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RADYASYONUN NEDEN OLDUGU TESTIiS HASARINDA
APOCYNIN’IN ETKILERININ HiSTOLOJIiK OLARAK
INCELENMESI

MERVE TATLI

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilimdali, Narhdere, Izmir, mervetatli92 @gmail.com

OZET
Amac :

Calismamizda radyasyon uygulanan siganlarda, testis dokusunda meydana gelen
hasara kars1 kuvvetli bir antioksidan olan Apocynin’in koruyucu etkilerini histokimyasal,
immiinohistokimyasal, elektron mikroskobik ve biyokimyasal diizeyde incelemeyi

amacladik.

Yontem :
Calismamizda 35 adet Wistar albino erkek sigan (n=7) 5 gruba ayrildi: 1-Kontrol
grubu: normal adlibitum beslenen grup, 2-Sham grubu: 5 giin giinde tek doz ip. salin

verilen grup, 3-Apocynin grubu: 5 giin 20 mg/kg/giin apocynin salinde ip. verilen grup, 4-

Radyasyon grubu: Tek doz 10 Gy skrotal radyasyon uygulanan grup, 5-

Apocynin+Radyasyon grubu: Radyasyon oncesi 5 giin ip. 20 mg/kg/giin apocynin salinde

verilen ve son dozdan 24 saat sonra tek doz 10 Gy skrotal radyasyon uygulanan grup.
Radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra tiim gruplar sakrifiye edildi.

Isik mikroskobik incelemeler i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E), Periyodik Asit Sciff
(PAS) ve Masson Trikrom boyamasi ile boyandi. Kesitlerde Johnsen’s skorlamasi yapilip,
seminifer tiibiill ¢capi, seminifer tiibiil epitel yiliksekligi ve bazal membran kalinlig1 6l¢iildii.
Immunohistokimyasal olarak apopitozu degerlendiemek icin TUNEL, aktive kaspaz-3
immunohistokimya, hiicreler arasi siki baglanti kompleksleri i¢in ZO-1 ve Occludin
immunohistokimyasal boyama yapildi. Testis dokusu ultrastriiktiirel olarak degerlendirildi.
Biyokimyasal incelemeler i¢in doku homojenatlarinda Glutatyon Peroksidaz (GPx),
Siiperoksit Dismutaz (SOD), ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri 6lgtildii.
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Bulgular :

Yapilan 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik incelemelerde kontrol, sham ve
apocynin gruplarinda normal yapida seminifer tiibiiller, diizglin siralanmis spermatogenik
seri hiicreleri, normal kalinliktaki seminifer tiibiil ¢aplari, seminifer epitel yiikseklikleri ve

bazal membran yapis1 gézlendi.

Radyasyon grubunda germ hiicre kaybi, intertisyel alanda bag doku artis1 saptandi.
Johnsen’s skorlamasinda, seminifer tiibiil ¢caplarinda ve seminifer tiibiil epitel yiiksekliginde
azalma ve bazal membran kalinliginda artis gézlendi. Apocynin+radyasyon grubunda ise

normale yakin morfolojide testis yapisi gozlendi..

Yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucunda radyasyon grubunda kontrol
grubuna oranla seminifer tiibiillerde TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisinin ve aktive
kaspaz-3 immun pozitif boyanan hiicre sayisinin arttigi, ZO-1 immun pozitif ve occludin
immun pozitif hiicre sayisinin azaldig1 saptandi. Apocynin+radyasyon grubunda ise TUNEL
pozitif ve aktive kaspaz-3 immun pozitif hiicre sayisinin azaldigi, ZO-1 immun pozitif ve
occludin immun pozitif hiicre sayisinin ise kontrole yakin bir sekilde arttigi tespit edildi.
Biyokimyasal olarak ise Apocynin uygulamasinin hasar grubu ile karsilagtirildiginda GPx

ve SOD diizeyini arttirdigi, MDA diizeyini ise azalttig1 goriildii.
Sonuc :

Radyasyonun olusturdugu testis hasarinda, Apocynin’in olusan doku hasarini,

apopitozu ve oksidatif stresi azaltarak olumlu koruyucu etkileri oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler : apocynin, radyasyon, rat, testis



HISTOLOGICAL INVESTIGATION OF EFFECTS OF APOCYNIN ON TESTIS
DAMAGE CAUSED BY RADIATION

MERVE TATLI

Dokuz Eyliil University Faculty of Medicine Department of Histology and
Embriology, Narhdere, izmir, mervetatli92@gmail.com

ABSTRACT

Objective:

The aim of this study is to investigate the effect of apocynin on rat testis damage which
is caused by exposure to radiation by histochemically, immunohistochemically, electron

microscopically and biochemically.

Method:

In our study, 35 Wistar albino male rats (n=7) were divided into 5 groups; 1-Control

group: normal adlibitum fed group, 2-Sham group: 5 days ip. saline given group, 3-Apocynin
group: 5 days ip. 20 mg / kg / day apocynin dissolved in saline given group, 4-Radiation

group: single dose of 10 Gy scrotal radiation group, 5-Apocynin + Radiation group: 5 days
before irradiation the group receive ip. 20 mg / kg / day apocynin saline and after a single
dose of 10 Gy scrotal radiation applied 24 hours after the last dose of ip. 20 mg / kg / day
apocynin. All groups were sacrificed 24 hours after irradiation.

Hematoxylin & Eosin (H&E), Periodic Acid Sciff (PAS) and Masson Tricrom
stainings were made for light microscopic examinations. Johnson's scoring was performed
on testis sections besides seminiferous tubule diameter and height, seminiferous tubule basal
membrane thickness’ were measured. TUNEL, active caspase-3 immunohistochemistry was
used to evaluate apoptosis; ZO-1 and Occludin immunohistochemical staining were made
for intracellular tight junction complexes. Testicular tissue was evaluated ultrastructurally.
Glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA)

levels were measured in tissue homogenates for biochemical assays.
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Results :

Seminiferous tubules, regularly sorted spermatogenic serial cells, seminiferous tubule
diameters in normal thickness, seminiferous tubule epithelial height and basal membrane
structures were observed normal in control, sham and apocynin groups in light microscopic
and electron microscopic examinations.

Germ cell loss, interstitial inland connective tissue growth was detected in the radiation
group. Johnsen's score, seminiferous tubule diameter and seminiferous tubule epithelium
height were decreased and thickening in the seminiferous tubule basal membrane was found.
In the apocynin+radiation group, ameleration in the histomorphology of the testis was
observed.

As a result of the immunohistochemical studies, it was found that increase in number
of TUNEL positive stained cells and active caspase-3 immunopositive cells in seminiferous
tubules, number of ZO-1 immunpositive and occludin immunoreactive cells decreased in the
radiation group compared to the control group. In the apocynin + radiation group, it was
found that the number of TUNEL positive and active caspase-3 immunpositive cells
decreased and number of ZO-1 and occludin immunoreactive cells were increased similar
to the control group sections. Biochemically, it was observed that apocynin administration

increased GPx and SOD levels and decreased MDA levels when compared to the injury

group.

Conclusion:

It has been concluded that apocynin has positive protective (amendatory) effects by
reducing tissue damage, apoptosis and oxidative stress in the testis damage caused by
radiation.

Keywords: apocynin, radiation, rat, testis



1. GIiRIiS VE AMAC

Dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya gegebilmek i¢in disari
saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde tasinan fazla enerjilerine
radyasyon denir. Iyonlasma, radyasyon ile etkilesen herhangi bir maddede ve insanlar dahil
tiim canlilarm viicudunda meydana gelebilir (1). Iyonize radyasyonun canli organizmalar
tizerinde olumsuz biyolojik etkilere sebep oldugu ve bu yan etkilerin de radyasyonun dozuna
ve maruz kalis siiresine gore degistigi bilinmektedir (2).

Radyasyona en duyarli organlar, tireme organlari ve bunlarin hiicreleridir. Testis, en
radyosensitif organ olmasinin yani sira radyosensitivitenin derecelerinde, farkli hiicrelerden
olusan bir cesitlilik saglar.

Spermatogenez; uzun ve karmasik bir siirectir. Bu islem sirasinda gelisen sperm
hiicreleri, endojen ve ecksojen streslere karsi duyarlidir. Sitotoksik ajanlara maruz
kalindiginda somatik testikiiler hiicreler veya farklilasmanin farkli evrelerdeki germ
hiicreleri zarar gorebilir, bu da gegici veya kalici fertilite sorunlarina yol agabilir (3).

Bu hiicrelerden 1sinlanmaya en duyarli olan1 spermatogoniumlardir (4,5). Germ
hiicrelerinin apoptozu, 1sinlanmig testiste son zamanlarda testis hasarindan sorumlu
mekanizma olarak bildirilmistir. Iyonlastiric1 radyasyona maruz kalan testiste, dncelikli
aktif olarak boliinen spermatogonia ve preleptoten spermatositler de etkilenerek germ
hiicrelerini apoptoz i¢in indiikler. Sertoli hiicrelerinin ve leydig hiicrelerinin ise radyasyon

ile indiiklenen apoptoza karsi direngli oldugu gosterilmistir (6).

Bazi kimyasallarin  (radyoprotektanlar), radyasyona bagli normal doku
yaralanmalarina karsi hiicreleri koruduklari gosterilmistir (7). Bu amagla ozellikle
antioksidanlarin kullanimi, normal dokularin korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir
(8). Bu ajanlarin koruyucu 6zellikleri, antioksidan aktivitesi tarafindan olusturulan serbest
radikalleri temizlemesine dayanir (7). Testiste, radyasyondan etkilenecek diger 6nemli
komponent de hiicreler arasi baglanti kompleksleridir. Hiicreler arasi siki baglanti
kompleksleri, seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicreleri ve sertoli hiicrelerini birbirine
baglamakta ve testisteki doku biitiinliigiinii saglamaktadir (9). Adluminal kompartmandaki
spermatositler ve spermatidler genelde i1sinlamaya daha az duyarlidir ve hiicrelerin
matiirasyonunda sorun olursa testiste kayiplar meydana gelebilir (10). Diger yandan

destekleyici sertoli hiicreleri ve leydig hiicreleri, radyasyona kars1 oldukga direnglidir (10).



Testiste radyasyon hasari, hiicreleri birbirine baglayan zonula okludens ve occludin

proteinlerini de etkileyerek yapinin bozulmasina yol agmaktadir (11).

Apocynin, antioksidan ve antienflamatuar etkileri gosterilmis olan bir antioksidandir.
Membran kompleksi ile sitosolik birimlerinin birlesmesini ve  NADPH oksidaz
aktivasyonunu 6nleyen bir NADPH oksidaz inhibitoriidiir (12). Hiicrede peroksidazlar ile
oksitlenen ve daha aktif metabolitlere donistiiriilen bir 6n ilagtir (13). Cesitli in vivo
calismalar apocyninin, nétrofil oksidatif patlama ve kemotaksisi 6nledigini, notrofil aracili
hiicre hasarin1 azaltmada yardimci olan bir antienflamatuar ajan oldugunu gdstermistir.
Yapilan ¢aligsmalarda, yiiksek NADPH oksidaz’in aktivitesi, 6nemli testikiiler hasara yol

actigini gostermistir ve bu antioksidan testis fonksiyonunu restore etmektedir (14).

Calismamizda radyasyon uygulanan si¢anlarda, testis dokusunda meydana gelen
hasara kars1 kuvvetli bir antioksidan olan Apocynin’in koruyucu etkilerini histokimyasal,
immiinohistokimyasal, elektron mikroskobik ve biyokimyasal diizeyde etkilerini

incelemeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Erkek Genital Sistemi
Erkek genital sistemi; testisler (gonadlar), genital bosaltim kanallari, kopulasyon
organi olan penis ve yardimci lireme bezlerinden olugsmaktadir. Yardimci iireme bezleri

vezikiila seminalisler, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerdir (Sekil 1).

Ureters

Amputia of ductus deferens
Seminal vesicle
Ejacutatory duct

Prostate gland
Bubourethral gland

Anus

Sekil 1: Erkek tireme sistemi sematik diyagrami (15)

Erkek genital sistemde testisin 2 6nemli fonksiyonu vardir. Bunlar; spermatogenez
(spermin tiiretimi) ve stereoidogenezdir (seks hormonu olan androjenlerin sentezlenmesi).
Androjenlerden baglica testosteron, spermatogenez i¢in dnemli olup seksiiel dimorfizmden
(erkek fiziksel ve davranig karakteristikleri) ve erkek embriyonun fenotipik erkek fetusa

gelisiminde rol oynamaktadir (16).

2.1.1. Erkek Genital Sisteminin Geligimi
2.1.1.1. Kromozomal Cinsiyet Belirlenmesi

Kromozal cinsiyet belirlenmesi, primer ve sekonder olarak belirlenmektedir. Primer
cinsiyet belirlenmesi, gonadlarin (erkeklerde sperm olusturan testisler) belirlenmesi olup,
cinsiyet tayini belirgin olarak kromozomaldir ve ¢evresel faktorlerden genellikle etkilenmez.
Sekonder cinsiyet belirlenmesi ise erkeklerde testislerden salgilanan hormonlara bagl

erkek fenotipi gelisimini igerir (17).



Disi karyotipi XX iken, erkek Kkaryotipi XY’dir. Y kromozomu, cinsiyet
belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir. Y kromozomu, testis belirleyici faktorii (TBF)
kodlayan bir gen tagir. Bu faktor, gonadin ovaryum yerine testise doniisiimiinii organize eder
(Sekil 2).
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Sekil 2: Disi ve erkek karyotipleri (17).

Sekonder cinsiyet belirlenmesi gonadlardan bagimsiz olarak cinsel fenotiple ilgilidir.
Erkek veya disi kanal sistemini ve dis genital organlarinmi igerir. Dis genital organlarin
farklilasmasi 5o rediiktaz vasitasi ile testosteronun doniisiim iiriinii olan dihidrotestosteronun
(DHT) etkisiyle es zamanli gergeklesir (16). DHT bulunmadiginda, genetik ya da gonadal
cinsiyet fark etmeksizin dis genital organlar disi fenotip yoniinde gelisecektir. Erkek genital
sisteminde penis, skrotum ve yardimci tireme bezlerinin olusumunda gorevlidir.

Sekonder cinsiyet karakteri genelde gonadlardan salgilanan hormonlar ve parakrin
faktorler tarafindan belirlenir (Sekil 3).

1) Parakrin faktor, sertoli hiicrelerinden salgilanarak Miiller kanalinin dejenerasyonuna
sebep olan AMH (Anti-Miillerian hormon)’dur.
2) Fetal leydig hiicrelerinden salgilanan stereoid hormon olan testosterondur.

Testosteron, Wolf kanallarinin epididimis, vas deferens ve seminal vezikiillere



farklilagmasini; genital tliberkiiliin penisi olusturmasinin ve labioskrotal kalintilarin

skrotumu olusturmasini saglar.
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Sekil 3: Memelilerde cinsiyet belirlenmesinin genel semasi (17).

2.1.1.2. Cinsiyet Belirlenmesinin Mekanizmalart

Ureme sisteminin farklilasmas: fetiiste cinsiyet farkhlasmasi olarak bilinir (18).
Testislerin olusumu genler tarafindan yonlendirilen bir siirectir.  Normal cinsiyet
farklilagmasi i¢in fonksiyonunun gerekli olan ¢esitli insan genleri tanimlanmistir. Bunlar;
Wtl, Sox9, Fgf9 ve Sf1 genleridir (Sekil 4). Her embriyonik nukleus Y kromozu igermekte
ise, genital ¢ikintidaki ayni faktor kiimesi SRY genini aktive eder. Bu gen, Sox9 promotor
bolgesine baglanarak testis belirleyici yolakta anahtar gorevine sahip olan bu genin
ekspresyonunu arttirir.  S0x9 ve Fgf 9, ovaryum gelisimini baglatan [(3-kateninin

fonksiyonunu engelleyerek ovaryum olusturan yolagi engeller (Sekil 4).
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Sekil 4: Primer cinsiyet belirlenmesinin baslatilmasi ile ilgili mekanizmalar (17).

> WTL:

Urogenital sistemin gelisimi ve SRY trankripsiyonunu diizenlemesi igin gereklidir.

» SRY : Cinsiyet Belirleyici Y Kromozomu

Insanlarda testis belirleyici en 6nemli gen Y kromozomunun kisa kolunda yer alir. Y
kromozomunun sadece kisa koluyla dogup uzun koluna sahip olamayanlar erkek, kisa kolu
olmayan ve sadece uzun kola sahip olanlar ise disi yonde gelisim gosterirler. Nadir goriilen
XX erkek ve XY kadin olan durumlarda DNA analizi yapildiginda testis belirleyici genin
lokalizasyonunun Y kromozomunun kisa kolunun tepesinde ve 3500-baz ¢ifti bolgesine
sikistirilmis olarak bulunur. Bu bélgede 223 aminoasitlik bir peptid kodlamakta olan erkege
spesifik bir DNA dizisi bulunmustur. Bu gene SRY denir.

SRY proteinini kodlayan bu gen, genin etkinlestirdigi olaylar dizisini baglatarak

embriyonik hiicreleri igeren {irogenital ¢izgide testis olusumuna sebep olur (18).

» SOXO9 : Testis Belirleyici Otozomal Gen

Sry geni birkag¢ saat boyunca aktiftir. Bu zaman siiresince primer gorevi Sox9 genini
aktive etmek olan Sry transkripsiyon faktoriinlii sentezlemektedir. Sox9 6zellikle kemik
olusumu gibi ¢esitli gelisimsel siireglerle iliskili otozomal bir gendir. Buna karsin genital

cikintida Sox9 testis olusumunu uyarmaktadir. Sox9’un ekstra bir kopyasina sahip XX
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insanlar, Sry genleri olmasa bile erkek olarak gelismektedirler. SRY mevcut olsa bile
Sox9’un yoklugunda gonadlar testis olusturamamaktadir.
Sox9 geninin ¢esitli fonksiyonlar1 bulunmaktadir;
1) Kendi promotor bdlgesini aktive edebilme ve bdylece uzun zaman boyunca
transkribe edilebilme yetenegine sahip gibi goriilmektedir.
2) B-kateninin ovaryum olusumunu indiikleyebilme yetenegini engellemektedir.
3) Testis tretimi icin gerekli c¢ok sayidaki genin cis-diizenleyici  bolgelerine
baglanmaktadir.
4) Anti-miillerian faktor geni lizerindeki promotor bolgeye baglanarak, erkek fenotip
olusturan yolak ile baglanti kurmaktadir.
5) Testis gelisimine Onemli olan parakrin faktor olan Fgf9’u kodlayan genin

ekspresyonunu arttirir.

» FGF9 : Fibroblast Biiyiime Faktorii
Ekspresyonu Sox9 tarafindan aktive edilen Fgf9 geni;
1) Sertoli hiicre prekiirsorlerinin proliferasyonuna neden olan farklilagsmalarini uyarir.
2) Mezonefronlardan endotelyal hiicrelerin XY gonatlara gogiinii aktive eder. Bu durum
erkeklere 6zgii bir siirectir ve Fgf9 eklenmesinin endotelyal hiicrelerin XX gonadlara
bu hiicrelerin gociine neden oldugu goriilmiistiir. Bu hiicreler testisin ana arterini
olugturur ve sertoli hiicre prekiirsorlerinin testis kordonlarint olusturmasini

indiiklemede 6nemli role sahiptir.

» SF1 (Stereoidojenik Faktor 1) : Sry ve Erkek Gelisim Yolaklar1 Arasinda Kritik Bir
Baglanti
Bipotansiyel gonad olusumu icin gerekli bir gendir. Sry’nin Sfl geninin
ekspresyonunun devamliligini sagladigi diistiniilmektedir. Bu genin hem leydig hem de
sertoli hiicreleri iizerinde maskiilanize edici rol oynamaktadir. Sertoli hiicrelerinde Sf1’in sry
ile is birligi icinde Sox9’u aktive etmekte ve sox9 ile birlikte calisarak, anti-miiller
transkripsiyonunu arttirmaktadir. Leydig hiicrelerinde ise testosteron iireten enzimlerin

genlerini aktive etmektedir.
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2.1.2. Testis
2.1.2.1. Testis Embriyolojisi
Testisler, iiriner sistem ile yakin olacak sekilde abdominal kavite arka duvarinda
retroperitoneal gelisirler. Testisler, kokenini 3 kaynaktan alir (16);
1) Ara mezoderm, posteriyor abdominal duvarda bulunan iirogenital kabartilar:
yapar, leydig hiicrelerinin ve miyoid hiicrelerin kaynagidir.
2) Mezodermal epitel (Colomik mezotelyum), iirogenital kabartilar1 doserler ve
sertoli hiicrelerinin kaynagidir.
3) Primordiyal germ hiicreleri, spermatogonyumlara farklilagirlar.
Gamet Onciisii hiicreler olan primordiyal germ hiicreleri (PGH), arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyunca vitelliis kesesinden gelismekte olan gonadal kabartilara gb¢ ederler.
Burada tirogenital kabartilardaki mezodermal hiicreleri ve ¢olomik mezotelyum hiicrelerini

proliferasyon ve primer seks kordonlarini olusturmak iizere indiikler (Sekil 5).
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Sekil 5 : Gonadal kabartilarin lokalizasyonu (19)

Erkek ve disi gonadlarin her ikisi de ortak bir 6nciiden (bipotent veya farkhilasmamis
gonadlar) gelismektedir (17). Insanlarda bipotent gonad taslaklar1 4. Haftada goriiriiliir ve
7. Haftaya kadar cinsiyet a¢isindan farklilanmamis olarak kalir. Gonad taslaklari orta
mezodermde 1 ¢ift bolge olarak bulunurlar ve gelismekte olan bobreklerin bitisigindedirler.

Gonad taslaklar1 ventral kisimlar1 genital ¢ikint1 epitelini olusturur. Farklilasmamis evrede
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genital kabart1 epiteli prolifere olur. Bu epitelyum tabakalar1 gonadlarin somatik
komponentlerini olusturur. Germ hiicreleri 6. haftada gonadlara gé¢ eder ve somatik hiicreler
tarafindan ¢evrelenir.

Eger fetiis XY ise, somatik hiicreler 8. haftanin sonuna kadar cogalmaya devam ederler
ve sertoli hiicrelerine farklilagmalarini baslatirlar. 8 hafta siiresince gelismekte olan sertoli
hiicreleri gelen germ hiicrelerini ¢evreler ve testis kordonu olusturacak sekilde kendilerini
organize ederler. Bu kordonla gelismekte olan testisin medulla bolgesinde kivrimlar
olusturmaya baslar ve mezonefrik kanala yakin bir yerde rete testis denen ince bir kanal
agina baglanirlar. Sonugcta testis kordonlarin1 ve germ hiicrelerini igeren bu bolge, tunika
albuginea adi verilen kalin bir ekstraseliiler matriks ile kaplanir. Bunun sonucu olarak germ
hiicreleri erkek gonadlarin igine girdikleri zaman organin iginde, testis kordonlarinda

geliseceklerdir (Sekil 6).
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Sekil 6 : Seminifer kordonlarin ve tunika albugineanin sematik goriintiisii (19)

Fetal testis kordonundaki sertoli hiicreleri, disi kanallarin gelisimini engelleyecek olan
anti-Miillerian faktorii salgilmaya baglarlar ve bu hiicreler sperm gelisimine destek olur.
Ayn1 anda testislerin interstisyel mezensim hiicreleri de, testosteron {iireten leydig
hiicrelerine farklilasirlar.

Gelisimin sonraki agsamalarinda ise testis kordonlar1 seminifer tiibiilleri olusturmak
tizere cukur olustururlar. Germ hiicreleri, bu tiibiillerin periferine yerlesir ve sperm iiretimini

saglayacak olan spermatogenik kok hiicre popiilasyonunu olustururlar. Olgun seminifer
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tiibiillerde, spermler efferent kanallara katilan rete testis aracilgiyla testisin icinden tasinirlar.
Bu kanallar mezonefrik bdbregin yeniden sekillenmis tiibiilleridir. Seminifer tiibiilleri,
mezonefrik bobregin toplayici kanali olan Wolf kanalina (Nefrik kanal) baglarlar. Erkek
gelisim siirecinde Wolf kanali farklilagsarak spermi iiretraya ve buradan viicudun disina
tasityan epididimise ve vas deferense doniisiir.

Gebeligin 26. haftasinda testisler posteriyor abdominal duvardan skrotuma iner.
Testislerin bu gogiine, gelismekte olan skrotum ile her bir testisin inferior kutbu arasinda
baglanti saglayan testosteron duyarli ligament olan gubernakulumun, testosteronun etkisiyle
kisalmasi ve abdominal kavitenin ayri gelisimi neden olmaktadir. Testisler, inguinal
kanaldan gecipskrotuma inerler. Burasi abdominal kavite ve skrotum arasinda oldukca dar
bir kanaldur. Inisleri sirasinda duktus deferensi, kan damarlarini, lenf damarlarini ve sinirleri

de beraberinde suruklerler.

2.1.2.2. Testis Anatomisi

Testis, viicut boslugunun disinda, deri ve fibromiiskiiler bir kese olan skrotum iginde
asili olarak bulunan bir ¢ift oval sekilli organdir. Skrotum, karin duvarinin asagiya dogru
kese seklinde ¢ikinti yapmasi ile olusur ve igeride testislerin taginmasi amaciyla ikiye
boliniir. Testisler fetal donem boyunca karin boslugunda bulunurlar; ancak gestasyonel
donemin 7. aymnda skrotuma inerler. Spermlerin iiretim gorevini lstlenen testisler,
bulundugu ortam sicakliginin viicut isisindan 2-3°C diisiik olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle testisler i¢in skrotuma inis zorunludur.

Testisler kisiden kisiye degismekte olup ortalama 20-25 g agirhiginda, 2-3 cm
genigliginde, 4-5 cm kalinligindadir. Her 2 testis de yaklasik olarak ayni biiyiikliikte
olmalarina ragmen yapisal olarak sol testis sag testise gore daha asagidadir. Ayrica sag testis
sol testise gore %10 daha agirdir.

Testisler, abdominal kaviteden skrotuma inerken lenf damarlarini, kan damarlarini,
otonomik sinirleri ve abdominal periton uzantis1 olan tunika vaginalisi de beraberinde
stiriikler.

Testise giren ve ¢ikan biitiin yapilar spermatik kordon adini alir. Spermatik kordon;
spermatik arter, pampiniform pleksus venleri, lenf damarlari, sempatik sinir lifleri ve

kremaster kasindan olusur (16).
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Her bir testis, arterlerini aorta abdominalisten alarak kanlanmaktadir. Arteria
testikularis testise varincaya kadar karin boslugunun biiytik bir kismini ve inguinal kanali
geemek zorundadir. Testise yakin konumda bulunan arteria testikularis testisten abdominal
venlere kan tasiyan pampiniform vendz pleksus tarafindan ¢evrelenmektedir. Bu sekilde,
testisin diisiik sicaklikta tutulmasi saglanarak kan damarlar1 arasinda 1s1 degisimi gergeklesir.
Arteriyal kan testise girmeden Once, testisten donen soguk vendz kan zit yonlii akim sicaklik

degisim mekanizmasi araciligi ile sogutulur (16) (Sekil 7).

Sekil 7: Spermatik kordonunun histolojik goriintiisii (14)

2.1.2.3. Testis Fizyolojisi

Testislerin hormonal kontrolii, hipotalamustan GnRH salgilanmasi ile baslar (18). On
hipofize hipotalamo-hipofizer portal kan damarlari yolu ile ulasir ve burada folikiil stimulan
hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) sekresyonunu baslatirlar (Sekil 8).

oFSH : Sertoli hiicrelerinden inhibin ve aktivin iiretimini baslatmakla gorevli
hormondur. Androjen baglayici protein (ABP) de FSH tarafindan stimiile edilir. ABP,
androjenleri baglar ve ABP androjen kompleksi, gelisen spermatogenik hiicrelerin

cevresinde yiiksek androjen seviyelerini saglar.
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FSH sekresyonu ise 6n hipofize sertoli hiicrelerinden major inhibitdr sinyal olan
inhibin hormonunun etki etmesiyle olur. Bu negatif geri bildirim ile FSH, sertoli hiicrelerini
inhibin sekresyonunu arttirmak tizere uyarir ve inhibin de FSH salgilanmasini bastirir.

eLLH : Leydig hiicrelerinde, sperm matiirasyonu i¢in Onemli olan testosteron
sekresyonunu uyarir. LH, prolaktin ile beraber Leydig hiicre fonksiyonunu diizenler.
Prolaktin, LH reseptOriiniin gen ekspresyonunu diizenler. Asir1 prolaktin, leydig
hiicrelerinden androjenlerin {iretimini azaltip spermatogenezi zayiflatabilir ve infertiliteye
yol acabilir.

Hipotalamo-hipofizer kontrol ile testosteron, negatif geri bildirimlerde bulunabilir. LH

sekresyonu 2 yolla baskilanir;

1. On hipofize direk etki ederek, gonadotropik hiicrelerin GnRH’a cevap olarak daha az
salg1 yapmalar1 saglanir.

2. Hipotalamusu etkileyerek GnRH noéronlarinin salgi siddetini azaltir ve bu da
gonadotropinlerin sekresyonunu azaltir.
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Sekil 8: Testikiiler fonksiyonun hormonal diizenlenmesi (16)
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Testosteron Sentezi

Testosteron sentezi sirasinda plazma kolesterolii hiicreye girer, asetil koenzim A
(CoA) tarafindan esterlestirilir ve sitoplazmada lipid damlacigi seklinde depolanir. Diiz
endoplazmik retikulumda yag asitleri kolesterole doniistiiriildiikten sonra kolesterol,
prognenolon iiretmek tizere yag damlaciklarindan mitokondriyonlara stereoidogenik akut
regiilator protein (StAR) araciligi ile tasinir. Diiz endoplazmik retikulumdaki enzimler
prognenolonu progesterona ve onu da testosterona doniistiiriir. Olusan testosteron, kan veya
lenf kapillerlerine verilir. Leydig hiicreleri taarfindan tretilen diger iki androjenler de

dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion’dur (Sekil 9).
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Sekil 9: Leydig hiicresinden testosteron sentezinin sematik ¢izimi (20)

2.1.2.4. Testis Histolojisi

Testis, hem ekzokrin hem de endokrin Ozellige sahip bir organdir. Ekzokrin
fonksiyonu, testisin aktif holokrin tipi salgisi olup spermiumlart salgilamalaridir. Her
ejakiilatta 200-300 sperm bulunur. Endokrin fonksiyonu ise androjenlerin, leydig
hiicrelerince salgilanmasidir. Androjen, hem yerel olarak seminifer tiibiillere hem de kan

yolu ile yardimci iireme bezlerine ve birgok organa etki ederler.
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Testislerin her biri testikiiler kapsiil ile ¢evrilidir. Kapsiil histolojik olarak distan ice
dogru sirast ile;

1) Tunika vaginalis

2) Tunika albuginea

3) Tunika vaskiiloza olarak siralanir.

Tunika vaginalis, peritondan kokenlenen seréz bir kesedir. Karin arka duvarindan
gelismekte olup skrotuma inerken peritonu da beraberinde siiriikler. Bu kese, pariyetal ve
visseral yapraklara sahiptir. Pariyetal yaprak, skrotumun i¢ yiizeyine dayanirken visseral
yaprak tunika albugineaya yapisiktir. Tunika albuginea, en belirgin tabaka olup diizensiz sik1
bag dokusu yapisindadir. Aralarinda diiz kas fibrilleri de bulunmaktadir.

Tunika vaskiiloza, gevsek bag dokusu 6zelliginde olup damarca zengin bir tabakadir.
Tunika albugineanin testis i¢ine uzantilari olan septumlarin i¢ yiizlerini Orter ve biitiin
lobiilleri distan sarar.

Kapsiil, periyodik konsantrasyonlar yapan bir yapidir. Bu kontraksiyonlar, testisin
hacmini diizenler ve duktus sistemine masaj etkisi yaparak spermlerin hareketine yardimci
olur.

Tunika albuginea, testisin posteriyoru boyunca organ parankimasi igine sokularak
ticgen sekilli mediastinum testis denen kalinlagma yapar. Mediastinum testisten 1sinsal
uzanarak siki bag dokusu yapisinda ince bolmeler (septula testis) c¢ikarak testis
parankimasini 200-300 lobiile ayirir.

Testisin her bir lobiiliinde 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Bu tiibiiller arasinda
intersitisyel bag doku ve leydig hiicreleri mevcuttur. Ayrica sinirler, kan ve lenf damarlar

da bulunmaktadir (Sekil 10).
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Sekil 10: Testikiiler kapsiiliin anatomik ve histolojik goriintiisii (21)
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2.1.2.4.1. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Her seminifer tiibiil yaklagik 50 cm uzunlugunda, 150-250 um ¢apindadir. Periferde
siskin kor uglarla baglarlar. Mediastinum testise dogru birbirine yaklasarak seyrederler ve
sonra lobiillerin kanalciklar1 birlesip, mediastinum testis i¢inde rete testislere acgilan diiz

seyirli tubuli rektileri yaparlar (Sekil 11).
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Sekil 11: Testisin histolojik goriintiisii (22)

Seminifer tiibiil duvari histolojik olarak 3 tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalar distan ice
dogru incelendiginde;

» Lamina propriya

> Bazal lamina

> Seminifer epitel

Lamina Propriya ve Bazal Lamina

Tipik fibroblastlardan yoksun ¢ok tabakali bag dokusu yapisinda olup peritiibiiler doku
olarak da adlandirilir. insanda lamina propriyada bazal lamina disinda 3-5 adet miyoid hiicre
ve kollajen fibriller bulunur (16).

Miyoid hiicreler, bazal lamina ve bol miktarda aktin filamenti icermeleri ile diiz kas
hiicrelerine benzerler. Fibroblast yoklugunda kollajen sentezleyebilirler. Miyoid hiicrelerin
ritmik kasilmalari, spermatozolarin ve testikiiler sivilarin tiibiillerden bosaltim kanal

sistemine akisina yardim eden peristaltik dalgalanmalar1 olusturur.
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Seminifer epitel, 6zellesmis cok katli epitelden olusur. Her bir seminifer tiibiilii
doseyen epitelde 2 tip hiicre vardir. Bunlar; sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri
hiicreleridir (Sekil 12)
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Sekil 12 : Seminifer tiibiiliin histolojik goriintiisii (22)

2.1.2.4.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sustantakiiler veya destek hiicreleri olarak da adlandirirlar. Uzun, prizmatik hiicreler
olup bazal lamina iizerinde spermatogenik seri hiicrelerini sararlar ve onlarin aralarindaki
bosluklari doldururlar. Sertoli hiicrelerinin yan yiizlerinde farklilagan spermatositler yer
alirkan, apikallerinde liimene uzanan olgun spermiumlar, bazal kisimlarinda ise

spermatogoniumlar yer alir (Sekil 13).

Sekil 13: Seminifer tiibiilde sertoli hiicreleri (SC) (15).
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Sertoli hiicrelerinin heterokromatin yapidaki nukleuslert olukludur ve bazal
kisimdadir. Nukleoluslar1 ise merkezi yerlesimlidir. Bu hiicrelerin sitoplazmalari
eozinofiliktir ve bunun yaninda yaygin agraniiler endoplazmik retikulum, iyi gelismis
graniillii endoplazmik retikulum ve aniiler lamel dizileri igerirler.

Sitoplazmasi, hiicrenin dikey eksenine paralel yerlesmis ¢ok sayida kiire sekilli uzun
mitokondriyon ve yaygin bir Golgi aygit1 ve lizozomlara, lipid damlaciklarina, vezikiillere,
glikojen graniillerine ve zengin hiicre iskeletine (vimentin, aktin, mikrotiibiil) sahiptir. 7-9
nm’lik bir filament kilift nukleusu sarar ve onu diger sitoplazmik organellerden ayirir.

Insanda bazal sitoplazmada karakteristik inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Béttcher)
bulunur. Bu ince fuziform kristaloidler 10-25 pum uzunlugunda ve 1 um genisligindedir.
Transmisyon elektron mikroskopi ile paralel ya da birbirine yaklasan, diiz, yogun, 15 nm
capinda zayif sekilde diizenlenmis filament demetleri olarak goriiliirler. Kimyasal

fonksiyonlart bilinmemektedir (Sekil 14).
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Sekil 14: Sertoli hiicresinin elektron mikroskobik goriintiisii (16)

Sertoli hiicreleri birbirlerine sertoli-sertoli hiicre baglanti kompleksi ile baglanirlar. Bu

baglatilarda taban ve yan ylizdeki baglanti kompleksleriyle birbirine tutunurlar (Sekil 15).
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Sekil 15: Sertoli-sertoli hiicre baglantisini gosteren elektron mikroskobik goriintii (16)

Komgu membranlarda 50’den fazla paralel kaynasma ¢izgisi iceren zonula okludens
(Z0O-1) olarak bilinen sik1 bir baglanti igerir. Bu kompleks ile seminifer epitel bazal ve
adluminal olacak sekilde iki kompartmana ayrilir. Bazal kompartman, spermatogonyumlari
ve erken primer spermatositler ile sinirli iken, adluminal kompartman sekonder
spermatositleri ve spermatidleri igerir (16). Erken spermatositler baglanti kompleksinden
gecerek, bazal kompartmandan luminal kompartmana hareket eder. Bu hareket, yeni olusan
spermatositin altinda sertoli hiicrelerin uzantilar1 arasinda yeni bir baglanti kompleksinin
olusmasiyla ve ardindan spermatosit {izerinde yer alan baglantinin yikilmasi ile gerceklesir.
Boylece spermatogenik hiicrelerin farklilasmasinda mayoz siireci ve spermiyogenez luminal
kompartmanda gerceklesir (Sekil 12).

Kan testis bariyeri, baglanti kompleksi ile olusan bir bariyerdir. Spermler ve
spermatogenik seri hiicrelerinin sahip oldugu molekiiller, bu hiicreler i¢in 6zgiindiirler ve
immun sistem tarafindan yabanci olarak kabul edilirler. Ciinkli spermatogenez, immun
kompetanin gelismesinden c¢ok sonra pubertede gergeklesir. Bu nedenle farklilasan
spermatogenik seri hiicreleri yabanci olarak taninirlar ve immun cevabi harekete gegirerek
antikor olustururlar. Ancak kan-testis bariyeri, immun sistem ile hiicreler arasindaki her tiirlii
etkilesimi kaldirarak immiinoglobulinlerin (Ig) tiibiil icine gegmesini onler. Bu sayede kan-

testis bariyeri, spermatogenik seri hiicreleri immun sistemden izole ederek korumaktadir.
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Bariyerin elemanlari sirasi ile; sertoli hiicresi, seminifer epitel bazal laminasi, miyoid hiicre,
endotel hiicresinin bazal laminasi ve endotel hiicresidir.

Kan testis bariyeri, sertoli hiicreleri arasindaki kompleks bir yapidadir ve occludin,
junctional adhezyon molekiilii (JAM-A), claudin-11 ve zonula okludens (ZO-1) gibi siki
baglant1 proteinleri ile N-cadherin ve kateninler gibi proteinleri de igermektedir (9).

Epitelyal siki baglantilar, ZO-1 ve occludin gibi ¢oklu integral membran proteinleri
iceren multimolekiiler membran 6zellesmeleridir. 225-kDa’lik bir protein olan ZO-1, siki
baglantilarin en yiizeysel bolgesinde bulunan integral membran proteinidir. Occludin, sigan
testisi ve epididimis de dahil olmak iizere farkli epitelyal tiplerde tanimlanan ilk sik1 baglanti
ile iligkili 65-kDa’luk integral membran proteinidir. Siki baglantida occludinin lokalizasyonu
icin ZO-1 gereklidir. Sik1 baglantilarin ana gorevleri, suyun hiicre i¢i bosluklardan serbestce
gecmesini 6nlemek i¢in bir fiziksel bariyer yapmak ve hiicre kutuplulugu olusturmak ve
korumaktir. Testiste sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar, spermatogenez igin
fizyolojik ortamin savunulmasi ve germ hiicrelerinin bagisiklik sisteminden korunmasi i¢in
kan testis bariyerinin bir boliimiinii olusturur (11).

Z0-1, bazal yerlesimli spermatogenik hiicrelerin sitoplazmasinda ve o&zellikle
bazaldeki komsu sertoli hiicre baglantilarinda gozlenir (11,23). Occludin ise komsu sertoli

hiicrelerinin bazolateral bolgelerinde lokalizedir (11) (Sekil 16) (Sekil 17).
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Sekil 16: Sertoli-sertoli arasi sik1 baglant1 komplekslerini gosteren sematik goriintii (24)
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Sekil 17 : Seminifer epiteldeki baglanti komplekslerini gosteren sematik goriintii (24)

Sertoli hiicresinin gorevleri;

1. Destekleme: Spermatogenezde olusan spermatogenik hiicreler birbirlerine baglidirlar.
Bu zayif spermatogenik ag1 sertoli hiicreleri ile desteklenmektedir.

2. Besleme: Spermatogenik hiicrelerin, kan-testis bariyeri nedeniyle kan ile baglantilart
kesilmistir. Hiicrelerin ihtiyaci olan metabolitler ve steroidler sertoli hiicreleri ile saglanir.

3. Fagositoz: Spermatogenezde spermatogenik hiicrelerden geri kalan sitoplazma ve
sitoplazmik kopriiler, artik cisim olarak atilir ve sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.

4. Spermiasyon: Olgun spermiumlarin aktin aracili kasilmalara ile liimene ulagmasini

saglayarak hareket kolaylastirilir.
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5. Salgilama:

e Androjen Baglayici Protein (ABP): Folikiil uyarici hormon (FSH) tarafindan
stimiile edilerek salgilanir ve gelismekte olan spermin normal olgunlagmasi icin
gerekli olan testosteronu seminifer tiibiillerin adluminal kompartmaninda konsantre
eder.

e Inhibin (steroid olmayan faktor): Sertoli hiicreleri iizerinde FSH ve testosteron
reseptorii bulunur. Bu nedenle hiicrelerin salgilama fonksiyonlarin1 hem FSH hem
testosteron diizenler. Inhibin, glikoprotein yapida bir hormondur ve hipofiz bezinden
FSH’1n salgilanmasini 6nleyerek geribesleme mekanizmasini kontrol eder.

e Aktivin hormonu: Hipofiz bezinden FSH’1n salgilanmasini aktive eden hormondur.

e Anti-miillerian hormon: Embriyogenez sirasinda erkeklerde Miiller kanalinin
gelismesini baskilayan protein yapida hormondur.

e Luteinlestirici hormonu salgilayan hormona benzeyen peptid: Sertoli hiicresi ve
leydig hiicreleri arasinda haberci gorevi goriir ve leydig hiicrelerin siklik islevini
diizenler.

e Testikiiler sivi: Rete testis hiicreleri ile birlikte spermin yasamasi ve duktus
epididimise taginmasini saglar.

6. Kan testis bariyerinin olusumu : Sertoli hiicreleri arasinda bulunan siki baglanti

kompleksleri ile kan testis bariyeri yapisini olusturur.

2.1.2.4.1.2. Spermatogenik Seri Hiicreler

Spermatogenik seri hiicreler 4-8 tabakali olup bazalden liimene dogru sirasiyla
spermatogoniumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve
spermium olarak siralanirlar. Bu hiicreler, diizenli olarak ¢ogalan ve olgun sperme

farklilasan hiicrelerdir (Sekil 18).

25



Cytoplasmic bridges

Late spermalid —e——— — Early spermatids

£ 3 A
[
%

77 s

¢ : i -
Meiosis — 2 e i G
& 3 »

Early spermatid — Secondary spermatocytes

K S
£ -\
\f % Primary spermatocyte

}
/®

———

¥

e |
y 1 > rmatogonium
g~ Spermatog

Sekil 18: Spermatogenik hiicre serisini gosteren sematik diyagram (25)

2.1.2.4.1.2.1. Spermatogonium

Spermatogonyal kok hiicreler, diizenli bir sekilde c¢ogalip olgun spermiyuma
farklilagan hiicrelerdir. Bu fazda bu hiicreler ¢cok sayida boliinme gegirerek spermatogonium
popiilasyonunu olustururlar.

Bu hiicreler bazal kompartmandaki bazal lamina ile direk iliskili olan diploid
hiicrelerdir. Sertoli hiicreler arasindaki tikayici baglanti altinda yer alirlar, yani bariyerin
disindadirlar.

Insan spermatogonyumlar1 rutin hematoksilen eozin (H&E) prepratlarinda nuklear
goriiniimde farkliliklar gosteren spermatogonyal soylari iiretirler. Bu hiicreler nukleus
goriinlimlerine gore 3 tipten olusurlar (Sekil 19) :

o Tip A koyu spermatogoniumlar (Ad): ince graniillii kromatinler, yogun bazofilik
oval nukleuslara sahiptirler. Diizensiz araliklarda boliinerek kok hiicreler olan tip A agik veya
tip A koyu hiicreleri olusturabilirler.

o Tip A acik spermatogoniumlar (Ap): Ince graniillii kromatinli oval nukleuslar
igerirler. Bunlar, spermi iireten farklilagma siirecine yoneltilmiglerdir. Ardisik birkag mitotik
boliinme gegirdikten sonra Tip B hiicrelerini olustururlar.

o Tip B spermatogoniumlar : Merkezi bir nukleolusun ¢evresinde ve nuklear zarf
boyunca genis kiimeler olusturacak sekilde yogunlasmis kromatinli yuvarlak nukleuslara

sahiptirler. Bu hiicreler mitoz gecirerek primer spermatositleri olustururlar.
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Sekil 19: Seminifer tiibiilde spermatogonyumlarin sematik ¢izimi (16)

2.1.2.4.1.2.2. Primer Spermatosit

Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi primer spermatositleri tiretir. Primer
spermatositler, ilk mayoz boliinme gegirecek olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, mayoz
boliinmenin profaz sathasina geldiginde 22 giin bu evrede kalirlar. Olustuktan kisa siire
sonra, mayoz oncesi DNA’larimi replike ederler. Bunun sonucunda her bir primer

spermatosit normal sayida kromozom (2n) ve DNA (4d) igerirler.

2.1.2.4.1.2.3. Sekonder Spermatosit
Primer spermatositlerin mayoz I gecirmesiyle boyutlar1 artar ve sonucunda haploid
kromozoma (1n) ve 2d DNA’ya sahip sekonder spermatositler olusur. Ardindan 2. mayoz

boliinme ile spermatidler meydana gelmektedir.

2.1.2.4.1.2.4. Spermatid

Mayoz boliinme ile olusan haploid spermatidler olgun spermi olusturmak igin
farklilagsma siirecine ugrarlar. Haploid olan matiir sperm, bir oositi fertilize ettigi zaman
diploid durumu yeniden olusur. Haploid spermatidler, adluminal kompartmanda seminifer
tiibiil limenine yakin olacak sekilde yerlesirler. Spermatidler, sertoli hiicre sitoplazmalarinin

kriptalar1 iginde gomiiliidiirler (Sekil 20).
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Sekil 20: Mitoz ve mayoz evrelerinin karsilastiriimasi (15)

Spermatidlerden sperm olusum siireci (Spermiyogenez) 4 evrede meydana
gelmektedir (20) (Sekil 21).

» Golgi Evresi : Bu faz, spermatidin ¢ok sayida golgi kompleksinde kiimelenen
periyodik asit schiff (PAS ) + graniillerin bulunmasi ile karakterizedir. Bu proakrozom
graniiller glikoprotein bakimindan zengin olup akrozomal vezikiil denen, nuklear zarfa
komsu, membran ile sinirh bir vezikiilii olusturmak i¢in bir araya gelirler. Burada, akrozomal
vezikiil genigler ve igerigi artar. Vezikiil pozisyonu, gelismekte olan spermin 6n kutbunu
belirler. Sentriyoller, jukstanuklear bélgeden spermatidin arka kutbuna go¢ ederler ve burada
sentriyol plazma membranina dik ag¢i ile hizalanirlar. Sentriyol, sperm kuyrugunun
aksonemini olusturmak {izere, 9 periferik, 2 merkezi mikrotiibiil par¢asinin bir araya gelisini

baslatir.
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> Kep Evresi : Akrozomal vezikiil nukleusu 6n kisminda yayilarak kep seklini alir.
Akrozomal kepin altindaki nuklear zarf pargasi porlarini kaybeder, kalinlasir ve nuklear icerik
yogunlagir. Spermatidin akrozomal bolgesi bazal kompartmana dogru yerlesecek sekilde

doner.

» Akrozomal Evre : Akrozom, nukleusun st iicte birlik kismini orter ve sarmaya
devam eder. Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomunun arka kismindan spermatidin arka kutba
dogru uzanarak silindirik bir kilif olan manseti olusturmak {izere organize olurlar.

Flagellum gelisimini 6nceden baslatan sentriyoller, geriye nukleus arkasina taginirlar.
Burada immatiir sentriyol nukleustaki s1g bir oluga tutunur. Sonra sentriyoller, gelismekte
olan spermin baglanti parc¢asini ya da boyun bdlgesini olusturmak iizere sekillenirler.
Nukleusa tutunmus sentriyollerden 9 kalin fibril gelisir ve aksonem, mikrotiibiil periferinde
kuyrugun ic¢ine dogru uzanarak dis yogun fibrilleri olusturur. Bu fibriller nukleus ve
flagellumu birlestirir. Bu nedenle bu bolgeye baglanti1 parcasi denir.

Plazma membrani, olusmaya baslayan flagellumu sarmak {izere posteriyore hareket
ederken, manset kaybolur ve mitokondriler, boyun bolgesindeki kaba fibrillerin etrafinda ve
posteriyor uzantisinda siki bir kilif olusturmak iizere sitoplazmanin kalan kismindan go¢
ederler. Bu bolgeye orta parca denmektedir. Orta parcanin distalinde uzunlamasina ¢ok
sayida baglanti kusagindan olusan bir fibroz kilifi, esas parcanin 9 longitudinal fibrilini
cevreler ve flagellumun ucuna kadar uzanir. Flagellumun, fibréz kilifin distalinde kalan bu

kisa segmenti son par¢a olarak adlandirilir.
» Olgunlasma Evresi (Maturasyon) : Flagellum etrafindaki fazla sitoplazma azalir

ve olgun spermatozoon olusur. Rezidiiel cisimsik denen bu yapilar sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilirler.
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Sekil 21: Spermiogenezin sematik gosterimi (15)

Olgun ve Matiir Spermin Yapisi

Olgun sperm yapist 60 um uzulugundadir. Spermin bas1 yassidir. Nukleusun anteriyor
kismindaki akrozomal kep; hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve akzokrin denen
tripsin benzeri proteaz icerir. Bu enzimler, ovaryumda zona pelusidanin delinmesinde
gorevlidir. Sperm, ovaryum ile temas ettiginde akrozomal enzimler saliverilirken akrozomal
evrenin ilk basamagi gerceklesmis olur. Bu siireg, spermin penetrasyonunu ve fertilizasyonu
kolaylastirilmasini saglar.

Olgunlasan sperm, temelde bas ve flagellum olmak tizere 2 kisimdan olusur (20). Bir
baglanti pargasi ile bas, kuyruga baglanmistir. Sperm kuyrugu (flagellum); orta parca, esas
parca ve son parga olmak tizere 3 kisima ayrilir. Baglanti pargasi, 1 ¢ift sentriyol iceren dar
bir parcadir. Distal sentriyol aksoneme kaynaklik eder. Burasi sperm kuyrugunun merkezi
bir parcasidir. Orta parca, mitokondrileri igerir. Mitokondriler, kalin fibrillerin ve aksonemal
kompleksin etrafinda sarmal seklinde dizilmislerdir. Bunlar, kuyruk hareketi i¢in gerekli
enerjiyi saglayarak spermin hareketini kolaylastirirlar. Esas parca, kalin fibriller ve
aksonemal kompleks disindaki fibroz kilifi igerir. Son parca, yalnizca aksonemal kompleksi
icerir ve yaklasik 5 um uzunlugundadir.

Yeni salgilanan sperm hiicresi hareketsizdir ve sertoli hiicrelerince salgilanan bir sivi

icinde seminifer tiibiillerden tasinirlar. Tiibiiliin segmenti olan diiz tiibiillere giderler.
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Mediastinum testiste sivi ve sperm, tek katl kiibik epitel ile ddseli bir rete testise girer.
Buradan duktuli eferentesin ekstraseliiler kismina ve sonra duktus epididimisin proksimaline
gecerek burada hareket yetenegi kazanirlar ve bazi olgunlasma asamalarindan gegerler
(Sekil 22).
Bunlar su sekildedir;

v" Nukleus DNA’sinin yogunlagmast : sperm baginin boyutunu azaltir.

v" Sitoplazmanin daha da azalmasi : sperm hiicresi daha ince hale gelir.

v" Plazma membraninin lipidlerinde, proteinlerinde degisimler ve glikolizasyon

v/ Dis akrozomal membrandaki degisimler (dekapasitasyon): Sperm hiicresinin

fertilizasyon yetenegini inhibe etmek amaci ile yiizey iliskili dekapasitasyon faktorii eklenir.
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Sekil 22: Matiir spermin yapisi (26)

Epididimisten sperm hiicresinin ge¢isi sirasinda sperm hiicre motilitesinin baglamasi,
intraseliiler siklik adenozin monofosfat (cAMP), Ca*? diizeylerindeki interseliiler pH’daki
degisimler ile iligkilidir. Bu faktorler, flageller aktiviteyi protein kinazlarin ve protein
fosfatazlarin aktivitesi sonucunda olusan protein fosforilasyonundaki degisimler {izerinden

diizenlenir.
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Distal kismin ve daha genis kanallarin etrafindaki diiz kaslarin kasilmasi, spermi
epididimis kanalin1 distal kismina ulagtirana dek, peristaltik hareketler devam eder. Bir siire
burada depolanirlar ve canli olarak 2-3 giin kalabilirler.
2.1.2.4.2. Interstisyel Bag Doku

Tiibiillerin arasin1 dolduran intersitisyel bag doku; arteriyoller, lenfatik sinlizoidler ve

leydig hiicrelerinden olusur (Sekil 23).
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Sekil 23: Seminifer tiibiiliin intersitisyel bag doku goriintiisii (20)

2.1.2.4.2.1. Leydig Hiicreleri
Leydig hiicreleri, kan kapillerinin etrafinda tek tek veya gruplar halinde bulunan
hiicrelerdir ve tipik olarak lipid damlacigi igerirler (16). Bu hiicrelerde lipofuksin

pigmentleri ve ¢ubuk sekilli ayirt edici sitoplazmik kristaller olan reinke Kristalleri bulunur
(Sekil 24).
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Sekil 24: Reinke kristallerinin elektron mikroskobik goriintiisii (16)

Steroid salgilayan hiicrelerde bulunan aER ve tiibiilovezikiiler kristali mitokondriler
igerir. Bundan dolay1 leydig hiicreleri eozinofilik karakterdedir. Kolesterolden testosteron
sentezi i¢in gerekli enzimler a ER ile iligkilidir.

Leydig hiicreleri, erken fetal yasam esnasinda farklilasarak testosteron salgilarlar.
Ureme fonksiyonu, embriyonik gelisim ve cinsel olgunlasma i¢in gerekli olan bu hormon;

e Embriyoda, erkek fetusta testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasi, gonadlarin

normal gelisimi i¢in gereklidir.

e Pubertede, sperm {liretiminin baglatilmasi, aksesuar cinsiyet bezlerin salgilar1 ve

sekonder seks karakterlerinin gelisiminden testosteron hormu gérevlidir.

e Yetigskinde, spermatogenezin, sekonder seks karakterlerinin, genital bosaltim
kanallarinin ve yardimci iireme bezlerinin devamliligi agisindan testosteron salgilanmasi
Oonemlidir.

Leydig hiicreleri, erkek fetusun farklilasmasinda aktiftir ve fetal hayatin 5.ayindan
itibaren inaktif olarak devam ederler. Bu inaktif leydig hiicreleri, yasam boyu aktif olmak

lizere pubertede gonadotropik stimiilasyona maruz kalirlar ve yeniden androjen salgilarlar.
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2.1.3. Erkek Genital Bosaltim Kanallart

Testisin gelisim siirecinde Wolf kanalinin farklilasmasiyla ve leydig hiicrelerince

testosteron salgilanmasi ile birlikte spermi iiretraya ve buradan viicudun disina tasiyan

genital bosaltim kanal sistemi stimiile olur (17) (Sekil 25). Bu kanallar sirasi ile;

Tubuli rekti

Rete testis

O N o g s~ w D PE

Duktuli efferentes

Duktus epididimis

Duktus deferens (vas deferens)
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Sekil 25: Erkek genital bosaltim kanallar1 (16)

1. Tubuli rekti (Tiibiiliis rektus) : Her seminifer tiibiil ucunda tubuli rekti denen kanal

bulunur. Bu kanal, seminifer tiibiilleri rete testise baglarlar ve bunlarin kisa terminal

boliimleri sertoli hiicreleri ile doselidir. Son kisima dogru tiibiil daralir ve artik tek katli basit

kiibik epitel ile doselidir (Sekil 26).
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Sekil 26: Tubuli rektinin histolojik kesitte goriintiisii (20)

2. Rete testis : Testisin mediastinumun bag dokusunda diizensiz halde anostomozlagan
kanallardan olusur. Rete testis epiteli, tek kath basit kiibik/algak prizmatik epitel ile
doselidir. Epitel hiicreleri bir apikal silyuma ve birkag kisa apikal mikrovillusa sahiptir (Sekil
27).

Sekil 27: Rete testisin histolojik goriintiisii (16)

3. Duktuli efferentes : Rete testisin kanallarini duktus epididimisin proksimal pargasina
baglayan kanaldir. Insanda yaklastk 20 kanal seklinde dizilidir. Kanalin epiteli,
psodostratifiye epitel (yalanci ¢ok kath prizmatik epitel) ile doselidir. Epitel, eferent

kanalinin taninmasini saglayan karakteristik tarakli hatlara sahiptir (Sekil 28).
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Epitel, sil tagiyan prizmatik hiicrelere, mikrovilluslu kiibik hiicrelere ve bazal hiicreye
sahiptir. Sil tasiyan yiiksek prizmatik hiicreler koyu asidofilik sitoplazmaya, pigment
graniilleri ve yag damlaciklar1 ile karakterizedir. Sillerin hareketi, hareketsiz spermlerin ve
salgilarin epididimise taginmasimi saglar. Alg¢ak kiibik mikrovilluslu hiicreler ise
apikallerinde kanalikiiler invaginasyonlar ve lizozom igerirler. Epitelin ve onun bazal
laminas1 altinda, sirkiiler seyirli ince bir diiz kas tabakasi kanalin baglangi¢ kisimlarinda

ortaya ¢ikar.

Sekil 28 : Duktuli efferentesin histolojik goriintiisii (15)

4. Duktus epididimis : Testislerin superiyor ve posteriyor yiizleri boyunca uzanan hilal
sekilli kanaldir. Spermatozoonlarin olgunlastigi, 4-6 m uzunlugunda olduk¢a kivrintilt bir
tiibiildiir. Anatomik olarak bas, gévde ve kuyruk olmak tizere 3 kisimdan olugmaktadir.
Duktuli efferentes bas kismini, duktus epididimis ise gévde ve kurtuk kismin1 olusturur (Sekil
29).

Sekil 29: Epididimisin kisimlari

Epididimisin epitelini stereosilyali psodostratifiye epitel doser ve epitelde 3 tip hiicre

vardir. Bunlar; esas (silindirik) hiicre, bazal hiicre ve halo hiicreleridir (Sekil 30).
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v" Esas (silindirik) hiicre; epididimisin bas kisminda yiiksek prizmatik iken, kuyruk
kisminda algak prizmatik sekillidir. Esas hiicrenin apikalinde stereosilya denen, uzun,
modifiye mikrovilluslar vardir.

v’ Bazal hiicre; epitelin kok hiicreleri olup bazal lamina lizerine oturan Kkiigiik,
yuvarlak hiicrelerdir.

v" Halo hiicreleri; go¢ eden lenfositler olarak bilinen hiicrelerdir.

Sekil 30: Insan duktus epididimisinin histolojik goriintiisii (14, 17)

5. Duktus deferens (Vas deferens): Epididimisin kuyruk kismindan prostatik iiretraya kadar
uzanan kanaldir. Vas deferens, testisin posteriyor sinir1 boyunca testikiiler damarlara ve
sinirlere yakin olarak yiikselir. Sonrasinda spermatik kordun komponenti olan inguinal

kanaldan gecerek abdomene dogru iner (Sekil 31).

LV O L “ el o)

Sekil 31: Duktus deferensin histolojik goriintiisii (16,20)
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6. Ampulla duktus deferens : Duktus deferens, prostata girmeden 6nce bir genisleme
yaparak ampulla duktus deferens olusturur. Duktus deferense gore liimeni daha genis, epiteli
daha kalin ve mukozasindaki kivrimlar daha fazla ve kas tabakasi daha az diizenlidir. Epiteli
tek katl kiibik veya tek katli prizmatik epiteldir. Hiicreler sitoplazmalarinda bol salg1 graniili

ve sikca rastlanan sar1 renkli pigment bulundurur (Sekil 32).

RNCS/ANENE A )
Sekil 32: Ampulla duktus deferensin histolojik goriintiisii (27)

7. Duktus ejakiilatoryus: Ampulla duktus deferens, vezikiila seminalis ile birlesir ve duktus
ejakiilatoryusu olusturarak prostat bezinin i¢inde liretraya kadar devam eder. Yaklasik 2 cm
uzulugundadir. Epiteli, psddostratifiye veya tek katli prizmatik olup mukozasi kivrimlidir.
Uretraya yakin kisimda epiteli iiretra epiteline doniisiir. Lamina propriyasi ise elastik fibrilden

zengin bag dokusudur (Sekil 33).
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8. Uretra: Idrar;, mesaneden eksternal iiretral agiklik yolu ile disar1 tastyan fibromiiskiiler
bir tiiptiir. Yaklagik 20 cm uzunlugunda olup 3 bdliimden olusmaktadir. Sirasi ile; prostatik

iiretra, membrandz liretra ve penil (spongiy0z) iiretradir (Sekil 34).

Sekil 34: Uretranin kisimlarinin sematik goriintiisii (28)

Ayrica cowper bezinin kanallar1 ve mukus salgilayan iiretral bezler (littre bezleri) penil

iiretraya bosalir (Sekil 35).
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Sekil 35: Penil iiretranin histolojik goriintisii (15)
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2.1.4. Penis Histolojisi

Penis, idrar ve semenin atilma yolu ve kopulasyon organidir. Baglica 2 dorsal erektil
doku Kkiitlesi olan korpus kavernozumdan ve 1 ventral doku kiitlesi olan Kkorpus
spongiyozumdan olusur. Bu 3 parganin etrafin1 tunika albuginea denen siki bir bag dokusu

sararak kapstil olusturur (Sekil 36).

0 . = = Dorsal vein (blue),

‘?‘;gp dorsal —7/—77;— . artery (red), and

nerve (yellow)

L0 A Tynica albuginea
: < Central artery

—777 Venous spaces

Corpus
cavernosum ||

7 Deep fascia
Corpus Superficial fascia

spongiosum

Spongy urethra
Cross section

Sekil 36: Penisin histolojik goriintiisii (15)

» Korpus kavernozum : 2 erektil doku kiitlesi arasinda septum pektiniformis
bulunur. Bu yapi, penis kokiinde en kalin olup, 6ne dogru incelir. Korpus kavernozum, ¢ok
sayida diizensiz sekilli vaskiiler bosluklar icerir ve vaskiiler endotelle doselidir. Korpus
kavernozumu saran tunika albuginea tabakasi kalin olup, icte sirkiiler dista longitudinal

kollajen fibriller ile karakterizedir (Sekil 37).
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Sekil 37: Korpus kavernozumun histolojik goriintiisii (20)
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» Korpus spogiyozum : Korpus spongiyozumun iginde {iretranin spongiyoz pargast

yer alir. Lakiina ¢aplar1 korpuz kavernozum ile ayni olup, tunika albuginea tabakasi daha

incedir ve elastik fibrilden zengin yapidadir. Uretra cevresinde mukozal ven pleksusuna,

periferde tunika albugineanin i¢ yiizeyindeki venlere agilirlar (Sekil 38).

T P ORAST S ST
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Sekil 38 : Korpus spongiyozumun histolojik goriintiisii (20)

2.1.5. Yardumct Ureme Bezleri

Erkek tireme sisteminin yardimci bezleri; vezikiila seminalisler, prostat bezi ve
bulboiiretral bezler (cowper bezleri)dir (Sekil 39).

Seminal vesicle

Bulbourethral
gland

Sekil 39: Erkek yardimci tireme bezlerinin makroskobik olarak sematik goriintiisii (15)

» Vezikiila Seminalis : Mesanenin posteriyor duvarmin iizerinde, duktus deferensin

ampullasina paralel konumlanmis, mukozal katlantilar1 yogun olan bir ¢ift tiibiiler bezlerdir.

Bu bezler, mezonefrik kanalin (Wolf) gelecekteki ampullayr olusturacak olan bdlgesinin
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evajinasyonlar1 olarak gelisirler. Her bir vezikiila seminalisin bosaltim kanali, duktus
ejakiilatoryusu olusturmak tizere duktus deferensin ampullasi ile birlesir (16).

Vezikiila seminalisler, sperm i¢in temel substrat gorevi goren prostoglandinler,
askorbik asit, flavin ve friikktoz i¢eren bir s1v1 salgilarlar. Bu salgi, beyazimsi sar1 renkte olup
viskdz bir materyaldir ve insan seminal sivisinin yaklasik %50-70’ini olusturmaktadir.
Vezikiila seminalisin salgilama fonksiyonun salgilama fonksiyonu ve morfolojisi

testosteronun kontrolii altindadir (Sekil 40).

’—0 Outer longitudinal and Lumen Lamina propria Epithelium

inner circular muscle layers

Sekil 40 : Vezikula seminalisin histolojik goriintiisii (20)

» Prostat Bezi : Erkek tireme sisteminin en biiyiik yardimc1 iireme bezidir. Bez, pelvis
icinde mesanin altinda yer alir ve iiretranin prostatik parcasini ¢evreler. Burada, iiretraya
bosalan yaklasik 30-50 kadar tiibiiloaveolar bezden olusmaktadir. Prostat bezinin temel
fonksiyonu, seminal sivinin olusumuna katkida bulunacak olan seffaf, hafif alkali bir siv1
salgilamaktadir.

Yetiskin prostat parankimi anatomik ve klinik olarak 4 zona ayrilmaktadir. Bunlar;
merkezi zon, periferik zon, transizyonel zon (gegis zonu) ve peritiretral zondur (Sekil 41).

anterior fibromuscular
stroma

transitional zone

periurethral
zone

prostatic

urethra seminal

vesicle

ductus deferens
central zone
peripheral zone

Sekil 41: Insan prostat bezinin zonlarn gosteren sematik diyagram (16)
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Prostat bezinin epiteli isleve bagli olarak tek katli prizmatik, kiibik veya
psodostratifiye tipte olabilir. Hiicreler bol miktarda graniillii endoplazmik reitkulum ve golgi
aygiti igerir. Bu epitelin salgilari; prostatik asit fosfataz (PAP), prostatik spesifik-antijen
(PSA), sitrik asit ve fibrinolizindir (Sekil 42).

’

> Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri) : Urogenital diyaframda yer alan 1 ¢ift bezelye
biiylikliigiinde bezdir. Kiigiik, yuvarlak goriiniimlii, mukus salgilayan bezlere benzeyen
tiibiiloaveolar bezdir. Bezlerden her birinin kanali, tirogenital kanalin inferiyor fasiyansindan
gecerek penil iiretranin baslangig pargasi ile birlesir.

Bez epiteli tek katl prizmatik tipte olup epitel, testosteronun kontrolii altindadir.

Epitelin salgis1 berraktir. Mukus benzeri bu salgi; galaktozamin, galakturonik asit, sialik asit

ve metilpentoz igerir (Sekil 43).

Sekil 43: Insan bulboiiretral bezinin histolojik gériintiisii (16)
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2.2. Radyasyon

Radyasyon, dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya gecebilmek igin
digar1 saldiklart hizli parcaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde taginan fazla enerjilerdir.
Radyasyon, yapisina gore 2 tip igerir; 1. Pargacik tipi radyasyon, 2. Dalga tipi radyasyon.
Parcgacik tipi radyasyon, belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden atomik
boyuttaki parcaciklari ifade ederken, dalga tipi radyasyon belli bir enerjiye sahip, ancak
kiitlesi olmayan ve 151k hiziyla hareket edebilen radyasyon tipidir. Radyasyon, enerjilerine
gore ise iyonize ve iyonize olmayan radyasyon olmak tizere iki gesittir (1).
Radyasyon siniflandirilmasi genel olarak asagidaki gibidir (2).

> Non-iyonize (iyonlastirici olmavyan ) radyasyon :

e Radyo dalgalar1

¢ Mikrodalga-Kizilétesi 1sinlari

e Goriinen 151k (kirmizi, turuncu, sari, yesil, mavi, mor)
e Mor oOtesi 1sinlar

» Iyonize (iyonlastirici ) radyasyon :

o X-1gimlar

e (Gama iginlart

e Kozmik 1smlar

> lyonize (iyonlastirici) partikiiler radyasyon

e Beta pargaciklari

e Alfa parcaciklar

e Notronlar
2.2.1. Radyasyon Birimleri
Radyoaktivite birimi : Radyoaktif parcaciklarin fazla enerjilerini ¢evreye radyasyon
yayarak gidermelerine ‘radyoaktivite’ denir. Birimi Becquerel (Bq)’dir.
Isinlama dozu birimi : X veya gama isinlariin havayi iyonlastirma kapasitesinin bir
olgiisiidiir. Birimi C/kg’dir. Ozel birimi ise Réntgen (R)’dir.
Sogurulan doz birimi : Isinlanan maddenin 1 kg’ina 1 Joule enerji veren radyasyon
miktaridir. Birimi Gray (Gy)’dir. Ozel birimi ise rad (radiation absorbed dose)’dir.
1rad =0,01 Gy
Esdeger doz birimi : Birimi J/kg olup 6zel adi Sievert (Sv)’dir. Ozel birimi ise rem

(Rontgen equivalent man)’dir.
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2.2.2. Iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyon, carptigi maddede yiiklii parcaciklar (iyonlar) olusturabilen
radyasyondur. Iyonlasma, radyasyon ile etkilesen bir maddede ve insanlar dahil tiim
canlilarin viicudunda olusabilir. Iyonize radyasyonun canli organizmalar iizerinde olumsuz
biyolojik etkilere sebep oldugu ve bu yan etkilerin de radyasyonun dozuna ve maruz kalis
stiresine gore degistigi bilinmektedir (2). ICRP (Uluslararast Radyolojik Koruma
Komisyonu)’de, radyasyonun viicudun her doku veya organi iizerinde farkli etkiler yarattig
ve zararl etkilerinin viicudun tiimii veya bir boliimiiniin 1s1nlanmasina gore de degiskenlik
gosterdigi ifade edilmistir (29).

Iyonize radyasyon DNA iizerindeki etkisini direkt ve indirekt etki ile olusturur. Direkt
etki, dogrudan molekiiliin iizerinde, o molekiiliin yapisini bozacak sekilde gosterilen etkidir.
Direkt etkide hasar, biyolojik sistemlerdeki atomlardaki iyonizasyon sonucu ortaya cikar.
Bu da molekiiliin inaktivasyonuna veya fonksiyonel degisikligine neden olur. Indirekt etki,
su molekiillerinde goriilen etkidir. Insan viicudunun %80’i su igermektedir. Suyun
Iyonizasyonu ile ortaya ¢ikan serbest radikallerin, molekiiliin yapisin1 bozmasi ile olusur.

Iyonize radyasyon tarafindan yapilan hiicresel hasar, reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) iiretimine aracilik etmektedir. Iyonlastirici radyasyon, hiicrelerdeki suyun radyolizi
sirasinda serbest radikal olusumu nedeniyle canli hiicrelere zarar verebilir. Suyun radyolizini
olusturan reaktif tiirlerden 3 tanesi; sulu elektron, hidrojen radikal (H) ve hidroksil radikalleri
(OH)’dir. OH, hiicrelerdeki en zarar verici serbest radikaldir. Hiicre zari lipidlerinin yiiksek
miktarda olusu, lipid peroksidasyonu, hiicre zar1 yikimi ve serbest oksijen radikallerinin
doku hasarina neden olan ana faktorlerden biri i¢in 6nemli bir nedeni olarak kabul edilir.
Lipid peroksidasyonunun son {iriinii, son derece sitotoksik olan ve antioksidan enzimlerinin
hareketini 6nleyen melondialdehit (MDA)’tir (7).

Radyoterapi olarak bilinen iyonize radyasyon, kanserli hiicre sitotoksisitesini
indlikleme yetene8ine sahip olan malign tiimorlere sahip hastalarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu hastalarin yaklasik 2/3’sine (prostat kanseri, yumusak doku sarkomu,
servikal kanseri vs.) tedavilerinin bir pargasi olarak radyoterapi uygulanir (30).

Oksidatif stres, serbest radikal iiriinii veya diisiik bir antioksidan, savunma ve yapisal
ve islevsel degisiklikler yaparak biyomolekiillerin kimyasal degisikliklere ugramasi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. ROS’un jenerasyonu, 1isinlama kaynakli doku hasarinin patogenezinde

onemli bir rol oynar. Iyonize radasyonun biyolojik ve &ldiiriicii etkileri i¢in birincil hedef
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hiicresel DNA hasaridir. Buna ek olarak DNA, lipidler ve proteinler iyonize edici radyasyon
ile indiiklenen serbest radikaller tarafindan saldirtya ugrar. Bu nedenle ROS olusumunu
inhibe eden ve ortadan kaldiran ilaglar, zarar géren normal dokuya iyonize radyasyon

uygulanarak bunun iyilestirici etkisi ile kanserli hastalar i¢in 6neme sahip olabilir (31).

2.2.3. Radyasyonun Testis Uzerindeki Etkileri

Radyasyona en duyarli organ iireme organi ve bunlarin hiicreleridir. Bu hiicrelerden
1sinlanmaya en duyarli olan1 spermatogonium’lardir (4,5). 0.1-1.2 Gy ile verilen radyasyon
hasarinda, spermatogoniumlarin bdliinmesi zarara ugrayarak, oligozoospermi ile
sonuglanabilir (32).

Testis, en radyosensitif organ olmasinin yanisira farkli derecelerde farkl
radyosensitivite gosteren hiicrelere sahiptir. Bu nedenle radyasyon etkilerinin ekspresyonu,
doza maruz kaldiktan sonra gegen siireye baglhdir. Fertilitede radyasyonun akut doz ile
oldiirtici etkisi iyi bilinmektedir. Germ hiicreleri, kisa siireli radyasyona maruz kalma
sonucunda zarar gérmiis veya 0lmiistiir (33).

Radyasyonun siganlarda ve insanlarda erkek gonadal doku tizerindeki etkileri,
farklilasan spermatogonialarin eliminasyonu ve daha iyi gelismis spermatogenik hiicrelerin
deplesyonunu igerir. Farklilagan spermatogoniumlar ¢ok radyosensitiflerdir ve 3 Gy’den
diisiik dozlarda oliirler. Cok fazla radyodireng gosteren kok hiicre olan spermatogonia, 3-4
Gy uygulandiginda 6lmez ve 1sinlama sonrasi seminifer epitel yeniden olusturulur (33).

Daha yiiksek dozlarda, 6rnegin 6 Gy’den sora yaklasik 2 yil, 0.5 Gy’den sonra ise
yaklasik 8 ay azoospermi goriilebilir ve daha sonra tekrar sperm iiretiminin diizgiin hale
gelebilmesi birkag yil kadar siirebilir. Kanser tedavisinde kullanilan fraksiyone radyoterapi,
tek doz uygulanan testislere gore daha toksiktir ve tedaviden 5 yil sonra bile
spermatogenezin iyilesmesiyle sonuglanmayabilir; bu da tim kok hiicrelerin Glmiis
olabilecegini diistindiiriir (34).

Spermatogenez; uzun ve karmasik bir siirectir. Gelisen sperm hiicreleri, endojen ve
eksojen streslere kars1 duyarlidir. Sitotoksik ajanlara maruz kalindiginda somatik testikiiler
hiicreler veya farklilasmanin farkli evrelerdeki germ hiicreleri zarar gorebilir, bu da gecici
veya kalici fertilite sorunlarina yol agabilir (3).

Germ hiicrelerinin apoptozu, 1sinlanmus testisteki hasardan sorumlu mekanizma olarak
bildirilmistir. Iyonlastiric radyasyona maruz kalan testiste, dncelikli aktif olarak boliinen

spermatogonia ve preleptoten spermatositler etkilenerek germ hiicrelerini apoptoz i¢in
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indiikler. Diger taraftan testikiiler somatik hiicreler, germ hiicrelerinin radyasyona kars1
direngli oldugunu destekler. Ornegin, sertoli hiicrelerinin ve leydig hiicrelerinin radyasyon
ile indiiklenen apoptoza karsi direngli oldugu gosterilmistir (6).

Baz1  kimyasallarin  (radyoprotektanlar), radyasyona bagli normal doku
yaralanmalarma kars1 hiicreleri koruduklar1 gosterilmistir (7). Bu amagla 6zellikle
antioksidanlarin kullanimi, normal dokularin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (8).
Bu ajanlarin koruyucu ozellikleri, antioksidan aktivite tarafindan olusturulan serbest
radikalleri temizlenmesi esasina dayanir (7).

Testiste, radyasyondan etkilenecek diger dnemli komponent de kan testis bariyeridir.
Kan testis bariyeri, seminifer tiibiillerde sertoli hiicrelerinin birbirleriyle zonula okludens
baglantilari ile baglanarak germ hiicrelerini immiin reaksiyondan korumak amaci ile olusan
bariyerdir (9). Adluminal kompartmandaki spermatositler ve spermatidler genelde
1sinlamaya daha az duyarlidir ve hiicrelerin matiirasyonunda sorun olursa testiste kayiplar
meydana gelebilir (10). Diger yandan destekleyici sertoli hiicreleri ve leydig hiicreleri,
radyasyona karsi oldukga direnglidir (10). Testiste radyasyon hasari, sertoli hiicrelerini
birbirine baglayan zonula okludens ve occludin baglayici proteinlerini de etkileyerek yapinin

bozulmasina yol agmaktadir (11).

2.3. Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS)

Canlilar, yasamlarin1 siirdiirebilmek i¢in oksijene (0,) ihtiya¢ duyar. Total O,
tiiketiminin %90 kadarinndan elektron transport zinciri, %5-10 kadarindan da O, nin ihtiyag
duyuldugu diger reaksiyonlar sorumludur. Elektron transport zincirinde molekiiler O,
glukoz, yag asidleri ve amino asitlerin yapisindaki karbon iskeleti gibi yakitlardan ortaya
cikan NADH ve FADH,’den elektron alip suya indirgenir. Burada O,’nin kuvvetli
oksitleyici giicii ATP’nin yiiksek enerjili fosfat bagi haline donistiiriiliir (35). Molekiiler O,
paralel spin haldeki iki eslenmemis elektron igerir. Bu eslenmemis elektrona sahip atom,
atom gruplar1 ya da molekiiller serbest radikaller olarak isimlendirilir. Bunlar, bir ya da daha
cok eslenmemis elektron igerir. Kararsiz yapida ve kisa omiirlii olup molekiil agirliklar:
diistiktiir.

Serbest radikaller, besinlerin 0, kullanilarak enerjiye doniisiimiinde olusan reaktif
molekiillerdir. Bu molekiiller hiicrede endojen ve ekzojen olmak iizere 2 etkenden

kaynaklanirlar. Bu etkenler i¢cinde; hava kirliligine neden olan fitokimyasal maddeler, demir,
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bakir, kadmiyum gibi metal iyonlar, iyonize ve ultraviyole radyasyon, parasetamol,
asetominofen, bleomisin gibi ilag toksikasyonlar1 sayilabilir (36).

Oksidatif stresin diger bir nedeni de kursun ve kadmiyum vb. ¢evre kirleticiler ile uzun
stire etkilesmek olabilir. Oksidatif stres, viicutta bulunan antioksidan savunma sistemi ile
serbest radikal olusumu arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir (36). Oksidatif stres ile
birlikte olusan ve ROS olarak bilinen bu molekiiller lipid, protein ve DNA’ya zarar verir.

ROS ¢esitleri, oksijen metabolizmasi esnasinsa az miktarda ortaya ¢ikan siiperoksit
radikali (03), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH-)dir.

> Siiperoksit radikali (0;) : Pek ¢ok aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alip indirgenmesi yolu ile ortaya cikar. Indirgenen metallerinin otooksidasyonu
stiperoksit radikali olusturabilir. Siiperoksit radikali, hem oksitleyici hem de indirgeyici
Ozelliktedir. Bu radikal anyon hem hidrojen peroksit kaynagi hem de gecis metalleri
iyonlarmin indirgeyicisidir (35).

» Hidrojen peroksit (H,0,) : H,0,, 2 yolla olusur. 1. Siiperoksidin etrafindaki
molekiillerden bir elektron almasi, 2. 0, nin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi
ile olusan peroksitin iki proton (H*) ile birlesmesi. Siiperoksitin dismutasyonu biyolojik
sistemlerde H,0,'in asil liretimine sebep olur. Stiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda
iki stiperoksit molekiilii iki proton alip H, 0, ve O, agiga ¢ikarirlar. Radikal olmayan iirtinler,
reaksiyon sirasinda olustugundan dismutasyon reaksiyon olarak da tanimlanir. Bu durum
spontan olarak gergeklesir veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile katalizlenir.

H,0,, siiperoksit grubundan daha zayif etkiye sahiptir. Dokulardaki glutatyon
peroksidaz (GPy), katalaz, peroksidaz vs. enzimler ile su ve O, gibi daha zay1f etkiye sahip
tirlinlere dondstiirtliir (36).

» Hikroksil radikali (OH") : Suyun, yiiksek enerjiye sahip radyasyon ile etkilesmesi
sonucu olusur. Reaktif oksijen radikallerinin en gii¢liisiidiir. Ileri derecede reaktif bir oksidan
radikali olup, yarilanma dmrii ¢ok kisadir. A¢iga ¢iktigi yerde tiyol ve yag asitleri vb. birgok
molekiilden bir proton kopararip tiyil radikalleri (RS), karbon merkezli olan organik
radikaller (R), peroksit radikalleri (ROO) gibi radikallerin agiga ¢ikmasina sebep olarak bu
da biiyiik hasar birakmaktadir (35).
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2.3.1. Reaktif Oksijen Radikallerinin Etkileri

ROS olusumu, enflamasyon, yaslanma, ozon, kimyasal maddeler ve ilaclar vb.
uyaranlarin etkisi ile artar. Bu radikaller hiicrelerde karbonhidrat, lipid, protein, DNA ve
enzim gibi bilesenleri etkileyerek hiicre hasar1 olusturur.

e Serbest radikallerin lipidlere etkileri : Serbest radikallerin etkilerinde en duyarl
biyomolekiiller lipidlerdir. Stiperoksit gruplarmin agiga ¢ikardigi singlet oksijen, hiicre
membranlarinda gliserid, fosfolipidler, glikolipidler ve sterol yapisinda bulunan doymamis
yag asitleriy ile reaksiyona girer ve etan, pentan, aldehitler vb. lipid peroksidasyon son
tirlinlerini meydana getirir. Lipid peroksitler, indirgenmis glutatyona (GSH) bagli olan
selenyum igeren bir enzim olan GS-peroksidaz ile lipid alkollere donistiiriilerek inaktive
edilirler. Ancak hem siiperoksit gruplari ile ¢ok fazla lipid peroksidin sekillendirilmesi, hem
selenyum eksikligi, hem de dioksin gibi GSH’in tiikenmesine neden olan maddelerin varligi,
serbest lipid gruplarin olugsmasina neden olmaktadir (36). Ortamdaki demir ve bakir iyonlari
da peroksidasyonu hizlandirmaktadir.

Lipid peroksidasyonunun en 6nemli son tiriinii malondialdehid (MDA) dir. MDA, ii¢
veya daha fazla sayida bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur. Aerobik
ortamda ortaya c¢ikan bu radikaller, lipoproteinlerde ve hiicre zarinda bulunan lipidlerde
oksidasyon ile sonuglanir. Lipid hidroperoksitleri ile yikimi sonucu olusan diisitk molekiil
agirlikli MDA, lipid peroksidasyonunun indeksi olarak kabul edilir.

MDA, hiicre membranlarinda iyon aligverisini etkileyerek membran bilesiklerinde
capraz baglanmasina sebep olur ve iyon gegirgenligi ile enzim aktivitesinin degisimi gibi
hasarlar olusturabilir. Bu 6zelligi nedeniyle, DNA’daki bazlarla reaksiyona girerek mutajen
hiicre kiiltiirlerinde genotoksik ve karsinojeniktir (37).

Nonenzimatik lipid peroksiyasyonu zararli bir zincir reaksiyondur. Direkt ve indirekt
olmak tizere 2 yoldan etki eder; direkt olarak membran yapisini etkiler; indirekt yoldan ise
tirettigi reaktif aldehitler ile hiicre bilesenelerine zarar verir. Boylece dokuda hasar
olusturarak pek ¢ok hastaliga yol acar.

e Serbest radikallerin proteinlere etkileri : Proteinler, lipidlere goére serbest
radikallerden daha az etkilenirler. Etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina
baghidir. Histidin, triptofan, sistein, tirozin, gibi aminoasitlere sahip proteinler daha kolay
etkilenirler. Bunun sonucunda, yapisinda fazla sayida disiilfid bagi iceren IgG ve albiimin

vb. proteinlerin tersiyer yapilarinda bozulma meydana gelir ve normal olarak islev
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goremezler. Hem proteini olarak bilinen hemoglobin de serbest radikallerden ¢ok fazla zarar
gortir. Oksihemoglobinin hidrojen peroksit ve siiperoksit radikaliyle reaksiyona girmesi
methemoglobin olusumuna yol agar.

e Serbest radikallerin niikleik aistler ve DNA’ya etkileri : Iyonlastiric1 radyasyon
sonucu agiga ¢ikan serbest radikallerin DNA ile etkilesimleri sonucu hiicrede mutasyonlar
meydana gelebilir ve bu da oliime yol agabilmektedir. Hidroksil radikali bazlarla ve
deoksiribozla kolaylikla reaksiyona girer. Aktive olan nétrofillerden kaynakli hidrojen
peroksitin  membranlardan kolayca gegmesi sonucu nukleusta DNA hasari, hiicre
disfonksiyonu ve hiicre 6liimii meydana gelebilir.

eSerbest radikallerin  karbonhidratlara etkileri: Karbonhidratlara serbest
radikallerin etkisi sonucu gesitli iiriinler olusur. Olusan trtinler gesitli patolojik siireglerde
rol alirlar. Diyabet, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, romatoid artit, kanser gibi pek ¢ok
hastalikta serbest radikal iiretiminin arttig1, antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz
kaldig1 belirtilmistir. Fakat serbest radikal artisinin bu durumlarda sebep veya sonug oldugu

tam olarak bilinmemektedir.

2.4. Antioksidan Savunma Sistemi
Canli hiicrelerdeki karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi maddelerin
oksidasyonunu engelleyen ya da geciktirebilen maddelere antioksidan denir.
Antioksidanlar, hem direkt hem de indirekt yoldan ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin zararh etkilerine karsi hiicreleri korur (36).
Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusturdugu hasari 6nlemek igin antioksidanlar devreye
girer. Bu mekanizmaya ise antioksidan savunma sistemi denmektedir.
Antioksidanlar endojen ve eksojen olmak iizere 2 ayr1 kaynaktan gelirler (35).
Endojen antioksidanlar : Enzim ve enzim olmayan olmak tizere 2 sinifta incelenir. Enzim
olan endojen antioksidanlar; glutatyon peroksidaz (GSH-GPXx), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon S- transferazlar (GST), hidroperoksidazlar ve mitokondriyal
sitokrom oksidazlardir. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar ise; transferrin,
melatonin, miyoglobin, hemoglobin, sistein, albiimin ve bilirubindir.
Eksojen antioksidanlar : 3 sinifta incelenirler. Bunlar; vitaminler, gida ve ilaglardir.
Vitaminlerdeki antioksidanlar; askorbik asit (vitamin C), vitamin E, - karoten, folik
asit; gidalardan alinan antioksidanlar; Fe-superoksit dismutaz, sodyum benzoat, etoksikin,

[lag olarak alian antioksidanlar; trolox C, ebselen ve asetil sistein, barbitiiratlardir.
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Antioksidanlar intraseliller ve ekstraseliiler olarak goriilmektedir. Intraseliiler
antioksidanlar glutatyon peroksidaz (GSH-GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) dir. Ekstraseliiler antioksidanlar ise; vitamin E ve C, transferrin, haptoglobin,
albiimin, bilirubin, a-1 antitripsin, B-karoten sorumludur (38).

> Intraseliiler antioksidan savunma : Bir metalloenzim olan SOD, siiperoksidin
hidrojen perokside dismutasyonunu Katalizler. insan hiicrelerinde dzellikle sitozoldeki bakir
ve ¢inko iyonu igeren SOD ile manganez iyonuna sahip mitokondriyal SOD’un iki izoenzimi
vardir. Superoksit radikallerin dismutasyonu yolu ile veya direkt agiga ¢ikan hidrojen
peroksit ise GPx ve CAT enzimlerince suya dontistiiriiliir ve detoksifiye edilir. Vitamin E ve
C, hiicre membranindaki lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir.

> Ekstraseliiler antioksidan savunma : Intraseliiler ortamin aksine burada
ekstraseliiler sivilardaki enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi siirhidir. Bu sebeple
ekstraseliiler savunmadan mindr olarak enzimler, major olarak vitamin E ve vitamin C,
transferrin, albiimin, bilirubin, haptoglobin, a-1 antitripsin, B-karoten sorumludur.

Belirli diizeyde bulunabilen oksidan molekiil artigi, viicutta dogal antioksidanlar
tarafindan etkisizlestirilir. Boylelikle saglikli bir organizmadaki oksidasyon diizeyi ve
antioksidanlarin, bunlan etkisizlestirme giicti belirli bir denge igerisindedir. Oksidanlar,
siirlanan diizeyin lizerinde olusur ise ya da antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumda,
oksidan molekiiller organizmadaki yapi elemanlar1 olarak bilinen niikleik asitler,

karbonhidrat, lipid, protein ve yararli enzimleri bozarak zararh etkilere yol agarlar (38).

2.5. Apopitoz

Apopitoz, Yunancada apo (= ayri) ve ptozis (= ayr diisen) kelimelerinin bir araya
gelmesiyle olusan sonbaharda yaprak dokiimiinii ifade eden bir kelimedir (39). Apopitoz,
canlinin otonom mekanizmasi ile diizenlenen zararli, yaslanmis, bakteriler veya otoreaktif
viriislerle infekte veya istenmeyen kendi hiicrelerinin adenozin trifosfat (ATP) kullanimli ve
zaman indeksli iz birakmadan 6ldiiriilmesi siirecidir (40). Yani, bir hiicrenin genetik olarak
diizenlenen sistematik yok olus fenomeni olup programli hiicre 6liimii olarak da bilinir.

Apopitoz, genler tarafindan diizenlenen, hiicrenin kendi kendini yok ettigi, programli
olan ve orgnizmanin RNA, protein sentezi ve enerji ihtiyaci i¢in gerekli homeostazi koruyan
bir olaydir (41). Apopitoz sirasinda gerekli olmayan hiicreler organizmadan atilir. Hiicreler,

icsel olarak kodlanmis intihar programlarmin aktivasyonu ile kendi Oliimlerini
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baglatabilirler. Apopitoz, hiicre membran biitiinliigiiniin korundugu kontrollii otosindirim

(kendini par¢alama) ile karakterizedir (16).

2.5.1. Apoptozun Temel Islevieri

Komsu hiicreye zarar vermeksizin ve onlar1 farkli yonde etkilemeden ve herhangi bir
iz birakmadan hedef hiicrenin ortadan kaldirilmasidir. Ornegin;

v' Embriyonun gelisimi, diferansiyasyon ve gelisim sirasinda (doku atrofisi vs.)
organizmaya sekil verir.

v" Organizmanin toplam hiicre sayisini diizenler.

v Kontrolsiiz hale gelen ve kendine hasar veren immun hiicreler, tiimor hiicreleri,
viriisle kontamine olmus hiicreler gibi istenmeyen ve zararl hiicreler yok edilir ve bunlara
kars1 savunma sistemi olusturulur.

Insan embriyosunda, el ve ayak ekstremite gelisimi esnasinda parmak arasinda
bulunan hiicreler ve parmak sekillenmesi igin apopitoza gider. Bu hiicreler dliime gitmek
igin programlanmislardir. Bu programli hiicre 6liimiiniin, fizyolojik oldugu kabul edilir (40).

Apopitoz uyaricilarindan bazilari ise sunlardir;

v’ Iyonize radyasyon

v" Genetik kontrol (embriyonik evreden dogum sonrasi yasam boyu etkilidir)

v’ llag ve gevresel faktorler (steroid tedavisi, kemoterapi, kozmik 1sinlar vb.)

v’ Iskemi sonrasi reperfiizyon, mekanik travmalar, viremi, vb.

2.5.2. Apoptozun Morfolojisi

Apopitozda esas morfolojik olay, nukleusun yogunlasarak parcalara ayrilmasidir. Bir
hiicrede normalde pes pese olan 7 kirilma onarima giderken apopitozda yaklagik 300000
adet kirilma olusur ve sonucunda hiicre onarimi yapilamaz.

Apopitoz ile uyarilmis olan bir hiicre, bulundugu yerden uzaklasarak komsu hiicreler
ile baglantisin1 kopararak biiziisiir ve kromatini yogunlasarak piknotik bir goriiniime sahip
olur. Hiicre DNA’s1 nukleozomlarda kesilir ve jel elektroforezlerinde tipik bir merdiven bant
halinde gorilir (41). Apopitotik hiicrelerin  bulundugu dokular 151k mikroskobik
incelemelerde hiicrelerin gevresinde agik, parlak alanlar seklinde goriilmektedir.

Plazma membranindan tomurcuklanma olusur, sonrasinda hiicre, ¢evresinde

sitoplazma ile ¢evrelenmis kromatin pargalarindan meydana gelen apopitotik cisimciklere
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boliiniir. Apopitotik hiicreler makrofajlar tarafindan algilanarak fagosite edilir. Bu hiicreler
plazma membranindaki degisikler sayesinde taninir. Aminofosfolipid transferaz enzimi,
hiicre membran i¢ tabakasinda bulunan fosfatidil serini membranin dis tabakasina tagir.
Fagositik hiicrelerdeki vitronektin ve lektin 6zelligi tasiyan reseptorleri fosfotidilserin ile

baglanarak fagositoz uyarilir (39).

2.5.3. Apoptozun Mekanizmalari ve Diizenlenmesi

Apopitoz hem hiicrenin kendi aktivasyonu hem de hiicre disi ¢evrelerden gelen
uyarilar ile baslamaktadir (39). Apopitoz, onceden hazirlanmis olan hiicrede primer
baslatilabilir veya uyaran ile sekonder olarak gelisebilir.

Apopitozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi, p53, kaspazlar
(inflamatuar, baslatici, efektor,), sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler gorevlidir.
Apopitoz sirasinda hiicre igine devamli olarak kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlariin
gorevi, gen regililasyonunda, transglutaminaz aktivasyonunda, proteaz, endonukleaz, ve
hiicre iskeleti organizasyonunda rol oynamaktir (41).

Apoptotik siiregler gesitli dis ve i¢ stimulasyonlar tarafindan aktive edilebilir. Hiicreyi
dis ortamdan uyaranlar arasinda; koloni uyarici faktorler (CSF), néron biiyiime faktori
(NGF), timoér nekroz faktor (TNF), insiilin benzeri biiyiime faktori (IGF),
glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar bulunmaktadir. Hiicre i¢i aktivatorler ise; onkogenler,
p53 gibi tiimor supresorleri (baskilayicilari), sitokinler, onkojenler (cmyc gibi), bakteriyel-
viral enfeksiyonlardir. (16,39). Bunun yaninda apopitozu baskilayan ve indiikleyen genler
de vardir. Baskilayan genler; c-abl geni, Bcl-2 ailesinden brag-1, bfl-1, bcl-w, bcl-xI genleri
(anti-apoptotik), ras onkogeni, p35, A20, ¢dziinebilir fas’tir. Indiikleyen genler ise; Bcl-2
grubundan Bax, Bak, Bad, bid genleri (pro-apoptotik), c-myc, p53, p21, fas(CD95/APQO1),
interlokin doniistiiriicii enzim benzeri proteinler (ICE)’dir.

Apopitoz siirecinde temelde 3 anahtar etmen bulunur. Bu etmenler; Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1). Bu etkenlerin
biyokimyasal aktivasyonu, apopitozda goriilen mitokondri hasari, DNA fagmentasyonu,
kromatin yogunlagmasi nukleus mebrani kirtlmasi ve apopitotik cisimlerin sekillenmesi gibi

morfolojik degisiklerden sorumludur (39).
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Apopitoz 2 yolla diizenlenir. Bunlar, intrinsik (mitokondrial) yol ve ekstrinsik yoldur.

> Intrinsik (mitokondrial) yol : Hiicre icindeki sinyallerle apopitotik uyar1 alinmasi
ile beraber proapoptotik protein ailesinden Bid; bir antipoptotik protein olan Bcl-2’yi inaktive
ederken Bax ve Bak’i aktiflestirir. Aktive olan genler mitokondri membraninda por
olusumunu indiikleyerek zar potansiyelinde degisiklik yaratir. Boylece porlardan sitokrom-c,
Endo-G (Endonukleaz-G), Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
kalsiyum ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salgilanmasini uyarir. Sitokrom-c oksidatif
fosforilasyon igin gerekli elektronlari tasir. Smac, IAF (inhibitér apoptotik faktdr)in
inhibisyonunu saglayarak apopitozu hizlandirir. Kaspaz-3 ve kaspaz-8, IAF varligindan
dolay1 aktivasyonu engellenir.

Mitokondri porundan salgilanan sitokrom-C’ye, sitozolde Apaf-1 ve ATP katilimu ile
apoptozom denen bir kompleks olusur (42,43). Apoptozom, kaspaz-9’u keserek aktiflestirir
ve kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3’e dontistiiriir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (inaktif
kaspaz aktive edici DNaz)’1 inaktiflestirerek CAD (kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbest hale
getirir. CAD, nukleusta yogunlagsmaya yol acarken, DNA’y1 nukleozomal alt birimlere

bolerek fragmante olmasini saglar (41).

» Ekstrinsik yol : Hiicrenin yilizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR)
oliim sinyallerinin (FasL, TNF-o) baglanmast ile reseptor trimerik yapt halini alir. Trimerik
yap1 olan bu reseptdr; prokaspaz ve adaptér molekiilleri ile birlesip DISC (Death inducing
signaling complex) denen yapiy1 meydana getirir. Sonrasinda inaktif haldeki prokaspaz-8
uzun ve kisa kollarindan kesiler ve aktif kaspaz-8 olusur. Aktif kaspaz-8 de kaspaz-3’ii 2
yolla aktive eder. Ya direkt olarak aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli yoldan intrinsik
mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Boylece aktiflesen

kaspaz-3, CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna sebep olur (39, 41).
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2.6. Apocynin

Apocynin (4-hidroksi-3-metoksiasetofenon, asetovanillon), ilk medikal bitki olan
Picrorhiza kurroa ve Kuzey Amerika ve Asya'da Apocynum tiirlerin ¢esitliginden izole
edilmis fenolik bir bilesiktir (45). Apocynin, peroksidaz ile oksitlenen ve daha aktif
metabolitlere dontisebilen, NADPH oksidaz aktivitesinin artisini onleyen bir antioksidan,
antiapoptotik ve antienflamatuar bir ilagtir (46).

Apocynin, membran kompleksi ile sitosolik birimlerinin birlesmesini ve NADPH
oksidaz aktivasyonunu Onleyen bir NADPH oksidaz inhibitoriidir (12). Hiicrede
peroksidazlar ile oksitlenen ve daha aktif metabolitlere doniistiiriilen bir 6n ilactir. Cesitli in
vivo caligmalar Apocynin’in, nétrofil oksidatif patlama ve kemotaksisi dnledigini, notrofil
aracili hiicre hasarmi azaltmada yardimci olan bir antienflamatuar ajan oldugunu
gostermistir. Yapilan ¢calismalarda, yliksek NADPH oksidaz’in aktivitesi, onemli testikiiler
hasara yol agtigin1 gdstermistir ve bu antioksidan testis fonksiyonunu restore etmektedir
(47,48).

Apocynin’in endotoksin ile indiiklenen akciger hasarinda kemotaksisi onleyerek
notrofil aracili hiicre hasarini azaltmada yardimci antienflamatuar etkisi gosterilmistir (49).
Tiroid dokusunda PCB153 ile indiiklenen hasar sonrasi olusan NOX {izerindeki koruyucu
ve antiinflamatuar etkilidir (50). Kalpte, kardiyomiyosit kontraktil disfonksiyonunda,
tempol ve rapamisin ile verildiginde kontraktil disfonksiyonu ve anomali olusmasini
onlemektedir (51). Bobrekte renal iskemi/reperfiizyon hasarinda, cyclosporin A ile
indiiklenen nefrotoksisitede, midede etanol ile indiiklenen gastrik iilser hasarinda ve
cisplatin ile indiiklenen karaciger hasarinda antiinflamatuar, antiapoptototik ve antioksidan
savunma sistemini arttirma etkileri saptanmistir (52-55). Apocynin’in ventrikiiler diyastolik
fonksiyon ve miyokard kontraktil fonksiyonunda bir diizelme sagladigi ve katalaz enzim
aktivitesini iyilestirdigi gosterilmistir (56). Daha once diyabetik hipertensif sicanlarda
apocyninin, NADPH aktivitesini degistirmeden miyokard oksidatif stresini azalttig1 da farkl
bir caligmada gosterilmistir (57).

Sicanlarda apocyninin oksidatif stres (ROS) {iretimi, mikroglial aktivasyon, kan beyin
bariyeri bozulmasi ve travmatik beyin hasar1 sonrasi noéron 6liimiine karsi koruyucu etkisi
belirtilmistir (58). Ayrica beyinde apocynin uygulamasinin travmatik beyin hasari sonrasi

norodavranigsal bozukluklarini, beyin 6demi ve ndronal hasari hafiflettigi saptanmistir (59).
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Spinal kord hasarin1 takiben apocyninin sekonder oksidatif stresi diizenleyerek
apopitoz derecesini azalttig1 ve sinirsel fonksiyonel iyilesmeyi arttirmasi ile antiapopototik
ve antiinflamatuar 6zelligi gosterilmistir (60).

Bobrekte gentamisin  ile indiiklenen nefrotoksisiteye karsi  antioksidan,
antiinflamatuar, antiapoptotik 6zellikleri gosterilmistir (61). Apocynin’in karacigerde ROS
liretimini azaltma yolu ile hepatokarsinegezi baskilayarak antikarsinogenez ozelligi
belirtilmistir (62).

Apocynin’in radyasyon hasarini azaltici etkisi karaciger, ince barsak, deri, goz gibi
farkli organlar tizerinde gosterilmistir (63-67).

Tiim bu organlar disinda apocynin’in testiste de lipid peroksidasyonunu dnleyici ve
oksidatif hasar1 azaltici etkileri bilinmektedir. Testiste ¢alisilan pek ¢ok farkli modelde
antioksidan etkileri saptanmustir (12, 43, 52, 53). Farkli organ ve sistemler tizerinde denenen
ve antiinflamatuar, antiapoptototik ve antioksidan olumlu sonuglar1 gozlenen Apocynin’in,
radyasyon hasarinda testisteki histolojik etkileri bugiine kadar incelenmemistir. Bu nedenle
bu ¢aligmada testiste olusan radyasyon hasarina karsi Apocynin’in koruyucu etkilerinin

arastirilmasi amacglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi
Aragtirmamiz prospektif deneysel bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Aralik 2015°te arastirma konusunun belirlenmesi ve literatiir taramasi ile

baslamis olup, 26 Nisan 2016 tarihli Etik Kurul Toplantisindan onay alindi. Calismamizin

deneysel ayagi Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Anabilim

Dali’nda, deneklerde radyasyon hasar1 olusturulmasi Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi

Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda, histolojik ve immiinohistolojik ¢aligmalar Dokuz

Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali'nda ve

biyokimyasal calismalar ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi ARLAB’da

gerceklestirildi. Arastirma, Haziran 2018°de tez savunmasiyla tamamlanmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplari

Aragtirmada her birinde 7 denek olacak sekilde toplam 5 grup olusturuldu (Tablo 1).

Deney gruplari su sekilde diizenlendi:

Tablo 1: Deney hayvani gruplari

Deney ve Kontrol Gruplari Grup Basina
Denek Adedi

Grup-1 : (Kontrol grubu, n=7) Higbir sey uygulanmayan testis doku 7

ornekleri alindi. Bazal degerler i¢in kullanildi.

Grup-2 : (Coziicii verilen grup, n=7) Deneklere 5 giin boyunca giinde 7

tek doz ip. yolla 2 cc. salin verildi.

Grup-3 : (Apocynin grubu, n=7) Deneklere 5 giin boyunca giinde 7

tek doz ip. yolla 20 mg/kg apocynin, 2 cc. salin soliisyonunda

¢Ozdiiriilerek verildi.

Grup-4 : (Radyasyon grubu, n=7) Deneklere tek doz 10 Gy skrotal 7

radyasyon uygulandi.

Grup-5 : (Apocynin+Radyasyon grubu, n=7) Radyasyon oncesi 5 giin 7

boyunca giinde tek doz ip. yolla 20 mg/kg apocynin 2 cc. salin

sollisyonunda ¢ozdiirtilerek verildi ve son dozdan 24 saat sonra tek doz

10 Gy skrotal radyasyon uygulandi.

Kullanilan toplam denek sayisi 35
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Radyoprotektan uygulamasi:

Deneklere radyasyon uygulamasi dncesi 5 giin boyunca giinde tek doz ip. yolla 20

mg/kg apocynin, 2 cc. salin soliisyonunda ¢ozdiriilerek verildi (70).

Radvasvon Uygulanmasi:

Apocynin uygulamasinin bitiminden 24 saat sonra tek doz 10 Gy skrotal radyasyon
uygulandi (4, 66). Deney i¢in kullanilacak olan biitiin hayvanlara radyasyon uygulanmadan
once intraperitoneal (ip) yoldan 50 mg/kg ketamin+12 mg/kg ksilazin anestezisi uygulandi
(11). Sicanlar, dort ekstremitelerinden kopiik bir diizenek lizerine tespit edildikten sonra
DEUTF Radyasyon Onkolojisi AD’da Siemens Primus Lineer Akselerator cihazinda 6 MV-
X st ile, 300 MU/dk doz hiziyla, tek fraksiyonda 10 Gy dozda, 4x4 cm genisliginde pelvik
alanlar kullanilarak 1sinlandi. Isinlama, SSD (source skin distance) yontemi kullanilarak
yapildi. Sican testislerinin 6MV-X 1s1mnimin cilt koruyucu etkisinden kaynakl diisiik doz
almasin1 Onlemek amaciyla, pelvik bolgeye 1 cm kalimliginda doku esdegeri bolus

malzemesi konularak isinlama gergeklestirildi (33) (Sekil 44).

Sekil 44 : Deneklere skrotal radyasyon uygulanmasi

Deneklerin yasami sonlandirma zamani ve yontemi:

Radyasyon grubundakiler radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra, diger gruptaki

denekler ise es zamanli olarak deneyin 7. giiniin sonunda yiiksek doz anestezi altinda (160
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mg/kg ketamin+20mg/kg ksilazin ip olarak verildi) sakrifiye edildi ve deneklerin testis
dokulari ¢ikarild1 (6).

3.4. Cahsma Materyali

Bu ¢aligmada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart AD’dan
alman Wistar-Albino susu toplam 35 erkek sigan (250-300 gr) kullanildi. Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda, Wistar susunun bulunmasi
ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir se¢ildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya
kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 12/12 saat karanlik-aydinlik periyodunda, 20-
22°C oda sicakliginda, %50-60 nisbi nem ortaminda barindirildi. Hayvanlar, dinlendirilmis

musluk suyu ve standart pellet ile adlibitum beslendi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Birinci gruba higbir sey uygulanmamis olup, elde edilen testis dokularinin agirliklar
ve histolojik olarak incelenmesinden elde edilen sonuglar bazal degerler i¢in kullanildi.
Radyasyon ile hasar olusturulacak olan si¢an gruplarina uygulanan antioksidan (apocynin)
bagimsiz degisken olup, bu gruplardan alinacak testis dokularinin agirliklari ve histolojik ve

biyokimyasal sonuglar da bagimli degiskenler olarak degerlendirildi.

3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada denek agirliklarimi 6lgmek icin terazi, deneklerde radyasyon hasari
olusturmak i¢in Siemens Primus Lineer Akseleratdr cihazi, deneklerden elde edilen
dokularin takibinde etiiv, kesitlerin alinmasinda mikrotom, boyamalarda gerekli distile su
icin distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in humidity chamber ve otomatik
mikro pipetler, elektron mikroskopik incelemeler icin elektron mikroskobu, biyokimyasal
incelemeler i¢in sogutmali santrifiij cihazi, vorteks cihazi, inkiibatdr, homojenizator ve

buzluk kullanildi.
3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen sol testise ait doku 6rneklerine rutin doku takip prosediirii
uygulanmis, ince Kesitleri alinmis, gesitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya
islemlerine tabii tutuldu. Histokimyasal degisiklikler icin Hematoksilen&Eozin, Masson

Trichrome, Periyodik Asit Schiff boyamalari, immiinohistokimyasal degisiklikler i¢in
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TUNEL, Aktive kaspaz-3, ZO-1, Occludin immun boyamalari yapilmistir. Sag testise ait
doku 6rneklerinin yaris1 biyokimyasal, diger yarisi elektron mikroskobik incelemeler igin
kullanildi.
3.6.3. Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi
Deney baslangicinda ve deney sonunda olacak sekilde 2 kez deneklerin agirliklar

olgiildii. Elde edilen veriler SPSS 22.0 bilgisayar programina yiiklenerek, Wilcoxon Isaretli
Siralar testi ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Tiim
sonugclar i¢in p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.4. Testis Agwrliklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda alinan testislerin agirlar1 olgtildii. Elde edilen veriler SPSS 22.0
bilgisayar programina yiiklenerek, Kruskal Wallis ve Mann-Withney U testi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Tiim sonuglar i¢in p<0,05
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.5. Histolojik Degerlendirmeler

Doku 6rnekleri, %10 formalin soliisyonda 48-72 saat bekletilerek fikse edildi. Fikse
edilen dokular, fiksatifin uzaklastirilmasi igin 1 gece akarsuda bekletildikten sonra, rutin
histolojik doku takip asamalarindan gegirilerek parafine gomiildi. Elde edilen parafin
dokulardan, rotary mikrotom (RM 2255, Leica) yardimi ile 5p kalinliginda kesitler
alindiktan sonra, 6nce dokunun diizgiin halde alinmasi i¢in su banyosuna (3000459, Selecta
Termofin, Barselona) konuldu, ardindan histolojik boyamalar i¢in normal lamlara,
immunohistokimyasal boyamalar i¢in ise lizinli lamlara alindi (Tablo 2).

Tablo 2: Doku takip protokolii

Fiksasyon %10’luk formaldehit 48-72 saat

Yikama (fiksatiften Akarsu 1 gece

uzaklastirma)

Dehidratasyon %70-80-96’11k alkol 20’ser dakika

Post fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika

Seffaflandirma Ksilen 1-2 30’ar dakika

Parafinizasyon Yumusak paraffin (parafinl-2) 1’er saat
Bloklama (gémme) Sert parafin
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3.6.5.1. Istk Mikroskobik incelemeler

3.6.5.1.1. Hematoksilen&Eozin Boyama Yéntemi

Alman kesitler deparafinizasyon i¢in once 1 gece 60°C’de etiivde bekletildi.
Sonrasinda sirasi ile ksilol-1°de 20 dk etiivde, ksilol-2 ve ksilol-3’te 20 dk oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra azalan alkol serilerinden (%100,96,80,70) gegirilerek rehidratasyon
islemi gergeklestirildi. Distile suda g¢alkalanip hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica,
Milano, Italya) boya soliisyonu iginde 10 dk bekletildi. Ardindan akarsu altinda 10 dk
bekletildikten sonra eosin (05-10003L, Bio-Optica, Milano, italya) boya soliisyonu iginde
15 sn bekletilip dehidratasyon islemi igin artan alkol serilerde (%70,80,96,100) ¢alkalama
yapilarak, 3 degisim ksilol serisinde seffaflagtirmadan sonra kesitler entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 3).

Histolojik olarak germ hiicrelerindeki dejenerasyonu, germ hiicre tabakalarinin
diizensizligi ve kaybi ile seminifer tiibiillerde dejenerasyon, hemorajik ve Odematéz

degisiklikler, degerlendirildi.

Tablo 3: Hematoksilen&eozin boyama protokolii

Deparafinizasyon 60°C’lik etliv 2 saat
Deparafinizasyon Ksilol 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika
Rehidratasyon %100,100,96,80,70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 15 saniye
Dehidratasyon %70,80,96,100,100°’lik Calkalama
alkol
Seffaflastirma Ksilol 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan
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3.6.5.1.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Yéntemi

Parafin kesitler alinarak deparafinizasyon islemi i¢in 6nce 1 gece 60°C’de etiivde
bekletildi. Ardindan ksilol 1-2-3’ten gegirilerek, %100°’den %70’e kadar azalan alkol
serilerinden gegirilip rehidrate edildikten sonra, distile suda calkalanip 10 dakika periyodik
asit soliisyonu (1.01646./1, Merck, Darmstadt, Almanya) igerisinde bekletildi. Akarsuya
alinan kesitler burada da 10 dakika maruz birakildiktan sonra, kurumasi i¢in 20 dakika etiive
kaldirildi. Kuruyan kesitler karanlik ortamda Schiff boya soliisyonu (1.09033, Merck,
Darmstadt, Almanya) i¢erisinde 20 dakika bekletildi. Boylece schiff reagentin i¢erdigi siilfiir
fuksin, bazik fuksine benzer ¢6ziinmeyen isaretli bilesiklerdeki iki komsu aldehit grubunun
degismesini sagladi. Boyamadan sonra 20 dakika akarsuda yikanan kesitler, nukleuslarin
boyanmasi i¢in 2 dakika hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica, Milano, Italya) boya
soliisyonu igersinde bekletildi ve sonra %96’lik alkolle ¢alkalanip ksilol ile seffaflandirma
yapildi ve entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatild1 (Tablo 4).

Bir karbonhidrat olan proteoglikan iceren bazal membran yapisinin kalinligindaki

degisiklikleri incelemek icin PAS boyamas1 uygulandi.

Tablo 4: Periyodik asit schiff (PAS) boyama protokolii

ISLEM MADDE SURE

- Deparafinizasyon ~ 60°C’lik etiivde 2 saat
Deparafinizasyon Ksilol 1 (60°C’de etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika
Rehidratasyon %100,100,96,80,70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Periyodik asit 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Kurutma 60°C’lik etiiv 20 dakika
Boyama Schiff 20 dakika
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Yikama Akarsu 20 dakika

Boyama Hematoksilen 2 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon %70,80,96,100,100’lik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilol 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.5.1.3. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Testis dokusunda bag dokusu artisin1 degerlendirmek amaci ile Masson Trikrom
boyamas1 yapildi. Alinan parafin kesitler alinarak deparafinizasyon islemi yapildi,
ardindan azalan alkol serilerinden gegirilip dehidrate edildi, distile suda g¢alkalandi.
Masson trikrom boyama seti (5022, GBL, Istanbul, Tiirkiye) icerisindeki weigert’s iron
hematoksilen A soliisyonu ile weigert’s iron hematoksilen B soliisyonu dokular iizerine
damlatilarak nukleuslarin boyanabilmesi i¢in 10 dakika bekletildi. Pikrik asit alkolik
sollisyonu ile eritrositlerin boyanmasi saglandi. Distile su ile hemen yikandiktan sonra
kesitlere uygulanan ponceau asit fuksin azofloksin soliisyonu ile hiicre sitoplazmalarinin
boyanmas1 saglandi, sonra siras1 ile fosfomolibdik soliisyonunu ve masson anilin blue
soliisyonunu bag dokusunun boyanmasi saglanarak, distile su ile ¢alkalanan kesitler artan
alkol serilerinden gegcirilip ksilen ile seffaflastirildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 5).

Tablo 5: Masson trikrom boyama protokolii

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon ~ 60°C’lik etiivde 2 saat
Deparafinizasyon Ksiloll (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika

Rehidratasyon %100,100,96,80,70’lik alkol Calkalama

Yikama Distile su Calkalama
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Boyama A+B soliisyonu 10 dakika

Boyama C soliisyonu 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama D soliisyonu 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama E soliisyonu 10 dakika
Boyama F soliisyonu 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama

Dehidratasyon Absolii alkol (%100°’liik) Calkalama

Seffaflastirma Ksilol 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.6. Morfometrik Degerlendirmeler

Hematoksilen&Eozin ve PAS boyasi ile boyanan kesitler 151tk mikroskobunda
incelendi. Elde edilen goriintiiler digital goriintii analiz teknigi ile degerlendirildi. Caligma
stirasinda testis dokusu degerlendirilirken steorolojik yontemle (IHSS), seminifer tiibiillerin
caplar1 ve tiibiil epitel kalinhigr Olciilerek elde edilen veriler, istatistiksel yontemlerle
ortalama degerleri bulunarak gruplar arasindaki tiibiil yapi1 farkliliklar1 karsilagtirild.

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitler Johnsen’s skorlamasi ile degerlendirildi (71).

3.6.6.1. Johnsen’s Testikiiler Biyopsi Skorlamast

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislere, seminifer tiibiillerin
morfolojisini incelemek amaciyla Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi uygulandi (Tablo
6). Calismamizda her denekten rastgele 10 seminifer tiibiil sayilacak sekilde skorlama
yapildi (72). Skorlama sonucunda elde edilen veriler SPSS 22.0 programina yiiklenerek
gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak gosterildi. Sonucglar, Kruskal Wallis ve Mann-Withney U testi kullanilarak
degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Tablo 6 : Johnsen’s testikiiler biyopsi skorlamasi (71)

Skor Histolojik Bulgular

10 Tam spermatogenez ve miikkemmel tiibiiller

Bir¢ok spermatozoa mevcut, ancak germinal epitel disorganize

Sadece birkag¢ spermatozoa mevcut

Spermatozoa yok; fakat birgok spermatid mevcut

Sadece birkag spermatid mevcut

Spermatozoa veya spermatid yok; ancak bir¢ok spermatosit mevcut

Sadece birka¢ spermatosit mevcut

Sadece spermatogonia mevcut

Germ hiicreleri yok, sadece sertoli hiicreleri mevcut

| N W B~ O O N| o ©

Higbir germ hiicresi ve sertoli hiicresi yok

3.6.6.2. Seminifer Tiibiil Cap Olgiimii

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislerde, seminifer tiibiillerin ¢ap
Olciimii degerlendirildi. Calisma siirecinde elde edilen parametrik verilerin morfometrik
Ol¢timleri Image J32 programu ile yapildi. Caligmamizda her denekten rastgele segilen 10
seminifer tiibiil ¢cap1 6lgiildii (73). Bu degerlendirme sonucunda elde edilen veriler, SPSS
22.0 programina yliklenerek gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar degerlendirildi.
Veriler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Sonuglar, Kruskal Wallis ve Mann-
Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.6.3. Seminifer Tiibiil Epitel Yiikseklik Ol¢iimii

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislerde, seminifer tiibiil epitel
kalinliklar1 degerlendirildi. Caligma siirecinde elde edilen parametrik verilerin morfometrik
Olgtimleri Image J32 programi ile yapildi. Calismamizda her denekten rastgele secilen 10
seminifer tiibiil epitel kalinligi 6l¢iildii (74). Bu degerlendirme sonucunda elde edilen veriler,
SPSS 22.0 programina yiiklenerek gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar

degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Sonuglar, Kruskal Wallis
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ve Mann-Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.6.4. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinlk Olciimii

Periyodik Asid Schiff boyamasi ile boyanan testis dokusundaki seminifer tiibiil bazal
membran kalinliklar1 degerlendirildi. Calisma siirecinde elde edilen parametrik verilerin
morfometrik dlgtimleri Image J32 programu ile yapildi. Calismamizda her denekten rastgele
secilen 10 seminifer tiibiiliin bazal membranlari dlgiildi (33). Bu degerlendirme sonucunda
elde edilen veriler, SPSS 22.0 programina yiiklenerek gruplar arasindaki istatistiksel
anlamliliklar degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Sonuglar,
Kruskal Wallis ve Mann-Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar igin,

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.7. Immunohistokimyasal Degerlendirmeler

Apoptozisin belirlenmesi ve degerlendirilmesi:

Hiicrelerdeki DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi ve apoptotik hiicrelerin
belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal yontemler kullanildi. Apoptotik sinyaller DNA
tizerinde kiriklar meydana getirmektedir. Sonucunda olusan kiriklarin 3°’OH uglarina
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilifiyla biotin ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis  deoksiniikleotidler eklenerek niikleotidler —streptavidin-horseradish
peroksidaz ile tespit edilir. Sonrasinda diaminobenzidin (DAB), isaretlenen ornekle
treaksiyona girerek DNA kirig1 olan bolgede ¢oziinemeyen bir substrat meydana getirir.
Sonunda zemin boyama i¢in hematoksilen kullanilarak boyama islemi sonlandirilir.

Apopitoz, her bloktan elde edilen doku kesitlerinin terminaldeoksiniikleotidil
transferaz aracili dUTP nick end-labeling (TUNEL) ve aktive kaspaz-3
immunohistokimyasal boyamasi ile degerlendirildi. Kromatinde yogunlasma, niikleer
fragmantasyon, sitoplazmada biiziisme ve apopitotik cisimciklerin olusumu hiicrelerin,

apoptotik hiicrelerin 6zellikleri olarak belirlenerek kesitler incelendi.

3.6.7.1. TUNEL Reaksiyonu
Apoptoza giden hiicre ¢ekirdeklerini DNA fragmantasyonu hesaplamasi
terminaldeoksiniikleotidil ~transferaz aracili dUTP nick end-labeling (TUNEL)

reaksiyonuyla  (Terminal Deoxynucleotidyl  Transferase-Mediated  Deoxyuridine
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Triphosphate DNA Nick-End Labelling parafin kesitlerde TUNEL kiti (06432344001,
Roche, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Alinan kesitle dncelikle 60°C olan etiivde
1 gece bekletildikten sonra deparafinizasyon amaci ile 3 seri degisim ksilole tabi tutuldu.
Deparafinizasyon sonrasi kesitlere hidratasyon amaci ile sirastyla %96, %80, %70’lik azalan
alkol serilerinden gegirildi ve distile suda ¢alkalandi. Distile suda bekleyen kesitlerin doku
cevreleri Pappen (Z2672548-1EA Sigma Tokyo, Japonya) ile sinirlandirildi. Kesitler fosfat
tamponlu soliisyon (PBS) ile yikandi. 37°C’lik etiivde 10 dakika Proteinaz K (14321500,
Roche, Mannheim, Almanya) ile muamele edildi. Ardindan PBS ile 3 kez yikandi ve 1 saat
boyunca 37°C’lik etiivde TdT enzim ve label soliisyonu ile inkiibe edildi. Converter POD
uygulandiktan 30 dakika sonra kesitler, reaksiyonun goriiniirliigiinii saglamak amaciyla
DAB (Roche, Almanya) kromojeni ile muamele edildi ve distile su ile iyice ¢alkalandi.
Hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica, Milano, italya) ile ardalan boyamas: yapild1 ve
akarsuda yikandi. Yikamanin ardindan artan alkol serilerinden gegirildi ve 3 degisim ksilol
ile seffaflagtirildiktan sonra kesitler entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildi (Tablo 7).

Apopitotik indeksi hesaplamak i¢in her bir kesitten 10 seminifer tiibiil sayildi ve
apopitotik morfoloji gosteren hiicreler % olarak hesaplandi (75). Bu degerlendirme
sonucunda elde edilen veriler, SPSS 22.0 programina yiiklenerek gruplar arasindaki
istatistiksel anlamliliklar degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
Sonuglar, Kruskal Wallis ve Mann-Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim

sonuglar i¢in, p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 7 : TUNEL boyama protokolii

ISLEM MADDE SURE
 Deparafinizasyon ~ 60°C’lik etivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksiloll (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika
Rehidratasyon %100,100,96,80,70’lik alkol Calkalama
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Yikama
Dokularin etrafini ¢cizme

Yikama

Yikama

Boyama

Yikama

Boyama
Yikama
Zat boyama
Yikama

Dehidratasyon

Seffaflastirma

Kapama

Distile su
Pappen
PBS
Proteinaz K (37°C etiivde)
PBS

Tdt enzim+label soliisyonu

(37°C etiivde)
PBS
POD (37°C etiivde)
DAB
Distile su
Hematoksilen
Akarsu

%70,80,96,100,100’Lik
alkol

Ksilol 1-2-3

Entellan

3.6.7.2. Aktive Kaspaz-3 Immunreaktivitesi

Immunohistokimyasal inceleme igin alinan kesitler 60°Clik etiivde 1 gece bekletildi.
Deparafinizasyon igin 3 degisim ksilol serilerinden gegirilen kesitler 10 dk. 10 Mm sitrat
buffer (20134, Bio-Optica, Milano, Italya) ile mikrodalgada 600 watta 10 dakika 1sitild1.
Pappen (Z672548-1EA Sigma Tokyo, Japonya)
kesitlere, dokulardaki endojen peroksidazlari inhibe etmek i¢in 10 dk. %3’lik H,0,
uygulandi. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler 20 dakika oda sicakliginda bloklama
soliisyonu (859043, invitrogen, Carlsbad, CA USA) ile enkiibe edilerek, ardindan yikama
yapilmadan Anti-Kaspaz 3 aktive form 1:100 antikoru (AB3623, Anti-Caspase 3 Antibody,
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3x5 dakika
10 dakika
3x5 dakika

1 saat

3x5 dakika
30 dakika
1 dakika

Calkalama
1 dakika
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Calkalama

20’ser dakika

ile cevreleri smirlandirildi. Ardindan



Merck-Millipore, Darmstadt, Almanya) ile +4°C de enkiibe edildi. Sonrasinda, 6nce 20
dakika biyotinlenmis sekonder antikor, daha sonra da 20 dakika enzimle isaretli (peroksidaz)
avidin-biyotin histostatin (859043, Invitrogen, Carlsbad, CA USA) uygulandi. Olusan
tepkimenin goriiniir hale gelmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) (Roche, Almanya) kullanildi.

Zemin boyamas: hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica, Milano, italya) ile yapild: ve
dehidratasyon islemi i¢in dereceli alkollerden kesitler gerceklestirildi, seffaflagtirma
yapildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 8).

Immiinohistokimyasal skorlamalar igin onluk biiyiitmede olacak sekilde birbiriyle
ortismeyen alanlar randomize olarak segildi. Pozitif boyanma, boyamanin derecesi,
yogunlugu ve dagilimi agisindan 0’dan 3’e kadar olan semikantitatif skorlama yapilarak
degerlendirildi. Immunreaktivite yok ise 0, hafif ise 1, orta ise 2 ve belirgin olmasi
durumunda 3 puan verildi (76). Bu degerlendirme sonucunda elde edilen veriler, SPSS 22.0
programina yiiklenerek gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar degerlendirildi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Sonuglar, Kruskal Wallis ve Mann-Withney U
testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak

anlaml1 kabul edildi.

Tablo 8 : Aktive Kaspaz-3 immun boyama protokolii

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C’lik etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksiloll (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika

Rehidratasyon %100,100,96,80,70’lik alkol Calkalama

Yikama Distile su Calkalama

Sitrat soliisyonu(mikrodalga) 10 dakika
Sogutma 20 dakika
Dokularin etrafim ¢izme Pappen 3x5 dakika
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Yikama

Yikama
Bloklama

Primer antikor

Yikama
Sekonder antikor
Yikama
Sekonder antikor
Yikama
Boyama
Yikama
Zemin boyasi
Yikama
Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapama

Immunohistokimyasal inceleme igin alinan kesitler 60°Clik etiivde 1 gece bekletildi.

PBS
%3'liik H,0,
PBS
Blocking soliisyonu

Primer antikor (Aktive Kaspaz-
3)

PBS
Biotinlenmis sekonder antikor
PBS
Streptavidin sekonder antikor
PBS
DAB
Distile su
Hematoksilen
Akarsu
%70,80,96,100,100°’liik alkol
Ksilol 1-2-3

Entellan

3.6.7.3. ZO-1 Immunreaktivitesi
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3x5 dakika
10 dakika
3x5 dakika
30 dakika

+4°C’de 1 gece

3x5 dakika
20 dakika
3x5 dakika
20 dakika
3x5 dakika
1 dakika
Calkalama
1 dakika
1 dakika
Calkalama

20’ser dakika

Deparafinizasyon igin 3 degisim ksilol serilerinden gegirilen kesitler 10 dk. 10 Mm sitrat
buffer (20134, Bio-Optica, Milano, italya) ile mikrodalgada 600 watta 10 dakika 1sitilda.
Pappen (Z672548-1EA Sigma Tokyo, Japonya) ile gevreleri sinirlandirildi. Ardindan
kesitlere, dokudaki endojen peroksidazlari inhibe etmek i¢in 10 dk. %3’liik H, 0, uygulandi.
3 kez 5’er dakika PBS ile kesitler yikandi, 30 dakika oda sicakliginda bloklama soliisyonu
(859043, Invitrogen, Carlsbad, CA USA) ile enkiibe edilerek, ardindan yikama yapilmadan



Z0-11:100 antikoru (bs-1329R, Boston, USA) ile +4°C de enkiibe edildi. Sonrasinda, dnce
20 dakika biyotinlenmis sekonder antikor, daha sonra da 20 dakika enzimle isaretli
(peroksidaz) avidin-biyotin histostatin (859043, invitrogen, Carlsbad, CA USA) uygulandi.
Reaksiyonun goriiniir hale gelmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) (Roche, Almanya)
kullanildi.

Zemin boyamas1 hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica, Milano, italya) ile yapild: ve
dereceli alkollerde dehidratasyon islemi i¢in dereceli alkollerden gegirilen Kkesitler
seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildi (Tablo 9).

Immiinohistokimyasal skorlamalar icin onluk biiyiitmede olacak sekilde birbiriyle
ortigmeyen alanlar randomize secildi. Pozitif boyanmalar, boyanmanin dereceleri,
yogunluklar1 ve dagilimlari agisindan 0’dan 3’e kadar olan bir gosterge cizelgesi kullanilarak
semikantitatif skorlama ile degerlendirildi. Immunreaktivite yok ise 0, hafif ise 1, orta ise 2
ve belirgin olmasi durumunda 3 puan verildi (11). Bu degerlendirme sonucunda elde edilen
veriler, SPSS 22.0 programina yiiklenerek gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Sonuglar, Kruskal Wallis
ve Mann-Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar igin, p<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 9 : ZO-1 immun boyama protokolii

ISLEM MADDE SURE

 Deparafinizasyon ~ 60°C’lik etivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksiloll (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika
Rehidratasyon %100,100,96,80,70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Sitrat 10 dakika

sollisyonu(mikrodalga)
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Sogutma 20 dakika
Dokularin etrafim ¢cizme Pappen 3x5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

%3'lik H, 0, 10 dakika

Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blocking soliisyonu 30 dakika

Primer antikor

Primer antikor (ZO-1)

+4°C’de 1 gece

Yikama PBS 3x5 dakika
Sekonder antikor Biotinlenmis sekonder 20 dakika
antikor
Yikama PBS 3x5 dakika
Sekonder antikor Streptavidin sekonder 20 dakika
antikor
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 1 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Zemin boyasi Hematoksilen 1 dakika
Yikama Akarsu 1 dakika
Dehidratasyon %70,80,96,100,100°’lik Calkalama
alkol
Seffaflastirma Ksilol 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.7.4. Occludin Immunreaktivitesi

Immunohistokimyasal inceleme i¢in alinan kesitler 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi.

Deparafinizasyon igin 3 degisim ksilol serilerinden gegirilen kesitler 10 dk. 10 Mm sitrat
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buffer (20134, Bio-Optica, Milano, italya) ile mikrodalgada 600 watta 10 dakika 1sitilds.
Pappen (Z672548-1EA Sigma Tokyo, Japonya) ile gevreleri sinirlandirildi. Ardindan
kesitler, dokudaki endojen peroksidazlari inhibe etmek i¢in 10 dk. %3’liik H,0, uygulandi.
3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi, 30 dakika oda isisinda bloklama soliisyonu (859043,
Invitrogen, Carlsbad, CA USA) ile enkiibe edilerek, ardindan yikama yapilmadan Occludin
1:100 antikoru (bs-1495R, Boston, USA) ile +4°C de enkiibe edildi. Sonrasinda, énce 20
dakika biyotinlenmis sekonder, daha sonra da 20 dakika enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-
biyotin histostatin (859043, Invitrogen, Carlsbad, CA USA) uygulandi. Reaksiyonun
goriiniir hale gelmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) (Roche, Almanya) kullanild:.

Zemin boyamas1 hematoksilen (05-06002L, Bio-Optica, Milano, Italya) ile yapild1 ve
dereceli alkollerde dehidratasyon i¢in dereceli alkollerden gegirilen kesitler seffaflagtirma
yapildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 10).

Immiinohistokimyasal skorlamalar igin onluk biiyiitmede olacak sekilde birbiriyle
ortiismeyen alanlar randomize olarak secildi. Pozitif boyanmalarin dereceleri, yogunluklari
ve dagilimlart yoniinden 0’dan 3’e kadar olan semikantitatif skorlama yontemi ile
degerlendirildi. Immunreaktivite yok ise 0, hafif ise 1, orta ise 2 ve belirgin olmasi
durumunda 3 puan verildi (11). Bu degerlendirme sonucunda elde edilen veriler, SPSS 22.0
programina yiiklenerek gruplar arasindaki istatistiksel anlamliliklar degerlendirildi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak gosterildi. Sonuglar, Kruskal Wallis ve Mann-Withney U
testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi Sayim sonucu elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alinarak, istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Tablo 10 : Occludin immun boyama protokolii

Deparafinizasyon 60°C’lik etiivde 1 gece

Deparafinizasyon Ksilol1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda sicakliginda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 (oda sicakliginda) 20 dakika
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Rehidratasyon

Yikama

Sogutma
Dokularin etrafini ¢izme

Yikama

Yikama
Bloklama
Primer antikor
Yikama

Sekonder antikor

Yikama
Sekonder antikor
Yikama
Boyama
Yikama
Zemin boyasi
Yikama
Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapama

%100,100,96,80,70’lik alkol
Distile su

Sitrat soliisyonu(mikrodalga)

Pappen
PBS
%3'liikk H,0,
PBS
Blocking soliisyonu
Primer antikor (Occludin)
PBS

Biotinlenmis sekonder

antikor
PBS
Streptavidin sekonder antikor
PBS
DAB
Distile su
Hematoksilen
Akarsu
%70,80,96,100,100°liik alkol
Ksilol 1-2-3

Entellan
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Calkalama
Calkalama
10 dakika
20 dakika
3x5 dakika
3x5 dakika
10 dakika
3x5 dakika
30 dakika
+4°C’de 1 gece
3x5 dakika

20 dakika

3x5 dakika
20 dakika
3x5 dakika
1 dakika
Calkalama
1 dakika
1 dakika
Calkalama

20’ser dakika



3.6.8. Elektron Mikroskobik Incelemeler

Testisten alinan dokulardan 1 mm?® parcalar alinarak, Karnovsky fiksatifine (%2.5
buffered gluteraldehyde+ %2 paraformaldehyde, sodiumphosphate buffer) konan dokular
+4° C de 48 saat fikse edildikten sonra sodium fosfat buffer ve osmium tetraoksit ile
postfiksasyon sonrasi rutin elektron mikroskobik doku takibi uygulandi. Taze hazirlanmig
araldit soliisyonuna dokular gomiiliip 65 °C’de 48 saat polimerizasyon i¢in birakildiktan
sonra 1,5 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alind1 ve Toluidine Blue (%]1°lik) boyas: ile
boyandi. Uygun alanlar bulunup Kkesitler 90-120 nm kalinliginda alinarak 100 mesh’lik olan
Cu gridlere yerlestirildi. Ince Kesitlerin tiimii transmisyon elektron mikroskobunda
(Shuttle&Find—Zeiss Sigma 500 STEM) degerlendirildi (Tablo 11).

Tablo 11 : Elektron mikroskobu doku takip protokolii

ISLEM
Fiksasyon

Yikama

Postfiksasyon

Yikama
Dehidratasyon

Kontrastlama

Epona ahstirma

MADDE
Karnovsky

Sodiumphosphate
buffer+sucrose

Sodiumphosphate buffer

osmiumtetraoxide
Sodium phosphate buffer
Aseton

Aseton+uranil

asetat+fosfotungstic asit
%80,90,96 aseton
%100 aseton
Propilen oksit

Propilen oksit + epon (2:1)
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SURE

1 gece (+4°C)

3x15 dakika

90 dakika

3x15 dakika
2x15 dakika

1 gece(+4°C)

2x15 dakika
3x20 dakika
2x15 dakika

30 dakika



Epona alistirma Propilen oksit+epon (1:1) 30 dakika

Epona alistirma Propilen oksit+epon (1:2) 30 dakika
Epona alistirma Epon 1 gece (+4°C)
Gomme Araldit soliisyonu
Polimerizasyon Inkiibator (65°C) 48 saat
Kesit alma Yari ince kesit
Boyama Toluidine blue (%1) 30sn-1dk.
Kesit alma Ince kesitler

3.6.9. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Testis dokusundaki hasar1 belirlemek icin sag testis dokusunda GPx enzim aktivitesi,
antioksidan savunma sisteminin bir gostergesi olan SOD ve lipit peroksidasyonun bir
gostergesi olan MDA seviyelerine bakildu.

Homojenizasyon

Cerrahi islemle alinan testis dokular1 serum fizyolojik ile iyice yikandi. Dokularin
bir pargasi, pH 7.4 Tris-HCI (50mM tris, %0.05 Brij 35, 0.5 mmol/L fenolmetansulfonil
florid (PMSF), 10 pg/ml aprotinin) tamponu kullanilarak 1:8 oraninda (w/v)
homojenizasyon yapildi. Bu amagla Tissue Lyser cihazi kullanildi (TissueLyser II; Qiagen,
West Sussex, UK). Homojenizasyon islemi siiresince doku 6rnekleri buz iizerinde tutuldu.
Elde edilen homojenat, MDA analizi i¢in 2500 g 10 dakika; SOD analizi igin ise 14000 xg
5 dakika 4°C' de santrifiij edildi. GPx analizi i¢in dokular, ticari Kitin igerisinde bulunan
assay buffer ile homojenizasyonu yapildi. 4°C' de 10000 g 15 dakika santifiijlenerek
stipernatant elde edili. Biitiin basamaklar +4°C de (buz ilizerinde) olacak sekilde yapildi ve
stipernatantlar 6l¢iim yapilana dek -80°C de saklandi.
3.6.9.1. Gpx Aktivitesinin Olgiimii

GPx aktivite ol¢timii ticari kolorimetrik kit (BioVision, Cat. No: #K762-100) ile

Olclildii. Enzim ailesinden olan glutatyon peroksidaz (GPx), organizmalar1 oksidatif
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hasardan korumakta 6nemli rol oynamaktadir. GPx diisiik seviyelerde, serbest radikal ile
ilgili bozukluklar ile iligkilendirilir. Prensibi, glutatuonun (GSH) glutatyon disulfite (GSSG)
oksitlenmesi esnasinda GPx’in hidroperoksit miktarini azaltmasi esasina dayanir. GSSG,
NADPH tiiketimi sonucu tretilir. NADPH miktarlarinin azalmasi, GPx aktiviteleri ile
orantilidir. Prosediirden sonra, 340 nm’de 5 dakika siirede spektrofotometre ile absorbanslari

6l¢iildii. Sonuglar hesaplanarak mU/mg protein olarak ifade edildi.

3.6.9.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin dlciimii

Superoksit dismutazlar (SOD), degerleri, SOD ticari kiti (BioVision, Cat. No: #K335-
100) ile degerlendirildi ve spektrofotomektrik yontemle dlgiildii. SOD, molekiiler oksijene
stiperoksit anyonlarin dismutazim kataliz eder ve boylece hiicresel antioksidan savunma
mekanizmasinin énemli bir parcasini olusturan metalloenzimlerdir. Doku homojenatlar kit
prosediiriine gore hazirlandiktan sonra, 450 nm’de absorbanslar1 degerlendirildi. Sonuglar

U/mg protein olarak ifade edildi.
3.6.9.3. MDA Degerlerinin Saptanmasi

Doku homojenatlar1 kit prosediiriine gore hazirlandiktan sonra, HPLC yontemi ile
MDA seviyeleri olgilildii. Testis dokusunda olusan lipid peroksidasyonu MDA seviyeleri
olgiilerek belirlendi. Olgiim yapmak i¢in (HPLC) yiiksek performansli sivi kromotografi
(Shimadzu VP Series, Tokyo, Japan) cihazi kullanildi. Lipid hidroperoksitlerinin asitleri
katalizlemesi ile MDA ’ya parcalandi, olusan MDA da iki molekiil tiyobarbitiirik asit (TBA)
ve bir molekiil MDA ’nin olusturdugu kompleks floresans dedektor ile tespit edildi. 150-4.6
mm, C18 100-5 (Macherey-Nagel) 6zelliklere sahip kolonda mobil faz olarak 10 mM, %30
metanol iceren fosfat tampon (pH 7) kullanildi. Ultraviyole detektoriin dalga boyu 532
nm’ye, floresan detektoriin eksitasyon dalga boyu 515 nm ye, emisyon dalga boyu ise 553
nm’ye ayarlandi. Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Sigma, 85H2501) kullanildi.
Standart konsantrasyonlar1 0.75, 1.5, 3, 5, 10, 20, 40, 50 umol/L olarak belirlendi. Doku
MDA degerleri umol/mg protein olarak ifade edildi.
3.6.9.4. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Tiim testis dokularindaki orneklerde yapilmis olan analiz sonuglart mg proteine
oranlandi. Protein Olgiimleri i¢in doku oOrneklerinde biginkonik asit (BCA) yontemi
kullanildi. Bunun i¢in Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein analiz
kiti kullanild1. Yontem sirasinda bakir siilfat BCA ¢ozeltisine eklendigi zaman elma yesili

renk ortaya ¢ikmakta; bu ¢ozelti de protein ¢ozeltisine eklendiginde, proteinlerde bulunan
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peptid baglar ile etkilesip, alkali kosullarda iki degerlikli Cu2+ iyonlar1 bir degerlikli Cu+
iyonlarina indirgenip mavi-mor renkli bir kompleks olustururlar. Mavi rengin siddeti protein
yogunlugu ile orantilidir. Bidistile su iginde 25, 125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 pg/mL
konsantrasyonlarinda protein standarti olarak sigir serum albumini (BSA) standartlar
hazirlandi. Saptanan protein konsantrasyonlar: standart grafik ile hesaplandi ve sonuglar
ug/mL olarak ifade edildi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Tez Konusu Belirlenmesi

ve Literatlir Arastirmast

Aralik 2015-Nisan 2016

|4l

Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay1
Nisan 2016-Mayis 2016

A 4

Tez Yazim ve Uygulamalar i¢in Literatiir Tarama ve Arastirma Yapilmasi
Mayis 2016-Eylil 2016

Deneysel Materyalin Toplanmasi
Eyltl 2016-Kasim 2017

|4l

Laboratuvar Calismasi

Kasim 2017-Mart 2018

Tez Yazimi
Mart 2018-Mayis 2018

|4l

|4l

Tez Savunmasi
28 Haziran 2018



3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

(Caligma siirecinde elde edilen parametrik verilerin morfometrik 6l¢timleri Image J32
programu ile yapildi. Istatististiksel analizler ise verilerin, SPSS 22.0 bilgisayar programina
yiiklenerek yapildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Deneklerin ilk ve son
agirliklar1 Wilcoxon Isaretli Siralar testi ile, diger veriler ise Kruskal Wallis ve Mann-
Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar i¢in, p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhihiklar:

Bu ¢alismada karsilasilan problem immiinohistokimyasal boyamalar sirasinda antijen
kaybindan kaynaklanan antijen antikor bileskesinin azalmasi ve buna bagl olarak dokularda
immiinohistokimyasal boyamanin yeterince olmamasidir. Bu nedenle antijen antikor
bileskesini tam olarak olusturabilmek i¢in tekrar taze doku kesitleri almip

immunohistokimyasal analizlerden gegirilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26
Nisan 2016 tarihinde gergeklestirilen 04/09/2016 no’lu toplantida, 23/2016 Protokol numara
iznine sahip olup etik a¢idan uygun bulunmustur.

Etik kurul onay1 EK-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Gruplarin deney baglangi¢ agirlik ortalamalari; kontrol gurubunda 258,57+3,87 gr,
sham grubunda 257,57+4,14 gr, apocynin grubunda 258,14+5,67 gr, radyasyon grubunda
258,85+6,69 gr, apo+rad grubunda 256,85+5,33 gr olarak bulundu.

Gruplarin deney bitis agirlik ortalamalar ise kontrol grubunda 271,85+4,96 gr, sham
grubunda 273,85+3,81 gr, apocynin grubunda 268+5,12 gr, radyasyon grubunda
261,05+6,89 gr, apo+rad grubunda 263,95+5,04 gr olarak bulundu.

Kontrol grubu ilk ve son agirliklari karsilastirildiginda (p=0,063) sham grubu ilk ve
son agirliklar1 karsilastirildiginda  (p=0,09), apo grubu ilk ve son agirliklart
karsilastirildiginda (p=0,310), radyasyon grubu ilk ve son agirliklar1 Karsilastirildiginda
(p=0,735), apotrad grubu ilk ve son agirliklar1 karsilastirildiginda (p=0,310) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. (Wilcoxon Sirali Isaretler Testi)

(Sekil 45)

DENEK AGIRLIKLARI

280
275
) 270
=
= 265
S 260
v
g
o 255
()]
250
245
KONTROL SHAM APO RAD APO+RAD
m LK AGIRLIK 258,57 257,57 258,14 258,85 256,85
® SON AGIRLIK 271,85 273,85 268 261,05 263,95

Sekil 45: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki agirlik ortalamalari
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4.2. Testis Agirhklarinin Degerlendirilmesi
Gruplarn testis agirlik ortalamalari; kontrol gurubunda 1,39+0,03 gr, sham grubunda
1,37+0,05 gr, apocynin grubunda 1,3840,05 gr, radyasyon grubunda 1,33+0,02 gr, apo+rad
grubunda 1,38+0,05 gr olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak kasilastirildiginda;
Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmedi (p=0,609, p=0,701, p=0,443). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,159).

Radyasyon grubu; sham ve apo ve apo+rad gruplar ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmedi (p=0,848, p=0,949, p=0,564).
Apo+rad grubu, sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,798, p=0,701). (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Withney U) (Sekil 46)

TESTIS AGIRLIKLARI

1,42

1,4

— 1,38
—
o

o 1,36
—

T 1,34
<
(%]

= 1,32
3

= 1,3

1,28

1,26

KONTROL SHAM APO RAD APO+RAD
B TESTIS AGIRLIKLARI 1,39 1,37 1,38 1,33 1,38

Sekil 46 : Gruplarin testis agirlik ortalamalari
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4.3. Histokimyasal Bulgular
4.3.1. Istk Mikroskobik Bulgular
4.3.1.1. Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama Degerlendirmesi

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile testisin kapsiil yapisi, seminifer tiibiil, tiibiil
epitelindeki spermatogenik seriye ait hiicreler ve intersitisyel alan degerlendirildi.

Kontrol grubuna ait testis kesiti incelendiginde testis kapsiil yapisinin (tunika
albuginea) diizgiin yapida oldugu, seminifer tiibiil organizasyonunun diizenli, normal
morfolojiye sahip ve tiibiil ¢aplarinin birbirine yakin oldugu goriildii. Seminifer tiibiillerdeki
spermatogenik seri hiicrelerinin diizgiin bir sekilde siralandigi gozlendi. Tubil epiteli
altindaki bazal membran, tiibiil epitelinden ayrilmamis olarak diizgiin sekilde tespit edildi.
Bazal membran {izerine oturan spermatogonyumlar da koyu yuvarlak nukleuslari ile net bir
sekilde ayirt edildi. Intersitisyel alan incelendiginde ise bag doku hiicreleri, kan damarlar
ve lenf damarlar1 ve bunlar ile yakin iliskili leydig hiicreleri gézlendi (Sekil 47).

Sham grubuna ait kesit incelendiginde kontrol grubuna benzer sonuglar goriildii. Testis
kapsiiliinde bozulma olmadig1, seminifer tiibiillerin normal morfolojiye sahip olup birbirine
yakin konumlandigi ve diizenli organizasyonda oldugu goriildii. Spermatogenik seri
hiicrelerinin diizgiin sekilde siralandig1 gozlendi. Epitel altindaki bazal membranin diizgiin
oldugu ve membran iizerine oturan koyu nukleuslu spermatogonyumlar tespit edildi. Ayrica
intersitisyel alanda da kan damarlar1 ve lenf damarlar1 ve leydig hiicreleri de gézlendi (Sekil
48).

Apocynin grubuna ait kesit incelendiginde kontrol grubuna yakin bir sonug¢ gozlendi.
Testis kapsiil yapisinin  diizgiin bir yapida oldugu goriildii. Seminifer tiibiil
organizasyonunun diizenli ve tiibiil ¢aplarinin birbirine yakin oldugu, spermatogenik seri
hiicrelerinin diizgiin bir sekilde siralandig1 gozlendi. Seminifer tiibiil liimeninde gelismekte
olan spermiyumlar ve tiibiil epiteli altindaki bazal membran yapisinda herhangi bir bozulma
olmadig tespit edildi. Intersitisyel alana bakildiginda ise leydig hiicreleri ve kan ve lenf
damarlar1 da bag dokuda diizgiin bir sekilde gozlendi (Sekil 49).

Radyasyon grubuna ait kesit incelendiginde testis kapsiiliiniin seminifer tiibiil
epitelinden ayrildig: goriildii. Seminifer tiibiil caplarinin genisliginde ve sayisinda azalma ve
diizensizlik goriildii. Tiibiil epitelindeki spermatogenik seri hiicrelerinin  dokiilerek

diizensizlik ve hiicre kaybi tespit edildi. Bazal membranin seminifer tiibiil epitelinden
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ayrildigi gozlendi. Seminifer tiibiillerde germ hiicrelerin ddkiilmesi sonucu olusan
vakuolizasyon goézlendi (Sekil 50).

Apocynin+Radyasyon (apo+rad) grubuna ait kesit incelendiginde testis kapsiil
yapisinin kontrol grubuna yakin oldugu goriildi. Cok sayida tiibiilin normale yakin
morfolojiye sahip olmasiyla beraber, hasarli tiibiil sayisinin ve hasar siddetinin daha az
oldugu gozlendi. Tibiillerdeki germ hiicre kayiplarinin azaldigi tespit edildi. Bazal

membranin normale yakin bir yapida oldugu goriildii. Intersitisyel alanda da ¢ogunlukla

normale yakin bir morfolojiye sahip oldugu gozlendi (Sekil 51).

Sekil 47 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (H&E). Diizgiin yapidaki seminifer tiibiiller

(y1ldiz) ve diizenli yerlesimli spermatogenik seri hiicreleri (kirmizi ok). A, x20 B,x40

Sekil 48 : Sham grubuna ait testis kesiti (H&E). Diizgiin yapidaki seminifer tiibiiller (y1ldiz)

ve diizenli yerlesimli spermatogenik seri hiicreleri (kirmizi ok). A, x20 B,x40
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Sekil 49 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (H&E). Diizgiin yapidaki seminifer tiibiiller

(y1ldiz) ve diizenli yerlesimli spermatogenik seri hiicreleri (kirmiz1 ok). A, x20 B,x40

Sekil 50 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (H&E). Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicrelerde kayip (ok basi), tiibiillerde vakuolizasyon (siyah ok). A, x20 B,x40
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Sekil 51 : Apocynintradyasyon grubuna ait testis kesiti (H&E). Normal morfolojiye yakin
seminifer tiibiiller (y1ldiz) ve diizenli yerlesimli spermatogenik seri hiicreleri (kirmiz1 ok).

A,x20 B,x40

4.3.1.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyama Degerlendirmesi

Bu boyama yontemi ile seminifer tiibiillerin organizasyonu ve bazal membran yapisinin
kalinlig1 incelendi.

Kontrol ve sham gruplar1 incelendiginde, tiibiil ¢aplarinin normal morfolojiye sahip
boyutlarda oldugu, tiibiillerin diizgiin yerlesim gosterdigi goriildii. Bazal membranin normal
kalinlikta oldugu goézlendi (Sekil 52, Sekil 53).

Apocynin grubu incelendiginde tiibiil ¢aplarinin normale yakin boyutta oldugu ve bazal
membran kalinliklarinin kontrol grubuna yakin bir kalinlikta oldugu saptandi (Sekil 54).

Radyasyon grubu incelendiginde, tiibiil ¢aplarinin boyutlarinda azalma oldugu ve bazal
membran kalinliklarlarinda artis gézlendi (Sekil 55).

Apocynin+radyasyon grubunda bazal membran kalinliklarinin kontrol grubuna yakin
oldugu, tiibiil ¢ap boyutlarinin normal morfolojiye yakin oldugu, seminifer tiibiillerin
organizasyonunun ve seminifer tiibiillerin ¢aplarinin da normale yakin oldugu saptand: (Sekil

56).
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Sekil 52 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (PAS). Normal yapidaki seminifer tiibiiller (yildiz)
ve normal kalinliktaki bazal membran (Siyah ok). A,x40 B,x100

-

Sekil 53 : Sham grubuna ait testis kesiti (PAS). Normal yapidaki seminifer tiibiiller (yildiz)
ve normal kalinliktaki bazal membran (Siyah ok). A,x40 B,x100
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Sekil 54 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (PAS). Normal yapidaki seminifer tiibiiller
(y1ldiz) ve normal kalinliktaki bazal membran (Siyah ok) . A,x40 B,x100

Sekil 55 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (PAS). Seminifer tiibiil capinda azalma (yildiz)

ve bazal membran kalinlagsmasi (siyah ok). A,x40 B,x100
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Sekil 56 : Apocynintradyasyon grubuna ait testis kesiti (PAS). Normal morfolojiye yakin

seminifer tiibiller (y1ldiz) ve normal kalinliktaki bazal membran (siyah ok). A,x40 B,x100

4.3.1.3. Masson Trikrom Boyama Degerlendirmesi

Testis dokusunda bag doku artigin1 gézlemlemek i¢in kesitlerde Masson Trikrom ti¢lii
boyama degerlendirmesi yapildi.

Kontrol grubu ve sham grubuna ait kesitler incelendiginde normal yapidaki
intersitisyel alan gozlendi (Sekil 57, Sekil 58).

Apocynin grubuna ait kesitler incelendiginde yine normal yapidaki bir intersitisyel
alan tespit edildi (Sekil 59).

Radyasyon grubuna ait kesitler incelendiginde intersitisyel alanda bag doku artisi
gozlendi (Sekil 60).

Apocynintradyasyon grubu incelendiginde ise intersitisyel alanda normale yakin bir

morfolojiye sahip bag doku oldugu gézlendi (Sekil 61).
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Sekil 57 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (Masson Trikrom). Seminifer tiibiiller arasinda

normal yapida intersitisyel alan (siyah ok) gozlenmektedir. A, x20 B,x40

Sekil 58: Sham grubuna ait testis kesiti (Masson Trikrom). Seminifer tiibiiller arasinda

normal yapida intersitisyel alan (siyah ok) gézlenmektedir. A, x20 B,x40
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Sekil 59 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (Masson Trikrom). Seminifer tiibiiller arasinda

normal yapida intersitisyel alan (siyah ok) gézlenmektedir. A, x20 B,x40

Sekil 60 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (Masson Trikrom). Seminifer tiibiiller
arasindaki intersitisyel alanda bag doku artis1 (siyah ok) gosterilmektedir. A, x20 B,x40
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Sekil 61 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (Masson Trikrom). Seminifer
tiibiiller arasindaki normale yakin morfolojide intersitisyel alan (siyah ok) gozlenmektedir.
A, x20 B,x40
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4.4. Morfometrik Bulgular
4.4.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamast

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislere, seminifer tiibiil hasarini
belirlemek i¢in Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi uygulandi.

Gruplardaki skor ortalamalari kontrol grubunda 9,34+0,07, sham grubunda 9,12+0,08,
apocynin grubunda 9,15+0,04, radyasyon grubunda 4,71+0,09, apo+rad grubunda 7,07+0,06
olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu, sham ve apo gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,093, p=0,061). Kontrol grubu, radyasyon ve apo+rad gruplar ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlam bir azalma tespit edildi (p=0,002, p=0,001).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gorildi (p=0,002, p=0,002). Radyasyon grubu apo-+rad grubu ile
karsilastirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildi
(p=0,001).

Apo-trad grubu sham ve apo grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriildi (p=0,001, p=0,001). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Withney U)
(Sekil 62)

JOHNSEN TESTIKULER BiYOPSI SKORLAMASI
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Sekil 62 : Gruplarin Johnsen Testikiiler Biyopsi skor ortalamalari

*; Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)
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4.4.2. Seminifer Tiibiil Caplarinin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislerde, seminifer tiibiillerin ¢ap
Olctimii degerlendirildi.

Gruplardaki tiibiil ¢cap ortalamalari; kontrol grubunda 356,14+4,77, , sham grubunda
356,7+2,56, apocynin grubunda 356,01+6,75, radyasyon grubunda 319,09+6,53, apo+rad
grubunda 348+1,32 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p=0,749, p=0848, p=0,109). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(p=0,003).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilagtirildiginda radyasyon grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorildi (p=0,003, p=0,004). Radyasyon grubu,
apo+rad grubu ile karsilastirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
artig goriildi (p=0,003).

Apo+rad grubu sham grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma varken, apo grubu ile karsilagtirildiginda ise azalma oldugu fakat istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii (p=0,025, p=0,654). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-
Withney U) (Sekil 63)

TUBUL CAP OLCUMU
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Sekil 63 : Gruplara ait seminifer tiibiil cap ortalamalari

*: Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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4.4.3. Seminifer Tiibiil Epitel Yiiksekliginin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyanan testislerde, seminifer tiibiil epitel
kalinliklar1 degerlendirildi.

Gruplardaki seminifer tiibiil kalinlik ortalamalari; kontrol grubunda 87,06+0,38, , sham
grubunda 85,99+0,41, apocynin grubunda 86,86+0,21, radyasyon grubunda 52,16+0,30,
apo+rad grubunda 81,87+0,58 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda;

Kontrol grubu, sham ve apo gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,142, p=0,749). Kontrol grubu, radyasyon ve apo+rad gruplar ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlam bir fark tespit edildi (p=0,002, p=0,002).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda radyasyon grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorildi (p=0,002, p=0,002). Radyasyon grubu,
apo+rad grubu ile karsilastirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
artig goriildi (p=0,002).

Apo+rad grubu sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edildi. (p=0,002, p=0,002). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Withney
U) (Sekil 64)
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Sekil 64 : Gruplarin germinal epitel kalinlik ortalamalari

*; Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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4.4.4. Bazal Membran Olciimlerinin Degerlendirilmesi

Periyodik Asid Schiff boyamasi ile boyanan testis dokusundaki seminifer tiibiil bazal
membranlarin kalinliklar1 degerlendirildi.

Gruplardaki bazal membran kalinlik ortalamalar1 kontrol grubunda 1,08+0,06, sham
grubunda 1,10+0,02, apocynin grubunda 1,12+0,01, radyasyon grubunda 1,83+0,02, apo+rad
grubunda 1,32+0,02 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu, sham ve apo gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,848, p=0,654). Kontrol grubu, radyasyon ve apo+rad gruplar ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlam bir artis tespit edildi (p=0,002, p=0,007).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gorildi (p=0,002, p=0,002). Radyasyon grubu apo+rad grubu ile
karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii
(p=0,002).

Apo+rad grubu sham ve apo grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
artig gorildii (p=0,002, p=0,002). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Withney U)
(Sekil 65)
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Sekil 65 : Gruplara ait bazal membran kalinlik ortalamalari

*: Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gsteren grup(p<0,05)
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4.5. immunohistokimyasal Bulgular
4.5.1. TUNEL Boyama Bulgular:

Apopitotik hiicreleri belirlemek i¢in TUNEL pozitif hiicre sayimi yapildi.

Gruplardaki TUNEL pozitif hiicre say1 ortalamalar kontrol grubunda 1,60+0,05, sham
grubunda 1,69+0,02, apocynin grubunda 1,68+0,02, radyasyon grubunda 6,44+0,16, apo+rad
grubunda 2,71+0,18 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham ve apo gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,186, p=0,209). Kontrol grubu, radyasyon ve apo+rad gruplar1 ile
karsilastirildiginda ise radyasyon ve apo+rad gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edildi (p=0,001, p=0,001).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplar ile karsilagtirildiginda radyasyon grubunda
istatistiksel olarak anlaml bir artig goriildi (p=0,001, p=0,001). Radyasyon grubu, apo+rad
grubu ile karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriildii (p=0,002).

Apo+rad grubu sham ve apo gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir artma gézlendi (p=0,001, p=0,001). (Kruskal Wallis VVaryans Analizi) (Mann-Withney U)
(Sekil 66)
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Sekil 66 : Gruplara ait TUNEL pozitif hiicre sayis1

*; Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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Kontrol grubu incelendiginde seminifer tiibiillerin normal yapida oldugu ve ¢ok az
sayida TUNEL pozitif hiicre gozlendi (Sekil 67).

Sham grubu incelendiginde normal morfolojiye sahip seminifer tiibiiller ve az sayidaki
TUNEL pozitif hiicreler gdzlendi (Sekil 68).

Apocynin grubu incelendiginde diizgiin yapidaki seminifer tiibiiller ve kontrol grubuna
benzer sekilde az sayida TUNEL pozitif hiicreler gézlendi (Sekil 69).

Radyasyon grubu incelendiginde seminifer tiibiillerin dejenere oldugu, spermatogenik
seri hiicrelerinde kayiplar ile birgok TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis gozlendi. (Sekil
70).

Apocynintradyasyon grubu incelendiginde ise kontrol grubuna benzer normal
morfolojideki seminifer tiibiiller ile kontrol grubuna yakin sayida TUNEL pozitif hiicre
gozlendi (Sekil 71).

Sekil 67 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (TUNEL). Az sayidaki TUNEL (+) hiicreler
(kirmiz1 ok). A,x40 Bx100
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Sekil 68 : Sham grubuna ait testis kesiti (TUNEL). Az sayidaki TUNEL (+) hiicreler (kirmizi
ok). A, x40, B, x100

Sekil 69 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (TUNEL). Az sayidaki TUNEL (+) hiicreler
(kirmiz1 ok). A, x40, B, x100
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Sekil 70 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (TUNEL). TUNEL (+) hiicrelerde artis
(kirmiz1 ok). A, x40, B, x100

Sekil 71 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (TUNEL). Az sayidaki TUNEL (+)
hiicreler (kirmiz1 ok) gosterilmektedir. A, x40, B, x100
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4.5.2. Aktive Kaspaz-3 Immunohistokimyasal Bulgular

Apopitotik hiicreleri belirlemek i¢in immunohistokimyasal olarak aktive kaspaz-3
boyamasi da yapildi.

Gruplardaki ortalamalar kontrol grubunda 1,00+0,00, sham grubunda 1,00+0,00,
apocynin grubunda 1,28+0,18, radyasyon grubunda 2,71+0,18, apo+rad grubunda 1,57+0,20
olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham ve apo gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=1,000, p=0,141). Kontrol grubu, radyasyon ve apo+rad gruplari ile
karsilastirildiginda ise gruplarda istatistiksel olarak anlam bir artis tespit edildi (p=0,001,
p=0,023).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplari ile karsilastirildiginda radyasyon grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildi (p=0,001, p=0,002). Radyasyon grubu, apo+rad
grubu ile karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriildii (p=0,005).

Apo+rad grubu sham grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak apo+rad
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p=0,023). Apo+rad grubu apo grubu
ile karsilastirildiginda ise anlamli bir fark goériilmedi (p=0,298) (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Withney U) (Sekil 72)
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Sekil 72 : Gruplara ait aktive kaspaz-3 immunreaktivite skorlari

*: Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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Kontrol grubu incelendiginde normal morfolojiye sahip seminifer tiibiiller ile az
sayidaki aktive kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi (Sekil 73).

Sham grubu incelendiginde diizgiin yapidaki seminifer tiibiiller ile az sayidaki aktive
kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi (Seil 74).

Apocynin grubu incelendiginde normal yapidaki seminifer tiibiiller ve az sayidaki
aktive kaspaz-3 pozitif hiicreler gézlendi (Sekil 75).

Radyasyon grubu incelendiginde dejenere olan seminifer tiibiiller ile tiibiillerdeki
birgok aktive kaspaz-3 pozitif hiicreler saptand1 (Sekil 76).

Apocynin+radyasyon grubu inclendiginde ise normale yakin morfolojideki seminifer

tiibtillerde az sayida aktive kaspaz-3 pozitif hiicreler gézlendi (Sekil 77).
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Sekil 73 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (Aktive kaspaz-3). Az sayidaki aktive kaspaz-3
(+) hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40, B, x100
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Sekil 74 : Sham grubuna ait testis kesiti (Aktive kaspaz-3). Az sayidaki aktive kaspaz-3 (+)
hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40, B, x100

Sekil 75 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (Aktive kaspaz-3). Az sayidaki aktive kaspaz-
3 (+) hiicreler. A, x40, B, x100
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Sekil 76 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (Aktive kaspaz-3). Tiibiillerde meydana gelen
aktive kaspaz-3 (+) hiicrelerinde artis (kirmizi ok). A, x40, B, X100

Sekil 77 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (Aktive kaspaz-3). Az sayidaki
aktive kaspaz-3 (+) hiicreler (kirmizi ok). A, x40, B, x100

103



4.5.3. ZO-1 Immunohistokimyasal Bulgular

Hiicreler arasi siki baglantilart incelemek amaciyla ZO-1 immunohistokimyasal
boyama yapildi.

Gruplardaki immunohistokimyasal skor ortalamalari kontrol grubunda 2,71+0,18,
sham grubunda 2,71+0,18, apocynin grubunda 2,57+0,20, radyasyon grubunda 1,71+0,18,
apo+rad grubunda 2,42+0,20 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p=1,000, p=0,591, p=0,298). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlam bir azalma tespit edildi
(p=0,006).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriildi (p=0,006, p=0,015). Radyasyon grubu, apo+rad grubu ile
karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii
(p=0,030).

Apo+rad grubu sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bir fark goriilmedi (p=0,298, p=0,606). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Withney U)
(Sekil 78)

Z0-1 IMMUNOHISTOKIMYASAL
DEGERLENDIRME
£ 35
i)
S * *
- 3 * *
2 2,5
=
¥ 2 #
2
E 1,5
E .
Ty
g 0,5
0 KONTROL SHAM APO RAD APO+RAD
N Z0-1 IMMUNREAKTIVITE 2,71 2,71 2,57 1,71 2,42

Sekil 78 : Gruplara ait ZO-1 immunreaktivite skorlari

*, Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gdsteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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Sekil 79 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (ZO-1). ZO-1 immunreaktivitesi, ZO-1 immun
pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100

Sekil 80 : Sham grubuna ait testis kesiti (ZO-1). ZO-1 immunreaktivitesi, ZO-1 immun
pozifith hiicreler (kirmizi ok). A, x40 B, x100
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Sekil 81 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (ZO-1). ZO-1 immunreaktivitesi, ZO-1 immun
pozitif hiicreler (kirmizi ok). A, x40 B, x100
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Sekil 82 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (ZO-1). Seminifer tiibiillerde ZO-1
immunreaktivitesinde azalma. ZO-1 immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100
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Sekil 83 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (ZO-1). Normal yogunluktaki ZO-
1 tutulumu. ZO-1 immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100

4.5.4. Occludin immunohistokimyasal Bulgular

Hiicreler arasi siki baglantilart incelemek amaciyla Occludin immunohistokimyasal
boyama yapildu.

Gruplardaki immunohistokimyasal skor ortalamalar kontrol grubunda 2,71+0,18, sham
grubunda 2,57+0,20, apocynin grubunda 2,57+0,20, radyasyon grubunda 1,57+0,20, apo+rad
grubunda 2,28+0,18 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplari ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmedi (p=0,591, p=0,591, p=0,122). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlam bir azalma tespit edildi
(p=0,005).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma goriildii (p=0,010, p=0,010). Radyasyon grubu, apo+rad grubu ile
karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii
(p=0,030).

Apo+rad grubu sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,298, p=0,298) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Withney U)
(Sekil 84)
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Sekil 84 : Gruplara ait occludin immunreaktivite skorlari

*; Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)
#; Apocynin+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)

Sekil 85 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (Occludin). Occludin immunreaktivitesi, occludin

immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100
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Sekil 86 : Sham grubuna ait testis kesiti (Occludin). Occludin immunreaktivitesi, occludin

immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100

Sekil 87 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (Occludin). Occludin immunreaktivitesi,

occludin immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100
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Sekil 88 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (Occludin). Seminifer tiibiillerde occludin

immunreaktivitesinde azalma, occludin immun pozitif hiicreler (kirmiz1 ok). A, x40 B, x100

Sekil 89 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (Occludin). Normal yogunluktaki

occludin tutulumu, occludin immun pozitif hiicreler (kirmizi ok). A, x40 B, x100
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4.6. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait elektron mikroskobik kesitler incelendiginde normal morfolojiye
sahip seminifer tiibiillerde bazal membrandan liimene dogru siralanmig spermatogenik seri
hiicreleri ve bazal membran kalinliginin normal kalinlikta oldugu gozlendi. Hiicreler arast
sik1 baglantilarin intakt oldugu ve herhangi bir diizensizlige rastlanmadigi goriildii (Sekil
90).

Sham ve apocynin gruplarina ait ince kesitler incelendiginde kontrol grubuna benzer
sekilde seminifer tiibiiller, bazal membran ve hiicreler arasi siki baglanti komplekslerinin
normal morfolojide oldugu goézlendi (Sekil 91) (Sekil 92).

Radyasyon grubuna ait ince kesitler incelendiginde, dejenere olan seminifer tiibiillerde
germ hiicre kayiplari, sertoli hiicre sayisinda azalma, nukleus, organel ve hiicre
membranlarinda morfolojik bozukluklar gozlendi. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda
olusan vakuoller ve lipid damlaciklari gozlenirken seminifer tiibiill bazal membran
kalinliginda artis tespit edildi. Hiicreler arasi siki baglanti komplekslerinde de yer yer
diizensizlikler saptandi (Sekil 93).

Apocynin+radyasyon grubuna ait ince kesitler incelendiginde dejenere olmus
seminifer tiibiillerin morfolojilerinin diizeldigi, sertoli hiicrelerinin ve germ hiicrelerinin
nukleus, organel ve hiicre membranlarinin kontrol grubuna benzer morfolojide oldugu, bazal
membranda hasar grubunda gézlenen diizensizlik ve kalinlasmanin azaldigi ve hiicreler arasi

sik1 baglant1 komplekslerinin hasar grubuna gore daha diizgiin yapida oldugu gozlendi (Sekil
94).

Sekil 90 : Kontrol grubuna ait testis kesiti (Uranil Asetat-Kursun Sitrat). Bazal membran

lizerine oturan spermatogenik seri hiicreler.
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Sekil 91 : Sham grubuna ait testis kesiti (Uranil Asetat-Kursun Sitrat). Bazal membran ve

lizerine oturan spermatogenik seri hiicreler.

Sekil 92 : Apocynin grubuna ait testis kesiti (Uranil Asetat-Kursun Sitrat). Bazal membran

lizerine oturan spermatogenik seri hiicreler.
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Sekil 93 : Radyasyon grubuna ait testis kesiti (Uranil Asetat-Kursun Sitrat). Seminifer
tiibiilde germ hiicre kayb1, vakuolizasyon, bazal membranda diizensizlik ve kalinliginda artis

(yesil ok).

Sekil 94 : Apocynin+radyasyon grubuna ait testis kesiti (Uranil Asetat-Kursun Sitrat).
Seminifer tiibiilde normale yakin morfolojide spermatogenik seri hiicreler ve normal

kalinlikta bazal membran (yesil ok).
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4.7. Biyokimyasal Bulgular
4.7.1. Glultatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Dokulardaki GPx aktivitesi degerlendirildi.

Gruplardaki GPx ortalamalar1 kontrol grubunda 0,26+0,01 mU/mg protein, sham
grubunda 0,26+0,01 mU/mg protein, apo grubunda 0,27+0,02 mU/mg protein, rad grubunda
0,21+0,01 mU/mg protein ve apo+rad grubunda 0,30+0,03 mU/mg protein olarak bulundu.
Bu degerler isttistiksel olarak karsilastirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmedi (p=0,949, p=0,655, p=0,565). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlam bir azalma tespit edildi
(p=0,021).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gorildi (p=0,035, p=0,035). Radyasyon grubu, apo+rad grubu ile
karsilagtirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii
(p=0,013).

Apotrad grubu sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda apo+rad grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,277, p=1,000). (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Withney U) (Sekil 95)
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Sekil 95 : Gruplar aras1 GPx ortalamalari

*, Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gdsteren grup (p<0,05)
#; Apocynint+Radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gosteren grup(p<0,05)
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4.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi doku homojenatlarinda calisildi.

Gruplardaki SOD ortalamalar1 kontrol grubunda 0,87+0,13 U/mg protein, sham
grubunda 0,7740,12 U/mg protein, apo grubunda 0,92+0,12 U/mg protein, rad grubunda
0,43+0,09 U/mg protein ve apo+rad 0,73+0,06 grubunda U/mg protein olarak bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo+rad gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p=0,655, p=0,898, p=0,338). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlam bir azalma tespit edildi
(p=0,025).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gorildi (p=0,025, p=0,013). Radyasyon grubu, apo+rad grubu ile
karsilastirildiginda ise apotrad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildi
(p=0,035).

Apo+rad grubu sham ve apo gruplart ile karsilastirildiginda gruplar arast istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriillmedi (p=0,749, p=0,338). (Kruskal Wallis Varyans Analizi)
(Mann-Withney U) (Sekil 96)
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Sekil 96 : Gruplar aras1 SOD ortalamalar1

*; Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)
#, Apocynint+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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4.7.3. Malondialdehit (MDA) Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Testis dokusunda oksidatif stres seviyesini belirlemek i¢in MDA seviyeleri 6lgiildii.

Gruplardaki MDA ortalamalar1 kontrol grubunda 2,45+0,2 pumol/g protein, sham
grubunda 2,71+0,14 pmol/g protein, apo grubunda 2,66+0,15 umol/g protein, rad grubunda
4,13+0,61 umol/g protein ve apo+rad grubunda 2,5+0,36 umol/g protein olarak bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda;

Kontrol grubu; sham, apo ve apo-+rad gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goériilmedi (p=0,406, p=0,482, p=0,848). Kontrol grubu, radyasyon grubu ile
karsilastirildiginda ise radyasyon grubunda istatistiksel olarak anlam bir artis tespit edildi
(p=0,013).

Radyasyon grubu; sham ve apo gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis goriildi (p=0,013, p=0,013). Radyasyon grubu, apo+rad grubu ile
karsilastirildiginda ise apo+rad grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildi
(p=0,048).

Apo+rad grubu, sham ve apo grubu ile karsilagtirildiginda gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli bir fark goériilmedi (p=0,338, p=0,338) (Kruskal Wallis Varyans Analizi)
(Mann-Withney U) (Sekil 97)
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Sekil 97 : Gruplar aras1t MDA ortalamalari

*; Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)
#, Apocynint+Radyasyon grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup(p<0,05)
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5. TARTISMA

Testis, iyonize radyasyonun zararli etkilerine en duyarli dokulardan biridir. Diistik doz
radyasyon, testisin nemli islevsel bozukluguna yol agabilir. Iyonize radyasyon, normal
hiicreleri, 6zellikle de spermatogenik hiicreler gibi hizli prolifere olanlari etkileyebilir ve
testisin radyasyona bagli hasarlanma duyarliligi ¢ogunlukla radyasyon sonrasi testis
dokusunda hiicre 6liimiine yol agar (77).

Testisteki bu olumsuz olaylar, gegici veya kalict infertiliteye neden olabilen,
spermatogenezde diisiik sperm sayimi, anormal spermatozoada artis ve bozuk sperm
fonksiyonu gibi birka¢ anomalilik ile sonuglanir (77).

Apocynin, Picrorhiza kurroa bitkisinden izole edilen, NADPH oksidaz aktivitesini
inhibe eden ve ROS temizleme 6zelligini gosteren giiclii bir antioksidandir (56). Apocynin,
cesitli hiicre kiiltiirlinde ve hayvan ¢alismalarinda kanitlanmis NADPH oksidazin (NOX) bir
inhibitoriidiir. Apocynin, NOX inhibisyonu yolu ile ROS’u azaltarak antioksidan etkisini
gosterir. Asirt ROS olusumu okstidatif stres ve apopitotik hiicre 6liimiinii arttirarak klinik
bozukluklara neden olur (78).

Tim bu organlar disinda apocynin’in testiste de lipid peroksidasyonunu onleyici ve
oksidatif hasar1 azaltici etkileri bilinmektedir. Testiste ¢alisilan pek ¢ok farklt modelde
antioksidan etkileri saptanmistir (14,47).

Gtiglii bir antioksidan olan Apocynin’in ¢esitli calismalarda radyoprotektan olarak
kullanilarak radyasyon hasarini azaltic1 etkisi karaciger, ince barsak , deri , goz gibi farklh
organlar tizerinde gosterilmistir (63-67).

Ureme organlari, radyasyona en duyarli organlar olup bunlarin radyosensitiviteleri
farkli ¢aligmalarda incelenmistir (6, 78, 79). Biz de ¢alismamizda, radyasyonun neden
oldugu testis hasarinda apocynin’in etkilerini histokimyasal, immunohistokimyasal, elektron
mikroskobik ve biyokimyasal diizeyde inceledik.

Calismamiz sirasinda her gruptaki deneklerin ayni giinlerde olacak sekilde radyasyon
oncesi ve sonrasinda denek agirliklar1 Olgiildii. Literatirde Mansano ve ark.larinin
telmisartan ve losartanin radyasyona maruz kalmis testisteki etkileri iizerine yaptiklari
calismada radyasyon uygulamasindan sonra denek agirliklar1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik olmadigini gostermislerdir (79).
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Ekici ve ark. radyoterapi ile indiiklenen bobrek ve testis hasarina kars
aminoguanidinin yararli etkileri lizerine yaptiklari ¢aligmada deney oncesi ve sonrasi denek
agirliklarin 6lgtiiklerinde bir fark olmadigini tespit etmislerdir (81).

Ugras ve ark. diisiik doz X 1s1n1n1n zararl etkilerinden Prunus armeniaca L (kay1s1)’nin
testisi korumasi lizerine yaptiklari calismada denek agirliklarinda anlamli bir fark olmadigi
saptanmustir (82).

Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde kontrol grubu ile radyasyon grubu
karsilastirildiginda gruplar arast denek agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriildii.

Calismamizda her gruptaki deneklerde ayni giinde olacak sekilde sakrifikasyon sonrasi
testis agirliklart 6l¢lildii. Topgu ve ark.larinin radyasyon ile indiikklenen seminifer tiibiil
hasarinin 6nlenmesinde L-carnitine’in koruyucu etkisi tizerine yaptiklar1 ¢alismada
radyasyon uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna gore seminifer tiibiillerde olusan hiicre
kayb1 ve deformasyona bagl olarak testis agirliklarinda azalma oldugunu gostermislerdir
(33).

Hussein ve ark. albino sicanlarda X 1siniyla indiiklenen erken ve akut testis hasarina
kars1 melatoninin radyoprotektif etkileri lizerine yaptiklari ¢calismada X 1s1n1yla indiiklenmis
testislerde istatistiksel olarak onemli derecede testis agirliklarinin azaldigi gosterilmistir
(83).

Bizim ¢alismamizda testis agirliklar1 6l¢iildiigiinde ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gortilmedi.

Calismamizda testis dokusuna radyasyon uygulanmasinin etkilerini histolojik olarak
incelemek amaciyla hematoksilen eozin boyamasi yapildi. Kanter ve ark.larinin siganlarda
testikiiler radyasyon iizerine L-carnitine’nin antiapoptotik etkisi iizerine yaptiklar1 calismada
kontrol grubunda testisin normal morfolojiye sahip oldugu, spermatid sayisinin ¢ok oldugu
ve liimende spermlerin varligini gdstermislerdir. Kontrol grubunun aksine radyasyon
grubunda seminifer tiibiillerde hiicrelerin diizenlenisi bozulmustur. Germinal epitelyal
hiicreler, birbirlerinden ve tiibiiler bazal membrandan ayrilmistir. Ayrica, germinal hiicrelerin
skuamasyonu ve bunun takiben epitelde diizensiz bosluklar olustugu ve spermatogenik seri
hiicrelerinin azaldig1 gdsterilmistir. Liimendeki spermatozoa sayisinda da dnemli derecede

azalma oldugu saptanmustir (6).
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Benzer olarak Mansano ve ark.larinin telmisartan ve losartanin radyasyona maruz
kalmig testisteki etkileri tizerine yaptiklar1 ¢aligmada kontrol grubunda testis dokusunun
bir¢ok seminifer tiibiillerin varligi ile normal ve diizenli histolojik organizasyonda oldugu
gosterilmigtir. Aksine radyasyon grubunda iyonize radyasyonun zararli etkisi ile dnemli
derecede disorganizasyon meydana geldigi, yapisal bozulmanin olustugu belirtilmistir. Ek
olarak, kontrol grubunda intersitisyel alanda leydig hiicrelerinin kiimeleserek normal
morfoloji sergiledikleri gosterilmistir. Radyasyon grubunda ise seminifer tiibiillerin atrofisine
baglh olarak dagmik halde leydig hiicrelerinin varligi ve vaskiilarizasyonuna arttigi
saptanmustir (79).

Topgu ve ark. gamma 1gin1 ile indiiklenen seminifer tiibiil hasarina karsi 1-karnitinin
koruyucu etkileri lizerine yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunda normal testis yapisinin
oldugu ve diizenli spermatogenik seri hiicreler ile birlikte seminifer tiibiiler morfoloji
sergiledigi gosterilmistir. Radyasyon grubunda germ hiicrelerinin diizensizligi ve germinal
epitelde vakuolizasyon saptanmistir (33).

Bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak kontrol grubunda seminifer
tiibiillerin normal morfolojiye yakin oldugu gosterildi. Seminifer tiibiil organizasyonunun
diizenli, spermatogenik seriye ait hiicrelerin diizglin siralandigi saptandi. Radyasyon
grubunda ise seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin dokiilerek diizensizlik meydana getirdigi
saptand1. Seminifer tiibiil epitelinden bazal membran yapisinin ayrildig: tespit edildi. Tiibiil
limeninde de spermiyum sayisinda kayip oldugu gozlendi. Apo+rad grubunda ise seminifer
tiibiillerin kontrol grubuna yakin morfoloji sergiledigi goriildii. Spermatogenik seri hiicrelerin
diizgiin siralandig1, bazal membran yapisinin diizgiin oldugu, intersitisyel alanda da kontrole
yakin bir bag doku saptandi.

Yapmis oldugumuz g¢alismada testiste seminifer tiibiill organizasyonunu ve bazal
membran yapisini géstermek amaciyla Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamasi yapildi. Kanter
ve ark.larinin si¢anlarda testikiiler radyasyon iizerine L-carnitine’nin antiapoptotik etkisi
lizerine yaptiklari calismada kontrol grubunda diizenli yerlesimli germinal hiicreler ile normal
seminifer tiibiil morfolojisi izlenirken, radyasyon grubunda germinal hiicre diizenlenisinde
disorganizasyon, limendeki spermatozoa sayisinin az oldugu gosterilmistir. Bazal membran
yapisi incelendiginde ise radyasyon grubunda kontrol grubuna benzer sekilde tiibiiler normal

morfoji sergiledigini gostermislerdir (6).
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Topcu ve ark.larinin radyasyon ile indiiklenen seminifer tiibiil hasarinin 6nlenmesinde
L-carnitine’in koruyucu etkisi tizerine yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunda spermatogenik
seriye ait hiicreleri ile birlikte diizglin seminifer tiibiiler morfolojisine sahip oldugu
gosterilmistir. Radyasyon grubunda ise germ hiicrelerinin eksilerek disorganize oldugu,
germinal hiicrelerin deskuamasyonu, seminifer tiibiil morfolojisinin bozuldugu gdsterilmistir.
Ayrica radyasyon grubunda dejenere olan seminifer tiibiillerin bazal membraninda
kalinlasma oldugu da gosterilmistir (33).

Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubunda bazal membran kalinlig1 normal kalinlikta
iken radyasyon grubunda bazal membran kalinliginda artis tespit edildi. Apo+rad grubunda
ise seminifer tiibiillerin kontrol grubuna yakin morfoloji sergileyerek spermatogenik seri
hiicrelerin diizgiin siralandig1, bazal membran yapisinin diizgiin oldugu, intersitisyel alanda
da kontrole yakin bir bag doku saptandi.

Yapmis oldugumuz c¢alismada bag dokusu yapisini incelemek amaciyla Masson
Trikrom boyamasi yapildi. Literatiirde radyasyonun hasarmin bag dokusundaki etkilerini
inceleyen ¢alismasina rastlanmamustir. Radyasyon hasarinin bag dokusundaki etkisi ilk kez
bizim ¢alismamizda incelenmistir. Kontrol, sham ve apocynin gruplarinda intersitisyel alanda
normal bir bag doku diizenlenisi gdzlenirken radyasyon grubunda bag dokusu artis1 gozlendi.
Apo+rad grubunda ise kontrol grubuna yakin bir bag doku yapisi saptandi.

Calismamizda radyasyon uygulamasi sonrasi testis dokusunda meydana gelen
morfometrik degisiklikleri incelemek amaciyla Johnsen’s skorlamasi, seminifer tiibiil cap
Olctimii, seminifer tiibiil epitel yiiksekligi ve bazal membran kalinlar1 incelendi.

Johnsen’s skorlamasi i¢in, H&E boyamasi ile seminifer tiibiillerde skorlama yapilarak
gruplar arasinda karsilagtirma yapildi.

Marzban ve ark.larinin gamma 1sinin testis dokusunda morfolojik parametreler ve
immunohistokimyasal etkileri iizerine silymarinin radyoprotektif rolii iizerine yaptiklari
calismada Johnsen’s skorlamasinda radyasyon grubunda kontrol grubuna gdre anlamli bir
azalma oldugunu gostermislerdir (84).

Ugras ve ark.nin zararli X 1s1n1na kars testis dokusunda yaptiklar1 ¢alismada radyasyon
uygulanan deneklerde kontrol grubuna oranla Johnsen’s skorlamasinda azalma oldugu
gosterilmistir (82).

Buna paralel olarak bizim ¢alismamizda da radyasyon grubunda kontrol grubuna oranla

anlaml bir azalma saptandi. Apo+rad grubunda ise radyasyon grubuna gore anlamli bir artis
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goriiliirken kontrol, sham ve apo gruplari ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlaml
bir azalma goriildii.

Morfometrik bulgular i¢in seminifer tiibiil ¢aplar1 her bir denekte Olgiilerek
degerlendirildi. Mansano ve ark.larinin telmisartan ve losartanin radyasyona maruz kalmis
testisteki etkileri iizerine yaptiklar1 calismada seminifer tiibiil caplarinda radyasyon grubunda
kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir (79).

Marzban ve ark.larinin silymarinin testis dokusunda radyasyon hasarina kars1 koruyucu
etkisi lizerine yaptiklar1 ¢alismada seminifer tiibiil ¢ap Gl¢iimlerinde radyasyon grubunda
kontrol grubuna oranla anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir (84).

Topeu ve ark.larmin gamma 151 ile indiiklenen seminifer tiibiill hasarinin
onlenmesinde L-carnitine’in koruyucu etkisi tizerine yaptiklari ¢alismada radyasyon grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak azaldigi belirtilmistir (33).

Literatiir ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da radyasyon grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda seminifer tiibiil caplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edildi. Apo+rad grubunda ise radyasyon grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artig saptandi.

Seminifer tiibiil epitel yiiksekligini degerlendirmek amaciyla gruplarin epitel
yiikseklikleri olgiilerek karsilastirma yapildi. Marzban ve ark.larinin gamma 1s1nin testis
dokusunda morfolojik parametreler ve immunohistokimyasal etkileri iizerine silymarinin
radyoprotektif rolii izerine yaptiklari1 calismada radyasyon uygulanan grupta 6nemli derecede
seminifer epitel yiiksekliginin kontrol grubuna oranla azaldig1 saptanmustir (84).

Mansano ve ark.larinin telmisartan ve losartanin radyasyona maruz kalmis testisteki
etkileri lizerine yaptiklari calismada seminifer epitel yliksekliklerini 6l¢tiiklerinde radyasyon
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi gosterilmistir (79).

Topgu ve ark.arinin gamma 151 ile indiiklenen seminifer tiibiil hasarinin
onlenmesinde L-carnitine’in koruyucu etkisi lizerine yaptiklari ¢aligmada seminifer tiibiil
epitel yiiksekliginin radyasyon grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak azaldigin1
tespit etmislerdir (33).

Biz de c¢alismamizda gruplar arasi seminifer tiibiill epitel yiiksekliklerini
karsilagtirdigimizda literatiir ile paralel olarak radyasyon grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli derecede azalma oldugu saptandi. Apo+rad grubu ise radyasyon

grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi.
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(Calismamizda gruplar arasi bazal membran kalinliklarin1 degerlendirmek amaciyla
PAS boyamas1 yapilarak 6l¢iim yapildi. Kanter ve ark.lariin siganlarda testikiiler radyasyon
izerine L-carnitine’nin antiapoptotik etkisi ilizerine yaptiklar1 ¢alismada bazal membran
yapisi incelendiginde radyasyon grubunda kontrol grubuna benzer sekilde tiibiiler normal
morfoji sergiledigini géstermislerdir (6).

Topgu ve ark.lariin radyasyon ile indiiklenen seminifer tiibiil hasarmin 6nlenmesinde
L-carnitine’in koruyucu etkisi lizerine yaptiklari ¢alismada radyasyon grubunda dejenere olan
seminifer tiibiillerin bazal membraninda kalinlagsma oldugu da gosterilmistir (33).

Biz de ¢alismamizda gruplar arasi bazal membran kalinliklarini karsilagtirdigimizda
radyasyon grubunda kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi.

Radyasyon hasar1 sonrasi hiicrelerde meydana gelebilecek DNA fragmantasyonunun
degerlendirilmesi ve apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal yontemler
ile degerlendirme yapildi. Bunun i¢in; TUNEL ve aktive kaspaz-3 immunreaktivitesi
degerlendirildi.

Hiicrelerde meydana gelen apopitozu saptamak amaciyla TUNEL boyamas1 yapildi.
Marzban ve ark.larinin gamma 1smin testis dokusunda morfolojik parametreler ve
immunohistokimyasal etkileri {izerine silymarinin radyoprotektif rolii lizerine yaptiklar
calismada immunohistokimyasal Orneklerde kahverengi gdziiken apoptotik hiicrelerin
ortalamasi, radyasyon grubunda kontrol grubuna oranla énemli derecede daha fazla oldugu
gosterilmistir. Ayrica kantitatif olarak radyasyon grubunda primer spermatositlerde apoptotik
indeksin daha fazla oldugu gosterilmistir (84).

Sheng ve ark.larinin Poli (ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu, kemirgenlerde senkroton
radyasyonun X 1s1n1 ile indiikklenen DNA hasari {lizerine yaptiklari ¢alismada, 4 veya 40 Gy
X 1sminin testis dokusunda TUNEL sinyalinin 6nemli derecede arttirdigi saptanmustir (85).

Kanter ve ark.lariin sicanlarda testikiiler radyasyon iizerine L-carnitine’nin
antiapoptotik etkisi iizerine yaptiklar1 c¢aligmada gruplar arast TUNEL pozitif hiicre
ortalamalar1 degerlendiginde, kontrol grubunda az tutulum varken radyasyon grubunda bu
oranin daha fazla oldugu belirtilmistir. Bu pozitif hiicrelerin yaygin olarak spermatogonyalar
oldugu da gosterilmistir (6).

Jiang ve ark.larinin siganlarda gamma isin1 ile indiiklenen testikiiler hasara karsi

hidrojenin koruyucu etkisi lizerine yaptiklari ¢alismada kontrol grubunda az sayidaki
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seminifer germ hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicre varken, radyasyon grubunda apopitotik
germ hiicre ekspresyonunun 6nemli derecede artis sergiledigi gosterilmistir (86).

Bizim ¢alismamizda da elde ettigimiz bulgularda, radyasyon grubunda kontrol grubuna
gore TUNEL pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptanda.

Calismamizda  apopitotik  hiicreleri saptamak amaciyla aktive kaspaz-3
immunohistokimya boyamas1 da yapildi.

Sheng ve ark.lariin Poli (ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu, kemirgenlerde sinkroton
radyasyonun X 1smi ile indiiklenen DNA hasar1 iizerine yaptiklar1 ¢alismada, 4 Gy doz
verildiginde X 1sininin testis dokusunda kaspaz-3 artisini indiikledigi gosterilmistir (85).

Bizim ¢alismamizda da aktive kaspaz-3 ekspresyonunun radyasyon grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis1 gézlendi. Apo+rad grubu hasar grubu ile
karsilastirildiginda ise anlamli bir azalma saptandi.

Seminifer tiibiillerde epitelyal siki baglantilardan ZO-1 ve occludin ¢oklu integral
membran proteinleri i¢in immunohistokimyasal inceleme yapildi.

Erkanli Sentiirk ve ark.larinin siganlarda utero radyasyon ve postnatal hipertermide
Zonula Occludens-1 ve Occludin dagilimi ve testis morfolojisindeki degisiklikler iizerine
yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunda ZO-1 ve occludin immunreaktivitesinde yogun bir
tutulum sergilerken, radyasyon grubunda ZO-1 ve occludinin immunolokalizasyonunda
onemli derecede azalma oldugunu ve diizensiz yerlestiklerini gozlemlemislerdir (11).

Zhang ve ark.larinin sinkroton radyasyon X 1siminin indiikledigi hasara karsi kan testis
bariyerinin antioksidan tarafindan korunmasi lizerine yaptiklar1 ¢alismada radyasyon sonrasi
20. giinde occludin’in kontrol grubuna gore daha diisiik tutulum gosterdigi saptandi. Benzer
sekilde ZO-1’in de radyasyon sonrasi 10. giinde artis gézlenirken 20. giinde kontrol grubuna
oranla belirgin bir azalma oldugu gosterilmistir (9).

Bizim c¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak ZO-1 ve occludin
immunohistokimyasal boyama degerlendirmesinde, kontrol grubunda ZO-1 ve occludin
immunreaktivisinin iyi  oldugu, radyasyon grubunda ise kontrol grubuna gore
immunolokalizasyonlarinda 6nemli derecede azalma oldugu ve diizensiz yerlestikleri
saptandi.

Calismamizda, radyasyon hasarinin testis dokusunun ultrastriiktiirel yapisindaki
etkisini incelemek amaciyla elektron mikroskobik diizeyde degerlendirme yapildi.

Erkanli Sentiirk ve ark.larinin siganlarda utero radyasyon ve postnatal hipertermide
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Zonula Occludens-1 ve Occludin dagilimi ve testis morfolojisindeki degisiklikler tizerine
yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunda normal testis ultrastriiktiirii ve bazal membran
kalinlig1, diizenli sertoli hiicre baglantilar1 gosterilmistir. Radyasyon grubunda ise bazal
lamina kalinlasmas1 ve sitoplazmaya uzanan parmaksi uzantilarin oldugu, sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasinda olusan vakuoller, dejenere germ hiicreleri, siki baglanti
komplekslerinde diizensizlik, spermatogenik seri hiicrelerinde kayip ve birgok apoptotik
hiicrelerin varligi saptanmistir (11).

Kanter ve ark. sicanlarda testistikiiler radyasyon iizerine L-carnitine’in antiapoptotik
etkisi adli caligmalarinda ultrastriiktiirel incelemelerde kontrol grubunda seminifer
tiibiillerin normal morfolojiye sahip oldugu belirtilmistir. Radyasyon grubunda ise
radyasyon hasar1 sonucu olusan apopitozun siklikla spermatogonialarda meydana geldigi
belirtilmistir. Niikleer periferde niikleer kromatin yogunlagmasi ve sitoplazma ve nukleusun
kiiciilmesine sahip apopitotik spermatogonialar gosterilmistir. Hafif acilmis diiz
endoplazmik retikulum sisternasi sertoli hiicrelerin sitoplazmasinda goriildiigii saptanmugtir
(6).

Topgu ve ark.arimin gamma 1511 ile indiiklenen seminifer tiibiil hasarmin
onlenmesinde L-carnitine’in koruyucu etkisi lizerine yaptiklari ¢aligmadaki ultrastriiktiirel
incelemelerde kontrol grubunun normal morfoloji sergiledigi belirtilmistir. Radyasyon
grubunda diiz endoplazmik retikulum sisternalarinda dilatasyon, mitokondriyumlarda
sisme, sertoli hiicre sitoplazmalarinin sayisinin ve boyutunun artmasi ve sertoli hiicre
nukleus morfolojisinde diizensizlik, spermatidlerin nuklear morfolojisinde anormalite,
germinal epitelde vakuolizasyon, seminifer tiibiill bazal membraninda kivrilma ve
kalinlagsma oldugu gosterilmistir.

Sawada ve ark. radyasyon uygulanan sigan testisinin germ hiicreleri i¢in bazal lamina
tiretiminin elektron mikroskobik gézlemi tizerine yaptiklar1 ¢alismada seminifer tiibiillerin
ozellikle bazal kisimlarinda sertoli hiicreler arasindaki diizensiz vakuolar yapilar ve seminifer
tiibiillerin etrafindaki bazal laminanin siirekli fakat ¢ok katmanli bir yapida oldugu
gosterilmistir (87).

Bizim c¢alismamizda da kontrol grubunda seminifer tiibiil organizasyonu ve bazal
membran kalinlig1 normal iken, radyasyon grubunda sertoli hiicre sitoplazmasinda meydana
gelen vakuoller, siki baglanti komplekslerinde diizensiz yerlesimler, bazal membran

kalinliginda artis oldugu saptandi.
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Yapmis oldugumuz calismada oksidatif stres, radyasyon ile indiiklenen testis
dokusunda biyokimyasal diizeyde GPx, SOD aktivitesi ve MDA diizeyleri degerlendirildi.

Ekici ve ark.larinin aminoguanidinin radyoterapi ile indiiklenen bobrek ve testis
hasarina yararl etkileri iizerine yaptiklar1 ¢aligmada testis dokusunda radyasyon grubunda
kontrol grubuna goére GPx ve SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli olarak azaldigi,
MDA diizeyinin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (81).

EL-Mesallamy ve ark. erkek sicanlarda radyasyonun indiikledigi testikiiler hasarina
kars1 ferulik asidin koruyucu etkisi iizerine yaptiklari ¢alismada radyasyon grubunda dokunun
SOD aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli derecede azaldigi, MDA (lipid
peroksit igerigi) seviyesinin ise arttirdigt belirtilmistir (80).

Bizim ¢alismamizda da elde ettigimiz sonuglar literatiirler ile paralellik gostererek
radyasyon grubunda GPx ve SOD aktivitesi azalirken, MDA seviyesinin kontrol grubuna

gore arttig1 gosterildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiirde testiste olusturulan radyasyon hasarina karsi Apocynin’in koruyucu
etkilerini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir. Apocynin’in radyasyon hasarina karsi
koruyucu etkisi histokimyasal, immunohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal
olarak ilk kez bizim ¢alismamizda incelenmistir.

Calismadan elde edilen verilere gore apocynin uygulamasinin radyasyon sonucu
olusan hasara kars1 histokimyasal, immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik diizeyde
incelendiginde doku hasarmin azaldigi, immun pozitif hiicre sayisinin azaldigi goriildii.
Hiicreler aras1 siki baglantt komplekslerinin kontrol grubuna benzer oldugu saptandi.
Biyokimyasal olarak incelendiginde ise GPx ve SOD diizeyinin arttigi, MDA seviyesinin
azaldig1 gozlendi.

Radyasyonun olusturdugu testis hasarinda, kuvvetli bir antioksidan olan Apocynin’in
olusan doku hasarini, apopitozu ve oksidatif stresi azaltarak olumlu koruyucu etkileri oldugu
sonucuna varildi.

Elde edilen bulgularin daha sonra yapilacak olan ¢aligsmalar i¢in yol gosterici olacagini

diistinmekteyiz.
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