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OZET

ASPARTAMIN TESTiSTE NEDEN OLDUGU APOPTOTIK ETKIiYE KARSI
KAFEIK ASIT FENETIL ESTERIN KORUYUCU ETKISi

Semiha TURE
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danismam Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARACOR
Ocak 2020, 76 sayfa

Giiniimiizde infertilite, gittikge artan bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir¢ok
faktor infertiliteye dogrudan ya da dolayli olarak sebep olmaktadir. Aspartam
tatlandiric1  olarak oOzellikle ¢esitli gida ve gazli iceceklerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Aspartamin baska dokular tizerine toksik etkisinin oldugu
calismalarda gdsterilmistir ama testis lizerine olan apoptotik etkisiyle ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Kafeik Asit Fenetil Ester ise bal arilari tarafindan iiretilen propolisin
bir bilesenidir. Fenolik bir bilesik olan CAPE’in antioksidan, antienflamatuar, antiviral,
antikanser gibi bir¢ok 6zelligi vardir. Calismamizda Aspartamin testis iizerinde varsa
olumsuz etkisini gostermeyi ve Kafeik Asit Fenetil Ester ile bu olumsuz etkilerin ne
kadar azaltilabilecegini gérmeyi amagladik. Deney ic¢in 2-3 aylik, 29 tane erkek fare
kullanildi. Denekler; Kontrol, Sham, CAPE, ASP ve CAPE+ASP olmak {iizere bes
gruba ayrildi. ASP ve CAPE+ASP grubuna da gavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda
aspartam verildi. 35 giin boyunca CAPE ve CAPE+ASP grubuna intraperitoneal olarak
20 mg/kg dozunda CAPE verildi. Testis dokularinda yapilan histolojik incelemelerde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi. Cleaved Kaspaz-3 ve Kaspaz 8
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal boyamada ise deney gruplari arasinda bir
farklilik bulunmadi. P53 ekspresyonun ASP grubunda anlamli olarak azaldigi,
CAPE+ASP grubunda ise ASP grubuna gore anlamli olarak yiikseldigi tespit edildi.
Sonug olarak 50 mg/kg dozda aspartamin testiste apoptozisi arttirmadig gézlendi. P53
ekspresyonun azalmasimin bunda etkili olabilecegi diistiniildii. CAPE tedavisinin p53
diizeyini yiikseltmesi koruyucu olabilecegini gdsterdi.

Anahtar sozciikler: Aspartam, CAPE, Cleaved kaspaz 3, Kaspaz 8, P 53
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ABSTRACT

THE PROTECTIVE EFFECT OF CAFEIC ACID PHENETHYL ESTER
AGAINST APOPTOTIC EFFECT OF ASPARTAM ON TESTIS

Semiha TURE
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisor Asst. Prof. Kaythan KARACOR
January 2020, 76 pages

Infertility appears to be an increasing problem today. Many factors cause infertility
directly or indirectly. Aspartame is widely used as a sweetener, especially in various
food and carbonated drinks. It has been shown in studies that aspartame has a toxic
effect on other tissues, but there is no study on its apoptotic effect on testis. Caffeic
Acid Phenethyl Ester is a component of propolis produced by honey bees. CAPE, which
is a phenolic compound, has many properties such as antioxidant, anti-inflammatory,
antiviral and anticancer. In our study, we aimed to show the negative effect of
Aspartame on the testis, and to see how much these negative effects can be reduced
with Caffeic Acid Phenethyl Ester. 29 male mice, 2-3 months old, were used for the
experiment. These mice were randomly divided into 5 groups. The groups were
Kontrol, Sham, CAPE, ASP and CAPE + ASP. ASP and CAPE + ASP group were
given aspartame at a dose of 50 mg / kg by gavage The CAPE and CAPE + ASP groups
were given intraperitoneally 20 mg / kg dose of CAPE for 35 days. Histological
examinations in the testicular tissues did not differ significantly between the groups. In
immunohistochemical staining using Cleaved Kaspaz-3 and Kaspaz 8, there was no
difference between the experimental groups. It was determined that P53 expression
decreased significantly in the ASP group and increased significantly in the CAPE +
ASP group compared to the ASP group. As a result, it was observed that aspartame at
50 mg / kg dose did not increase apoptosis in the testis. It was thought that a decrease in
P53 expression may have an effect on this. CAPE treatment increased p53 level showed
that it can be protective.

Keywords: Aspartame, CAPE, Caspase 8, Cleaved Caspase 3, P 53
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nl : mikrolitre

pm : mikrometre

ABP : Androjen Baglayici Protein

AEC : Amino Etil Karbazol

ASP : Aspartam

ATP : Adenozin Trifosfat

BMP : Bone Morphogenic Protein

CAPE ; Kafeik Asit Fenetil Ester

Cdk ; Siklin-Bagimli Kinazlar

DAB : Di Amino Benzidin

DED ; Death effector domain

DER : Diiz Endoplazmik Retikulum
DMSO X Dimetil stilfoksit

DRC : Death Receptor Kompleksi
FADO : Fas bagiml1 6liim domain proteini
FAO : Food and Agriculture Organization
FASL X Fas Ligand

FDA X U.S. Food and Drug Administration
FSH : Folikiil uyarict hormon

g : gram

gER : Graniilli Endoplazmik Retikulum



GnRH

IHK
ip
JECFA
LH
MDA
MTX
PAS
PBS
PS
ROS
SClI
SRY
TBF
TNF

WHO

Gonadotropin Releasing Hormone
Immunoglobulin
Immunohistokimya
Intraperitoneal
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Liiteinlestirici hormon

Malondialdehid

metotreksat;

Periyodik asit-Schiff

phosphate buffered saline

Fosfatidil Serin

Reaktif Oksijen Tiirleri

Science Citation Index

Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi
Testis Belirleyici Faktor

Timor nekrozu faktorii

World Health Organization

X1



1. GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Infertilite, son zamanlarda biiyiik bir problem haline gelmistir. Bu problemin altinda
bir¢ok sebep yatmaktadir. Erkek fertilitesi spermatogenez ile baslar, tasinma, yardimci
organlarla depolanma ve uygun sekilde aktarilma ile tamamlanir. Bu asamada spermin
sayisal yetersizligi, yapisal sorunlar gibi birgcok durum erkek fertilitesini
etkileyebilmektedir'. Genetik faktdrlerin yani sira gevresel faktorler de infertiliteye yol
acabilir. Sigara, alkol, hazir gidalardaki kimyasal maddeler, teknolojik aletlerin sik
kullanimi gibi faktorler bunlardan bazilaridir. Yaygin olarak tiiketilen, yapay tatlandirici
olan aspartam Ozellikle cesitli gida, gazli igecek ve ilaglarda kullanilmaktadir.
Laboratuvar hayvanlar1 ve insanlar {iizerinde yapilan c¢alismalarda aspartamin,
gastrointestinal sistemde metanol, aspartik asit ve fenilalanine metabolize oldugu ifade
edilmistir. Aspartam sindirildikten sonra %50 fenilalanin, %40 aspartik asit ve %10
metanolden olusmaktadir'. Metanol bunlarin arasinda en zararli olamidir ve karacigerde
metabolize olmasiyla formaldehit meydana gelir. Formaldehit ise daha sonra bir¢ok
dokuda formik aside oksitlenir®®. FDA, aspartamin kabul edilebilir giinliik alim
miktarm1 ADI 50 mg / kg / giin olarak belirlemisken, JECFA (Gida Katki Maddeleri
Uzerinde Ortak FAO / WHO Uzman Komitesi) bu degeri 40 mg /kg viicut agirhg: / giin
olarak ifade etmistir” FDA ve JECFA’ nin vermis oldugu kabul edilebilir bu degerlere
ragmen son zamanlarda yapilan bazi caligmalarda aspartamin giinlik 20mg/kg

verildiginde bile bir multipotansiyel karsinojenik ajan oldugu ileri stiriilmiistir®.

CAPE, propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olup antioksidan,
antienflamatuar, antiviral, antikanser gibi etkisi genis olan bir maddedir. En 6nemli

ozelliklerinden birisi de tiimor hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisidir®.

Bu calismada, aspartamin testis iizerinde varsa olumsuz etkisini gosterecek ve Kafeik
Asit Fenetil Ester ile bu olumsuz etkilerin ne kadar azaltilabilecegini gostermis

olacagiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; testis, yardimci bezler ve genital kanallardan meydana gelir.
Testislerin hormon ve spermatozoon iiretmek gibi iki 6nemli gérevi vardir. Testosteron,
testiste tiretilen baslica hormonlardan biridir. Bu hormon, spermatogenez, embriyo ve

fetiisiin gelisimi sirasinda cinsel farklilasma ve gonadotropinin kontrolii i¢in nemlidir®.

Genital kanallar ve yardimci bezler ise diiz kaslarin kasilmalar1 ile spermatozoonlari
disartya dogru siiriikleyen salgilart iiretir. Bu salgilar ayn1 zamanda spermatozoonlara
gerekli olan besinleri saglar. Spermatozoonlar, genital kanallar ve yardimci bezlerin

salgilari penis aracihigiyla disi iireme sistemine birakilan semeni olusturmaktadir®.

mesane ureter

/ vezikila

periton

pubis seminalis
prostatik lretra ‘ ' J _— rektum
/ ——
korpus A / mekulatuar
kavernozum T _ & 3 " kanal
korpus ———7 #
4 / prostat

spongiyozum 7
Uretra . bulbotiretral bez

glans penis duktus deferens

skrotum

tunika vajinalis testis

Sekil 1. Testisin erkek iireme sistemindeki sematik gosterimi '



2.2. Testis Anatomisi

Erkek iireme organi olan testis, skrotum adi verilen bir kese igersinde yer alir, sag ve sol
olmak tizere burada asili halde bulunur. Oval, yanlardan basik bir sekle sahiptir ve her

ikisi de yaklasik ayni biiyiikliikliiktedirler.

Testislerin boyutu her tiirde farklilik gosterebilir ancak ortalama 4-5 ¢cm uzunlugunda,
2-3 c¢cm kalinliginda ve 2-3 c¢cm genisliginde olabilmektedir. Agirliklar1 ortalama 10-15
gramdir. Ayn biiyiikliikte olmalarina ragmen sol testis sag testise gore genellikle 1 cm
asagida yer almaktadir. Sag testis ise sol testise gore %10 daha fazla agirliga sahiptir.
Istlart viicut 1sisindan 3-4 °C daha diisiiktiir®. Testisler, temel fonksiyonlarini yerine
getirebilmek icin karmn boslugundan skrotuma inmek zorundadirlar®. Fetal dénemin
basinda, karin boslugunda bobreklere yakin halde bulunurlar, fetiis biiyiidiikce asagiya
inerler. Dogum Oncesi inguinal kanaldan skrotum igerisine inisini tamamlarlar. Ayrica
bu yolla skrotuma inerken karm 6n duvari kaslarim da kendisiyle birlikte siiriiklerler®.
Testisi, distan ice dogru 3 tabaka sarar. Bu tabakalar tunica vaginalis, tunica albuginea

ve tunica vasculosadir.

Tunica vaginalis: Dista paryetel tabaka, igte viseral tabaka olmak iizere iki tabakadan

meydana gelir. Bu iki tabaka arasinda ser6z bir sivi vardir™,

Tunika albuginea: Testisleri distan saran kalin, siki fibroz bag dokusu yapisina sahip
bir tabakadir. Testisin arkasindan igeri girerek kalinlasir ve bu arada ‘mediastinum
testis’ ad1 verilen yapiyr meydana getirir. Mediastinum testisden ¢ikan uzantilara ise
‘septula testis’ adi verilir. Bu uzantilar testisi, sayilar1 200ii asan bolmelere ayirir’. Her
lobiil iginde de tubuli ‘seminiferi kontorti” denen kanalciklar bulunur. Spermiyumlar bu
kanalciklarin duvarlarinda gelisimlerini tamamlar. Seminifer tiibiillerin baslangi¢ kismi1
kivrintili, son kismi ise diiz bir yapidan olusur. “Tubuli rekti’ denilen bu diiz kisimlar
mediastinum testisin fibr6z dokusu arasina girer. Burada kanallarin anastomozu sonucu
‘rete testis’ denilen ag meydana gelir. Rete testisi yapan kanalciklar mediastinum
testisin st ucunda ‘duktuli efferentes’ adi verilen kanallarla devam ederler. Duktuli

efferentes ise tunika albugineay delerek testislerden epididimise ulasir®.

Tunika vaskiiloza: Kan damarlarini igeren gevsek bir bag dokudan olusur. Tunika

albugineanin i¢ kisminda yer alir ve testis i¢indeki tiim yiizeyleri kaplar®.



Testislerin kanlanmasi, abdominal aortadan ¢ikan arteria testikularisler ile gerceklesir.
Testisin arka kismindan ¢ikan kiigiik venler birleserek pleksus pampiniformis denilen
vendz ag1 meydana getirirler. Testislerin venoz kani sagda vena cava inferiora, solda ise
vena renalise geger. Testislerin innervasyonu ise 9-12 torakal spinal segmentten ¢ikan

otonom sinirler ile gerceklesir'®.
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Sekil 2. Testisin sagital kesitinin sematik gosterimi ’

2.2.1. Spermatik kordon

Inguinal kanaldan baslayip, kanalin uzunlugu boyunca devam eder. Yiizeysel veya dis
inguinal kanaldan ¢ikar ve testisin skrotumda asili kalmasini saglar. Spermatik kordon

icinde testikiiler damar ve sinirler, ilioinguinal sinir, genitofemoral sinirin genital dal,



kremasterik damarlar ile duktus deferens bulunur. Fasiyal katmanlar karin duvarmin
katmanlariyla devam eder. Internal spermatik fasiya, transvers fasyadan meydana
gelmistir ve spermatik kordon etrafinda ince, gevsek bir tabaka meydana getirir.
Kremaster kasini olusturan iskelet kasi liflerini igeren kremaster fasiyasi, i¢ oblik kastan

kéken alir. Dis spermatik fasiya dis oblik aponevrozu ile kesintisiz devam eder*2.

2.2.1.1. Testikiiler-skrotal arter sistemi

Vazal ve kremasterik arterler araciligiyla testikiiler arter tarafindan kanlanan testisler,

ti¢ ayr1 arteriyel sistem tarafindan desteklenir. Bunlar;
1. Testikiiler (Internal spermatik) arter

2. Kremasterik (Eksternal spermatik) arter

3. Vazal (Deferensiyel) arter

Testikiiler arter: testisi besleyen ana damardir. Toplam kan akiminin 2/3’{in{i saglar.
Aortanin 6n yiiziinden ve bobrek arterinin ortalama 3 cm altindan ¢ikar. Kasik kanalina
kadar devam eder ve spermatik kord yapilarmin arasina girer. Bir ya da daha fazla
dallara ayrilir ve testis arka yiiziine ulasarak ve tunika albugineay1 geger. Seminifer
tiibiiller arasindaki interlobiiler arteriolleri olusturmak tlizere ana dallar1 ayrilir. Bu ana
damar testikiiler arter olmasina ragmen internal kremasterik ve vazal arterlerle arasinda
birgok kaynagma olabilir'®. Testikiiler arter, testise girdiginde ¢ dala ayrilir. Bunlar;
inferior testikiiler arter, internal arter ve kapital arterdir. Kapital arter epididimisin kan
ihtiyacin1  karsilar. Bu dallanmanin  diizeyi olduk¢a degiskenlik gésterirken,

calismalarin %31-%88 inde inguinal kanal icinde olustugu bildirilmistir™*°.

Kremasterik arter: kan akiminin 1/6’sin1 saglayan bu arter tunika vajinalisin asil besin
kaynagidir. Mediastinumda deferensiyel ve testikiiler arterlerle birlesir ve tunika

vaginalisin {izerinde ags1 bir yap1 olusturarak sonlamir™®.

Vazal arter: kremasterik arterde oldugu gibi testisin kan akiminin 1/6’sin1 saglar. Vaz
deferens ve epididimi besleyen arterdir. Testise yakin bir yerde, testikiiler arterle
birlesir. Testikiiler arter vazal artere baglandigi zaman kremasterik arterin de
araciligryla, testis kan akimmi artirir ve regiilasyon saglar. Bu regiilasyon, testisi

atrofiden korumak igin yeterli olsa da spermatogenezi korumada yetersiz kalir,



2.2.1.2. Testikiiler-skrotal venoz sistem

Testikiiler vendz kan akimi dort ayr1 yapiy1 igermektedir. Bunlar;
1. Testikiiler (Internal spermatik) ven

2. Kremasterik (Eksternal spermatik) ven

3. Vazal (Deferensiyel) ven

4. Gubernakuler ven

Testikiiler ven: ince duvarli ve zayif bir yapisi vardir. Sag tarafta vena cava inferiora
egik, solda ise renal vene dik olarak agilir ve testikiiler artere eslik eder. Sol testisin
daha asag1 pozisyonda olmasi ve sol testikiiler venin daha yiiksekte olmasi nedeniyle
sagdakinden 8-10 cm daha uzundur. Inferior vena cavanin daha fazla kan akisiyla olan

cekis etkisiyle sagdaki drenaji arttirdig1 diisiiniilmektedir'’.

Kremasterik ven: spermatik kordun arkasinda yer alan kremasterik ven, dis inguinal
kanal alaninda yiizeyel ve derin inferior epigastrik venlere ve ylizeyel eksternal ile derin

pudental venler yardimiyla eksternal iliak vene acilir*®.

Vazal ven: Vaz deferens ile birlesik olan bu ven, superior-inferior vezikal venler

yoluyla internal iliak vene dokiiliir'.

Gubernakuler ven: Safen ven ve eksternal pudental ven yoluyla eksternal iliak vene
dokiiliir. Intratestikiiler kiiciik venler, testis yiizeyel venlerine ve rete testiste hiler
venlere agilirlar, daha sonra testis ve epididimden kaynaklanan venler, mediastinumdan
cikar ve duktus deferens Oniinde ve testikiiler arter ¢cevresinde 8-12 venden olusan bir ag

halinde serbest anastomoz yapan 3 ayri ven grubu pampiniform pleksusu olustururlar™.

2.3.Testis Embriyolojisi

Gametler, gebeligin ikinci haftasinda epiblast i¢cinde olusan ve yolk kesesine go¢ eden
primordial germ hiicrelerinden koken alirlar™. Embriyonik gelisimin 4-6. haftalari
arasinda, yaklasik olarak 10-100 adet primordiyal germ hiicresi ameboid hareketlerle
vitellus kesesinden bagirsak tiipline, oradan da mezenter boyunca viicut arka duvarinin
sag ve sol yanlarina goc ederler”®. Primordial germ hiicreleri ilk yolk kesesinde
gozlenirler. Primordial germ hiicrelerinin gocii BMP-4 (Bone Morphogenic Protein)

tarafindan diizenlenir. G6¢ sirasinda mitoz boliinme ile sayilar giderek artar. Viicut



arka duvarinda, 10. torasik vertebra hizasinda, mezensim i¢inde yaklasik olarak 2500-
5000 primordiyal germ hiicresi yer alir ve bir ¢ift genital kabariklik olusturmak tizere
mezonefroz hiicreleriyle s6lomik ortii epitelinin hiicrelerini, ¢ogalmalar1 igin uyarirlar.
Solomik epitelyal kordonlar, farklanmamis gonadin dis korteks ve i¢ medulla
bolgelerini olusturmak icin, gonadal kabarikligin mezensimi ic¢ine dogru biiytirler.
Altinc1 haftada gonadal kabarikliklara yerlesirler'®. Fetal gelisimin 7. haftasina kadar
her iki cinsiyet i¢in genel tek bir gonad tipi vardir. Bu donem gonadal gelisimin
farklilanmamis evresidir. Bundan sonra erkek bireyi olusturmak iizere farklilanmamis
gonadin korteksi geriler ve medullas: testisi olusturur™®. Gonad tizerindeki erkek veya
disi yoniindeki farklilasma 7. haftada gonadda gozlenir”®. Gonadlarin over veya testise

farklilasmasindan primordial germ hiicreleri belirleyici roldedir?'.

Y kromozomunun kisa kolu tizerindeki testis belirleyici faktor etkisiyle (TBF) ig¢in SRY
geni, farklanmamig gonadin testis gelisiminde onemli bir rol oynar. TBF, gonadal
kordonlart uyarir. Kordonlar ilerleyen zamanda testis ve meduller kordonlari
olusturmak {izere gonadin i¢ bolgesine go¢ ederler ve bezin hilusuna dogru ince hiicre
siralarindan olusan bir ag meydana getirirler. Ilerleyen zamanda testis kordonlar: yiizey
epiteli ile olan baglantisin1 kaybeder ve testis yiizeyi yogun fibroz yapidaki tunika
albuginea ile epitelden ayrilir ve puberteye kadar kapali bir sekilde kalirlar.
Gestasyonun 16-20. haftalar1 arasinda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve bu
kordonlarin uglar1 rete testis olarak devam eder. Bu donemde testis kordonlari, germ
hiicreleri ve bezin ylizey epitelinden koken alan sertoli hiicrelerinden meydana
gelmektedir. Fetal testisin seminifer tiibiillerinin biiyiik bir ¢ogunlugu sertoli
hiicrelerinden olusur. Seminifer tiibiiller puberteye kadar solid halde kalirlar. Tiibiillerin

liimeni, puberteden sonra geligir®.
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Sekil 3. Bes haftalik embriyonun TBF varliginda yedinci haftadaki testis gelisimi23

Testesteron tliretimini saglayarak dis genital organlardaki farklilagmada rol oynayan
leydig hiicreleri testis kordonlar1 arasinda bulunan interstisyel dokudaki mezenkimal
hiicrelerin degisimi sonucu ortaya g¢ikar. Gebeligin 20. haftasinda testisin %50’sini
olusturan leydig hiicreleri doguma dogru giderek azalir®®. Pubertede testis kordonlarinin
limenleri seminifer tiibiilleri meydana getirir. Seminifer tiibiiller rete testis limenine
baglanir ve sonrasinda duktuli efferentes ile devam ederler. Duktus eferents kanallari
rete testis ile mezonefrik kanal arasinda iligkiyi saglar. Mezonefrik kanallar ana genital
kanallar1 olustururlar. Epigenital tiibiiller rete testisin kordonlari ile birlesip duktus
eferentsleri, paragenital tiibiiller ise rete testis kordonlari ile birlesemeyip kalinti
halindeki paradidimi olugturur. Ductus eferentslerin giris yerinin altinda mezonefrik
kanallar uzayarak ductus epididimi olusturur. Epididimin kuyruk kismindan seminal

vezikiil tomurcuguna kadar uzanan kas tabaka ile sarili kanal duktus deferens, seminal



vezikiilden sonraki kanal ise ejakulatuar kanal olarak adlandirilir. Paramezonefrik kanal
testikular appendiksi olusturan kranial ucu disinda dejenere olur. Normal
spermatogenezisin gergeklesebilmesi i¢in testislerin viicut 1sisindan 3-4 derece daha
serin olan skrotuma inmesi gerekir. Fetal hayatin 3. ayindan itibaren testisler skrotuma

. 24,25
inmeye baglar™*”.

2.4.Testis Fizyolojisi

Testisler oval bir sekle sahip olup, viicudun disinda skrotum igersinde asili halde
bulunurlar. Uzunlugu 4-6 cm, hacmi 20-25 ml” dir. Embriyonal dénemin basinda viicut
boslugunda bulunan testisler, dogumdan once yaklasik 7-8. aylarda skrotuma
inerler®®?’. Viicut sicakhiginin (37°C) altindaki sicakliklarda olusan spermatogenez igin
1s1 gok onemlidir®. Skrotum sicakligi viicut sicakliginin yaklasik 3-4 °C altindadir.
Testislerin karin boslugunun disinda bulunmasinin sebebi spermatogenez i¢in daha
diisiik sicakligin (32-35°C) zorunlu olmasidir. Saglanmasi gereken bu sicaklik ¢ok
onemlidir. Ciinkii testislerdeki sicaklik artisi, seminifer tiibiil hiicrelerine hasar vererek
spermatogenezi engelleyebilir. Bu islemlerin gergeklesmesine izin veren sicaklik olan
34-35 °C’nin skrotumda korunmasi i¢in ¢esitli mekanizmalar vardir. Zengin bir venoz
pleksus olan ‘pampiniform pleksus’ her bir testikiiler arterin etrafin1 sarar ve testikiiler
1s1n1n siirdiirtilmesinde 6nemli olan zit yonlii 1s1 akimini saglar. Skrotumdan buharlagsma
ile uzaklasan ter de 1s1 kaybina yardimci olur. Skrotumun ince dartos kasinin ve
spermatik kordonlarin kremaster kaslarinin kasilmasi veya gevsemesiyle testislerin

viicuda yaklastirilmasi veya uzaklastirilmasi ile testis sicakligi kontrol altinda tutulur®.

Sperm {iretimi, depolanmasi, salgilanmasi ve testosteron iiretimi testislerin baslica
gorevleri arasinda yer alir. Testislerin yapisinda seminifer tiibiiller bulunur. Burasi
spermlerin olusum yeridir. Seminifer tiibiiller, bazal membran ve peritiibiiler hiicre
tabakasi ile cevrilidirler. Peritiibiiler hiicreler, peristaltik hareketten sorumlu hiicrelerdir.
Bu hiicreler kasilarak spermlerin epididime dogru ilerlemesine yardime1 olurlar®’.
Spermler ilk olarak seminifer tiibiillerden epididime gecer. Epididim vaz deferense
acilir ve prostat bezine girmeden hemen Once genislemeye baslar. Prostatin her iki

tarafinda yer alan seminal vezikiiller, ampullanin prostat girisine ag¢ilir, hem ampulla



hem de seminal vezikiil igerikleri ortak bir ejakiilator kanal aracilifiyla prostat

gdvdesinden gecerek internal iiretraya bosalir®®,

Endokrin faktorler spermatogenez iizerinde en 6nemli etkiyi gosterirler. Spermatogenez,

hipofizin FSH ve LH hormonlarinin testikiiler hiicrelerdeki etkilerine baglidir®,

FSH: Hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilatici hormon (GnRH), hipofizin 6n
lobundan FSH salinimimi stimiile eder. FSH sertoli hiicrelerinden inhibin, aktivin ve
ABP salgilanmasini uyarir. Spermatogenez Ostrojen ve progesteronlarla inhibe edilirken
testosteron ile uyarilir. Spermatozoonlar epididimise, testikiiler sivi iginde taginirlar.
Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan {iretilen testikiiler sivi; proteinler, steroidler,
iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir. Testesteron ABP’e baglanarak tiibiil

, . 27
liimenine taginir ve spermatogenez baslar®'.

Inhibin sertoli hiicrelerinde sentezlenen bir proteindir ve hipofizden FSH salinimini

baskilar. Ureme hiicresi sayis1 azalinca da FSH artar®,

LH: Hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilatici hormon (GnRH) hipofizin 6n
lobundan LH salgilanmasini uyarir. LH interstisyel hiicreleri etkileyerek spermatogenik
seri hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini uyarir. Prolaktin
ile birlikte leydig hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde yardimci olur. Prolaktin, LH
reseptorliniin  gen ekspresyonunu diizenler. Prolaktin artisi, leydig hiicrelerinden
androjenlerin sentezini azaltarak spermatogenezi zayiflatabilir ve bu da infertiliteye
neden olur. Hipotalamo hipofizer kontrol ile testosteron, negatif geri bildirimde

bulunarak LH sekresyonu 2 yolla baskilar;

1. On hipofize direk etki eder ve gonadotropik hiicrelerin GnRH’a cevap olarak daha az

salg1 yapmalari saglanir.

2. Hipotalamusu etkiler ve GnRH’1n salg1 siddetini distiriir. Bu da gonadotropinlerin

salgilanmasini azaltir®®.
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2.5.Testis Histolojisi

Seksiiel olgunlagmay1 ve sperm firetimini saglayan testisler, ekzokrin (spermiyum
tretimi ve atilimi); holokrin tipte sekresyon ve endokrin fonksiyonu (testosteron
tiretimi) gibi olan bir ¢ift organdir. Skrotum iginde yer alan testisler, distan {i¢ tabakali
kalin bir kapsiil ile sarihidirlar. Ik tabaka olan tunika vajinalis, testislerin karmn

boslugundan skrotuma inerken birlikte siirtidiikleri iki katli periton tabakasidir.

Anterolateral yiizeyde bulunur, mezotel ile kaplidir. Orta tabaka olan tunika albugenia,
yogun bir fibroelastik bag dokusu tabakasidir. Testisin arka yiiziinde kalinlasarak
‘mediastinum testis’ adi1 verilen yapiy1 olusturur. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari,
lenf damarlar1 ve kanallar bu tabaka i¢inde yer alirlar. Bu fibréz alandan bezin igine
dogru uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar testisi yaklasik 250 adet piramidal
lobiile bolmektedir. Her lobiil igerisinde spermin {iiretildigi 14 adet seminifer tiibiil ile

leydig hiicrelerinin bulundugu bag doku yer almaktadir.

Genellikle kivrimli kanallara sahip olan seminifer tiibiiller, testis hacminin biiylik bir
bolimiinii olustururlar. Seminifer tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlari
uretirken, interstisyel hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar. Her testiste yaklasik
250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Geng yetiskinlerde, seminifer tiibiillerde giinde
ortalama 2x10° sperm iretilir. Her tiibil 150-250 pm c¢apinda ve 30-70 cm
uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklagik 250 metredir.
Tibiiller kiviimhidir ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken liimen daralir ve ‘tubuli
rekti’ adini alarak, kisa segmentler halinde devam eder. Bu tiibiiller, seminifer tiibiillerin
rete testis ad1 verilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasin
saglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile

epididimisin bas kismina baglanmustir’.

Her bir seminifer tiibiil, germinal veya seminifer epitel adi1 verilen ¢ok tabakali 6zel bir
epitelden olusmustur. Epitel altinda yer alan tunika propria 6zel bir bag dokusudur.
Fibroblast icermeyen bu tabaka fibroz bag doku ile kaphidir ve en icteki katman, diiz kas
Ozellikleri de gosteren yassilagmis 3-5 sira miyoid hiicre ve kollajen lif tabakasi igerir.

Kemirgenler de bu tabaka tek sira yassi bir tabaka halindedir. Bu hiicreler diiz kas
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hiicrelerine benzer sekilde bazal lamina ile sarili aktin filamentlerden zengin hiicreler

olarak gozlenirler. Ayrica tiibiillerin zayif bir sekilde kasilmasini saglarlaral.

Germinal epitel iki tip hiicreden olusur: Bunlar biiyiik boliinmeyen Sertoli destek
hiicreleri  hiicreleri ve boliinebilen spermatogenik (4-8 tabaka halinde) seri

hiicreleridir>®,

2.5.1. Sertoli hiicreleri: Gelismekte olan spermiyumlar1 destekleyen, koruyan ve
besleyen hiicrelerdir. Tam olarak farklilasip olgunlagmamis spermatogenetik hiicreleri

fagosite ederek ortadan kaldirma yetenegine sahiptirler®’,

Destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da bilinmektedirler. Bu hiicreler
puberteden sonra ¢ogalmazlar. Komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin
arasindaki bosluklari dolduran, apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir®.
Tabanlar1 bazal membrana oturmus, govdeleri tiibiil limenine kadar uzanan en biiyiik
hacimli hiicrelerdir. Az sayida, diizenli araliklarla yerlesen bu hiicrelerin sinirlart
oldukca belirsizdir®®. Cekirdekleri kromatince fakir, tipik olarak oval ya da iiggen
seklindedir. Okromatik boyanirlar ve cekirdekgik belirgin olarak segilir. Sertoli
hiicrelerinin soluk boyanan sitoplazmalarinin apikal bodliimlerinde gelismekte olan
spermatidlerin baglari bulunur. Organel bakimindan zengindirler. Mitokondri, diiz
endoplazmik retikulum ve salgi graniilleri ¢ok sayidadir. Hiicrelerin arasina yerlesmis
cok sayida lizozom bulunmaktadir. Bu hiicreler birbirleriyle zonula okludens tipi
baglant1 kurarlar. Bu baglanti seminifer tiibiil limenini sararak kesintisiz bir hiicre
tabakasi meydana getirir. Bu tabaka kan-testis bariyeri olarak gorev yapar’>*,
Spermatogonyumlardan sirasiyla ‘spermatosit’ ve ‘spermatid’ adi verilen hiicreler
olusur. Bu hiicreler sertoli hiicrelerinin yan duvarlar1 boyunca liimene dogru gog
ederler. Spermatositler sertoli hiicrelerinin yan duvarlarinda, spermatidler ise apikal

duvarlarindaki oyuklar igerisine yerlesirler30.
Sertoli hiicrelerinin goérevleri sunlardir;
-Spermiyumlarin beslenmesini ve korunmasini saglarlar.

-Spermatogenez esnasinda olusan artiklari fagosite ederler.
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-FSH kontrolii altinda ABP salgilanmasini saglarlar. Bu protein, testosteronu baglayarak
seminifer icerisinde birikmesini saglar. Ayrica, FSH salinim ve sentezini baskilayan
inhibin isimli bir peptid salgilar.

-Embriyonal gelisme sirasinda erkek fetusta miiller kanalinin regresyonunu saglayan

AMP iireten sertoli hiicreleri, sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 da salgilar®*%>3°,

-Testestorona baglanarak, seminifer tiibiil ltimeni igersinde spermatogenez icin gerekli

olan testestoron yogunlugunu arttiran ABP {iretimi ve salinimini saglar37.

2.5.2. Interstisyel doku

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki interstisyel doku, fibroblast, lenf damar1 ve
pencereli kapillerlerin bulundugu kan damarlarini igeren gevsek bag dokusundan olusur.
Ince kollajen ve retikiiler liflerden zengin olan bu doku, Leydig hiicreleri, fibroblastlar,
farklilasmamis mezenkim hiicreleri, mast hiicreleri, kan ve lenf damarlar1 ve testikiiler

sinirleri icermektedir®®*®,

2.5.3. Leydig hiicreleri

Intersitisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicreleri yuvarlak ya da poligonal sekle
sahip olup, merkezi ¢ekirdekli, ¢ekirdeke¢igi belirgin, lipid damlaciklarindan zengin
eozinofilik sitoplazmali hiicrelerdir”. Leydig hiicreleri ¢ok sayida mikrovilluslara
sahiptir. Belirgin bir veya iki adet ¢ekirdek¢igi vardir. Sitoplazmalarinda bol miktarda
diiz endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi, lipid damlaciklar1 ve lipofuksin pigment

2.34 . . . .
30323439 gy hiicreler, steroid hormon olan testosteron iretirler.

graniilleri bulunur
Testosteron, ikincil erkek cinsiyet 6zelliklerinin olusumunu destekler. Diiz endoplazmik
retikulum ve mitokondride bulunan enzimler tarafindan sentezlenir. Interstisyel hiicreler
tarafindan sentezlenen testosteron salgilanmasi, hipofizden salgilanan bir gonadotropin
olan LH tarafindan tetiklenir. Bu baglamda, testosteron salgilanmasi ergenlik

doneminde hipotalamusun gonadotropin salgilayict hormonu liretmesiyle baslar®.
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2.5.4. Kan-testis bariyeri:

Spermatogonyumlarin farklilagsmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Sekstiel olgunlagmanin, immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire sonra
ortaya c¢ikmasi sebebiyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak
algilanabilir ve germ hiicrelerinin Sliimiine sebep olabilecek bir immiin yanit1 tesvik
edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem arasinda olusabilecek
herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir. Bu bariyer seminifer tibiillere
immiinglobulinlerin ge¢mesini 6nler ve bu sayede serumlarinda ¢ok yliksek diizeyde
sperm antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goériilmez. Kan-
testis bariyeri seminifer epiteli bir otoimmiin reaksiyondan korumus olur. Kan ile
seminifer tiibiillerin i¢ bdlgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi, siv1 i¢ine kandan ¢ok az
maddenin gegmesini agiklayan bir durumdur. Testikiiler kapilerler pencereli tiptedirler
ve bliylik molekiillerin serbest olarak gecisine izin verirler. Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilar (tight junctions) bu bariyerden sorumludurlar. Erkek germ hiicrelerinin

kandan gelen zararli ajanlara kars1 korunmasinda 6nemli rol 0ynarlar40.

Seminifer epiteldeki siki baglantilar; adherens baglantilar ve desmozomlarin
membrandaki lokalizasyonu ile olusur. Siki baglantilar bazal laminanin yanindaki
seminifer epitelin bazal komportmanindaki Sertoli hiicreleri arasinda bulunur.
Testisdeki sik1 baglant1 bolgesi, periferal membran proteinler dizisi ve zonula okludens
cesitleri olan, zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2), okludin, klaudin
gibi 3 farkli siki baglanti integral membran proteinlerinden olusur. Bunlardan en
yiizeyde olan1 zonula okludenstir. Aga benzer bir yap1 olusturacak sekilde katlanma ve
kivrilmalar gosterir. Kabarti ve oluklarin sayist ve kaynasma yerleri epitelin sivi
aligverisi ile ¢ok yakindan ilgilidir. Siki baglantinin esas fonksiyonu olduk¢a siki bir
tutunma meydana getirerek, epitel hiicreleri arasindan her iki yone dogru madde
gecisini engellemektir®. Siki baglanti bariyerinde yer alan okludinin kan testis
bariyerinin regiilasyonunda ¢ok 6nemli rolii vardir. Okludin ile direkt baglantis1 olan
diger siki baglanti proteinleri arasinda bulunan baglanti komponentleri ZO-1 ve ZO-

2°dir*2.
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OKludinin C-terminal bdlgesi, bazolateral membranda Okludin’in hedefi olarak ZO-1’¢e
baglanir ve sik1 baglantida okludin lokalizasyonu i¢in ZO-1’in varlig1 gereklidir. Farede
okludin Sertoli hiicrelerinin dip bazal bolgelerinde bulunur ve maturasyonla yogunlugu
artar. Sican Sertoli hiicrelerinde de benzer bulgular gostermesine ragmen, insan ve

kobayda Sertoli hiicresinde okludinin bulunmadig: bildirilmistir’.

Testisteki sik1 baglantilarinda bulunan okludin izoformlari tiire 6zgiidiir. Okludin sertoli
hiicreleri arasi baglant1 bolgesinde bazal olarak ¢ok kuvvetli immunreaktivite gosterir.
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda da yaygin bir immunreaktivite goriilebilir.
OkKludinin analog patterni olan ZO-1 immunreaktivitesi Sertoli hiicreleri arasi baglanti

bélgelerinde, sitoplazmasinda ve subseliiler alanda daha yogun olarak goriilmektedir*®
45

Seminifer tiibiilde sperm iiretimi; Spermatozoon iiretim siireci (Spermatogenez) ve
Spermatozoon iiretiminin son agamasi ve spermatidlerin spermatozoona doniisme siireci

(Spermiyogenez) olmak iizere iki asamada gergeklesir.

2.5.5. Spermatogenetik hiicreler (germ hiicreleri) ve spermatogenez:
Spermatogenez cinsel olgunluk c¢aginda kok ve progenitdr  hiicreler olan
spermatogonyumlarin proliferasyonu ile baslar ve bununla birlikte yeni hiicreler olusur.
Bazal membrana yakin, spermatogenetik hiicrelerin en primitif olanlar
spermatogonyumlardir ve sertoli hiicrelerinin ylizeyleriyle yakin iligki halindedirler.
Spermatogonyumlar kiiciik, yuvarlak ve 12 um c¢apinda hiicrelerdir, soluk boyanirlar.
Insanda olgunlasmasini 64 giinde tamamlarlar ve ¢ogalma yetenegi olan hiicrelerdir®.
Puberteye kadar spermatogenetik hiicrelerden yalnizca spermatogonyumlar mevcutken,
puberteden sonra hormonal etki ile bu hiicreler mitozla ¢ogalmaya baslarlar ve diger tip

323 Spermatogonyumlar koyu renkli ve oval sekilli

hiicreleri meydana getirirler
giicrelerdir. Kok hiicre olarak hareket ederler ve nadir boliiniirler. Bu hiicrelerin
boliinmesi sonucunda iki tip hiicre olusur. Birincisi Tip A spermatogonyumlardir.
Bunlar kok hiicre 6zelligindedir. Digeri ise Tip B spermatogonyumlardir. Daha soluk
boyanirlar, oval bir ¢ekirdege sahip ve progenitor hiicrelerde oldugu gibi daha hizl

boliinebilen hiicrelerdir®,
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Tip A koyu spermatogonyumlar: ince graniillii, yogun bazofilik boyanan ve oval
cekirdege sahip hiicrelerdir. Diizensiz araliklarla boliniirler. Tip A koyu
spermatogonyumlarin seminifer epitelin kok hiicresi oldugu diisiiniilmektedir. Tip A
aclk spermatogonyumlar ise agik renk boyanan ince graniillii hiicrelerdir. Ardisik

birkag mitotik boliinme ile sayilarim arttirirlar’.

Tip B spermatogonyumlar: Tip A’dan biiyiik hiicrelerdir. Kromatin i¢eren yuvarlak

cekirdeklere sahiptirler. Mitozla c¢ogalan bu hiicrelerden primer spermatositler
22,32

olusur

gec spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

siki baglanti
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tip A acik Miyoid hticreler

Tip A koyu hiicresi spermatogonyum Tip B acik
spermatogonyum

spermatogonyum

Sekil 4. Seminifer tiibiil i¢ersinde yer alan hiicrelerin sematik gi')sterimi43

Spermatosit Faz1 Mayoz: Bu fazda primer spermatositler mayoz boliinmeye baslarlar
ve hem kromozom sayisini hem de DNA miktarin1 azaltirlar. Primer spermatositler,
seminifer tiibiil epitelinin ortasinda bulunan, hacmi en biiyiik hiicrelerdir. Olustuktan
hemen sonra mayoz boliinmenin profaz sathasina girerler. Bu saftha uzun siirdiigiinden
dolay1 ¢ok sayida goriilen bu hiicreler, 46 kromozom tasirlar. Primer spermatositlerin
mayoz boliinmesi sonucu her bir kromozomun kromatidleri birbirinden ayrilir ve iki
tane haploid hiicre olusur. Bu hiicrelere sekonder spermatosit adi verilir ve 23
kromozom igerirler. Kromozomlardaki sayica azalmaya her hiicredeki DNA miktarinin

eksilmesi eslik eder. Sekonder spermatositler, interfazda ¢ok kisa stire kalirlar ve hemen
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ikinci mayoz boliinmeye girerler. Bu yilizden kesitlerde goriilmeleri giictiir. Kisa dmiirlii
hiicrelerdir®*". Spermatidler ise sekonder spermatositlerin béliinmesi ile olusurlar, sekil

degistirerek spermiyuma doniisiirler®® .

Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler arasinda S fazi DNA sentezi
goriilmedigi i¢in, ikinci boliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve
haploid (1N) hiicreler meydana gelir. Boylece, mayoz bolinmenin sonunda haploid
kromozom igeren hiicreler olusturur. Déllenme ile birlikte, mayoz ile olusan bir haploid

ovum ve sperm birlesir ve normal diploid kromozom sayis1 korunur”.
Spermatogonezi uyaran hormonal faktorler;

1. Testosteron, testislerde Leydig hiicrelerinden salgilanir. Sperm yapiminin ilk asamasi

olan testisin germinal hiicrelerinin biiyiime ve boliinmeleri i¢in gereklidir.

2. LH, 6n hipofiz bezinden salgilanir ve Leydig hiicrelerini testosteron salgilanmasi icin

uyartir.

3. FSH ise 6n hipofiz bezinden salgilanir ve sertoli hiicrelerini uyarir. Bu uyari
gerceklesmezse  spermatidlerin - spermlere  doniistimii  (spermiyogenez  olay1)

olanaksizdir.

4. Ostrojenler, FSH ile uyarilan sertoli hiicrelerinde testosteron ile gerceklesir. Bu

yiizden spermiyogenez i¢in gereklidirler.

5. Biiylime hormonu ve diger pek ¢cok hormon testislerin temel metabolik islevlerinin
kontrolii i¢in gereklidir. Biiylime hormonu, 0&zellikle spermatogonyumlarin ilk

boliinmesinde rol oynar.

Hipofize bagli ciicelikte oldugu gibi, bu hormonun yoklugunda spermatogenez ya

yoktur ya da ciddi boyutlarda eksiktir ve bu nedenle infertiliteye neden olur®.
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Sekil 5. Seminifer tiibiil*®

2.5.6. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son ve sicakliga duyarli asamasidir. Ayrica
spermatidlerin, erkek DNA’sin1 ovuma aktarmak i¢in son derece Ozellesmis hiicreler
olan spermatozoonlara doniisme siirecidir’. Spermiyogenez, akrozom olusumunu,
niikleus yogunlagsmasini ve uzamasini, flagellum gelismesini ve sitoplazmanin ¢ogunun
kaybolmasini igerir’. Ikinci mayoz ile olusan haploid spermatidler adluminal
kompartmanda yerlesmis durumdadir ve farklilagarak spermiyuma dénﬁsﬁrler49. Bu
siirecte hiicrelerde boliinme olmaz ve kromozom sayisi sabit kalir. Haploid kromozomlu
spermiumun dollenmesi sonucunda diploid hiicre olusur Sonugta, daha sonra seminifer
tiibiil liimenine salman olgun spermatozoon meydana gelir®®. Spermiyogenez 4 fazi
icerir. Bunlar; Golgi fazi, Kep fazi, Akrozomal faz ve Maturasyon fazidir. Bu olaylar
esnasinda spermatid, sertoli hiicresinin plazma membranina O6zellesmis yapilar ile

tutunmus durumdadir®.

1.Golgi Fazi: Bu faz, spermatidin Golgi kompleksinde PAS pozitif graniillerin
bulunmasi ile karakterizedir. Proakrozomal graniiller, golgi kompleksinde birikir ve

akrozomal vezikiil denilen niiklear zarfa komsu, membranla sinirlandirilmis akrozomal
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vezikiilii olusturmak iizere bir araya gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiil genisler ve
icerigi artar. Sentriyoller de jukstanuklear bolgeden spermatidin arka kutbuna gog
ederler. Bir tanesi bazal cisimcik olarak hareket eder ve flagella aksonemini olusturan 9
periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve 2 merkezi mikrotiibiil parcasinin bir araya gelmesini

baslatir®.

2. Kep Fazi: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun oOn yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve akrozom adini alir. Akrozom, hiyaliironidaz, ndraminidaz,

asit fosfataz hidrolitik enzimlerini i(;erir4.

3.Akrozomal Faz: Bu fazda niikleus uzar ve daha yogun hale gelir. Sentriollerden bir
tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun proksimal kismi
etrafinda toplanarak orta parcay1 olusturur. Bu bolge spermatozoon hareketlerinin enerji

kaynagmni olusturur”,

4 Maturasyon Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilir ve spermatozoonlar seminifer tiibiiliin limenine salinirlar. Spermatozoonlar,
epididimise testis sivis1 olarak adlandirilan ve Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan
tiretilen uygun bir s1v1 ile aktarilir. Bu s1v1 steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla

iligkili androjen baglayici protein igerir®.

2.5.7. Testis i¢i kanallar

Testis i¢i genital kanallar tubuli rekti, rete testis, duktuli eferentestir. Bu kanallar,
Seminifer tiibiillerden gelen siviy1 ve spermatozoonlart duktus epididimise tagimakla ile
gorevlidir®.

Tubuli rekti: Baslangigta sertoli hiicrelerinden olusur. Sonra sik1 bag dokusu ile sarili

prizmatik epitele doniigiir. Tubuli rekti rete testisin i¢ine bosalir”.

Rete testis: Tunika albugenianin kalinlagmasiyla olusan mediastinum iginde yer alir.

Prizmatik epitel ile doseli anastomozlasan kanallar sistemidir®.

Duktuli eferentes: Rete testisten epididimise uzanan 10-20 kanaldir. Epiteli silyali ve
silyasiz kiibik hiicrelerden olusur. Epitel tarak seklindedir. Bazal hiicreler liimene
ulagsmaz ve kok hiicrelerdir. Silyasiz hiicreler seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin
cogunu absorbe eder. Silyali hiicreler epididimise dogru hareketi saglar. Bazal

laminanin altinda ince, sirkiiler bir kas tabakasi vardir®,
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Sekil 6. Spermiyogenez asamalari ve spermin yapisi*

2.5.8. Spermin yapisi

Spermatogenez sonunda olusan olgun sperm hiicresi, yaklasik 60 um uzunlugunda olup,
bas, boyun, orta par¢a ve kuyruk kisimlarindan olusur . Bir baglanti pargasi ile bas
kuyruga baglidir. Spermin bas ve kuyruk kisimlar1 bir plazma membrani ile sarilidir.
Plazmalemma ile ¢evrili bas kismi, 4-5 um uzunlugunda, 2,5-3,5 um genisliginde ve 1
um kalinliginda olup, akrozom ile ¢ekirdegi igerir. Akrozom, ¢ekirdegin 6n yarisini
orter ve hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler, oositi saran korona radiyata ve zona
pellusidadan spermin ge¢isini kolaylagtirmak i¢in fertilizasyon aninda salinir. Baglanti
parcasinda yer alan distal sentriyol, sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksoneme
kaynaklik yapar. Kuyruk; orta parca, esas parca ve son par¢a olmak iizere 3 kisimdan
olusur. Sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu kisim olan orta parga,

9+2 mikrotiibiiler yapisindaki aksonem ile yogun dis fibrilleri igerir.
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Kuyrugun en uzun parcasi olan esas par¢a, yogun fibril ile sarili bir aksonem ve bir

fibroz kiliftan olusurken, son parca sadece aksonemi igerir®’.

2.6. Epididimis Histolojisi

Epididimis, testisin siliperiyor ve posteriyor ylizeyleri boyunca uzanir. Ortalama 7,5 cm
uzunlugunda, hilal sekline benzeyen bir yapiya sahiptir. Epididimis kanali {i¢ ana
boliimden olusur. Bunlar; bas(kaput), govde(korpus) ve kuyruk(kauda) bolimiidiir.
Epididimis, duktuli efferents, duktus epididimis ve bunlarla iliskili diiz kaslardan,

damarlardan ve bag dokusundan meydana gelmektedir®.

Duktus epididimis, yaklasik 4-6 m uzunlugunda kivrimli bir tiip yapisina sahiptir. Bu
uzun kanal, etrafin1 saran bag doku ve kan damarlari ile birlikte epididimisin kuyruk ve
govdesini olusturur. Yuvarlak bazal hiicreler ve silindirik hiicrelerden meydana gelen
yalanci ¢ok katli silindirik epitel ile doselidir. Bu hiicreler peristaltik kasilmalarla
spermin kanallar boyunca ilerlemesine yardimci olur. Diiz kas hiicreleri ve kapiller

damarlardan zengin bag dokusu ile ¢evrelenmis bazal lamina {izerine oturur.

Epitel hiicrelerin yiizeyleri sterosilyalar ile kaplidir. Duktus epididimis epiteli
Spermatogenez siiresince olusan artik cisimciklerin ortadan kaldirilmasimna ve
sindirilmesine katilir*. Duktus epididimis esas hiicre ve bazal hiicre olmak iizere iki tip

hiicre igerir:
Esas hiicreler, liimene dogru uzanan, sterosilyalara sahip, uzun prizmatik hiicrelerdir®.

Bazal hiicreler ise, bazal laminanin tizerinde bulunur ve kiigiik yuvarlak bir yapiya sahip
hiicrelerdir. Bu hiicreler, kanal epitelinin kok hiicreleridir. Testisten epididimise giren
yeni Uretilmis spermler, duktus epididimis boyunca gecisleri sirasinda motilite ve oositi

fertilize etme yetenegi kazanarak olgun hale gelirler®.

2.7. Apoptoz

Embriyonik gelisim ve yaslanma sirasinda, dokulardaki hiicre popiilasyonunu korumak
icin homeostatik bir mekanizma olan apoptoz fizyolojik bir siirectir. Bagisiklik

reaksiyonlarinda oldugu gibi, hiicrelerin hastalik yada zararli maddelerle hasar gormesi
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gibi durumlarda savunma mekanizmas olarak ortaya ¢ikar"°%. Apoptoz, canlimnin kendi
otonom mekanizmasi tarafindan diizenlenen, zararli ve istenmeyen hiicrelerin, enerji
kullanilarak, iz birakmadan 6ldiiriilmesi olarak tanimlanir. Programlanmis hiicre 6liimii
olarak bilinen bu terim olarak ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilmistir®®.  Germ hiicrelerinin  gelisiminde, bozuk olan hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda ve normal sperm iiretiminde rol oynar®. Ayni zamanda kanser basta
olmak {izere bir¢ok patolojik durumda da gorevi vardir™. Bunun yani sira ovulasyon
sonrasinda geride kalan folikiil hiicrelerinin ve emzirme sirasinda olusan siit bezlerinin
ortadan kaldirilmasi gibi, gelisimi endokrin bagimli dokularin yok edilmesinde de rol

0ynamaktad1r55.

Canlilarda, boliinmeyle artan hiicre sayisi, hiicre Oliimleriyle dengelenir. Eger
organizmada bir hiicreye artik ihtiya¢ duyulmuyorsa, hiicre i¢i 6liim programlar1 aktif
edilir ve o hiicrenin intihar siireci baslatilir®®. Hiicrelerde goriilen iki tip 6lim sekli
vardir: Bunlar apoptozis ve nekrozdur. Temel olarak ikisi de hiicrenin gerceklestirdigi
olim sekli olarak goriilse de morfolojik ve gosterdigi etki birbirlerinden farklidir.

Nekrozda apoptozun aksine organellerin sismesi gozlenir.

Bunun yani sira apoptoz sonrasinda inflamasyon meydana gelmezken nekrozda

inflamasyon gergeklesir ve komsu hiicreler de nekrozdan olumsuz etkilenir®’.

Apoptoz, hiicrenin sitoplazma, hiicre zar1 ve ¢ekirdek gibi organellerindeki degisimler
sonucunda olusur®’. Cekirdekte kromatinlerin yogunlagmasi, hiicrenin hacim
kaybederek biiziilmeye baslamasi, DNA’nin kirilmasi, apoptotik cisimcik olusumu ve
makrofajlar tarafindan apoptotik cisimciklerin fagosite edilme olaylarini igerir®.
Apoptozisin erken doneminde, plazma zari aracilifiyla diger hiicreler ve hiicrenin
ekstraselliiler matriks ile olan baglantilart ayrilir. Hiicre biiziilmeye baslar, yiizeyindeki
mikrovilluslar ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi
yuvarlaklasir®™®®. Apoptotik hiicrelerin sitoplazmasi daha yogundur ve bu hiicreler
komsu hiicreye gore daha kiigiiktiirler®. Sitoplazmada sisternalar vezikiil ve vakuolleri

olusturmak iizere kabarir ve endoplazmik retikulum genisler®™.

Burada sitoplazma
yogunlugu arttig1 i¢in organeller kabarik goriinlir. Kabaran sisternalar hiicre zari ile

birleserek  tomurcuklanmalar  olustururlar.  Hiicrede o6nce yiizeye dogru
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tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma pargaciklar1 iceren ve siki
bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik cisimlere doniisiir’®®.
Bu cisimler komsu normal parankimal hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite

edilir®+®2,

Cekirdek apoptoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle
cekirdek biiziistir 59,60. Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya
toplanir. Cekirdek porlar1 segilemez. Cekirdek sekli diizensiz hale gelir ve ileri evrede
cekirdek kiigiik parcalara boliintir. Cekirdek burada zar biitiinliiglinii hasara ugratmadan
‘karyoreksis’ olarak isimlendirilen bir olay ile yapidan ayrilir®®. Cekirdekgik genisler ve

graniilleri kaba graniiller halinde dagilir®®®

. Bu morfolojik degisiklikler kaspazlar
tarafindan bazi proteinlerin kirilmasi ile baslatilabilir. Aktif kaspaz-3 ve kaspaz-6 bu
proteinleri kirarlar. DNA’nin 108-200 baz c¢ifti uzunlugunda pargalara boliinmesi
apoptozisin en Onemli o&zelliklerinden biridir. Apoptotik cisimciklerin  fagositik
hiicrelerce taninabilmesi i¢in de plazma zarinda ¢esitli degisiklikler gerqeklestirilir37. Bu
degisimlerden en 6nemlisi, normalde plazma zarinin i¢ yliziinde bulunan fosfatidil serin
(PS) molekiiliiniin programli hiicre Oliimiiniin erken evresinde zarin dis yiiziine
gecmesidir. Normal sartlarda PS, plazma zarmin i¢ ylizeyinde bulunur. Ancak,
apoptozisin erken evresinde zarin dig yiizeyinde yer alir. Bu degisim sayesinde komsu

hiicreler ve makrofajlar, PS’nin hiicrenin dis ylizeyine ¢ikmasi ile hiicreyi tanir ve

apoptotik cisimciklerin fagositozunu gergeklestirmesinde yardimci olur®,

2.7.1. Apoptozun molekiiler mekanizmasi

Apoptoz, genler, proteinler, sinyal yolaklari, tetikleyiciler ve molekiillerin biyiik bir
boliimiinii igeren bir sistemdir. Apoptozun molekiiler mekanizmasi kaspaz bagimliligina
gore iki farkli yolaktan meydana gelir. Birbirine bagl bu iki yolak kaspaz proteazlarin

. . . . . 7
hiicre i¢i mekanizmasini aktive ederek apoptozu kontrol eder®” .

Hiicresel oliim mekanizmasini baslatan uyaranin kaynagina bagl olarak intrinsik
(mitokondriyal) ve extrinsik (6lim reseptor yolag1) olmak iizere 2 tiir yolak vardir™"®.
Eger oOlim wuyaris1 hiicrenin  kendisinden geliyorsa ‘intrinsik yolak’ olarak

adlandirilirken, programli hiicre Oliimiine ugrayacak olan hiicrenin disindaki bir
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10588 ntrinsik yolakta,

kaynaktan geliyorsa bu ‘extrinsik yolak’ olarak adlandirilir
hiicresel hasar ya da strese karsi reaksiyona giren BCL-2 protein ailesi iiyeleri
mitokondri araciligiyla kaspazlara baglanir. Ekstrinsik yolakta ise immiin efektor
hiicreler iizerinde eksprese edilen 6liim ligandlarina yanit veren hiicre yiizeyi 6liim

reseptorleri yoluyla kaspazlari aktive eder®’.

2.7.1.1. intrinsik yolak

Intrinsik, diger bir ismi ile mitokondriyal yolak, BCL-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilir, diizenlenir ve mitokondriyal dis membran gegirgenligi (MOMP) ile apoptoz
gerceklestirilir®®. MOMP, kaspaz yolagimi aktive etmek igin mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom c gibi faktorlerin transfer olmasini saglar. MOMP mitokondriden
proteinleri sitoplazmaya salimimini sagladigit zaman hiicre, i¢in apoptoz geri
doniistimsiiz bir hale gelir. MOMP'dan sonra, kaspaz aktivasyonu birka¢ dakika i¢inde
gerceklesir ve bu da hiicre dlimiine yol acar®. Intrinsik yolak igerisinde rol oynayan
BCL-2 proteini antiapoptotik bir proteindir ve diger antiapoptotik molekiillere

baglmhdlrm.

2.7.1.2. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik yolak da apoptoz, transmemran reseptorleri araciligiyla gergeklesir. Tumor
nekroz faktorii (TNF) reseptor geni siiper ailesi iiyeleri olan FasR, TNFR, DR3-5
reseptorlerine sirastyla Fas Ligandi (FasL), Apol3L ve Apol2L ligandlarinin
baglanmastyla sinyal aktivasyonu olusur’*. Bu yolun aktive edilmesiyle kaspaz-10 ya da
kaspaz-8’in tetiklendigi gozlemlenir. Tetiklemenin sonucunda apoptotik mekanizma
baslatilir ve hiicre kendini 6liime siiriikler. Hem intrinsik yolakta hem de ekstrinsik
yolakda ortak olarak olusan aspartik asit kalintilari, kaspazlar i¢in spesifik sistein

proteazlarinin aktivasyonuna yol agar®.
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Sekil 7. intrinsik ve ekstinsik apoptotik yolak’?

Omurgalilarda apoptotik yolakta etkili olan proteinler kaspazlar olarak adlandirilir.
Apoptozun hiicre i¢i uygulayicist olan kaspazlar sistein proteazlaridir ve apoptotik
hiicre 6liimii esnasinda 6nemli rol oynayan multigen ailesinden olusurlar. Hem intrinsik
yolakta hem de ekstrinsik yolakta rol alirlar. Kaspaz ailesi, apoptozun baslatilmasi ve
uygulanmasinda 6nemli goreve sahiptir73. Aktif bolgelerinde sistein tasirlar ve aspartik
asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Kaspazlar, normalde sitoplazmada aktif olmayan
proenzimler olarak yer almaktadir. Ancak proteolitik pargalanmadan sonra aktif olurlar
ve kaspaz aktivasyonu baslamis olur. ilk olarak inaktif proteinler seklinde sentezlenen
bu enzimler cesitli yollarla aktive edildikten sonra, hiicresel diizeydeki tetrapeptit
yapilar1 tanir ve substrati, bir aspartat rezidiisiinii karboksil tarafindan ayirir. Bu
enzimlerin rol oynadigi birtakim siiregler sonucunda, hiicre 6liimii esnasinda birgok
selliiler ve morfolojik degisimler meydana gelir’®. Mitokondride hiicre zarmin hasar

gérmesini ve bunlarin neticesinde zar degisimleri, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine
neden olan hasarlar gerceklesir’.
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Kaspazlar Yangi Kaspazlari, Baslatici ve Sonlandirici Kaspazlar olmak iizere ii¢ ana

grupta incelenir.

1. Yang1 Kaspazlari: Kapsaz 1, Kaspaz 4, Kaspaz 5, Kaspaz 11, Kaspaz 12, Kaspaz 13,
Kaspaz 14

2. Baslatic1 Kaspazlar: Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Kaspaz 10
3. Sonlandirict Kaspazlar: Kaspaz 3, Kaspaz 6, Kaspaz 7

Apoptozu belirlemede kullanilan en yaygin yontem immunohistokimyasal yontemidir.

Bunlardan biri Kaspase-3 isaretleme yontemidir”.

2.7.2.Kaspaz 3 yontemi

Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz 3, immunohistokimyasal metoduyla
belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz 3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan
dokuda apoptoza yol agan ajanin kaspaz 3’i kirip kirmadigimin bilinmesi gereKir.

Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu yontemle tespit edilebilirler’.

Apoptozda, ozellikle aspartat kalintilarindan olan peptitleri yikima ugratmaktadirlar ve
temel fonksiyonlar1 ise DNA polimeraz enzim aktivitesini engelleyerek hiicrenin
apoptoza ugrayip yok edilmesini saglamaktir’’. Mitokondri, normal kosullarda ATP
olusturmak i¢in sitokrom c¢ bulundurur. Mitokondrial stres sartlarinda serbest duruma
gelen sitokrom c, apoptotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in énemli bir rol
{istlenmektedir’®, Kaspaz-3 aktif hale geldikten sonra kesim islemi tek bir 6zel noktada,
farkli yollarla direkt ya da indirekt etki ile gerceklesmektedir. Kaspaz-3’iin aktif hale
gelerek hedef proteinlerdeki spesifik bolgelerde kesim islemini gerceklestirmesi ile

morfolojik degisiklikler yapmasi apoptoz olusumu igin Snemlidir”.

2.7.2.1. Apoptoziste kaspaz-3’iin yeri ve 6nemi

Kaspazlar iskemi sonrasinda ve genetik kontrolle aktive olurlar. Gegici iskeminin in-
vivo modellerinde kaspazlar1 inhibe eden ajanlar yaralanmayi azaltmada oldukca
etkilidir. Kaspaz-1 ve kaspaz-3 iskemide baglayan hiicre 6limii ile ilgili kaskadin en

onemli mediatorleridir. Chen ve ark. kaspaz-3“iin gecikmis noronal oliime aracilik
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ettigini rapor etmisler ve kaspaz-3 inhibitorlerinin hiicre 6liimii iizerine etkilerinin
kaspaz-1 inhibitorlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir®. Diger kaspazlar gibi
kaspaz-3’ te prokaspaz olarak sentez edilir. Noronlarda apoptotik hiicre oliimii
kaskadinda aktif forma donerler. Kaspaz- 3, kaspaz-6, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10
ile birlikte aktive edilir. Kaspaz-3’te kaspaz-6 ve -7’yi aktive eder. Apoptozisin efektor
fazinda Onemli rol oynayan kaspaz-3“iin ndronal gelisim ve yaralanmada oldukca
onemli oldugu gosterilmistir. Bu proteazin bozulmasi nérolojik defektlere yol agar.
Deneysel iskemi ve travmatik beyin hasarlanmasi sonucunda néronal hiicre 6liimiine
kaspaz-3 aktivitesi katkida bulunur. Bu iki yaralanmada da kaspaz inhibitorleri
apoptozisi azaltmakla kalmayip ayrica hayvanlarda fonksiyonel iyilesme ile
sonug¢lanmistir. DNA fragmantasyonunda, DNAase aktivasyonuna sebep olan kaspaz-3’
tin direk rolii oldugu diistiniilmektedir. Kaspaz-3 geninin kromozom 8 {izerinde lokalize
oldugu bilinmektedir. Bu gen embriyonik donemin 4. giinden itibaren gelisimden
sorumludur. Kaspaz-3’ teki eksiklik ciddi nérolojik gelisim problemlerine hatta 3

haftalik embriyoda 6liime neden olabilmektedir®®2.

2.7.3. Dis sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi

Birbirini tamamlayan 6liim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve
TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'1 aktive eden sinyaller yayilir.
Kaspaz-8 (kaspaz-9) gibi diger kaspazlari uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol agar.

Buna Sitotoksik-T hiicrelerinin hedef hiicre yilizeyine baglanarak Fas-L iiretmesi sonrasi
oligodendrositlerde goriilen apoptotik dejenerasyon ya da 6lim 6rnek verilebilir®®®,
SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantili halde bulunurlar. Bu reseptorler tiimor nekroz
faktor reseptor (TNFR) gen ailesinin tiyeleridir. Bu genlerin apoptotik hiicre 6liimiinii
baglatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir®. Diger sistemlerde de

oligodendrositlerde oldugu gibi apoptozis olusumunda Fas ve p-75’in sorumlu oldugu

gésterilmistirSS.

Fas reseptoriiniin, Fas ligand (Fas-L) ile karsilikli etkilesimi FADD (Fas bagimli 6lim
domain proteini) araciligi ile olur ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek

apoptotik dongii baglar®*®®,
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2.7.3.1. Kaspaz 8

Kaspaz ailesininden olan Kaspaz 8, nadir olarak alternatif isimlerle de kullanilmaktadir.
Kaspaz 8’e¢ verilen alternatif isimler FLICE, MACH, Mch5 olarak karsimiza
cikmaktadir. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8’ in Kkatalitik bolgelerinin uzunluklar, aktif
bolgelerinde sistein yer almasi ve aktivasyonlari igin gerekli formun sekillenmesi
bakimindan yakin benzerlik gosterirler’’. Kaspaz 8, kaspaz 3’iin aspartat rezidiilerini
karboksil ucundan keserek kaspaz 3’t aktiflestirir ve apoptozun baslamasina,

7987 Aktif kaspaz 8’in etki ettigi spesifik bolgeleri

gerceklesmesine aracilik eder
tizerinden kesim yaptig1 subsratlar arasinda kaspaz ailesinden bir¢ok iiye ile birlikte
birka¢ subsrat molekiil vardir. Ormegin; Kaspaz 3, Kaspaz 4, Kaspaz 6, Kaspaz 7,
Kaspaz 9, Kaspaz 10, Kaspaz 13, gibi molekiiller kaspaz 8’in etki ettigi molekiiller
arasindadir®’. Baglatic1 ve sonlandirici kaspazlarin fonksiyonlart birbirinden oldukca
farklidir. Kisa pro-domain igeren kaspazlardan olan kaspaz 3, diger kisa pro- domain
iceren kaspazlar gibi baslatici kaspazlar tarafindan meydana getirilen proteolizis
sonucunda aktive edilirler Baslatici kaspazlardan olan Kaspaz 8’in Olim-reseptor
kompleksine (DRC) baglanmas: ile prokaspaz 3 kesilerek aktif kaspaz 3 olusumu
saglanmaktadir. Kaspaz 8 ayni zamanda BID, Bcl-2/Bax ailesine ait molekiilleri de
keserek apoptozu indiikleyebilmektedir. Ayrica, Kaspaz-8 TNF protein ailesi tarafindan

dis apoptotik yolagin uyarilmasi ile programli hiicre 6liimiinii baslatic1 kaspaz olarak

gorev almaktadir®®,

Kaspaz-8’in pro-kaspaz-8a (496 aa), pro-kaspaz-8b (479 aa), pro-kaspaz-8c (464 aa),
prokaspaz-8e (235 aa), pro-kaspaz-8g kaspaz-8L (538 aa) ve kisa kaspaz (108 aa) olmak

tizere bir¢cok izoformu bulunmaktadir®,

Inaktif durumdaki Prokaspaz 8’in N-terminal prodomain kisminda iki DED homolog
domaini bulunmaktadir. Prokaspaz 8 reseptore bagl adaptore (Mort 1) baglanarak DED
kisimlarinda homofilik etkilesimler meydana getirir. Proenzimin baglanmasi ile olusan
aktivasyondan sonra, kaspaz 8 apoptoz sinyali olusturmakta, olusan sinyal sonucunda
da kaspaz 3 aktivasyonu proteolitik yolla ya da indirekt olarak kesmektedir. Kaspaz-8
proteini, 2.kromozomun uzun kolunun (q) 33 ile 34. pozisyonu arasinda yerlesen

kaspaz-8 geni tarafindan kodlanmaktadir®.
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2.7.4. Apoptozisin genetik kontrolii

2.7.4.1 Antiapoptotik proteinler

Protoonkogenler, hiicrelerin normal biiylime ve gelismesini diizenleyen genlerdir. Bu
genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler, hiicrenin
asir1 biiyiime ve bolinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin biiyiime ve
boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise tiimor baskilayici

genlerdir®.

Son yapilan calismalar, bazi onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin programli hiicre
Sliimiinii kontrol ettigini gostermektedir®™. Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler
c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi olarak bilinmektedir ve iiretimini sagladiklari proteinler de

ayni adlarla anilmaktadir’®9%,

2.74.1.1. P53:
P53, apoptozisi diizenleyen ayni1 zamanda tiimor baskilayici bir gendir. Bir¢ok hiicresel

proteine baglanan ve gen ekspresyonunda yer alan p53;
- Cevresel sartlara ve hiicresel duruma gore hiicre dongiisiiniin kontrolii,
- DNA tamiri ve sentezi,

- Hiicre farklilagmasi, genomik sekillenme ve programli hiicre 6limii gibi durumlarda

rol oynamaktadir® ",

Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozu uyarmakta ve tiimor olusumunu

engellemektedir.

Normal kosullarda asil goérevi, DNA herhangi bir durumda hasar goriirse eger hiicre
siklusunu durdurup, hasarli olan DNA’nin tamir edilmesi i¢in hiicreye zaman
kazandirmaktir. Ancak olusan hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu kez p53 zit
etki gostererek hiicreyi apoptoza gotiiriir®®**®, DNA’nin zarar gordiigii hiicrelerde p53
protein diizeyinde belirgin bir artis olur ve hiicre siklusu Gi1 'de bloke olur. Biiyiimenin
durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA'sinin ¢ogaldig1 S fazina ge¢gmeden 6nce

tamamlanir. Eger genomda hasar biiyiik ise hiicre apoptoza ugrargg'loz. P 53 proteini,
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genomu doniistiiriicii etkisi olan mutasyonlardan temizlenene kadar hiicrenin S fazina

gecisini engelledigi i¢in "genom koruyucusu" olarak tanimlanir.

p53’iin etkinligi, gen {iizerinde meydana gelen degisiklikler ile kopyalama sonrasi
fosforilasyon degisikligi ile hiicresel ya da viral diger proteinlerle etkilesmesi ile
degisebilir. Mdm-2 denilen bir hiicresel proto-onkogeni, p53 proteinine baglanarak bir
yapt olusturur. Yiiksek mdm-2 konsantrasyonlar1 p53 proteininin gen kopyalama
faaliyetini engeller ve onun timér baskilayici gorevini inaktive eder'®'®. p 53
aktivasyonu "sikline bagli kinaz (cdk)" inhibitori p21WAF1/CIP1’in ve biiyimeyi
durduran GADDA45 geninin kopyalanmasini arttirarak hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep olur. Cdk'nin baglattig1 hiicre siklusu bazi yapilarin fosforilasyonu ile devam

eder'®

. P 21 proteinin artmasi cdk'nin kendi substratlarini fosforile etmesini engeller.
Boylece hiicre siklusunun Gi'den S fazina ilerlemesi durdurulur. P 53 geni mutant olan
timor hiicrelerinde goriilen DNA hasarindan sonra hiicre dongiisiiniin  Gi'de
durdurulamamasi hasarli DNA kalib1 kullanilarak DNA'nin ¢ogalmasina sebep olur. P
53 proteini mutant olan hasarli hiicreler, G; fazinda durmazlar, onarim i¢in yeterli
zaman da olmadigindan bir sonraki S fazinda hata iki katina cikar'® P53 ' bagl hiicre
siklusunun Gi1 'de durmasi ig¢in p 21 gereklidir. P 21 eksik olan hiicrelerde, DNA
hasarindan sonra hiicre dongilisii normal G, evresinde durmaz. P 21 mitozun
tamamlanmas1 i¢in DNA replikasyonunun baslangicina da katilabilir. Bazi hiicre
tiplerinde p53' iin kopyalama ile Bax yapimini uyardig goriilmektedir®™. P 53 tarafindan
kopyalama ile uyarilan bir diger gen olan IGFBP3 insiilin benzeri biliylime faktorii- 1' e
baglanir ve apoptozu Onleyici sinyal olusumunu engeller. P 53'tin uyardigi PAG608
geni hiicre i¢ine tagindiginda hiicre 6liimiine sebep olabilir. Son olarak p53' iin hiicresel

oksidasyonunu arttiran bir gen grubunu stimiile edebildigi belirlenmistir™®,

Glinlimiizde antitimor olarak kullanilan ilaglarin bircogu, p53 proteini seviyesini

arttirmaya yoneliktir. Bunun sonucunda hasar tamir edilebilir veya apoptoz

uyarllabilirlog’llo.

2.8. Spermatogenezde Apoptozisin Rolii

Doku canliliginda ve devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal

fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apoptozis, testikiiler dokuda da sik goriilen

30



bir durumdur. Spermatogenez, spermatogonyal kok hucreden mitotik ve mayotik
bolinmeler sonucu hiicre farklilasmas:t ile olgun sperm olugmasidir. Normal
spermatogenez iginde, hiicre gelisimi ve farklilasmasina ek olarak germ hiicre 6liimii de
goriiliir ve bu sperm olusumunda énemli rol oynar***2, Apoptoz, spermatogenezde
genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli hiicre Sliimiine yol acar™.
Germ hiicrelerindeki bu 6lim spermatozoanin normal gelisimi i¢in gereklidir.
Apoptozun, spermatogenez sirasinda bilinen iki gorevi vardir; germ hiicre sayisini

sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayida tutmak ve olusabilecek anormal

11
spermatozoonlart azaltmaktir'™.

Kerr tarafindan yapilan bir calismada testiste devamli olarak spontan apoptoz

116 Testiste, defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine

gerceklestigi bildirilmistir
yonelik bu islemde erkek germ hucrelerinin %751 apoptoza maruz kalir'*’. Erken
gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik hiicre eliminasyonu, olgunlasmakta olan germ
hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik

bir cevap olarak tanimlanmustir **%,

Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel
kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde olusan
programli hucre liimlerinde artis goriilebilir***?*#, Spermatogenezde testikiiler germ
hiicre apoptozunun hormonal kontrol altinda gerceklestigi bildirilmistir*?*?*,
Gonadotropin ya da testosteron eksikligi testislerde germinal hiicre kaybina yol agar™®.
Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan duyarlilig: da

126 Sonugta, testikiiler

programlanmis hiicre Slimlerini arttiran bir baska nedendir
fizyolojiyi bozan bazi1 dis uyaranlarin varliginda fizyolojik olmayan diizeyde apoptoz
gerceklesir ve spermatogenezde bozulma ve infertilite meydana gelebilir®**'% Sperm
apoptozu ve sperm DNA’sinda olusan hasar, erkek infertilitesi icin potansiyel ve
kullanislt belirleyiciler olarak kabul edilir. Yapilan c¢aligmalarda apoptozun normal
spermatogenezis sirasinda germinal hiicre 6limi mekanizmasinin altinda yatan
nedenlerden biri olup, pek ¢ok memeli tiiriinde spermatogenezisi diizenleyen 6nemli

mekanizmalardan biri oldugunu gosterilmektedir'*>*2"12.
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Infertil olan erkek hastalarda, ROS ile artmis sperm hasarinin, sitokrom c, kaspaz 9 ve
37Un yiliksek seviyeleri ile arasinda apoptozu isaret eden korelasyon oldugu

gésterilmistirlzg.

2.9. Aspartam

Yaygin olarak kullanilan, sentetik tatlandirict olan Aspartam, 1965 yilinda G.D. Searle
Company’de ¢alisan James Schlatter tarafindan kesfedilmistir®. Siikrozdan 200 kat daha

tath olmasina ragmen seker alimini sinirlandirmasi gereken veya kisitlamasi gereken

130

insanlar i¢in ¢ok daha diisiik kalorili bir maddedir—". Aspartam (L-fenilalanin N-L-a-

aspartil-1-metil ester) diinya ¢apinda yaygin olarak 1981°den beri kullanilan yapay bir
tatlandiricidir. FDA tarafindan genel amacl tatlandirict olarak siniflandirilan aspartam
100’den fazla {ilkede kullanim i¢in onaylanmistir ve 6000’den fazla yiyecek ve icecekte
bulunur®®. Bundan dolay1 aspartam igeren {irlinlerin ayn1 anda tiiketimiyle doz asimina
ugranmamasi i¢in giinlik alim degerine belirli kisitlamalar getirilmistir. Giinliik

onerilen maksimum tiiketim degeri Avrupa’da 40 mg/kg, ABD’de 50 mg/kg’dir™**.

Aspartam; bugiinkii tiretimi yilda 15500 tonu bulmakla birlikte, 500’1 ila¢ olmak diinya

capinda 200 milyondan fazla insan tarafindan tiikketimi gergeklestirilmektedirl3l’132.

2.9.1. Aspartamin kimyasal yapisi ve metabolizmasi

Aspartam, L-aspartik asit ve L-fenilalaninin metil ester bagiyla birlestirilmesiyle

134

iiretilen bir yapay tatlandiricidir™". Maddenin a ve B olmak iizere iki farkli kimyasal

135

formu vardir, fakat sadece o formu tatlidir Kemirgenlerin ve insanlarin

gastrointestinal yolunda aspartik asit, fenilalanin, metanol ve diketopiperazin olmak

6

iizere 4 farkli yapiya indirgenir'®. Diketopiperazin, aspartam yapisindaki metil

grubunun ayrilmast sonucu dipeptidin siklik bir yapi olusturmak iizere N- ve C-

terminalinin birlesmesiyle meydana gelmektedir'®’

. Bu madde ayn1 zamanda 30°C’nin
tizerindeki sicakliklarda pargalanma iirlinii olarak da olusabilmektedir. Metanol,
aspartamin yapisinda bulunan metil ester bagmin ince bagirsagin {ist kisminda
pankreatik kimotripsin ile hidrolize edilmesi sonucu aciga c¢ikmaktadir ve bagirsak
tarafindan hemen emilmektedir’®. Dokularda alkol dehidrogenaz tarafindan

oksidasyonu gerceklesen metanol formaldehite doniismektedir. Asir1 reaktif bir ara iirlin
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sonucunda, format, agiga ciktig1 tespit edilmistir’®. Bu reaktif ara iiriinin DNA
tizerindeki etkilerini arastirmak {izere aspartamdaki formaldehit olusturan karbon atomu
14C 1le isaretlenmis ve aspartam kokenli formaldehitin DNA-protein kovalent baglarini
olusturmada rol oynadig1 tespit edilmistir**. Metanolii her ne kadar meyve gibi dogal
kaynaklardan da aliyorsak da, maddenin kimyasal yapisi geregi bu yapinin
monomerlerini  viicudun dogal kaynaklarda oldugu gibi algilamasi olasi
goriilmemektedir. Bunu dogrular nitelikte, bitkisel tiriinlerden alinan metanol pektine
bagli oldugundan sindirim sisteminden herhangi bir zarara yol agmadan gegerken,
aspartam yapisinda bulunan metil ester bagi zayif oldugundan hemen pargalanip serbest
metanol olusumuna yol agmaktadir. Bu durum her ne kadar madde 6nerilen doz sinirlart
icerisinde alinsada, biyokimyasal yapisinin goz ardi edilemeyecek etkilerini ortaya

koymaktadir™*,

Fenilalanin ve aspartik asit dipeptidi ise diger peptidlerin hidrolizi ile ayn1 bi¢cimde
gerceklestirilir. Olusan serbest aminositlerden aspartik asidin herhangi bir olumsuz
etkisi gdzlenmezken, fenilketoniiri hastaligina sahip bireylerde fenilalanin hidroksilaz
enzimi bulunmadigindan kanda ve beyinde fenilalanin birikimi sonucu toksik etki

yaratma durumuna ragmen aspartamin bir sorun yaratmadig tespit edilmistir**".

Aspartam beyaz renkli, kristal toz halinde, kokusuz fakat yogun tatli bir maddedir.
Aspartam kiitlece sekerle ayn1 kalori degeri vermesine karsin (4 kcal/g), sekere oranla
yaklagik 200 kat daha az seviyede eklenebilir ve boylelikle benzer tatliligi daha az net
kalori alimi ile saglayabilmektedir. Bu 6zelligi aspartamin diinya ¢apinda yiyecek ve
iceceklerde diisiik kalorili ya da kalorisiz tatlandirici olarak kullanilmasina neden
olmaktadir™>3#?, Aspartamin kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de ve aspartamin kimyasal

yapist Sekil 2.8’de gésterilmektedirm'm.
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Sekil 8. Aspartamin kimyasal yapisi*®®

Tablo 1. Aspartamin Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal adi: N-L-a-aspartil-L-fenilalanin 1-metil ester
Kimyasal formiilii: C14H1gN,05

Molekiil agirlig: 294.31

Izoelektrik nokta pH 5.2

Erime noktasi 246-247°C

Aspartam kuru ortamlarda ¢cok dayaniklidir fakat sulu ¢ozeltilerde uzun siireli 1s1l islem
sirasinda bozunmaktadir. Sudaki ¢oziiniirliigli pH ve sicakliga baghdir. PH diistiikkge
¢Oziinlirligl artmakta olup, maksimum ¢oziiniirliige pH 2.2°de ulasmaktadir. Aspartam,
diisiik pH’ larda stabil bir tatlandiric1 olmasi nedeniyle, kola ve benzeri alkolsiiz diyet
iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Suda ve alkolde ¢ok az miktarda
¢Oziintirken, kat1 ve sivi yaglarda ¢oziinmemektedir* . Ag1z yoluyla alinan aspartam
hizla icerdigi amino asitlere aspartat ve fenilalanin ve metanole metabolize

147

olmaktadir™'. Aspartamin absorbe ve metabolize olmasi iki sekilde gerceklesebilir;

1) Intestinal liimende proteolitik ve hidrolitik enzimlerce aspartat, fenilalanin ve

metanole hidrolize olur, bu bilesikler liimenden emilir ve portal dolagima girer.

2) Peptid transport mekanizmasiyla dogrudan mukoza hiicrelerince absorbe edilir ve

aspartat, fenilalanin ve metanole hidrolize olur ve portal dolasima girer'*.
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2.10. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Propolisten izole edilen CAPE 1988 yilinda Grunberger ve arkadaslari tarafindan
kesfedilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada CAPE bilesigini uygun kosullarda izole etmelerinin
yani sira, ayn1 zamanda kimyasal olarak da sentezlemislerdir. Propolisten izole edilen
CAPE’nin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile kimyasal olarak sentezlenmis CAPE ile

149

karsilastirilmis ve ayni sonuglar elde edilmistir™". CAPE, arilarin bitkilerden topladigi

Oziitiin igerisinde bulunan keskin ve giizel kokulu propolis maddesinin aktif
bilesenlerinden birisidir. Bununla birlikte antioksidan, antiinflamatuar, antiviral,

150,151

antimikrobiyal, antiproliferatif ve antikanser gibi bir¢ok etkiye sahiptir . Cok uzun

aromatik ve alifatik yapida karbon gruplari tasidigi i¢in ayni zamanda lipofilik 6zellik
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gosterirler. Boylelikle, hiicre zarindan kolayca gegmesi miimkiin olmaktadir™". Ayrica

baz1 arastirmalar CAPE’yi, oksidatif stres, diyabet, ndrodejenerasyon ve anksiyete gibi

pek ¢ok patolojiye karsi etkili bir ¢oziim olarak gostermektedir™**%.

Eski yillarda propolis “alternatif tip” olarak antibakteriyel ve antienflamatuar etkileri
basta olmak iizere bircok sebeple tedavi amagl olarak kullanilmais, iyilestirici roliiniin

oldugunun gozlenmesi sonucu kullanimi yayg1n1a§m1$t1r155.

Son zamanlarda ise
diinyanin farkl iilkelerinde saglikli icecek sinifinda ve giinliik birka¢ dozda alinabilecek
kapsiil ve tablet formlarinda piyasaya sunulmakta ve bu genis etkileri sebebiyle insanlar
tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica tip diinyasinda da CAPE’e olan
ilgi gittikce artmaktadir™®®. CAPE ile birlikte propolisin aktif bilesenlerinden olan
diterpenoidler ve diger bazi fenolik bilesiklerin antitimor etkinlikleri  oldukga
belirgindir. CAPE’nin hiicre membranlarini rahatlikla gecmesine firsat verecek fenil ve
polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigi iki adet hidroksil grubu, (-OH) CAPE’ ye

kuvvetli antioksidan ézellik kazandirmaktadir®.

CAPE’nin molekiil formiilii Ci7H1604” tiir. Molekiil agirligi 284.31 gr./mol’diir.
CAPE’in kimyasal yapist Sekil 2.9°da verilmistir. Kimyasal olarak kafeik asit ile fenetil

alkollerinin reaksiyonu sonucunda sentezlenebilmektedir™®.
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Sekil 9. CAPE molekiil yapist

CAPE, bir¢ok biyolojik aktivitede hayati rolii olan katekol halkalar1 iginde hidroksil
gruplart olan bir polifenoldiir'™. CAPE, beyaz ve kristalize toz seklindedir. Suda
¢oziinmez fakat etanol, metanol, aseton ve dimetil siilfoksitte (DMSQ) ¢oziiniir. Bu
coziicliler iginde CAPE’nin ¢oziintirliigii yaklasik 10 mg/ml dir™®" CAPE; farkli ayirma
yontemleri ile propolisden ayrilabilecegi gibi, %91.2 ve %96 molar doniiSiim oranina
sahip kafeik asit ve fenetil alkollerinden respons yiizey metodolojisini kapsayan birkag

metodla da kimyasal olarak sentezlenebilir™".

2.10.1. Kafeik asit fenetil esterin etki mekanizmasi

CAPE, Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) integraz gibi enzimlerin gii¢lii bir
inhibitéridir®. Bunun yani sira biyokimyasal ve fizyolojik olarak en dikkati ¢eken
etkisi NF-KB’nin ¢ok spesifik bir inhibitorii olmasidir™>>**° NF-KB bagisiklik
sistemi, enflamatuar yolak ve apoptozda oOnemli rol oynayan bir transkripsiyon
faktoridir™® °, CAPE yapica flavonoidlere benzer ve iki halkasal yap:r igerir. Bu
halkasal yapilardan bir tanesinde iki adet hidroksil gruplar1 sayesinde redoks
reaksiyonlarinda aktif rol oynayarak koruyucu o6zellik géstermektedir16°. Cok distk
konsantrasyonlarda bile reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirarak organizmada
lipoksijenaz inhibitorii (1-50 uM) ya da niikleer faktor B (NF-KB) inaktivatorii (90uM)

olarak etkinlik géstermektedirlel.

2.10.2. CAPE’nin antioksidan etkileri

CAPE"in yapisi, giiglii bir antioksidan olan katekol icerir'®?. Bu antioksidan 6zellikleri
bircok arastirici tarafindan ortaya konulmustur. Koruyucu etkinligini hasarli dokuda

glikoliz ve pentoz fosfat yolunun biitliinligiinii koruyarak gergeklestiren, bir
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antioksidandir. Bu etkinligini, niikleik asit sentezini artirip hasar1 azaltarak ve sitrik asit

163,164

siklusunu da daha aktif tutarak saglamaktadir . Bilimsel calismalarda kullanilan

CAPE’nin, -20°C’de depolanmasi1 gereklidir aksi halde tiim biyolojik aktivitesini

kaybeder®®.

Son ¢alismalar CAPE nin in vivo olarak ROS reaktif oksijen tiirleri, malondialdehid
(MDA) ve peroksinitritin olusumunu 6nledigini gostermistir. CAPE 10 mikro mol/ml
konsantrasyonda insan nétrofillerinde ROS iiretimini bloke edebilir ve ksantin/ksantin
oksidaz sistemini tamamen baskilayabilir. Ayrica CAPE oksidatif hasara kars1 gii¢lii bir

antilipoperoksidatif sitoprotektif potansiyel sergiler'®.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2018/5/5 no’lu
karar ile onay alinarak (Bkz: Ek-1) Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezinde yiiriitiilmiistiir. Ayrica Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri tarafindan 2019.04.01.905 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada 2-3 aylik ve 30-40 gr agirhiginda 29 adet erkek fareler kullanilmistir.
Kullanilan fareler rastgele CAPE, CAPE+ASPARTAM ve ASPARTAM gruplarina
yediserli, KONTROL VE KONTROL SHAM gruplarina ise dorderli olarak ayrilmistir.

Sekil 10. Deney hayvanlarinin bulundugu kafesler.

Gruplar;

- Grup 1: Aspartam ve CAPE muamelesi olmadan Kontrol grubu olarak belirlendi.(n=4

)

- Grup 2: Kontrol Sham grubu olarak belirlendi, 35 giin boyunca intraperitoneal olarak
zeytinyagi+DMSO uygulandi (n=4(DMSO:50ul/kgtZeytinyag1:5550ul/kg)
(Zeytinyagi: Blue Ocean+tDMSO: GB174809 ))
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- Grup 3: CAPE kontrol grubu olup 35 giin boyunca intraperitoneal olarak CAPE(Lot:2-
ZPK-179-1) uygulandi. (n =7, CAPE:20 mg/kg.)

- Grup 4: Aspartam grubuna 35 giin boyunca gavaj yoluyla aspartam (CANDAREL

19030717 SK02 2024 uygulandi.) ( n =7, Aspartam:50 mg/kg.)

- Grup 5: CAPE+ASPARTAM grubuna ise 35 giin boyunca gavaj yoluyla aspartam ve

intraperitoneal olarak CAPE uygulandi. (n=7, aspartam:50mg/kg ;CAPE:20 mg/kg.)

Tablo 2. Deney Gruplari, Maddeler ve Verilis Yollar

GRUP | GRUP VERILEN VERILEN [HAYVAN
NO |ADI MADDELER MIKTAR |SAYISI
Salin 1 ml/kg
1 KONTROL 4
Zeytinyagi+DMSO
2 KONTROL 5,6 ul/kg 4
(35 giin)
SHAM
CAPE
20 mg/kg
3 CAPE (35 giin) 7
Aspartam
50 mg/kg
4 ASPARTAM (35 giin) 7
CAPE+ASPARTAM | CAPE+Aspartam | 20 mg/kg
5 (35 giin) ve 7
50 mg/kg
3.2.izlenen Yol

[Ik olarak maddelerin giinlik ne kadar doz verilmesi gerektigi hesaplandi.

Farelerin agirliklar1 6l¢tildii. Ortalama agirligin 38 mg/kg oldugu belirlendi.
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e Kontrol Sham grubuna 5550 pl/kg oraninda zeytinyagi 50 pl/kg oraninda
DMSO olmak iizere toplamda 5,6 ml oraninda ¢6zelti hazirlandi.

e CAPE i¢cin 20 mg/kg X 38 mg/kg X 8 giin x 14 hayvan = 85,12 mg/kg

e Farelerin 8 glinliik CAPE dozu 85,12 mg/kg, 14 hayvan i¢in ise giinliik doz 0,02
X 38 X 14 hayvan =10,64 mg/kg olarak hesaplandi.

e Aspartam i¢in 50 mg/kg X 38 mg/kg X 8 giin X 14 hayvan=212,8 mg/kg

e Farelerin 8 giinliik aspartam dozu 212,8 mg/kg olarak hesaplandi.

e Daha sonra tiim fareler ortalama 22 °C oda isisinda, 60+ 5% nem ve 12:12
saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde tutuldu. Farelerin bulunduklar1 kafeslerin
diizenli olarak bakimlar1 yapildi. Gerek yem gerekse suya serbest erisimi
saglandi.

e Gruplara ayrilan hayvanlara 35 giin boyunca 08.00-12.00 saatleri arasinda Tablo
1’de belirtilen maddeler uygulandi. 5. Haftanin sonunda fareler, anesteziye

alindi.

3.3. intraperitoneal Enjeksiyon Uygulamasi

Deney i¢in kullanilan fare uygun bir sekilde tutulduktan sonra, abdomen bdélgesinin sag
veya sol alt kadranina insiilin enjektorii ile 45 derecelik bir agiyla deriye girildi. Deri
altinda bir miktar ilerledikten sonra enjektor hafifce itilerek, karin kaslarina gegilir. Bu
islem sirasinda visseral organlara ve bezlere zarar verilmemesine dikkat edilmistir. 35
giin boyunca CAPE ve SHAM gruplarina intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi
yapilmistir.

3.4. Gavaj Uygulamasi

ASPARTAM ve CAPE+ASPARTAM gruplarini olusturan farelere, insiilin enjektorti ve
gavaj ignesi yardimiyla, 35 giin boyunca ASPARTAM gavaj yoluyla verilmistir.

3.5. Cerrahi Prosediir

Tim gruplarda, her bir hayvan ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile
anesteziye alindiktan sonra testisler ve epididimis, skrotum katman katman kesilerek

ulagilmistir. Daha sonra testis ve epididimis dikkatlice ¢ikarilmistir.
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Sekil 11. Skrotumun kesilerek testisin aciga ¢ikarilmasi. Okla gosterilen alanlar testisleri gdstermektedir.

3.6. Semen Analizi

Sperm sayis1 plazma igerisindeki sperm yogunlugunu gostermektedir. Semen analizi
igin, fareden alinan kauda epididim petri kabi igerisine alindi. 1cc serum fizyolojik ile
sulandirildi. Petri kabi igersindeki kauda epididimden, bisturi ve pens kullanilarak,
tiftikleme yontemi ile spermler agiga ¢ikarildi. Manuel Yontemle derinligi 0.01 mm,
alam 0.01 mm? olan 1ml’lik Makler Sayim Kamarasi ile semen incelemesi yapildi.
20x’lik bityiitme ile mikroskop altinda spermler sayildi. 100 kareden herhangi yukardan
asaglya ve sagdan sola 10 karedeki hareketli ve hareketsiz spermler sayilip 1x10° ile
carpilir ve ortalamasi alindi. Yapilan bu semen analizinde semenin fiziksel 6zellikleri,
sayist ve morfolojisi degerlendirildi. Petri kabinda kalan sperm 6rneginden birer damla

alind1 ve lamlara damlatilarak yayma yapildu.

Sperm yaymalar1 Hematoksilen- Eozin Boyamasi ile boyandi.

3.7.1sik Mikroskobik Inceleme
3.7.1. Doku takibi ve parafin blok hazirlama

Uygulama prosediirii asagida belirtilen sirayla yapildi.
a. Dokular bouin soliisyonu i¢inde yaklasik 24 saat fikse edildi.

b. Kasetleme islemi yapildi. Her bir doku kendi grubuna 6zgii sekilde kasetlendi.
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Sekil 12. Testisin alinip, bouinde fikse edildikten sonra kasetleme islemi

c. Dokular kasetlendikten sonra %10’luk formaldehit ile yaklagik 24 saat fikse edildi.
d. Bu islemden sonra sirasiyla asagidaki islemlerden gegirildi.
- %70’lik etil alkolde 15 dakika
- %80’lik etil alkolde 15 dakika
- %90’k etil alkolde 30 dakika
- %90’ 11k etil alkolde 30 dakika
- %9611k etil alkolde 30 dakika
- %9611k etil alkolde 30 dakika
- %96’k etil alkolde 30 dakika
- %96’k etil alkolde 45 dakika
- Asetonda 45 dakika bekletildi.
-Ksilol-1’de 10 dakika bekletildi.
-Ksilol-2’de 20 dakika bekletildi.
-Parafin-1’de 75°C sicakliktaki etiivde 10 dakika bekletildi.
-Parafin-2’de 75°C sicakliktaki etiivde 20 dakika bekletildi
-Parafin-3’de 75°C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi

e. Dokiim asamasi: Dokular etiiv igerisindeki parafinde bekletildikten sonra iginde
parafin bulunan metal gomme kaplarinin igerisine yerlestirildi ve oda sicakliginda

parafinin donmasi saglandi. Boylece dokularimiz parafin blok haline getirildi
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f. Parafine gomiilii dokularin bloklar1 mikrotom ile kesmek i¢in hazirlandi. Bloklar (
Leica RM 2125 RT) mikrotom cihazina yerlestirildi ve 4-5 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Bu kesitler ilk O6nce sicak su havuzuna alinarak diizlestirildi, daha sonra
hematoksilen ve masson trikrom boyamasi i¢in rodajli lam (CITOPLUS MICROSCOPE
SLIDES) iizerine alinarak boyamaya hazir hale getirildi. Lam {izerine alinan bu
dokularin bir kismi genel histolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (HE), bir
kism1 da Masson-Trikrom ve Pas boyamasi ile boyandi. Ayrica Cleaved Caspase-3 ,
caspase 8 ve P 53 immunohistokimyasal boyamalar i¢in pozitif sarjli lamlara (MENZEL
GLASER SUPER FROST MICROSCOPE SLIDES) alind:.

Sekil 13. Testis dokusunun parafin blok haline getirilmesi ve mikrotomda kesilmesi

3.7.2. Hematoksilen-eozin boyama prosediirii

Rodajli lamlara alinan kesitler rutin inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

ile boyandi. Uygulama prosediirii asagida belirtilen sirayla yapildi.

1-Parafin kesitler 75°C sicakliktaki etiivde 40 dakika bekletildi. Boylece doku digindaki

parafinin erimesi saglandi.

2- 1ki ayr ksilen kabinda 15’er dakika olmak {izere toplam 30 dakika ksilende

bekletildi. Boylece doku i¢i parafinin erimesi saglanmis oldu.
3- %96°1ik etil alkole 10 defa,
4- %80’lik etil alkole 10 defa,

5- %70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
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6- Akan suda yikandi.

7- Hematoksilende 2 dakika bekletildi.
8- Akan suda yikandi.

9- Asit alkole 2 defa daldirildi.

10- Akan suda yikandi.

11- Amonyakli suya 2 defa daldirildi.
12- Akan suda yikandi.

13- %70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
14- Eozine 10 defa daldirildi.

15- Akan suda yikandi.

16- %70’lik etil alkole 10 defa

17- %80’lik etil alkole 10 defa

18- %96’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
19- 1-2 dakika etiivde bekletildi.

20- Ksilende 10 dakika bekletildi.

21- Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.7.3. Gomori-trikrom boyama prosediirii

1- Parafin kesitler 75°C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi.
2-30 dakika ksilolde deparafinize edildi.

3-%96’lik etil alkole 10 defa daldirild1.

4-%80’lik etil alkole 10 defa daldirilda.

5-%70’1ik etil alkole 10 defa daldirildi.

6-Akan suda yikandi.

7-Bouin soliisyonunda 75°C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi.



8-3 ayr1 kapta bol su ile yikandi.
9-Hematoksilende 1 dakika tutuldu.

10-Ug ayr1 kapta bol suyla yikandi.
11-Trikrom soliisyonunda 45 dakika bekletildi.
12-%0,5’lik asetik asitle diferansiye edildi.
13-Akan suda yikandi.

14-9%70’1ik etil alkole 10 defa daldirildu.
15-9%80’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
16-%96’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
17-1-2 dakika 75°C sicakliktaki etiivde bekletilerek kurutuldu.
18-Ksilolde 10 dakika bekletildi.

19-Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.7.4. Pas boyama prosediirii

1- Parafin kesitler 75°C sicakliktaki etiivde 40 dakika bekletildi.

2- 1ki ayr ksilen kabinda 15’er dakika olmak {izere toplam 30 dakika ksilende
bekletildi.

3-Kesitler hidrate edildi.

a.%96’lik etil alkole 10 defa daldirildu.
b.%80’1ik etil alkole 10 defa daldirildi.
c.%70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.
4-Bol suyla yikandi.

5-Distile suyla yikandi.

6-%0,5 periyodik asitte 5 dakika bekletildi.
7-Distile suyla yikandi.

8-Schiff bazinda 10 dakika bekletildi.
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9-Akan suyun altinda 5 dakika yikandi. Kesitlerin rengi pembeye dondii.
10-Hematoksilende 2 dakika bekletildi.

11-Bol suyla yikandi.

12-Kesitler dehidrate edildi.

a. %70’lik etil alkole 10 defa daldirildu.

b. %80’lik etil alkole 10 defa daldirild1.

c. %96’lik etil alkole 10 defa daldirildu.

13-1-2 dakika etiivde bekletildi.

14- Ksilende 10 dakika bekletildi.

15- Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.7.5. Immunohistokimyasal incelemeler

Immiinohistokimyasal isaretleme icin pozitif sarjli lamlara alinan kesitler bir gece boyunca
37-C’lik etiivde bekletildi. Kaspaz-3, boyamasi i¢in Thermo Scientific™ Caspase 3 (p175
lot:45), Biotinylated Goat Anti-Rabbit Polyclonal Antibody; sekonder olarak ise
Thermo Scientific™ Lab Vision™  UltraVision™ Detection System  (lot:

AUB180119AA) anti-Polyvalent HRP/DAB kit kullanildi.

Testis dokularma immiinohistokimya teknigi uygulanarak cleaved caspase-3, kaspaz-8

ve P 53’lin hiicresel dagilim1 belirlenmistir.

3.7.5.1. Cleaved kaspaz-3, kaspaz 8 ve P53 immiin isaretleme

a. Bir gece onceden 56 °C’lik etiivde bekletilen kesitler ertesi sabah deparafinizasyon
icin iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildi ve her birinde 5 dakika olmak kaydiyla
%100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi.

b. Kesitler 7 dakika distile suda calkalandi.

c. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna
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(2,10 gr sitrik asit) 900 ml distile su (dH20) icersinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. NAOH
ile pH:6’ya ayarlandi) konularak mikrodalga firinda 4 ve 3’er dakika 750 Watt’ta
kaynatildiktan sonra 20 dakika boyunca oda isisinda sogumaya birakildi. Ardindan
fosfat tamponlu tuz tamponunda (PBS) 2x5 dakika yikandi. (PBS: 2,85 gr. Disodyum
Hidrojen Fosfat, 16 gr. Sodyum Kloriir, 0,8 gr. Potasyum Dihidrofosfat 2 It. distile su
(dH20) eklenerek hazirlandi.) pH: 7.2-7.4 arasinda ayarlandi.

d.Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’lik hidrojen

peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi.
f. 3x5 dakika PBS ile yikandi.
g. Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen) ¢izildi.

h. Kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin Ig
baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu (Large Volume V Block Thermo
Scientific LOT: AUB180119AA) ile 7 dakika muamele edildi.

Serumun fazlas1 aliarak kesitler, caspase-3,caspase-8 primer antikoru ile +4°C’de gece

boyu inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine uygun izotip kontrol
uygulandi. (Cleaved Caspase-3 (D 175) Lot:45), (phospho P 53: (THR 81) Lot:
131224), (Caspase-8 Lot: AO312)

1. Ertesi giin kesitler PBS ile {ic defa beser dakika yikandi. Daha sonra sirasiyla, 30
dakika biyotinlenmis sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Rabbit Cat: TR-015-
BN) ve 20 dakika HRP-konjuge streptavidin ya da AP-konjuge streptavidin
(Streptavidin Peroksidase Thermo Scientific Lot: SHR180118AB) kompleksi ile oda
1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. Her iki uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa

5’er dakika yikama yapildi.

I. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 5 dakika Di Amino Benzidin (DAB) kromojeni ile
muamele edilecek ve musluk suyunda yikandi. DAB: 30 pul DAB kromojen, 500 pl
DAB substrat kullanilarak hazirlandi. (DAB substrate Lot:53746, DAB kromojen
Lot:53145)

J. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

k. Akan suda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla %70, %80, %90’lik

alkol serilerinden gegirildi.

1.9%100’1uk alkolde 4 dakika tutularak dehidrate edildi.
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m.Her iki ksilolde 10 dakika bekletildi.
n. Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi.

0. Istatiksel analiz i¢in fotograflar ¢ekildi.

Sekil 14. immunohistokimyasal olarak boyanan érneklerin fotograflarmin gekilmesi.
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4. BULGULAR

Deney sonrasi tartilan testis agirliklart Tablo 4.1 ve Grafik 4.1°de gosterilmistir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark goriilmedi. (p < 0.0001).

Testis Agirliklar
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Sekil 15. Gruplarin testis agirliklarina ait grafik.

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular
4.1.1. Histolojik bulgular

Sham ve kontrol grubuna ait testis dokularinda herhangi bir yapisal bozukluk yoktu.
Seminifer tiibiillerin ve spermatogenik hiicrelerin yapisal biitiinliiklerini korudugu
goriildii. Aspartam grubu, tedavi grubu ve diger grup olan ASP+CAPE grubuna ait
testis dokularinda da ayni sekilde histopatolojik bir degisiklik gozlenmedi. Gruplar
arasinda herhangi bir fark goriilmedi, tiibiil yapilart normal ve tiibiil i¢i sperm

yogunlugu birbirine benzer sekildeydi.
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Hematoksilen-eozin (H-E);

Testis dokusunun genel morfolojisini ortaya koymak i¢in Bouin soliisyonunda tespit
edilen dokularin kesitlerine H-E boyas1 uygulandi. Tiim gruplara ait H-E ile boyanmig
kesitlerde seminifer epitel morfolojisi diizglin ve hasarsiz olarak izlendi, seminifer
epiteli olusturan sertoli hiicreleri ile bunlarin destekledigi, germinal hiicrelerin diizenli

bir seri olusturacak sekilde yerlestikleri gézlendi.

Hematoksilen & Eozin Boyama

Sekil 16. Tiim gruplara ait Hematoksilen-Eozin Boyamas1,40x.
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Gomori-Trikrom;

Testis dokusunun genel morfolojisini ortaya koymak ve ara dokuyu olusturan bag doku
yapisini incelemek amaciyla Bouin soliisyonunda tespit edilen doku kesitlerine Gomori-
Trikrom boyasit uygulandi. Tim gruplara ait testis kesitlerinde seminifer tiibiil
morfolojisi ara doku ile devamlilik gosterecek sekilde diizgiin ve hasarsiz morfoloji
goriildii. Tiibiiller aras1 bag doku hasarsiz morfolojide ve belli bir kollajen yogunluguna

sahip olarak izlendi.

Gomori Trikrom Boyama

Sekil 17. Tiim gruplara ait Gomori-Trikrom Boyamas1,40x.
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PAS BOYAMA

Sekil 18. Tiim gruplara ait PAS boyamasi1,40x.

PAS;

Bazal membrandaki degisiklikleri izlemek icin, PAS ile boyali kesitler incelendiginde
tim gruplarda bazal membran yapilarinin ve seminifer tiibiilerin diizenli morfolojide
oldugu gozlendi. Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik seriyi olusturan, bazalden
liimene dogru sirasi ile spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit ve
spermatidler goriildii. Tibiillerin etrafinda diizgiin goriinlimde interstisyel bag dokusu

gozlendi.
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4.2. Spermiyogram Bulgular:

Epididimisin kauda bolgesinden elde edilen sperm Orneklerinin toplam sayilari sekil

19°da gosterilmistir.

SPERMiIYOGRAM
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Sekil 19. Gruplarin toplam sperm sayilari.

Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi (p<0,0001).
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KONTROL SHAM

CAPE ASP

CAPE+ASP

Sekil 20. Tiim gruplara ait sperm yaymasi, Hematoksilen-Eozin Boyama, 100x.

Sperm morfolojisi ise alinan 6rneklerden yapilan yayma preparatlarinda degerlendirildi.
Insan sperminden farkli olarak fare sperm morfolojisi normal, bas ve kuyruk olarak
siiflandirildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamada.

(p<0,0001).

Yaptigimiz ¢alismada, ip olarak 20 mg/kg CAPE ve oral olrak 50 mg/kg dozunda
uygulanan ASPARTAM; testis agirligini, sperm sayisint ve sperm morfolojisini

degistirmedi.

54



4.3.Immunohistokimyasal Bulgular

4.3.1. Kaspaz-3, kaspaz 8 ve P 53 immiin isaretleme

Testis dokusundaki apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in Kaspaz-3

yapildi. Ancak dokularda boyanma gozlenmedi.

iMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

immiin isaretleme

kontrol

Sekil 21. Testis dokusunun P 53 ve kaspaz 3 ile immunohistokimyasal boyamasi

a: p 53, b: Cleaved kaspaz 3 boyamalarinm1 gostermektedir.
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immunohistokimyasal boyama

2

Sekil 22. Testis dokusunun kaspaz 8 ile immunohistokimyasal boyamas.

Kaspaz 8 ve P 53 immun boyamas: yapilan kesitlerde tiim gruplara ait testis dokusunda

spermatogenik seriye ait gok sayida hiicre pozitif boyandi.

56



4.3. istatiksel Analiz

Fotografi ¢ekilen dokularin boyanma yogunluklart IMAGEJ programi kullanilarak
bulundu. Toplam alanin, boyanmis hiicrelere boliinmesiyle bulunan sonug bize
boyanma yogunlugunu goésterdi. Daha sonra istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programi kullanildi. Analizler ig¢in deney
ile kontrol gruplar arasindaki farki tespit etmek iizere tek yonlii varyans analizi “One-
way ANOVA” kullanildi. Gruplar aras1i ortalama varyansinin, grup i¢i dagilim
varyansina orani P < 0.0001 olarak hesaplandiginda veriler anlamli olarak kabul edildi.
Ancak gruplar arasindaki standart sapmalar birbirine esit olmadigindan, bu anlamliligin
hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Holm-Sidak testi yapildi. Boylece

hangi gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik oldugu belirlendi.

Fosforile-P53
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Sekil 23. Testis dokusunun Fosforile-p53 araciligiyla immunohistokimyasal boyanma yogunlugunu
gosteren grafik. CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester, a; kontrol ve sham grubuna goére, b; CAPE grubuna
gore, c; CAPE+ ASPARTAM grubuna gore istatiksel anlamlili1 gostermektedir.

Buna gore P53 aspartam gurubunda tiim gruplara gore anlamli olarak diigmiistiir. CAPE
grubunda DMSO nedeniyle Kontrol ve Sham grubuna gore diisiismiistiirg.
CAPE+Aspartam gurubunda Aspartam grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir.
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Sekil 24. Testis dokusunun Caspase-8 araciligiyla immunohistokimyasal boyanma yogunlugunu gésteren
grafik. CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester, a; kontrol grubuna goére, b; sham grubuna gore istatiksel
anlamlilig1 gostermektedir.

Kontrol grubuna tiim gruplarda anlamli bir yiikseklik olmasina ragmen Sham, CAPE,
Aspartam ve CAPE+Aspartam gruplari arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
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5. TARTISMA

Infertilite, son zamanlarda insanlarin yaklasik %10-15' ini etkileyen 6nemli bir saglik
problemi haline gelmistirms. Giin gegtikge ciddi bir sorun haline gelen bu durumun
nedenleri arasinda dogrudan ya da dolayli bir¢ok faktér yer almaktadir. Bu faktorler
cevresel etmenler, genetik defektler, fizyolojik-endokrin yetmezlik ve testis patolojileri
gibi ¢esitli sebeplerden kaynaklanabilmektedir. Erkek iireme sisteminin 6nemli bir
parcast olan testis ¢evresel faktorlerden en ¢ok etkilenen dokulardan biridir. Is1 artisi,
kimyasal maddeler ve elektromanyetik dalgalarin neden oldugu radyasyon
spermatogeneze en c¢ok zarar veren cevresel faktorlerdir. Radyasyon, yiliksek 1s1 ve
toksik kimyasal birikimlerin sonucu spermatogonyal dejenerasyon olabilir'®.
Spermatozoon {iretiminin ¢esitli nedenlerden dolay1 zarar gormesinin belirlenmesiyle,
bircok arastirmaci farkli toksik ajanlarin testiste olusturdugu degisiklik ve hasari

arastirmaya baslamislardir'”®.

Apoptoz, spermatogenezde iki onemli goreve sahiptir. Bunlar; germ hiicre sayisini,
sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayida tutmak ve olusabilecek anormal

11
spermatozoonlar1 azaltmaktir .

Fakat zarar gormiis apoptotik germ hiicrelerinin
uzaklastirilmasinda bir problem ile karsilasilirsa, semen igerisinde anormal sperm sayisi
yiikselir ve bu da diisiik fertiliteye neden olur'™, Spermatogenezde testikiiler germ
hiicre apoptozisinin hormonal kontrol altinda gerceklestigi daha onceki calismalarda
gosterilmistir'®'?*, Gonadotropin ya da testosteron eksikligi gibi hipospermatogeneze
neden olan tim durumlarda da apoptozis gergeklesebilir125. Seminifer tiibiil epiteli 1s1,
radyasyon gibi durumlara karsi oldukca hassastir. Bu durum da germ hiicrelerinin
programlanmis hiicre 6liimlerini artiran bir diger sebeptir. Sonugta, ortamda testikiiler
yapiy1 bozan dis uyaricilar varsa eger fizyolojik olmayan diizeyde apoptoz meydana
gelir ve spermatogenezde bozukluklar ve infertilite goriilebilir'®.  Normal
spermatogenez i¢in hiicre iskeleti yapilarmin organize olmalar1 gerekir. Testislere,
mikrotiibiillerin pargalanmasina sebep olan bir faktor uygulandiginda germinal epitelde
dokiilmeler meydana gelir. Mikrotiibiil organizasyonunu degistiren toksik faktorler,

spermatogenezi de olumsuz yonde etkilemektedir*">*",
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Yapilan literatiir taramasinda aspartamin dokular {izerinde olumsuz etkisini gosteren
caligmalar oldugu goriilmiistiir. Ancak aspartamin testis {izerine apoptotik etkilerini
gosteren kayda deger bir ¢alisma yoktur. Yapilan bu c¢alismada normal boyama
yontemleri, cleaved caspase-3, caspase-8 ve p53 immiinohistokimyasal boyamalari ile
aspartamin testis dokusu tizerinde apoptotik etkisinin olup olmadigini ve eger apoptotik
etkisi varsa, bu durumu diizeltmek i¢in Kafeik Asit Fenetil Esterin (CAPE) koruyucu

etkisini gostermek amaglanmastir.

Aspartam ile ilgili caligmalart inceledigimizde aspartam toksisitesinin doza bagimli
oldugu bildirilmistir'™. Reno ve Bowles aspartamim en az 500 mg/mL’de kromozom
kiriklarina yol ac¢tigini ifade etmislerdir'”®. Biz ¢alismamizda, farelere giinliik 50 mg/kg
dozunda Aspartam uyguladik. Fakat yapilan histolojik ve immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda anlamli bir sonu¢ bulamadik. FDA aspartamin kabul edilebilir
ginlik miktarmin 50 mg/kg oldugunu belirtmistir. Bizim anlamli bir sonug
bulamamizin sebebi doz diisiikliigi olabilir. Buldugumuz sonug aspartamin etkilerinin
doza bagimli oldugunu desteklemektedir. Ayrica FDA tarafindan kabul edilen giinliik

dozun zarar vermedigini dogrular niteliktedir.

Yapilan bir diger ¢alismada Albino siganlarda ve tireme hiicrelerinde kromozomal
kiriklar ve DNA pargalanmalariim meydana geldigi tespit edilmistir'’”’. Abd-Elfatah ve
arkadaglari, 50.4 mg/kg dozunda 9 hafta boyunca verdikleri Aspartam, Swiss albino
farelerinde kromozomal kiriklar, mikroniikleus olusumu ve sperm morfolojisinde

degisim gtizlemlemislerdir178

. HeLa hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada, aspartamin
TP53, BAX ve BCL2 gibi apoptotik genlerin mRNA ekspresyonunda artisa sebep
oldugu bulunmustur. Aspartamin kanser hiicrelerindeki apoptoz siirecini yavaslattigini

géstermislerdir“g.

Bunun yani sira Katalin ve arkadaslarinin 40 mg/kg dozunda
Aspartam uygulayarak lenf nodu, kemik iligi, timus, bobrek, karaciger, dalak ve akciger
tizerinde yaptiklar1 calismada, kontrol grubuna gore dalak ve akciger disindaki
organlarin P 53 ekspresyonlar1 artmistir. Ancak dalak ve akciger dokularinda ise p 53

ekspresyonun azaldigi gérﬁlmﬁstﬁrl75.
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Biz ise ¢aligmamizda Aspartam verdigimiz gruplarda P 53 ekspresyonunun azaldigin
gozlemledik. Bu sonuglar bize aspartamin bazi dokularda apoptoz siirecini aktive

ettigini, baz1 dokularda ise apoptozis siirecini yavaslattigin1 gostermektedir.

90 giin boyunca, gilinlik 40 mg/kg Aspartam verilen ratlarin spermlerinin bas
kisimlarinda (mikrosefali, bisefali, amorf ve asefalik) defektler ve kuyruk anomalileri
gbzlenmistir. Bunun yani sira sperm konsantrasyonunda, canliliginda ve motilitesinde
azalmalar gézlenmistir4. Bu morfolojik defektler kontrol gruplarinda anlamli olarak
azalmis ve aspartam ile tedavi edilen epididimal spermlerle karsilastirildiginda normal
morfolojiden sapmamustir®. Yaptigimiz ¢alismada 35 giin boyunca giinliik 50 mg/kg
dozunda Aspartam verilen gruplar ile kontrol gruplari arasinda sperm morfolijisinde,
sperm konsantrasyonunda anlamli sonuglar gézlenmedi. Sperm sayilar1 tiim gruplarda
birbine yakin bir degere sahipti. Aspartam uygulanan gruplarda ise bekledigimiz gibi
anomaliler goriilmedi, spermler normal bas, kuyruk morfolijisine sahipti. FDA’ nin
belirttigi giinlik dozu uygulamamiza ragmen, yapilan Onceki ¢aligmaya gore farkl
sonu¢ bulmamizin nedeni; uygulanan siirenin daha kisa olmasi olabilir. 35 giin boyunca
uygulanan Aspartam, bu sebeple sperm morfolojisinde anomali meydana getirmemis
olabilir.

Testiste oksidatif stres, germ hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna neden olan baglica
sebeplerden biridir. Antioksidanlar, hiicreleri oksidatif DNA hasarina kars1 korur ve
spermatogenezde onemli bir role sahiptir’. Hiicrelerin Aspartam toksisitesine
duyarliligindaki degisiklikler, oksidan ve antioksidan enzimlerinin aktivitelerindeki

dengesizlik ile aciklanabilir®,

Khan ve arkadaslarmin 2007 yilinda yaptigi ¢alismada CAPE’ nin noroprotektazi, anti-
enflamatuar ve antiapoptotik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir™®. CAPE nin giiglii
antioksidan ozellikleri Ozyurt ve arkadaslarmin®® 2004 yilinda ve Mollaoglu ve
arkadaglarinin 2006 yilinda yaptig1 caligmalarda belgelenmistirwz. Yapilan baska bir
calismada ise, CAPE’ nin iskemi / reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkilerinin lipit
peroksidasyonunun, hiicre sagkaliminin ve hiicre apoptozunun diizenlenmesi ile iligkili

x o . 160,183,184
oldugunu ileri siirmiislerdir :
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Yapilan diger calismalarda ise CAPE’nin apoptozu azalttigi ifade edilmistir'®*184.

Armagan ve arkadaglar1 2008 yilinda, CAPE’nin MTX ile indiiklenen testikiiler
toksisiteye karsi korudugunu géstermislerdirlss. Murugesan ve arkadaglarinin yaptigi
caligmalarda, CAPE’ in testis dokularinda zararli kosullara kars1 koruyucu etkilerinin

186187 Mukaddes ve arkadaslarmin ¢alismasinda ise erkek

oldugu sonucuna varilmigtir
siganin iskemi / reperfiizyon+ CAPE’ye maruz kalmasindan sonra, testisler genellikle,
normal testikiiler yapiy1 géstermistirlss. Calismamizda Aspartamin testis dokusu
tizerindeki olasi apoptotik etkisinin gosterilmesi ve CAPE’in koruyucu etkilerinin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Bu amagla tiim gruplara ait testis kesitleri ilk olarak H&E,
Gomori Trikrom ile boyanmis ve histopatolojik olarak incelenmistir. Sonuglar
karsilastirildiginda HE ve Gomori Trikrom boyamalarinda CAPE ile diger gruplar
arasinda anlamhi bir fark yoktu. Tiim gruplara ait testis kesitlerinde seminifer tiibiil
morfolojisi ara doku ile devamlilik gosterecek sekilde diizgiin ve normal olarak goriildi.
Diger bir asamada kesitlerimizi, aspartamin akrozom ve testis bazal membran1 gibi
yapilarda hasar verip vermedigini gozlemlemek ve CAPE’in bu yapilart ne kadar
koruyabildiginin tespiti i¢in PAS ile boyadik. Ancak yaptigimiz g¢alismada, PAS
boyamasinda gruplar arasinda herhangi bir fark gozlemleyemedik. Bunun sebebi
bekledigimizin aksine aspartamin kabul edilebilir dozlarda testis dokusuna zarar

vermemis olmasi olabilir.

Bu zamana kadar olan ¢aligmalarin bazilar1 aspartam tiiketimi maksimum dozun altinda
olsa dahi zarar verdigini tespit ederken, bazi c¢alismalar ise anlamli bir etki
saptayamam1§t1r180. Muthuraman ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada, timor
baskilayic1 gen olan p53'in mRNA ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile kanser
hiicrelerinde apoptoz siirecini bastirdigini ve aspartamin kanser hiicrelerindeki apoptoz
siirecini yavaslattigin1 ifade etmislerdir. Aspartamin HeLa hiicrelerindeki apoptoz
siirecini yavaglatmak icin gilicli bir madde olabilecegi sonucuna varmuslardir™.
Yaptigimiz bu ¢aligma aspartamin zarar verdigini teyit eden ¢aligmalar referans alinip,
fakat etki saptamayan diger c¢alismalar da goz Oniinde bulundurularak
gerceklestirilmistir. Aspartamin testiste olusturabilecegi apoptozu ve CAPE’in testisi ne
derece koruyabildiginin tespiti yapilan histolojik incelemelerde gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunamadi. Gruplarda, seminifer tiibiil yapilarinda bozukluga, germinal

epitellerde diizensizlige ve liimenlerinde hiicre dokiintiilerine rastlanmadi.
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Aspartamin testiste olusturabilecegi apoptozu ve CAPE’in testisi ne derece
koruyabildiginin tespiti i¢in apoptozun geri doniisiimsiiz basamagi olan Cleaved
Caspase-3 immun boyama yontemini kullandik. Yaptigimiz bu immunohistokimyasal
boyamada gruplar arasinda anlamli bir fark gozlemleyemedik. Testis dokusunda
ozellikle etkisini gormek istedigimiz aspartam verilen gruplarda testis dokularinda pozitif
bir boyanma olmadi. Apoptozis baslatict Kaspaz 8 ile yapilan immun boyamada pozitif
boyanmalar goézlendi. Kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli bir yiikseklik
olmasma ragmen SHAM, CAPE, Aspartam ve CAPE+Aspartam gruplar1 arasinda
anlaml bir farklilik goriilmedi. Bu sonug bize testis dokusunda kabul edilen dozlarda

uygulanan aspartamin apoptozisi uyarmadigint gosterdi.

P 53 immun boyamasi ile gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi.
Aspartam grubunda diger gruplara gore anlamli diisiis gozlendi. CAPE+ASP grubunda
ASP grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu CAPE’in ASP’in etkisini
engelledigini géstermektedir. Bu sonu¢ bize aspartamin kabul edilen dozlarda testis
dokusunda apoptozisi uyarmadigini ve testiste p53 aktivasyonunu azaltarak hiicrelerin
apoptoza gidisini yavaslattigin1 gostermektedir. CAPE’in p53 diizeyini yiikseltmesi

koruyucu olabilecegini gosterdi.

Sonu¢ olarak FDA’nin kabul edilebilir en yiiksek doz olarak belirledigi 50mg/kg
aspartam dozunun kisa siirede testiste apaoptozisi arttirmadigini tespit ettik. Daha uzun
stireli deneyler yapilarak bu sonucun teyid edilmesi durumunda bu dozun infertilite riski

olusturmayacag soylenebilir.
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