir sekilde multiniikleer dev hiicrelere rastladik.
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Wong ve arkadaglar1 (208), yaptiklar1 calismada 3 haftalik erkek
siganlara 8 hafta siiresince 10 mg/kg/glin dozunda ACR uygulamiglar ve deney
sonunda testis ve epididimis agirliklarinda azalma saptamiglar. Bu caligmada
ayrica histopatolojik incelemeler sonucunda Leydig hiicrelerinde azalma ve serum
testosteron diizeyinde diisiis tespit edilmistir.

Yassa ve arkadaslar1 da (209), yapmis olduklar1 calismada farkli dozlarda
ACR uygulamasiyla olusturduklar1 toksisiteye kars1i yesil ¢aym koruyucu
etkilerini incelemisler. Calisma sonunda ACR uygulanan gruplarda doza baglh
olarak, Leydig hiicre hasar1 ve spermatogenezde bozulma tespit etmisler. ACR
doz artigina paralel olarak serum testosteron diizeyinin diistiigli ve koruyucu
amacla uygulanan yesil caymn ise testosteron diizeyini normal seviyelere
yaklastirdig1 saptanmistir. Yesil ¢aym bu koruyucu etkiyi antioksidan ve serbest
radikalleri yok edici etki ile saglamis olabilecegi belirtilmistir.

Zhang ve arkadaglar1 da (210), ACR’nin yliksek doz alimima bagli olarak,
testikiiler hiicrelerde meydana gelen apoptozis ve caspase-3 aktivitesini
arastirmislar ve bu arastrma sonucunda ACR’nin apoptozisi ve casepase-3
aktivitesini arttirdigmi gézlemislerdir. ACR, apoptozis sonucu hiicreler lizerinde
ozellikle morfolojik degisimlere sebep olmustur. Seminifer tiibtllerdeki
spermatogenik seri hiicreleri ve Sertoli hiicreleri bu degisimler sonucu apoptotik
cisimcikler  olusturarak  programlanmigs Olim  silirecine girmis olarak
tanimlanmiglardir. ACR kaynakli testikiiler hasarda; seminifer tiibiillerde ¢ok
sayida apoptotik hiicre, vakuollesme, ¢ok sayida dev hiicre olusumu ve ACR

dozuna bagli olarak Leydig hiicrelerinin canliligni yitirmesi sonucunda serum
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testosteron diizeyinin ve dolayisiyla spermatogenez siirecinin bozulmasi s6z
konusu olmustur.

Biz de yaptigimiz bu calismada bu bulgularla benzer sonuglar
gozlemledik. Bizim c¢alismamizda da serum testesteron diizeyi ACR
uyguladigimiz grupta dikkat cekici bir sekilde diisiis gostermisken ACR+ATRA
uyguladigimiz grupta bu diisiis daha az bir seviyede belirlendi ve istatiki
anlamlilik ifade etmemekteydi.

Histopatolojik  incelemelerimizde =~ ACR’nin  seminifer tiibiillerde
vakuolizasyondan atrofiye varan derecede hasar olusturdugu, immatiir
spermatogenik hiicrelerin seminifer tiibiil limenine dokiildiigii ayrica interstisyel
odeme sebep oldugu gozlendi. Immiinohistokimyasal boyama sonuglarmin
incelenmesinde ise ACR, seminifer tiibiillerin bazal kompartmaninda yer alan
spermatogenik hiicrelerde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde belirgin galektin-3
ekspresyonuna neden oldu. ACR toksisitesine kars1t ATRA uygulanan deneklerde
ise belirgin galektin-3 immiin reaktivitesi devam etmekle birlikte sadece ACR
uygulanan gruba gore daha az yayginlikta idi.

Yapilan bir ¢calismada akrilamidin, gonadal hiicrelerde 6ldiiriicii dominant
bir etki biraktigi, sperm motilitesine ve morfolojisine zarar verdigi saptanmigtir
(211). Ellinger ve arkadaslar1 (212) ise ACR’nin hiicre dongiisiine zarar verdigini
fakat yesil caymn antioksidan ozelligi ile koruyucu etki olusturdugunu rapor
etmiglerdir. Biz de yaptigimiz bu ¢alismada Ellinger ve arkadaslarmin yapigi
calismayla uyumlu olarak ACR ve ACR+ATRA uygulanan gruplarda,

spermatogenik hiicrelerde mayoz boliinmenin belli asamalarda duraksadigini
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(metefaz arresti) gozlemledik. Bu durumda ACR’nin hiicresel dongiiyi
bozdugunu soyleyebiliriz.

Yapilan deneysel calismalarda ACR’nin genotoksisite ve {lireme
toksisitesini  tetikledigi (213, 214), sperm rezervlerini azalttigi (215),
spermatogenik seri hiicrelerinde dokiilmelere (206, 216, 217), ve deneklerde kilo
artisina  (216) neden oldugu bildirilmektedir. Yine ACR uygulamasiyla
spermatogenik hiicrelerde dokiilmeye ilave olarak nekrozis gozlendigini belirten
calismalar da mevcuttur (206, 218,).

A vitaminin bir metaboliti olan ATRA’nin fertilite, gérme, immiin
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, hiicresel hemeostasis, normal ve neoplastik
bliylime gibi biyolojik olaylarda rol oynadig1 bilinmektedir (219, 220).
ATRA’nin, spermatogenesizde diizenleyici ve organize edici rolii vardir.
Spermatogenez sirasinda gozlenen proliferatif, mayotik, ve morfogenetik fazlar
boyunca spermatogenik hiicrelerin ¢ogalmasi, mayozla boliinmesi ve
farklilagsmalar siirecinde etkili oldugu bilinmektedir (221). Yine A vitamini veya
metabolitlerinin dogum sonrasi testikiiler gelisim i¢in de gerekliligi rapor
edilmistir. Spermatogenezin A vitamini eksikligine kars1 olduk¢a duyarli oldugu,
A vitamininden fakir diyetle beslenen ergin kemiricilerde geri doniisimli
infertilite meydana geldigi calismalarla desteklenmektedir (222, 223, 224). A
vitamini eksikligi ile ilgili yapilan bir calismada viicut hiicrelerinin ¢ogunda
anormal gelisim ve farklilasma goriiliirken, olgun spermatosit ve Sertoli
hiicrelerinde azalma, spermatogonialarin farklilagsmalarinda bozulma saptanmistir

(225). A vitamini eksikliginin ayrica Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda ve
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Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kan-testis bariyerlerinde bozulmalara neden
oldugu vurgulanmaktadir (226).

Bizde yapmis oldugumuz ¢alismamizda, bir A vitamini metaboliti olan
ATRA’nin, ACR ile olusturulan toksisiteye karsi testikiiler dokuyu belirgin
derecede korudugunu goézlemledik. ACR ile birlikte ATRA uyguladigimiz grupta
seminifer tiiblil epitelinde atrofi ve vakuolizasyonun oldukc¢a azaldigini tespit
ettik. Yine spermatogenik hiicrelerin dongiisiindeki bozulmanin sadece ACR
uygulanan gruba gore belirgin bir azalma gosterdigini saptandik.

B-galaktosid baglayan bir protein olan Gal-3’iin, ¢esitli dokularda hiicre
proliferasyonu ve apopitoz, immiinomodiilasyon, hiicre-hiicre adezyonu, hiicre-
ekstraseliiler matriks adezyonu, tiimor ilerlemesi, patojen konak iliskileri ve
sitoskeletal organizasyon gibi bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre dis1t biyolojik
fonksiyonlara katkis1 oldugu diisiiniilmektedir (226-229). Gal-3 hiicre migrasyonu
ve yaralarin re-epitelize olmasi siire¢lerinde de etkilidir (230). Makrofajlar yiiksek
diizeyde Gal-3 iireterek monosit-monosit etkilesimini saglayip multiniikleer dev
hiicre olusumuna neden olurlar (231). Kashani ve arkadaslar1 (232) vasektomi
yapilan farelerde galektin-3’lin 6zellikle makrofajlar, immiin hiicreler ve yabanci
cisim dev hiicrelerince ekspresse edildigini gozlemlemisler ve galektin-3’lin
kronik inflamasyonun belirteci olarak sunulabilecegini iddia etmislerdir.

Biz de ACR toksisitesi olusturdugumuz gruplara ait testikiiler dokularda
galektin-3 immiinreaktivitesinde belirginlik ve olduk¢a yaygin olarak
multiniikleer dev hiicre olusumu tespit ettik. Seminifer tiibiillerde olusan
dejenerasyon ve gelisen inflamatuar siiregle galektin-3 immiinreaktivitesi arasinda

pozitif bir korelasyon oldugunu diistinmekteyiz. Fakat biz onlardan farkli olarak
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multiniikleer dev hiicrelerde galektin-3 isaretlenmesi gozlemedik. Bizim
calismamizda galektin-3 isaretlenmesi Ozellikle bazal kompartmanda yer alan
spermatogenik hiicreler ve interstisyel Leydig hiicrelerinde saptandi. Koruyucu
amagla uyguladigimiz ATRA’nin ise galektin-3 ekspresyonunun yaygmligini
azalttigini, seminifer tiibiil epitelinde iylesme sagladigini, sadece ACR uygulanan
deneklerde anlamli diisiis gosteren testosteron diizeyinde restorasyon sagladigini
sOyleyebiliriz. A vitaminin bu koruyucu etkisini, epitelizan ve antioksidan 6zelligi
ile ayrica serbest radikal olusumunu bloke ederek veya azaltarak yaptigini
disiinmekteyiz.

Sonug olarak, akrilamid gerek endiistriyel alanda calisanlarin, gerekse fast
food tarz1 beslenme aligkanliklar1 olan kisilerin siklikla maruz kaldigi toksik bir
bilesiktir. Prepubertal donemdeki cocuklar yeme aligkanliklar1 ile bu bilesige
maruz kalmaktadir. Calisma Oncesinde kronik akrilamid maruziyetinin puberte
oncesinden baglayarak testikiiler gelisimi menfi etkiliyecegini ve akabinde
cocuklarm fertilitesini tehtid edebilecegini diistinmiistiik. Yaptigimiz bu deneysel
calisma sonrasinda bu 6ngdriimiizle ortiisen sonuglar elde ettik. Testikiiler dokuda
vakuolizasyondan atrofiye varan derecede dnemli patolojiler gozlemledik. Serum
testosteron diizeyinin diistiigli ve buna bagli olarak spermatogeneziste bozulmalar
sekillendigini ayirt ettik. Seminifer tiibiill dejenerasyonu ile galektin-3
immiinreaktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu saptadik. Bu anlamda
galektin-3’iin testikiiler patolojinin gelismesine katki sundugunu sdyleyebiliriz.
ATRA’nin da spermatogenez ve testikiiler doku biitiinliigiiniin korunmasina olan

olumlu etkileri yaptigimiz bu ¢alisma ile de teyit edildi.
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Bu calisma ile; kronik akrilamid toksisitesinin insan saglig1 tizerine olan
olumsuz etkileri ve akrilamide karsi tedbir alinmasi gerektigi konusunda bir
farkindalik olustugu, gelecekte farkli caligma protokolleri ve tekniklerle yapilacak
olan deneysel calismalar ile akrilamide kars1 farkli profilaktik tedbirler

gelistirilebilecegi kanaatine varilmistir.
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