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1 OZET
ARSENIK TOK SISITESININ TESTISTE OLUSTURDUGU HASARA KARSI
RESVERATROLUN KORUYUCU ETKILERININ INCELENMESI

Ezgi Dursun

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltes Histoloji Embriyoloji Anabilim Dah, Balgova,

izmir.
AMAC

Bu calismada arsenigin toksik etkilerine kars1 sicanlarda testis dokusunda resveratroliin
yapisal, antiapopitotik ve oksidatif stres Gizerine etkilerini incelemek amaglanmustir.

YONTEM

Calismada Wistar cinsi yetiskin erkek sicanlar (200-300gr) kullanildi. Sicanlar 5 gruba
ayrilde: I. grup: Kontrol grubu. Arsenige maruz kalmamis normal ad libitum beslenen grup
(n=7). 11. grup : Alkol grubu. Resveratrol alkol ile ¢ozileceginden alkoltin etkilerini gormek
i¢in olusturulan grup (n=7). I11. grup: Arsenik grubu. Oral gavage ile guinlik 5mg/kg arsenik
verilen grup (n=7). IV. grup : Arsenik + Resveratrol grubu. Oral gavage ile gunlik 5mg/kg
arsenik verilen ve oral gavage ile giinltk 10 mg/kg Resveratrol ile tedavi edilen grup (n=7).
V. grup: Arsenik + Resveratrol grubu. Oral gavage ile guinluk 5mg/kg arsenik verilen ve oral
gavage ile gunlik 20 mg/kg Resveratrol ile tedavi edilen grup (n=7). Tum gruplar igin deney
siresi 28 guin olarak belirlendi. Deney sonunda biyokimyasal olarak malondialdehit (MDA),
glutatyon (GSH) ve apopitozu gostermek icin TUNEL ve Caspase 3 yontemi kullanld.
Yapisal degisiklikler icin 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik incelemeler yapild.
Gruplar arasindaki farklar one-way ANOVA poshoc LSD testi ile gosterildi. p< 0.05
anlamlilik duizeyi esas alind:.

BULGULAR

Kontrol grubuna gore arsenik grubu MDA degerleri anlamli olarak yiksek bulundu. GSH
degerleri arsenik grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak distk bulundu. Isik

mikroskobik ve elektron mikroskobik olarak yapilan incelemelerde arsenik grubu seminifer



tubdllerinde vakuolizasyon, atrofi, germ hiicre dejenerasyonu, tubil lumeninde debris
gozlendi. Yapilan immuinohistokimyasal incelemeler sonucu arsenik grubu seminifer
tublllerinde kontrol grubuna oranla TUNEL(+) hicre sayisimin ve Caspase 3
immunoreaktivite gosteren hiicre sayisimin arttigi, resveratrol ile tedavi edilen gruplarda ise

sayinin azaldigi gozlendi.

SONUC

Sonu¢ olarak bu calismada arsenigin toksik etkilerine karsi testis dokusu Uzerinde
resveratrolin koruyucu etkisi ilk kez gosterilmistir. Resveratrol, antioksidatif etkisi

araciligiyla antiapopitotik etki gosterebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Arsenik, testis, resveratrol, apopitoz, oksidatif stres



SUMMARY

PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL AGANIST ARSENIC TOXICITY ON
TESTIS

Ezgi Dursun

Dokuz Eylul University Medicine Faculty Department of Histology and Embryology,
Balcova, 1zmir

Purpose

In this study we aimed to investigate protective effects of resveratrol on arsenic induced
toxicity, apoptosis and oxidative stress on testis.

M aterial-M ethod

In this study, adult male Wistar rats (200-300 gr) were used. Rats were divided in five groups.
Group I: Conrol group: Non- arsenic group, rats were fed ad libitum (n=7). Group I1: Alcohol
group: Because of resveratrol was soluable in alcohol, to see the effects rats were given
alcohol by intragastric rout (n=7). Group Il1: Arsenic group: Rats were given 5Smg/kg/day
arsenic by intragastric route. Group VI: ArsenictResveratrol group: Rats were given
5mg/kg/day arsenic and 10mg/kg/day resveratrol by intragastric route (n=7). Group V:
Arsenict+Resveratrol group: Rats were given 5mg/kg/day arsenic and 20mg/kg/day resveratrol
by intragastric route (n=7). Experimental process was chosen 28 days for all groups. After the
experimental process, oxidative stress marker malondialdehid (MDA), antioxidant enzyme
glutathione (GSH) and TUNEL and Caspase 3 immunohistochemistry  for apoptosis were
examined in each group. Light microscobic and electron microscobic observations were used
for ultrastructua changes. All data were analyzed by one-way ANOVA posthoc LSD test.
p<0.05 was considered statistically significant.



Results

MDA levelsin arsenic group showed a significant increase compare with control group. GSH
levels were significantly lower than those control group. Light microscobic and electron
microscobic investigations showed that on arsenic tissues, seminifer tubules showed
vacuolization, atrophy, germ cell degeneraion and celluar debris on tubul lumens. After
immunohistochemical investigations apopitotic cell death was increased in arsenic group
compared with control group. Resveratrol decreased TUNEL(+) cells and caspase 3
immnunostaining showed no increased apoptosis on treated groups compared with arsenic

group.
Conclusion

In conclusion, the protective effects of resveratrol on arsenic induced toxicity on testis was
demonstrated firstly in the present study. Resveratrol exhibits antiapopitotic effect viawith its
antioxidant properties.

Key words: Arsenic, testis, resveratrol, apopitosis, oxidative stress



2 GIRIS VE AMAC
Arsenik, azot ailesinden olan metalloid 6zellik gdsteren ve insanlar icin oldukca zararl:

cevresel toksik bir elementtir. Arsenigin akut toksisitesi kimyasal formuna baglidir.
Elemental, gaz, organik ve inorganik formlarda bulunabilir.

Inorganik arsenik, arsenik trioksit (As111) ve arsenik pentaoksit (As V) olmak Uzere iki
formu icinde barindirir. Gaz formu en toksk formudur. Dogada en c¢ok bulunan formu
inorganik arseniklerden arsenik trioksittir (1).

Her guin diinyada milyonlarca insan kontamine olmus su ya da yiyeceklerden sindirim yolu
ya da havadan inhalasyon yoluyla toksik seviyelerdeki arsenige maruz kalmaktadir. Arsenigin
siklikla kullamildig: alanlar herbisitler, insektisitler, gida koruyuculari, fosil yakit Grinleridir

(1).

Cevresel yollardan olan arsenik alimmi gogunlukla inorganik formun dominant olarak
bulundugu icme suyu ile olmaktadhr. icme suyunda yiiksek dozlarda arsenik bulunan ulkeler
baglica Tayvan, Cin, Meksika, Arjantin, Tayland, Finlandiya, Bulgaristan ve Banglades'tir.
Fakat dusiik dozlarda olsa da uzun siireli arsenik alinimi insanlar igin ciddi saglik sorunlarina
yol agmaktadir (2).

Dunya Saglik Orgitii ne gore, suda bulunabilecek arsenik miktar: 10pg/L' den (giinlik 20
Mg/L) daha azdir. Maksimum kontaminasyon seviyesi ise 50pg/L (gunlik 100pg/L)’ dir (2).

Kokusuz ve renksiz olan arsenik gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve parenteral
yollardan absorbe olur. Plasentaya kolayca gegerek fetusta birikebilir. Inorganik arsenigin
gastrointestinal absorbsiyon hizi ¢ok yiksektir. En fazla absorbsiyon ince bagirsaktan olur.
Solunum yoluyla alinan arsenik %80 sistemik absorbsiyonla sonuclamir. Arsenigin cilt
tarafindan sistemik absorbsiyonu ise ¢ok fazla degildir. Sayisiz yolla alinan arsenik oldukga
karsinojendir ve kronik alimm insanlarda deri, mesane, akciger kanseri, hipertansiyon, seker
hastaligi, renal bozukluklar gibi pek cok hastaliga yol agcmaktadir (3). Yapilan diger
calismalar bobrek, karaciger, uterus, prostat, testis gibi organlarin arsenigin hedef organlar:
arasinda oldugunu gostermistir (4).

Arsenigin karsinojen 0zelligi ile ilgili gesitli hiicresel mekanizmalar agiklanmistir. Y apilan
hayvan calismalar1 sonucunda tzerinde birlesilen bir hipotez heniiz bulunmamaktadir. Buna



ragmen, arsenigin reaktif oksijen turleri, deoksiribonikleik asit (DNA) hasari, tumdr olusumu
ileiliskili olduguna dair bir¢cok kamt bulunmaktadir. Son galismalar arsenigin hiicrede reaktif
oksijen turleri olusumuna neden oldugunu gostermektedir. Arsenigin bu toksisitesi,
karacigerde gerceklesen detoksifikasyon sonucu ortaya ¢ikan metile olmus Grtnlerinin bir
sebebidir (5).

Karsinojen etkilerinin yaninda mitokondride hiicresel solunumu baskilamasi, oksidatif
strese yol agmasi arsenigin baglica toksik etkilerindendir (1).

Hucrede olusan reaktif oksijen tirleri (ROS), antioksidan savunma sistemleri ile ortadan
kaldirilir. ROS, direkt veya indirekt yollarla apopitotik veya nekrotik htcre Olimint
baglatabilir. Serbest radikaller hiicre veya dokunun tipine ve etki siresiyle siddetine bagl
olarak degisen sitotoksik veya mutajenik etkiler olusturabilmektedir. Yapilan calismalarda
arsenigin, lipid peroksidasyonunu ve serbest radikallerin olusumunu indukledigi bildirilmistir

(5).

Resveratrol (3,5,4' trihidrokstilbene) birgok hiicresel aktiviteye etki eden, kirmizi sarap
dahil olmak Uzere cesitli besinlerde bulunan polifenolik bir fitoaleksindir (6). Fitoaleksinler
bitkiler tarafindan Uretilen kimyasallar olup, bitkileri mantarlar gibi patojenik
mikroorganizmalardan korurlar. Bitkiler icin oldugu kadar insan sagligi agisindan da
resveratrolin birgok faydas: bulunmaktadir (6). Gastrointestinal sistemce kolayca emilir. En
yuksek absorbsiyon ise %70 oraminda oral yolla olmaktadir (7).

Resveratrolin cis ve trans formu olmak Uzere iki formu bulunmaktadir. Antioksidan
olarak resveratrol, oksidatif strese bagli olarak olusan hicresel hasarlar1 ve apopitozu
Onleyebilir (8). Resveratrol ile tedavi in vivo ve in vitro indirgenmis glutatyon (GSH),
dizeylerini  artirmaktadir. SUperoksit anyonlarimi  ve hidrojen peroksiti  hiicreden
uzaklastirmada oldukga guclu bir etkisi vardir (8).

Resveratrol antioksidan 6zelliginin yani sira damar gevsetici bir ajandir, damarda piht1
olusumunu engelleyerek aterosklerozisi onler. Lipoprotein metabolizmasim  dizenler,
yaslanmaya kars1 etkilidir (8). Prostaglandin aktivitesini baskilayarak antiinflamatuvar etki
yaratir, boylece kanser sonrasi terapilere karsi koruyucu etkisi vardir. Resveratrol aym

zamanda bir fitoostrojen gibi davranarak Ostrojen reseptorlerine baglanma egilimindedir.



Boylece ostrojen bagimli genlerin transkripsiyonunu tetikler. Ostrojene bagimli kanserlerde
ve kalp hastaliklarinda resveratrol bu 6zelligi ile oldukca etkili bir antioksidandir (9).

Trans resveratrolun dietilstilbestrol (DES) ve 6strojene olan bu yapisal benzerligi ayni
zamanda erkek Ureme sistemi ile de iliskilidir. Ostrojen yanit sistemlerini etkileyerek erkek
Ureme sistemi ndroendokrin sistemine feedback etkisi ile spermatogenezde dolayli olarak rol
oynar (9,10).

Bu hilgiler 1s1g1nda ¢alismanin amaci; arsenik toksisitesinin testiste olusturdugu hasara
kars1 resveratrolin koruyucu etkilerini arastirmaktir. Resveratrolin doku dizeyindeki
etkilerini gostermek amaciyla testis dokusu; 1sik mikroskobik, elektron mikroskobik ve
immunohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Oksidatif stresi degerlendirmek
amaciyla, lipid peroksidasyonu gostergess olan MDA (malondialdehit) ve antioksidan
savunma sistemi gostergesi olan GSH degerleri spektrofotometrik olarak incelenmistir.



3 GENEL BILGILER
Dogada dengelerin degismesi, endustrinin gelismesi ve atiklarin hizla icme suyuna

karismast ile gida ve su yolu ile arsenige gunuimuzde daha ¢ok maruz kalinmaktadir. Arsenige
maruz kalma tum biyolojik sistemlerde yan etki olusturabilmekte ve kansere kadar
varabilecek sonuglari nedeniyle insan sagligi agisindan 6nemli bir unsur teskil etmektedir. Bu
calismada testis Uzerine arsenigin etkileri ve resveratroliin antioksidan etkisi arastirilmustir.

Arsenige maruz kalmamin neden olabilecegi sonuglarin belirlenmesi ile buna karsi
koruyucu cesitli antigpopitotik veya antioksidan destekli yaklasimlarin degerlendirilmesi
acisindan calisma 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada resveratroliin testis dokusunda koruyucu
etkisinin olup olmadig: ilk kez arastirilacak ve konuyla ilgili literatire yeni bir kaynak
saglanmus olacaktir.

3.1 Tedtis

3.1.1 Testisn Embriyolojis

Gonadlar yani testis ve ovaryum baslica U¢ kaynaktan gelisir. Bunlar; karin arka duvarim
doseyen mezotel, alttaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordial germ hiicreleridir
(11,12). Gonad gelisiminin ilk evresi; 5. haftada mezonefrozun medialinde mezotelin
kalinlasmasi ile baslar. Bu epitelin ve altindaki mezensimin cogalmasi, mezonefrozun medial
kisminda bir kabartinin olusmasina neden olur. Buna gonadal ya da genital kabarti denir.
Daha sonra parmak seklindeki epitel kordonlar1 alttaki mezensim icerisine ilerler. Bu
kordonlar primer seks kordonlar: olarak isimlendirilir. Bu sekilde farklanmamis gonadda dista
korteks ve icte ise medulla sekillenir. Embriyonun tasidigi kromozoma gore korteks ve
medulla farklir yonde gelisecektir. XY kromozomu tasiyan embriyolarda korteks gerilerken
medulla testise farklanacaktir. Embriyoner gelisimin 4. haftasinin basinda, vitellus kesesinin
allantoise yakin kismundaki endodermal hiicreler arasinda ilkel seks hiicreleri olan primordial
germ hicreleri olusur. Embriyonun katlanmas: sirasinda vitellus kesesinin dorsal kismi
embriyonun icine katilir ve bu sirada primordial germ hicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenteri araciligiyla gonadal kabartiya go¢ eder. Altinci haftada primordial germ hticreleri
gonadal kabartida bulunan mezensime girerek, primer seks kordonlarinin yapisina katilir.

Cinsel farklanma, dollenmede olusan genetik cinsiyete baglidir. Gonadlarin farklanmasi

genetik cinsiyetin belirlenmesinden sonra olmaktadir. Boylece embriyonun hormonal ortam



belirlenmekte ve hormonlarin etkisi altinda genital kanal sistemi ve dis genital organlar
sekillenmektedir (11,12). Embriyoner gelisim sirasinda 7. haftadan ©nce gonadlar
farklanmamustir ve her iki cinste de gortinis olarak benzerdir. Bu farklanmamis gonadlar hem
kortikal hem de meduller bolgeler icerir, testis ya da ovaryum yoninde farklanabilir. Genetik
cinsiyetin; belirlenmesi X kromozomu tastyan bir ovumun, X yadaY kromozomu tasiyan bir
spermle dollenmesine baglidir. Testisin ve erkek fenotipinin gelisimi 'Y kromozomunun
varligim gerektirir, yani testislerin gelisimi aktif bir olaydir. Y kromozomu Uzerinde kisa
kolda bulunan SRY geni (Y kromozomunun seks belirleyici bolgesi) cinsiyet tayini igin
belirleyicidir. Ote yandan disi cinsiyet tayini pasif bir olay olup Y kromozomunun ve SRY
geninin yoklugunda ya da XX kromozom yapisinin varhiginda farklanmamis gonadlar
ovaryuma donusur. Bu genellikle testislerin gelisiminden 2 hafta daha geg ortaya cikar.

Erkeklerde TDF (testis belirleyici faktor) geninin etkisiyle, primer seks kordonlar:
seminifer tUbdllere farklamr. Seminifer tibdllerin arasint dolduran mezensimden kdken alan
Leydig hucreleri, 8. haftadan itibaren androjenik hormonlar: (testesteron ve androstenedione)
salgilamaya baslarlar. Bu hormonlar, mezonefrik kanallarin ve dis genital organlarimin
maskulin olarak farklanmasint uyarir.

3.1.2 Testisn Anatomisi

Testisler erkekte temel Ureme orgam olup, skrotum icinde yer alirlar. Oval sekilde,
yanlardan basik herbiri 2.5x3.5 cm boyutlarinda, 10-15 gr agirligindadir. Olgun testisin
posterior yuzi epididim ile iliskilidir. Cift organ olan testisler; erkek Greme hticreleri olan
spermatozoonlar ile erkek seks hormonlar: androjenleri Uretir (13). Testis icerisinde bulunan
tubuli rekti ve rete tedtis ile testis disinda yerlesik epididimis, duktus deferens, ejakilator
kanallardan olusan genital kanal sistemi ile bunlarla iliskili bez yapilar1 olan seminal
vezikiller, progtat ve bulboiretral bezler ve cinsel birlesme organi olan penis erkek Ureme
sistemini olusturur (14,15).

Duktus deferens ile birlikte testislere ulasan testikiler arter araciligi ile testislerin
beslenmesi saglamir. Testikuler arter, kapsili gecmeden Once bir ¢ok dala ayrilir ve
intratestikler damar agim olusturur. Testis icerisindeki kapiller yataklar pampiniform
pleksusu olusturan gok sayidaki ven aracilig: ile toplanir ve testikuler arter, duktus deferens
ile birlikte spermatik kordonu yapar. Testisin vendz kam sagda v.cava inferior'a, solda



v.renalise dokulir. Testis venleri icerisinde kan, testis arterlerinden daha dusik 1sida olup bu,
arteriyel kamin 1sisim azaltir ve boylece testisteki 1simn vicudun diger kisimlarindan daha
dustk kalmasim saglar. Testislerin innervasyonu otonom sinirlerle olmaktadr.

Sekil 1: Testisanatomisi (13).

3.1.3. Testisin Histolgjis

Testisler distan testiktler kapsil adh verilen 3 tabakal1 bir kapsil ile sarilidir. Bunlar tunika
vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskilozadir. Tunika vaginalis mezotelyal hicrelerin
olusturdugu en distaki tabakadir. Peritondan koken alan ser6z bir kesedir. Testisin 6n ve yan
ylzeylerini cevreleyen viseral tabakasi ve skrotum Uzerinde uzanan pariyetal tabakasi
bulunmaktadir. Tunika albuginea en belirgin tabaka olup diiz kas hicreleri igeren yogun bir
tabakadir. Bazal lamina ile tunika vaginalisten ayrilir. Tunika albuginea testisin posterior
tarafinda kalinlasarak mediastinum testis olarak organ igine sokulur. Mediastinum testis diger
bezlerde kanallarin, kan damarlarinin, lenfatiklerin ve sinirlerin bez igine baglandig: hilum
yapisina karsilik gelmektedir. ince fibroz bolmeler, mediastinumdan 1sinsal olarak uzanarak
insanda piramit seklinde yaklagik 250 adet loblll olusturur. Her bir lobul, sayilar1 1-4
arasinda degisen seminifer tabul icerir. Seminifer tubuller arasindaki bosluk; kan damarlari,
lenfatik kanallar, makrofajlar ve androjenleri salgilayan Leydig hiicre gruplar: tarafindan
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doldurulan interstisyel dokudan olusmustur. Kan damarlar: aglarint igeren tunika vaskiloza,
gevsek bag dokusundan olusan en ic tabakadir (16).

3.1.2.1 Seminifer tbll yapis

Seminifer tabuller oldukga kivrimlt yapilar olup, yogun kapiller ag ile gevrelenmistir. Her
biri yaklasik 30-70 cm uzunlukta ve 150-250 um ¢apindadir. Tubuller, lobtilin tepesine dogru
kivrimlarim kaybederek diiz tup bigimini alirlar (tubuli rekti) ve rete testis ile devam ederler.
Rete testis, mediastinum igerisinde dar kanallardan olusan bir ag yapisidir. Buradan yaklasik
10-12 adet efferent kanal cikar. Bunlar spermlerin epididimise tasinmasina aracilik eder.
Seminifer tubil epitelinin tUzerine oturdugu bazal laminanmin disinda perittbiler doku bulunur.
Peritibuler doku; myoid hicreler, fibroblastlar ve bag dokusu fibrillerinden olusur (16).
Seminifer tibul kompleksi, 0zellesmis cok katli epitel ile doselidir ve iki tip hucre igerir.
Bunlar sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler olan spermatogonyumlar, spermatositler
spermatidler ve spermatozoonlardir (16).

3.1.2.2 Membrana propria

Ince bir bazal lamina (izerine oturmus olan seminifer epitel distan 6zellesmis fibroz bir
doku ile sarilmistir. Bu sinirlayici tabakaya membrana propria ya da perittbtler bag dokusu
ad1 verilir. Membrana propria 4 alt tabakadan olusmustur. Icten disa dogru siralanacak olursa;

1) ic hiicresel olmayan tabaka: Bol miktarda kollgjen lif, glikoprotein ve hyaluronik asit
iceren bir tabakadir.

2) I¢ hiicresel tabaka: Ince, uzun sekilli miyoid hiicrelerden olusmustur. Her iki yiizlerinde
kicuk invaginasyonlar igerir. Cekirdekleri ince ve uzun olan miyoid hicrelerin bol miktarda
granuler endoplazmik retikulum igeren sitoplazmalar lipid damlaciklarina, mikropinositotik
vezikullere ve miyoflamanlara sahiptir.

3) Dis hicresel olmayan tabaka: Dista yer alan glikoprotein yapisinda ince bir bazal
laminadhr.

4) Dis hiicresel tabaka: Fibroblastlardan meydana gelmistir.
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Miyoid hicrelerin organizasyonu turlere gore degisim gostermektedir. Kemiricilerde tek
tabaka halinde duzenlenirken, insanlarda ve bazi turlerde 3-5 tabakalidir. Miyoid hiicreler
kasilabilme oOzelligindedir. Kasillarak seminifer tubllin ¢apim  degistirebilir  ve
spermatozoonlarin tibdl icerisine hareketine yardim ederler.

3.1.2.3 Sertoli hicrelerinin ince yapis ve islevi

Sertoli hicreleri spermatozoonlarin desteklenmesinde ve olgunlasmasinda ¢ok onemli rol
oynar. Puberteden sonra seminifer tibul epitelindeki htcrelerin yaklasik %10'unu Sertoli
hicreleri olusturur. Sinirlart guclikle ayirt edilen bu prizmatik hiicreler, bazal membrandan
seminifer tdbul epiteline kadar uzanmir. Sertoli hucrelerinin apikal ve lateral hicre
membranlarimn sinirlart dizensizdir. Tepe kissmlarinda, yeni olusan spermatozoonlar limene
birakilincaya kadar spermatidlerin yerlestigi kriptaya benzer girintiler bulunur. Cekirdek
olukludur ve heterokromatin kitleleri ile iliskili genis bir gekirdekgik icerir. Sertoli
hticrelerinin sitoplazmasi granilstiz (diiz) endoplazmik retikulum ile doludur, ancak grantllt
endoplazmik retikulum miktar1 sinirhicdir. Bol miktarda mitokondriyon icerirler. Golgi
kompleksi iyi gelismistir ve endolizozomlarin olusturdugu ¢ok sayida vezikul vardir.

Sitoplazmada mikrotUbdiller ve ara filamanlardan olusan gelismis bir hiicre iskeletinin yan
sira, yassi mitokondriyonlar, ¢ok sayida lipid damlacigi ve lipofuskin igeren lizozomlar
bulunur. Ayrica sitoplazmalarinda icerikleri ve islevleri hentiz tanimlanmamis olan Charcot-
Bottcher kristaloidleri denilen inklizyon cisimcikleri vardir. Bitisik hucreler taban ve yan
yuzeylerindeki siki baglanti kompleksleriyle (zonula okludens) birbirine tutunur. Bu tutunma
kompleksleri, epiteli bazal ve adluminal bdlmelere ayirir. Buna bagli olarak olusan kan-testis
bariyeri spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha tepedeki sekonder spermatositler
ve gpermatidlerden ayirir. Bu, seminifer tdbdl [Gmeninin igindeki yapilari dolasim
sistemindeki antijenlerden yalitir, dolayisiyla spermatositler ve spermatidlieri otoimmun
bagisiklik reaksiyonlarindan ve kanda bulunan maddelerden korur.

Sertoli htcrelerinin fonksiyonlar sunlardir:
1) Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

2) Seminifer tabdl [Gmenine proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi saglamak,
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3) Folikdl stimile edici hormonun (FSH) uyarimiyla, androjen baglayici protein (ABP)
sentezlemek. (Bu protein, seminifer tibul igerisinde spermatogenezin gergeklesebilmes igin
gerekli olan testosteronun yogunlagsmasini saglar.)

4) Spermiyogenez sonunda atilan rezidiel cisimcikleri fagosite etmek,

5) Olgun spermatidlerin aktin aracil1 kasiimalarla, spermiasyon sitirecinde seminifer tubdl
[tmenine salinimint kolaylastirmak,

6) Anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasinm 6nleyen inhibin ve uyaran aktivin adi
verilen peptidleri salgilamak,

7) Anti-Mdallerian Hormon (AMH) Ureterek, embriyoner gelisim sirasinda erkek fetusta
Mdller (Paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglar (17,18).

Sertoli hticreleri puberteden sonra postmitotiktir. Eriskin testisinde mitotik hiicre bolinmesi
gbzlenmez (16,19).
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Sekil 2: Sertoli hiicres ve spermatogenik hiicrelerle olan iliskis (18).

3.1.2.4 Spermatogenik hticreler

Spermatogenik hticreler dizenli olarak bélinen olgun spermlere farklanan hiicreler olup,
4-8 tabaka hicre icerirler. Bazalden Iimene dogru hicre tipleri; spermatogonyumlar,
spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlardir.
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31241 Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile iliskide olan hicrelerdir.
Sertoli  hicreleri  arasindaki  okludens tipi  baglantilarin  altinda yer adiklart igin
spermatogonyumlar kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar. Spermatogonyumlarin 3 temel
morfolojik tipi gozlenir: Tip A spermatogonyumlar, seminifer epitelin kok hicreleridir.
Cekirdek oval, yogun bazofilik ve ince grantler kromatinlidir. Puberteden itibaren mitotik
hiicre bolinmeleri gegirerek tip A koyu spermatogonyumlart ya da tip A agik
spermatogonyumlar: olustururlar. Tip A agik spermatogonyumlar oval cekirdekli, soluk
boyanan, ince granuler kromatinli hicrelerdir. Mitotik bolinmeler sonucu farklamp tip B
spermatogonyumlar olustururlar. Tip B spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli gekirdekgige
sahip sferikal gekirdek igerirler. Cekirdek kromatini gekirdekgik gevresinde ve gekirdek kilifi
boyunca yogunlasma gosterir (20).

3.1.24.2 Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitoz bolunmeler sonucu primer spermatositleri olusturur.
Primer spermatositler, DNA (deoksiriboniikleik asit) sentezini tamamladiktan hemen sonra
mayoz bolunmenin profaz safhasina girerler. Profaz safhasindan sonra sirasiyla leptoten,
zigoten, pakiten ve diploten fazlarim gegirerek diakinez safhasina ulasirlar. Profaz evresi
yaklagik 22 gin sirduginden, kesitlerde incelenen hicrelerin blyuk cogunlugu primer
spermatositlerdir. Bu uzams profaz evresinden sonra kardes kromatid giftleri; metafaz, anafaz
ve telofaz evrelerini gecirerek sekonder spermatositleri olusturur.

Primer spermatositler, spermatogenik serideki en biytk hicrelerdir ve gekirdeklerindeki
singptonemal kompleksin varlig: ile karakterize edilirler. Birinci mayoz bolinmeden sonra
olusan sekonder spermatositler 2n DNA ve 23 kromozom ( 22+X veya 22+Y ) igerir.
Interfazda kisa siire kalmalar1 ve hizla ikinci mayotik boliinmeye girmeleri nedeniyle testis
kesitlerinde sekonder spermatositlerin goralmelerini oldukga zordur (17,21).

3.1.24.3 Spermatidler

Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bolinmesi ile olusan hticrelerdir.
Spermatidler, 7-8 um capta olup yogunlasmis kromatin bolgeleri tasiyan gekirdek icerirler.
Seminifer tubullerde Iimen yakininda, Sertoli hicrelerinin derin sitoplazmik ¢okuntulerine
yerlesmis sekilde bulunurlar. Spermatidler spermiyogenez adh verilen bir farklanma slireci
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gecirerek spermatozoonlara farklanirlar. Bu  sirecte; akrozom olusumu, c¢ekirdegin
yogunlasmasi ve uzamasi, kuyruk gelisimi ve sitoplazma kaybi gozlenir.

Spermatid, merkezi yerlesimli bir gekirdek, iyi gelismis bir Golgi kompleksi, cok sayida
mitokondri ve bir c¢ift sentriyole sahiptir. Spermatidin olgun sperme farklanma slreci 4
asamada gerceklesir. Bunlar sirasiyla; golgi fazi, sapka fazi, akrozomal faz ve maturasyon
fazidir. Sonucta bir spermatogonyumdan 4 olgun spermium olusur. Spermatid spermiyogenez
asamasint Sertoli hicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda gegirir. Olgun spermium
spermiasyon denilen olayla ttibll 1imenine verilir (16).

31244 Spermatozoon

Insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumu yaklasik 64 giinde gergeklesmektedir
ve bu sireg spermatogenezis olarak adlandirilir. Olgun spermatozoon bas, boyun ve
kuyruktan olusur.

Bas, akrozomla sarilmig cekirdekten olusur. Cekirdek yogun kromatin icermekte olup
yassi bicimlidir. Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom, gekirdegin anterior yarisin
Orter. Akrozom icerisinde akrozin denilen tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz,
hyaluronidaz ve noraminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir.

Boyun, bas ve kuyruk arasindaki baglantiy1 saglayan bir ¢ift sentriolun bulundugu dar bir
parcadir. Sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksoneme distal sentriol kaynaklik yapar.
Yapisal yonden silyuma benzeyen kuyruk; orta parca, esas parca ve son parca olarak lce

bolinmustar.

Kuyruk; orta parga, esas par¢a ve son par¢a olarak Uge bolinmistur. Kuyrugun orta
parcasi, sarmal olarak dizilmis mitokondrilerin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrottbller
aksonem ve dis yogun fibriller adi verilen sperm boynundaki baglant1 pargasindan kuyruk
boyunca uzanan dokuz adet uzunlamasina seyreden filamandan olusmustur. Kuyrugun en
uzun pargast esas parcadir. Yedi dis yogun fibrille sarili merkezi aksonem ve bir fibréz
kiliftan olusur. Hem dis yogun fibriller hem de fibroz kilif, spermin 6ne hareketi sirasinda
mikrotUbiler kayma ve kivrilma icin saglam bir iskelet olusturur. Son parca, dis yogun
fibriller ve fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolay: sadece aksonemi bulunan kuyrugun ¢ok
kisa bir pargasidir (17,21).
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3.1.2.5 Interstisyum

Testisin seminifer tabdlleri arasindaki bosluklar; Leydig hiicreleri, bag dokusu elemanlari,
sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Tegtiktler kapillerler pencereli tiptedir ve
kan proteinleri gibi makromolekullerin serbestce gecmesine olanak saglar.

3.1.2.6 Leydig hucreleri

Seminifer tublllerin arasindaki gevsek bag dokusunda eozinofilik Leydig hicreleri yer
alir. Leydig hucreleri; 15 pm gapinda, periferde yer alan ve bir ya da iki gekirdekgigi
bulunan gekirdege sahip, biyuk htcrelerdir. Hiicre ytizeyinde ¢ok sayida mikrovillus yer alir.
Bu hicreler cogunlukla pencereli tip kapiller ve kiguk lenf damarlarina yakin konumda
yerlesmistir. Sitoplazmalarinda steroid salgilayan hiicrelere 6zgu bir 6zellik olan yogun, siki
paketlenmis diz endoplazmik retikulum bulunur. Nispeten daha az sayida ribozom ve
granullt endoplazmik retikulum, ¢cok sayida tubtler kristali mitokondri, ¢ekirdegin hemen
yaninda biydk bir Golgi kompleksi ve ¢ok sayida yuvarlak lipid damlacigi bulunur. Salgi
vezikulleri bulunmaz. Ayrica insanlarda Reinke kristalleri denilen kristalize proteinler de
sitoplazmada goralir.

Leydig hicreleri, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu
olan testosteronu Uretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve agrantler endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilir. interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri hem
de miktarlart hormonal uyarimlarla dizenlenir. Gebelik sirasinda Uretilen plasental
gonadotropik hormon, maternal kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlar: Ureten fetal
testikiler interstisyel htcreleri uyarir. Androjenik hormonlar, gelisim sirasinda erkek genital
organlarin farklilanmast icin gereklidir (17,19).

3.1.2.7 Kan-testis bariyeri

Kan-testis bariyeri, interstisyel kan damarlari ile seminifer tibiller arasinda yer alan,
Sertoli hucreleri arasindaki siki baglantilar ile olusan bir bariyerdir. Kandan gelen zararl:
gjanlara kars1 germ htcrelerinin korunmasini saglar. Seminifer tibullere immunoglobulinlerin

gegmesini Onler.

Spermatogenez  sirasinda  birtakim  proteinler ortaya cikar. Seksliel olgunlasma
immunolojik yetenegin gelismesinden sonra meydana geldigi icin, farklilasmakta olan sperm
hicreleri yabanci olarak algilanmaktadir. Boylece, germ hcrelerinin  6lumine sebep
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olabilecek bir immun yanit tetiklenmektedir. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin
sistem arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldiracaktir (17).

3.1.3 Testisin Fizyolojis

Testisler birbirinden farkli iki temel isleve sahiptir. Bunlar erkek germ hiicresi olan
spermiumlarin Uretilmesi ve seks hormonu testosteronun sentezlenmesi, depolanmasi ve
salgilanmasidir. Testisin bu islevi puberte doneminde baglar ve hipotalamo-hipofizer sistemin
kontrolU altindadir. Hipotalamustan salgilanan gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH)
hipofiz bezinin 6n lobundan luteinize edici hormonun (LH) salgilanmasim uyarir. LH ise
Leydig hucrelerinde bulunan reseptorlere baglanarak, bu hticrelerde kolesterolden baslica
testosteron olmak Uzere dstrojen dahil diger hormonlarin sentezlenmesini saglar. Diger bir
hipofiz 6n lobu hormonu olan FSH ise yine hipotalamustan GnRH aracilig: ile salgilanir ve
Sertoli hucrelerinde ABP sentezini ve salimmim uyarr. ABP, testosteronu baglayarak
testosteron seviyesinin seminifer tubullerde yiuksek yogunlukta kalmasint saglar. Bu sekilde
bolgesel olarak ortamda yiksek yogunlukta bulunan testosteron, FSH'in etkisiyle
spermatogenezin normal olarak gerceklesmesine olanak tanmir. Testisler giinde holokrin tip
salgilama ile yaklagik 200.000.000 spermiumun olusumunu gerceklestirir (17).

3.2 Apopitoz ve Nekroz Tanimi

Y asamakta olan htcreler iki farkli mekanizma ile 6lurler. Bu mekanizmalar nekroz ve
apopitozdur. Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan gelen cesitli
fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hicre olumuidar. Apopitoz,
organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin
zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen
programli hiicre 6lumadur. Nekroz patolojik bir olaydir. Apopitoz ise fizyolojik veya
patolojik uyaranlarla olusabilir (22).

Apopitoz aslinda Latince'de agaclarin yapraklariin  dokulmesini  tammlamak icin
kullanilan bir kelimedir. Apo, ayr1; ptozis, dusen anlamindadir. Sonradan yapilan arastirmalar
is1ginda bugun artik bilindigi gibi apopitoz birgok fizyolojik ve biyolojik olayda 6nemli rol
oynayan bir siirectir. Istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldiriimasi, embriyogenez siirecinde
farklanma, immin sistemin gelisimi, inflamasyonun ¢ozilmesi, organ sistemlerinde hiicre
sayisimin kontroll, hasarli ve zararli hicrelerin ortadan kaldirilmasi, organizmanin ig
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dengesinin devamliliginda ve daha birgok durumda apopitoz 6nem kazanmaktadir. Bu slirecin
bozulmasi organ islevlerinde bozulma ve neoplaziye neden olur (23).

Hem nekroz hem de apopitoz, yontem olarak hiicre 6lim sekli olmalarina ragmen bu iki
O6lum seklinin hem histolojik hem de fizyolojik nedenlerinde biyuk farkliliklar vardir.
Nekrozun karakteristik 6zelligi 6lumin htcre grubunda ortaya ¢ikmasidir ve nekrozun en
yaygin nedeni oksijen yetersizligi anlamina gelen hipoksidir. Bununla birlikte arsenik,
siyanid, insektisitler gibi toksk maddeler ve agir metaller de nekroza neden olabilir (23).
Nekroza neden olan olaylar, hiicre ve organel parcalanmasina yol agan membran
gecirgenliginin artmasinda ve bunun sonucunda da sitoplazmanin ve gekirdek iceriginin
hicreler arasindaki bosluga salinmasinda rol oynar (23). Hicre 6lumini takiben hicre
igeriginin hiicreler arasi bosluga salinmas: inflamasyona sebep olur. Bu olayin karakteristik
Ozelligi makrofaj ve notrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢ eden bu hicreler
nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle inflamasyon nekrozun o6nemli bir isaretidir.
Apopitoz ise nekrozdan tamamen farkl: olarak inflamasyon olmaksizin gerceklesen, genlerle
diizenlenen, programli, RNA (ribonikleik asit), protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (24). Hastaliklar gereginden fazla apopitoz
sonucunda veya apopitozun yetersizligi gibi durumlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Apopitozun
artmasi norodejeneratif hastaliklara, AIDSte gorulen lenfosit yetersizligine, azalmasi ise
malignite ve otoimmiin hastaliklara yol agabilir (25).

Apopitozun goruldigi ornekler asagida 6zetlenmistir (23) :

-Embriyogenez ve fétogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi amaciyla, olusmus
olan hiicrelerin bir kismi apopitoza gitmektedir. Ozellikle sinir sisteminin ve immiin sistemin
gelisiminde apopitoz 6nemli rol oynamaktadir.

-Derideki keratinositlerin ylizeye go¢ edip epidermisin en Ust tabakas: olan stratum korneumu

olusturmalari,

-Tumorlerde regresyon fazinda hticre 6limd,
-Akut inflamatuvar cevapta nétrofillerin 6luma,
-Sitotoksik T hticrelerce indiklenen hiicre 6lum,

-Viral hastaiklarda hlicre hasari,
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-Toksik uyaranlardaki hiicre 6lum,

-Pankreas, parotis ve bobrek gibi organlarda kanal obstriksiyonlarina bagli olarak gelisen
atrofilerde,

-Proliferasyona ugrayan hicre topluluklarinda (6rn:barsak kript epiteli) apopitoz sik olusur.

Apopitoz birgcok hastalikla da yakindan iligkilidir. Alzheimer, Parkinson, amiyotrofik
iskemik hasarda, reperfizyon hasarinda, hepatit ve otoimmin hastaliklarda apopitoz sik
gozlenir (25).

3.2.1 Apopitotik Hiicre Olimuniin Asamalar:

Apopitoz hiicre icinden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden bir
olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer. Bu asamalar;
1) Apopitozun baglatilmasi,

2) Hucreici proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,
3) Hucrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmast,
4) Fagositoz olarak Ozetlenebilir (22).

Hucrenin apopitoza gidebilmes igin ilk once, ilgili genetik mekanizmay: harekete
gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre iginden (intrensek) veya disindan
(ekstrensek ) gelebilir (22).

3.2.1.1Hicre dusindan kaynaklanan, hiicre yiizeyi 6lim reseptorleri ile ( TUumdr nekrozs
faktor siperailes tyeleri ve bunlar:n reseptorleri) diizenlenen apopitoz
Hicre membranmindaki reseptor molekiller, farkli efektorleri aktive ederek hiicre
davraniglarim degistirebilir (26). Hlicre membran reseptérleri hiicre 6lumuni de tetikleyebilir.
Apopitozda rol alan membran reseptorleri icinde en dnemli grup tUmor nekrozis faktor

reseptor (TNFR) ailesidir.

Bu reseptdr grubunun en az 19 Uyesi vardir. Reseptorlerin biyolojik etkileri gesitlidir ve
apopitoz ile simirli degildir (22). Bir kismu apopitoz olustururken, bir kismi proliferasyona
neden olur. Bir kismu ise her ikisini de olusturur. TNFR icinde apopitoz olusturan

reseptorlerden en onemlileri Fas ve TNFRL1'dir. Bu reseptorler uyarildiklarinda hticrenin
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sitoplazmasinda bulunan parcalari, adaptor proteinlere baglanir. Adaptor proteinlerin 6lim
efektor parcalar: vardir. Olim bolgeleri, 6lim reseptorlerine ligand baglandigi zaman
apopitotik mekanizmay: uyarir ve hiicre digindan gelen uyariy: hiicre igine iletir. Bu yolagin
prototipi Fas proteinidir. Fas yalmzca Fas ligandi (FasL) olarak isimlendirilen bir
ekstrasellller sinyal tarafindan tetiklenir. FasL, Fasa baglandigi zaman kaspaz 8'i aktive eder
ve tum kaspaz zinciri olayakatilir (27).

3.2.1.2 Hicre icinden kaynaklanan, mitokondriyal yolla diizenlenen apopitoz:

Ic sinyallerle olusan apopitozda mitokondri onemli rol oynamaktadir. Sinyaller dis
mitokondri zarinda gegirgenlik artisina neden olurlar. Mitokondri dis zarimin gegirgenligini
baz1 proteinler ayarlamaktadir. Bunlarin en onemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. Bu grubu
olusturan proteinlerin bir kismi antiapopitotik, bir kismi ise proapopitotiktir (28). Bcl-2
proteini antiapopitotiktir. Mitokondri dig membranina ve apopitoz proteaz aktive edici faktor
l'e (apaf 1) tutunmustur. Hicrenin icinden kaynaklanan apopitotik sinyaller apaf 1'in
mitokondriden ayrilmasina neden olur. Bu ayrilma dig mitokondri zarimin gegirgenligini
artirr. Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom ¢’ nin sitozole
¢ikmasina neden olur. Sitokrom c'nin salimimi hticrede apopitozun basladiginin gostergesidir.
Sitokrom ¢ sitoplazmada apaf 1, kaspaz 9 ve adenozin trifosfat (ATP) ile birlesir. Olusan
yapiya apopitozom denir. Apopitozom sonlandirict kaspaz olan kaspaz 3" U aktive ederek
apopitoza neden olur (28).

Apopitoz gelisiminde bir diger yol, viral enfeksiyonlara kars1 esas savunma mekanizmalari
olarak tammlanan sitotoksik T hicrelerinin (CTL) viral yolla enfekte olmus hicrelerde
apopitoza neden olmasidir. CTL’lerin ana gorevi malign ve/veya virUs ile enfekte olmus olan
hicrelerin oldurilmesidir (29). Yabanci antijenleri tamidiklarinda yizeylerinde FasL olusur,
hedef htcrelerin Fas reseptorlerine tutunurlar. CTL'ler sitoplazmalarinda granzyme B (serin
proteaz) ve perforin adh verilen ve apopitoz olusmasini saglayan proteinler igeren sitoplazmik
granillere sahiptirler (30). Perforin, transmembran por olusturucu bir proteindir. CTL' ler
hedef hicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak, sitoplazmalarina granzyme B

salgilar. Granzyme B hedef hiicrelere girerek kaspazlar: aktive eder (29).
Hucrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi genler, hiicrenin

apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en onemlisi p53 genidir. insan timorlerinin

%50'den fazlasinda mutasyona ugrachigi tespit edilen p53 geninin, kanser olusumunu
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Onlemede kritik rol oynadigi kabul edilmektedir. Normalde inaktif durumda bulunan p53
geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete gegirir. p21 geni hiicrenin geg
G1 fazinda kalarak, S fazina gegmesini engeller. Bdylece hiicre siklusu durdurularak olusmus
olan DNA hasarlt hiicrenin gogalmas: engellenir. p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin
transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarini tamir edebilirse, hicre siklusundaki
blok kalkar. Hucre hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu
proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apopitoza giderek
Olmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (29, 31).

Oliim sinyali ligandlan: Hiicre disi etkiler Toksik Etkiler
TMFa, Fas ligand:, TRAIL . Isi strasi, Radyasyon,
v | - i hil d Oksidatif stres, sitotoksik
> Dt < aclar
Kaspaz 8 -~ | I sfingomiyelinden seramid yapirm v
k4

DMA hasan sonucu p 53

Kaspaz 3 — | Bid ER stresi, gm-tein ka_ltlanrﬂas_lr_ld_a _ e o ey
- bozukluk, viral proteinlerin birikimi v
v
Kaspaz & 1 . 5 Bax we Bak yapimimin
v Sitoplazmaya Ca*® salimminin artmasi aktivasyonu. Fas resepraril
v yapiminda artig
Kaspaz 7
Mitokondriden sitokrom c, < Bcl2 ve Bcl-XL yapiminim
Smac/diablo kagsi baskilanmasi
v

Kaspaz9 <« Apoptozom olusumu

LA

Kaspazlarin hiicre makromolekiillerini yikmas:
Cekirdekte lamin, sitoplazmada Gelgi ve ER proteinlerinin yuklmasi, cekirdekte DMAzlann etkisiyle
kromatin yodunlasmasi, hiicre iskeletindeki aktinin dedisimivle apoptik tomurcuklanmanmn olusumu

Sekil 3: Hucreigi ve dis1 yollarla uyarilan apopitozun biyokimyas (28).

3.2.2 Apopitoz Saptama Yontemleri
Apopitoz hiicre morfolojisi esas alinarak yada histokimyasal ve biyokimyasal teknikler
kullanilarak hiicrede DNA kiriklarinin belirlenmesi yoluyla saptanabilir.

Hiucre morfolojisi esas alinarak floresans maddelerin  (Hoechst boyasi, DAPI,
propidium, iyodur) kullamimas: ile yapilan boyalarla floresans mikroskobu ile
inceleme yapilabildigi gibi, kiltur ortaminda Uretilen hicreleri incelemek igin faz
kontrast mikroskobu da kullanilabilir. Faz kontrast mikroskobu ile apopitotik hiicreler
Uzerinde gelisen cepcikler izlenebilir. Hicreler hentiz ortama yayilmig halde iseler
hiicrelerin sitoplazmalarinda ortaya gikan vakuoller gozlenebilir. 1sik mikroskobu ile
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incelendiginde apopitotik hicrelerin - karakteristik  Ozellikleri  yogunlasmis  ve
blzusmus bir sitoplazma ile ¢ekirdeksel degisiklerdir. Kromatin kondenzasyonu ve
kromatinin ¢ekirdek zarimin periferinde toplanmasi, ¢ekirdegin kiclilmesi ve pargalara
ayriimasi en onemli morfolojik ozelliklerdir (32). Apopitotik hiicre karakterindeki
gekirdek ve huicresel organeller diizeyindeki degisiklikler ise elektron mikroskobu ile
gozlemlenebilir.

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi: TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase [Tdt]- mediated dUTP- biotin nick-end labeling) yontemi tek ya da cift
iplikli DNA kiriklarina isaretlenmis nukleotidlerin baglanmasi esasina dayanir.
Apopitotik hicrelere ait DNA'lar hizlica pargalanmakta olduklarindan, birdenbire
hicre icerisindeki kromatin ag buatunligini kaybeder ve 3-OH iceren DNA
parcaciklarimin  sayisi ¢ok yiUkselir. Hlcrede Tdt (terminal deoxynucleotidyl
transferase) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP'yi, parcalanmis DNA pargaciklarinin
serbest 3-OH uglarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parcaciklari, ortama
FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde gorunir hale
gelir (33).

In situ hibridizasyon teknigi: Apopitozun belirlenmesi igin isaretlenmis poly (A)
problart kullanilmasi esasina dayanir. Apopitotik DNA'nin denaturasyona duyarlilig
formalin ile tespit edilip parafine gomilmus dokularda ¢alisilmaktadir (33).

Anneksin 'V  yOntemi: Huicre zarimin sitoplazmik  yuzinde fosfotidilserin
bulunmaktadir. Eger hiicre apopitoza giderse normalde i¢ ylzde yerlesmis olan
fosfotidilserin - molekilleri  hucre zarmmin  cdis  yUzine transloke olur. Bu
fosfotidilserinler bir floresans madde (6rn: FITC) ile isaretlenmis Anneksin V
kullanilarak gorunir hale getirilebilir. Bu belirleme flow sitometri yontemi
kullanilarak yapilir ve floresans mikroskobu ile incelenir (33).

Apopitoza 6zgu proteinlerin saptanmast: Western blotting ya da immiinohistokimya
yontemleri kullamlarak kaspazlar gibi sadece apopitotik hiicrelerde aktif hale gelen ya
da eksprese olan (6rn: Bcl-2 vb.) bazi proteinlerin dokuda tespit edilmesi esasina

dayanr.

22



3.2.3 Spermatogeneziste Apopitozun Rolu

Doku canliliginda ve devaminda, enfekte hicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal
fizyolojik ortamin korunmasinda apopitoz kuskusuz 6nemli bir rol oynamaktadir. Apopitoz
testiktler dokuda da sik rastlanan bir olaydir. Spermatogenezde, genellikle spermatositler ve
spermatogonyumlarda programl: hiicre 6lumiine yol agar (34). Germ hticrelerindeki bu 6lum
spermatozoanin gelisimi igin mutlaka gereklidir. Kerr yaptig1 bir ¢alismada testiste devamli
olarak spontan apopitoz gergeklestigini ortaya koymustur (35).

Testiste germ hicrelerinin %75 apopitoza maruz kalir ve bu sekilde defektif germ
hiicrelerinin yok edilmesi saglanmir. Apopitotik hiicre eliminasyonu, erken gelisim evresinde
baglar ve sertoli hiicreleri ile germ hicreleri arasinda uygun sayisal oran saglamaya yonelik
bir fizyolojik yanit olarak tammlanmaktadir (36). Bazi durumlarda testislerde programli hiicre
olumlerinde artis olabilir. Androjen eksikliginde, azospermik ya da oligospermik hastalarda,
deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1si artisinin oldugu olgularda gozlenen hticre
olumlerindeki artis bu gibi durumlara 6rnek olarak verilebilir (37).

Spermatogenezde testikiler germ hicre apopitozunun hormonal kontrol altinda
gerceklestgi bildirilmistir (38). Hipofizektomize immatir ratlarda hem germinal hem de
somatik hticrelerde masif apopitozun ortaya ¢iktig: ve bu olgularda FSH ya da insan koryonik
gonadotropin (hCG) tedavileri ile bu yogun programlanmis hiicre 6limintin engellenebildigi
goserilmistir. Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi disinda matiirasyon arresti ve
hipospermatogeneze yol acan tum klinik durumlarda da apopitoz goridlebilir. Seminifer tabdl
epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan duyarliligi da germ hiicrelerinin
programlanmus hiicre 6lumlerini arttiran diger bir faktordur (39). Tegtikller fizyolojiyi bozan
eksojen stimulanlarin varliginda fizyolojik olmayan diizeyde apopitoz gerceklesir ve klinik
olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir (39).

3.3 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Turleri
Serbest radikal, herhangi bir atom ya da molektltn, dis yoringesinde gift olusturmamus bir
elektron icermesi durumu olarak tamimlanir.

ilk defa 1900 yilinda Goomberg tarafindan kesfedilmistir. Organik ve inorganik yapili
olup etkilesime girdigi molekilin yapisal dzelliklerini degistiren aktiviteye sahiptir. Serbest
radikaller tg sekilde olusabilir (40) :
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1) Non- radikal bir molekulden tek bir elektron kaybi.

X —  » €+X"

2) Non-radikal bir molekiltn tek bir elektron kazanmasi.
X+e— p X

3) Homolitik yarilma. Normal bir molekulin kovalan baginin homolitik yariimalar sonucu
eslesmemis elektronlardan her birinin ayr1 parcada kalmasi.

XY —— » X +Y
Bilinen baz1 serbest radikal gesitleri sunlardir;
Stiperoksit radikalleri (O2")
Hidrojen Peroksit ( H20,)
Hidroksil radikali (OH")
Peroksil Radikali (ROQO')
Nitrik Oksit (NO)

3.3.1 Serbest Radikal Kaynaklarz
Serbest radikaller endojen yada eksojen kaynaklara bagli olarak Uretilir.

3.3.1.1 Endojen kaynaklar

33111 Mitokondrial ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri

Insan viicudu tarafindan alinan oksijenin yaklasik %85'i mitokondrial elektron transport
zincirinde kullanilmaktadir. Mitokondriler ATP Uretimi icin esas kaynagi olusturan
organellerdir. Metabolik enerji Uretimi icin Oncelikle yag asidi veya glukoz oksidize olur ve
elektron tastyicilar: 6rnegin nikotin adenin dinucleotid (NAD), flavin mononucleotid (FMN),
flavin adenin dinucleotid (FAD) yoluyla elektron kaybederler. Sonuc olarak indirgenmis
nikotin adenin dinucleotid (NADH) ve flavinler (FMNH, ve FADH,) olusur. NADH ve
indirgenmis flavinler i¢ mitokondrial membranda tekrar oksidize olurken organizmanin temel
yakit1 olan ATP kazamlmaktadir (40). Oksidasyon basamakl: bir sekilde gergeklestigi igin
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enerji salinimi da yavas yavas olmaktadir. NADH'dan ayrilan elektronlar zincirdeki
enzimlerin yapisinda bulunan demir iyonlarimin indirgenmesinde kullamimaktadir. Elektron
transport zincirinde en son oksijeni kullanan oksidaz enzimi, sitokrom oksidazdir. Sitokrom
oksidaz demir ve bakir iyonlar1 igerir. Bu metaller oksijenin indirgenmesinde rol oynar (41).
Elektron transport zincirinin erken basamaklarinda birkag elektron oksijene dogru sizmakta ve
bu sizma slperoksit radikallerinin olusumuna neden olmaktadir. Normal sartlarda
mitokondride indirgenen oksijenin %1-3'U sliperoksit radikali olusturabilmektedir. Mitokondri
hasar gordigiinde sizma artmakta ve dolayisiyla siperoksit radikalleri de artmaktadir (42).
Endoplazmik retikulumda da NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase)
P450 rediktaz enzimindeki flavinlerden oksijene elektron kagagi olmakta ve sliperoksit
radikalleri olusmaktadhr (40).

33112 Ksantin oksidaz sistemi

Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve diger oksidan enzimler dnemli reaktif oksijen radikal
kaynaklaridir. Organizmaya alinan oksijenin %10-15'i mitokondride kullanilmaz. Degisik
oksidaz ve oksijenaz sistemleri tarafindan dogrudan veya kimyasal tepkimeler yolu ile
kullanilir. Ksantin ve hipoksantinin Urik asite oksidasyonu ksantin dehidrogenaz enzimi
tarafindan katalizlenmektedir. Elektronlar oksijene degil NAD" (izerine aktariimaktadir, bu
nedenle normal kosullarda ROS Uretimi olmamaktadir (40,41). iskemi sirasinda sitozolik
kalsiyumun artmasi sonucu hicre ici proteazlar aktive olarak ksantin dehidrogenazi ksantin
oksidaza donUsturdr. inozin de hipoksantine donlsir. Boylece dokularda biriken hipoksantin
ve ksantin reperfliizyonla gelen oksijen ile ksantin oksidaz enzimi araciligiyla birleserek
singlet oksijen (O.') olusturur (43).

33113 Notrofil fagositoz sistemi

Makrofa), notrofil ve eozinofiller de serbest radikal Uretir. Notrofil ve makrofajlarin
plazma membraninda bulunan NADPH enzim sistemi aktive olunca superoksit radikalleri
olusur. Sliperoksit radikali de hidrojen peroksite indirgenir.

3.3114 Arasidonik asit metabolizmasi

Prostaglandinlerin sentezindeki ilk basamak olan yag asidi substratimin elde edilmesi igin
fosfolipaz A, enzimi aktive olarak membran lipidlerinden arasidonik asidi ayirmaktadir.
Arasidonik asidin prostaglandin, |0kotrien ve tromboksanlara oksidasyonu sirasinda ROS
olusumu gozlenmektedir (40).
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3.3.1.2 Eksojen kaynaklar
Organizmada serbest radikal olusturan eksojen kaynaklar sunlardir (40):

-Iyonizan radyasyon,

-Hepatotoksinler (Karbon tetraklorir),

-Ksenobiyotikler,

-Redoks siklusu yapan maddeler (paraguat, nitrofurantoin),
-Kemoterapdtikler (Adriamisin),

-Havakirliligi,

-Sigara

-Metal iyonlari (demir, bakir, kadmiyum, civa, arsenik).

3.3.2 Serbest Radikaller ile Olusan Hulcresel Hasarlar
Serbest radikaller lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde oksidan hasar
olusturmaktadir. Serbest radikallerin organizmada olusturdugu ana etkiler sunlardir:

3.3.2.1 Lipid peroksidasyonu

Serbest radikal hasarinin esas sireci lipid peroksidasyonu olarak kabul edilmektedir.
Doymamis c¢oklu yag asitlerinin yan zinciri ya da metilen karbonu Uzerinden radikal
araciligryla bir hidrojen atomunun ¢ikarilmast lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid
peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu ¢ asamada gerceklesir (44);

a) Baslangic asamasinda, hidroksil radikali doymamis yag asidinden bir hidrojen cikararak
lipid peroksidasyonunu baslatir.

OH + LH (lipid) — H,0 + L '(lipid radikali)

b) ilerleme asamasinda, lipid radikali oksijen molekilii ile hizlica reaksiyona girerek lipid
peroksil radikalini olusturur.

L+0, — 5 LO,
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Olusan peroksil radikali diger lipid molekdllerine saldirir ve onlarin hidrojen atomunu
cikartarak, lipid hidroperoksitleri olustururken aym zamanda birbiri ardina ikincil
oksidasyonlar1 oksijenle birleserek devam ettirecek lipid radikali olusur.

c) Reaksiyon, lipid peroksil radikalinin antioksidanlar tarafindan temizlenmesiyle ya da iki
lipid peroksil radikalinin kombinasyonuyla keton ve akol gibi radikal olmayan drinlere

dontsmesiyle sonlanr.

Lipid peroksidasyonu, membran yapisinin bozulmasi ve iyon gegirgenliginin artmasiyla
birlikte membran akigskanliginin kaybinda artisa neden olur. Bu olaylar hicre 6luma ile
sonlanir. Hiicrede olusan oksidatif ve nitrozatif hasar daha sonra doku ve organ sistemlerinde
yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olarak cesitli patolojik durumlara yol acar (44).

3.3.2.2 DNA ve serbest radikal hasar:

Resaktif oksijen radikallerinin asir1 Uretimi DNA molekilunin tim bilesenleri Uzerine
modifikasyonlara neden olur. OH', hem purin hem de pirimidin bazlarinda hasar olusturur ve
deoksiriboz halkasinda yarilma ve zincir kirilmalarina neden olur. Genetik materyalin strekli

modifiye edilmesi karsinojenezis, yaslanma ve mutgenezisin ilk adimlarini olusturur (45).

3.3.2.3 Proteinler ve serbest radikal hasar:

Proteinler ve proteinlerin  yapitasi olan aminoasitler de serbest radikallerin
hedeflerindendir. Protein oksidasyonu, proteinlerin OH' ve diger radikallerle kovalent
degisikliklere ugramasi sonucunda meydana gelir. Proteinlerin amino asit yan zincirlerinin
oksidatif hasar1 sonucu protein oksidasyonu Urtnleri ve karbonil tirevleri olusabilmektedir.
Proteinlerdeki karbonil gruplar: oksidatif hasarin gostergesi olarak gortlmektedir. Membran
lipidlerinin  oksidasyonu sonucu lipid radikalleri olusmakta, proteinlere hasar verip
proteinlerin parcalanmasina ve polimerizasyonuna neden olmaktadir. Doku veya plazma
orneklerinde spektrofotometrik yontemle serbest radikal hasarimin gosterges olan protein
oksidasyonu Urunleri 6lgulebilmektedir (42,46).
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3.4 Antioksdan M addeler

Antioksidanlar, hiucrede ve hicreler arasi sividaki serbest radikalleri etkisiz hale getiren
maddelerdir. Daha 6nce sayilan ¢esitli patolojik siiregler sonucu oksidan-antioksidan sistemin
dengesi bozulabilir. Bu durumda antioksidan mekanizmalar tikenir (deplesyon). Sonug olarak
serbest radikal etkinligi artarak hiicre zedelenmesi ve 6ltm gelisebilir (47).

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsin vicutta pek ¢ok savunma sistemi
gelistirilmistir. Meydana gelen serbest radikallerin toksisitesi ya direkt olarak radikal
temizleyicilerle ya da indirekt olarak antioksidanlarla antagonize edilir. Direkt radikal
temizleyiciler, radikallerin baslattigi zincirleme reaksiyonlar: ilk basamaklarda durdurarak
radikallerin etkisinin artmasim Onlerler. indirekt radikal temizleyiciler ise radikal siipuricii
etki ile reaksiyona girmeden daha zararsiz molekillere donUstirerek veya diger
molekillerden serbest radikal olusmasin engelleyerek antioksidan etki yaparlar (48).

Bilinen antioksidanlardan bazilari sunlardr;
3.4.1 Daogal (endojen) Antioksidanlar

3.4.1.1Enzimolanlar

Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
SUperoksit dismutaz
Katalaz
Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz
Glutatyon rediktaz

3.4.1.2 Enzm olmayanlar

34121 Lipid fazda bulunanlar: Alfatokoferol, beta karoten.

34.1.2.2 Sv: fazda bulunanlar: Askorbik asit, hemoglobin, metionin, albumin, bilirubin,
glutatyon, miyoglobin, melatonin, Urat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin.

28



3.4.2 Eksojen Antioksidanlar
- Ksantin oksidaz inhibitorleri: Tungsten, Allopurinol, Folik Asit, Pterin Aldehit, Oksipurinol.

- NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-
steroid antiinflamatuvarlar, difenil iodonium, rekombinant superoksid dismutaz, Trolox- C
(E vitamini analogu).

- Eksojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, Asetilsistein.
- Diger non enzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol.

- Demir dongusunun inhibitorleri: Desferoksamin, Seruloplazmin, Notrofil adezyon
inhibitorleri.

-Resveratrol
- Sitokinler: TNF, Barbitiratlar, interlokin-1, Demir selatorleri.

3.4.3 Gida Antioksidanlarz
- Biitile hidroksitoluen

- Bitile hidroksiyanisol

- Sodyum benzoat

- Etioksiquin

- Propilgat

- Fe-Slperoksit dismutaz (47).

3.5 Oksidatif Stres, Antioksidan Sistemler ve Testis

Oksijen canlilar icin hayati 6nemi olan bir molekuldir ve hicrede enerji Uretim
sireclerinde kullamlir. Serbest oksijen radikalleri enerji Uretim sureglerinin dogal bir yan
Urdnd olup yuksek dizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (49). Serbest
radikaller hiicrelerimizde DNA'ya, proteinlere ve lipitlere saldirarak zarar verir. Serbest
radikallerin zararl1 etkilerinden korunmak icin hiicreler bunlari nétralize eden antioksidanlar
Uretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize
edilme hiz1 arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Bdylece hiicre serbest radikallerin olumsuz
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etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, hiicrede serbest
radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hicre fonksiyonlar1 tzerine yaptigi
olumsuz etkiye oksidatif stres denir (50).

Testiste spermatogenez aktif olarak stirekli tekrarlanan bir siiregtir ve saniyede 1000 sperm
Uretilmektedir. Bu siiregte meydana gelen hticre boltinmesi, germinal epitel tarafindan yutiksek
miktarda mitokondriyal oksijen tiketimini gosterir. Testiste vaskilarizasyonun zayif olmasi
nedeniyle de bu dokuda oksijen miktar1 disik ve oksijen miktar: icin olan rekabet oldukca
fazladhr. Hem spermatogenez hem de Leydig hiicre steroidogenezi, oksidatif stresle hasar
gorebilmektedir. Testis dokusundaki dusik oksijen miktari, testisin kendini serbest
radikallerin hasarindan koruyabilecegi mekanizmalarin 6énemli bir pargasi olabilmektedir.
(45). Tedikuler mikro cevredeki diusuk oksijen miktarina ragmen testis, fazla miktarda
doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varligi nedeniyle, oksidatif strese
hassas hale gel mektedir (45).

Testis serbest radikallerin hasarindan korunmak igin gesitli antioksidan enzimler ve serbest
radikal temizleyiciler icermektedir. Bu antioksidan sistemler, hem enzimatik hem de non-
enzimatik dgelerden olusabilir (51). Enzimatik 6gelerden bazilar1 siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve hidrojen peroksit (H>O,)'tir. Testis ROS elimine eden enzimlere ek olarak,
oksidatif hasara karst korunmak icin kigik molekul agirlikli antioksidan faktorlere de
bagvurmaktadir. Bu faktorler iyonlar ve serbest radikal siplrict etkinlik gosteren
maddelerdir. Cinko, E vitamini, C vitamini, melatonin, sitokrom ¢ bunlar arasinda sayilabilir
(52).

Testis; steroidogenez ve sperm Uretimini desteklemek amaci ile antioksidan agidan
korunmasina ragmen, bazi endojen ve eksojen faktorlerin bu savunmayi bozdugu ve oksidatif
stres meydana getirdigi  bilinmektedir. Sonugta germ hicre hattinda DNA  hasary,
spermatozoada DNA hasari, testikiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif
stres induklenmesi, lipid peroksidasyonunun indiklenmesi, ROS temizleyicilerin kaybu,
testikiler SOD ve katalazin baskilanmas: gergeklesmektedir. Bu gibi savunma sistemlerinin
yeterli olmadigi durumlarda erkek infertilitesinde de kullanilan antioksidan terapi devreye
girmektedir. Antioksidan terapi ile lipid peroksidasyon potansiyelinin azaltiimasi,
fertilizasyon oranlarimin gelismesiyle paralellik gostermektedir (53).
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3.6 Resveratrol

Bitkilerin biyotik veya abiyotik bir stres faktori ile karsilastiklarinda sentezledikleri disik
molekdl agirhigindaki antimikrobiyal organik bilesiklere fitoaleksinler adi verilmektedir.
Fitoaleksinler, bitki savunma mekanizmalarinin drinleri olarak sentezlenen sekonder (ikincil)
metabolitlerdir. Cok dusik miktarlarda sentezlenmekte olan bu maddelerin, bitkilerin stres
kosullar1 altinda korunma ve dayanma mekanizmalarimi olusturmalarinda rol oynadiklar:
bilinmektedir (54).

Resveratrol (RES); bitkiler tarafindan travmatik zedelenme, ultraviyole 1siga maruziyet ya
da fungal enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak sentezlenen non-flavonoid yapida
polifenolik bir fitoaleksindir. RES, silben fitoaleksinlerin en aktif bilesigidir (54,6).

3,5,4 trihidroksistilben olarak da adlandirilan RESin molekill formiilii C4H1,05 ve molekil
agirhgr 228,25 daltondur. Bitkilerde polifenoller, RES de dahil genelde glikozit yapisindadhr.
Bu nedenle RES, 3-O-B-D-glikozit piceid olarak da bilinir ve cis ve trans olmak lzere iki
izomeri bulunmaktadhr. izomerleri cis piceid ve trans piceid olmak (izere isimlendirilir.
Bunun yaminda dogal analoglar1 ve konjugatlart da vardir (7). Bitkilerde daha ¢ok trans
izomeri bulunmasi nedeniyle bitin arastrmalar genel olarak trans izomeri Uzerinden

yapilmistir (54,6).

L0 ]
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trans-resveratrol

Sekil 4: Resveratroliin kimyasal yapisi (7).

Resveratrol, kirmizi duttan sarigama kadar birgok bitkide bulunur. Bunlar; Vitis vinifera

(asma), Polygonum cuspidatum (sivri uclu ¢oban degnegi), Bauhinea turleri, Ladin tarleri,

31



Pinus sylvestris (sarigam), Veratrum grandiflorum (¢opleme), Okaliptus, Pistacia vera (Antep
fistig1), Arachis hypogea (yer fistigi), Morus rubra (kirmizi dut), Artocarpus (ekmek agaci)
turleri, Vaccinum turleri, Rheum rhaponticum (Isgin), Veratrum turleri, Cassia tirleri,
Gnetum montanum’ dur. Ancak en ¢ok tizuim kabugunda (50-100 ng/g) ve yer fistiginda (0.02-
1.79 pg/g) bulunur. Kirmizi saraptaki RES miktar1 yaklasik 1-10 mg/It’ dir. Beyaz sarap genel
olarak kirmiz:i sarapta bulunan RES'in % 1-5'i kadar RES igerir (55,56).

3.6.1 Resveratrollin Biyosentez

Resveratrol sentezi yapisal degil indiklenebilirdir. Stres, travma, enfeksiyon ya da UV
151¢1 maruziyetinde stilben sentaz enziminin katalize ettigi bir dizi reaksiyon ile sentezlenir.
Resveratroliin biyosentezi p-kumarol- coA'nin, p-kumarol kalintist ile malonil-coA'dan 3 adet
C-2 alt unitesinin dekarboksilasyonu ile kondensasyon sonucu olusur (sekil 6). Daha ileri
reaksiyonlar1 resveratroltiin bifenolik halkasimin 3.pozisyonunda glikozil ya da silfat

kalintilar1 ile konjuge olmasidir (7) .

H
. 3
[ E e
Sioh SCoh
EFCOLIMEoyHCOA, kol -Ciody
jom—. LEH 3K
L
I |
SCoa
HO
Ietrakahis

o

¥ C
S
-
H CoAS 3
M CofSH + 0D,
¥
oH
HOL o~
OH
3,5 4" fravie-tribeedrostystilbane
trans-resveratrol

Sekil 5: Resver atroltin biyosentezi (7).
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3.6.2 Resveratroltin Emilimi

Resveratrol ora yolla alindiktan sonra cogunlukla barsaklardan emilir. Blyuk kismi
jejenumda, az kismi ise ileumda emilir ve bir saat gibi kisa bir siirede kana geger. Karaciger,
bobrek, kalp ve beyin basta olmak Uzere c¢esitli organlara dagilir. Oral yolla 25 mg
verildiginde en az %70'inin emildigi bildirilmistir. Resveratrol biyotransformasyonu az
miktarda barsaklarda olmaktadir, fakat asil olarak karaciger ~mikrozomlarinda
biyotransformasyon gerceklesmektedir (7).

3.6.3 Resveratrolin Dokulara Tasinmas

Resveratroliin hidrofilik konjuge hale gelmesi kana gegisini, vicut dagilimint ve
ekresyonunu kolaylastirir. Resveratroliin lipoproteinlere baglanarak tasindig: bildirilmis olsa
da esas olarak albumine baglanarak kanda tasinmaktadir. Hepatoblastoma hiicreleri Gzerinde
resveratrolun kinetik karakteri ileilgili yapilan bir ¢alismaya gore RES hticre igine asil olarak
tastyici aracili gegis ve pasif difizyon ile alinmaktadir (57). RES albumine baglanmp kompleks
olusturduktan sonra albumin, membran reseptorlerince tutulur daha sonrada bu reseptorler
tarafindan serbest resveratroliin hiicre membramina dogru salverildigi dustinulmektedir (57).
Sekil 6 'da resveratroliin dokulara taginimi gosterilmistir.

Dislary resvarsirol

|
Inbestinal absorption
|

Bl cirtailation

Irviracellulir Langets

Sekil 6: Resver atroliin kanda tasinmas ve hticr e igine gegisi (57).
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3.6.4 Resveratroliin Hiicre Ici Reseptorlere Baglanmas

Genistein ve resveratrol gibi fitodstrojenler, insan ostrojenleri ile bazi yapisal benzerlikler
gostermektedir ve dstrojen reseptorlerine baglanabilme kapasitesine sahiptir. Resveratrol ile
O0grojen reseptorleri arasindaki  etkilesimi  gosteren bazi calismalar mevcuttur  (57).
Resveratrol, ogtrojenle ilgili genlerin ifadelenmesini indiklemek icin estradiol ile kombine
oldugundan "sliperagonist” olarak fonksiyon gormektedir. Resveratrol, meme kanseri
hicrelerinde dstrojen reseptdr agonisti olarak rol oynamaktadir (8).

3.6.5 Resveratroltin Atilzm:

Resveratrolin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindigi ve biyUk oranda idrar
yolu ile atildig1 gosterilmistir (57).

Plazmada serbest trans-resveratrol gok az miktarda bulunur ve yar1 6mri kisadir. Atilim
zaman plazmada bulunan resveratroliin konsantrasyonuna baghicir. Uretilen ve atilan
miktarlar arasinda herhangi bir iliski bulunmamaktadir. Idrarda ok diisiik miktarda glikolize
olmayan resveratrol bulunabilir, onun disinda bobrekte baslica dogal formda bulunurken,
idrarda konjuge formu biyik cogunluktadir (7).

3.6.6 Resveratroltn Biyolojik Aktiviteleri
Y apilan galigmalarda resveratroliin birgok dokuda farkl: etkileri oldugu ortaya konmustur.
Bu etkiler 4 ana baglik altinda toplanabilir (8):

-Vazodilator etki

-Trombosit agregasyonu inhibisyonu
-Antiinflamatuvar aktivite
-Antioksidan aktivite

3.6.7 Resveratrollin Vazodilator Etkis

Damar endotel hicrelerinden salinan nitrik oksitin, damar diiz kasinda kasilma-gevseme
yanitlar1 Uzerine etkisi oldugu bilinmektedir. Resveratroliin de vazodilator etkisinin, nitrik
oksit antagonizmas: yolu ile ortaya c¢iktigi disunulmektedir. Ayrica resveratroliin; damar
tonusunu diizenleme, endotel fonksiyonunun devarmina etkileri de tespit edilmistir (58).



3.6.8 Trombosit Agregasyonu Inhibisyonu

Trombositler; yaralanan damarda hasarli alamin subendotelyal tabakalarina yapisirlar.
Yaralanma ylizeyine yayilarak agregasyonu ve trombus olusumu igin yeni trombositlerin
toplanmasina katkida bulunurlar. Bu hasarlanan endotelin normal iyilesme sirecidir. Kanama-
pihtilasma fonksiyonunun temel hiicresi olan trombosit fonksiyonlarimin yetersizligi
kanamaya, fazlalig ise tromboza yol acabilir. Trombosit aktivasyon ve agregasyonunun artisi
tromboz ve ateroskleroz patogenezinde 6nemli risk faktorleridir (59). Agregasyonu tetikleyen
ganlarin trombositlerde hicre ici kalsiyumu arttirdiklari, inhibe edicilerin ise azalttiklar:
gorulmistur. Resveratroliin trans formu hticre i¢i kalsiyum miktarin distrerek agregasyonu

engeller. ResveratrolUn cis izomerinin ise daha fazla antiagregan oldugunu gosterilmistir (60).

3.6.9 Antiinflamatuvar Aktivite

Resveratrolin  bu aktivitesinin proteazlar, kompleman sistemi, bradikininler, NO,
sitokinler, adhezyon molekilleri ve prostaglandinler gibi inflamasyondan sorumlu tutulan
maddelerin olusumunu engelleyerek gosterdigi dustnilmektedir (56). Trans-resveratroliin
antioksidan ve antiinflamatuvar etkisinin, immin sistem hiicrelerinde inflamatuvar sitokinleri
diizenleyerek ortaya koydugu bilinmektedir (56). invitro bir calismada trans-resveratroliin
doga oldurict hicrelerinin sitotoksisitesini azalttigi, CD4 ve CD8 T lenfositlerinde de
sitokin Uretimini dislrdugt gosterilmistir (60). Bir baska calismada resveratrolin hiicresel
toksisiteyi azalttigi, lenfosit proliferasyonunu baskiladigi, lenfosit kaynakli interlokinlerin ve

tumor nekroz faktdr afamn (TNF-o) Uretimini azalttigi gosterilmistir (61).

3.6.10 Resveratroliin Antioksidan Aktivites

Polifenoller; flavanoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, lignanslar ve stilbenleri kapsayan
bir antioksidan ailesidir. Resveratrol (3,54 trihidroksistilben) stilbenlerin alt grubu olup
Uzim, sarap, yer fistigi ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (56).
Resveratroliin dogal antioksidan rolt t¢ farkl: antioksidan mekanizma ile agiklanmaktadr;
- Koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini azaltmak,
- Mitokondride olusan stiperoksit radikalini yakalamak,
- Fenton reaksiyonu Urtinleri tarafindan indiklenen lipid peroksidasyonunun inhibisyonudur
(56).
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Birgok calismada resveratrolin hem siperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama
yeteneginin oldugu gosterilmistir. Resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlarin
hiicre i¢i konsantrasyonlarinin stirdirtlmesini de saglamaktadir (62).

Iskemi ve iskemi-reperfiizyon hasari, dokuda lipid peroksidasyonunu artirmakta ve peroksi
radikaller olusturmaktadir. Koroner oklizyonla iskemi ve iskemi-reperflizyon hasarinin
olusturuldugu bir calismada resveratrol, koroner perfizatta lipid peroksidasyonu gostergesi
kabul edilen MDA dizeylerini anlamli olarak azaltmistir (63). Resveratrolin bakir selasyon
kapasitesinin yiksek oldugu bilinmektedir. Resveratrolin bakir selasyon kapasitesinin
yuksekligi, antioksidan 6zelligi ve radikal supuricu o6zelligi birbiri ile uyusmaktadir (64).
Serbest radikallerin DNA hasar1 da yaptigi bilinmektedir. Resveratrolin potent hidroksil
radikal supurici etkisi ile DNA kirilmalarim azalttigir ortaya konmustur. DusUk dansiteli
lipoproteinlerin - peroksidasyonunun resveratrol tarafindan belirgin  olarak azaltildig:
gogerilmistir (65).

Resveratroliin sayilan etkilerinin yaninda ¢esitli hiicresel ve molekiler etkileri de vardur.
Yapilan caligmalarda transresveratrol, dietilstilbesterol ve  Ostradiole  yapisal
benzerliklerinden ve resveratrolin fitoostrojen olarak siniflanmasini saglayan Gstrojen yamit
sistemini diizenlemesinden bahsedilmektedir (9). Ostrojen kachn hormonu olarak bilinse de
erkek Ureme sisteminde de noroendokrin feedback ile kontrol edilerek testisten ve
androjenlerden lokal aromatizasyonla Uretilmektedir. Bu Uretim testisin parakrin fonksiyonu
dahilinde gerceklesir (66). Bu bilgiler 1siginda yapilmig bir calismada yapisal olarak
ogtrojenlere benzeyen trans-resveratroliin yetiskin sicanlarda spermatogenez ve testis tizerine
tedavi edici etkisi arastirilmis ve oral resveratrol tedavisi ile siganlarda spermatozoa
Uretiminde artis gorulmis ve herhangi bir yan etkiye rastlanmamistir (10).

3.7 Arsenik

Arsenik 'As simgesi ile gosterilen azot ailesinden metalloid 6zellik gosteren bir element
olup, yerylziinde yaygin olarak bulunan bir kimyasaldir. Arsenik; cevrede bitki ve
hayvanlarda, topraktave atmosferde dogal olarak bulunur (1).

Arsenik temel olarak pestisit Uretiminde, herbisit Gretiminde, gida katki maddelerinde,
cam, fisek ve bazi lazer ekipmanlarin tretiminde kullanilmaktadir. Ayrica As-72, As-74 ve
As-76 gibi radyoaktif izotoplar1 tipta tamt yontemlerinde kullamlir. Arsenik bilesikleri
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Ozellikle cilde, goze, solunum yollarina irritan etki gosterdiginden savas gazi olarak da
kullanilmistir (1).

Arsenik iki oksidasyon durumunda bulunabilir; trivalent form (As0s; As IIl) ve
pentavalent form (As,0s; As 'V ). Dogada en ¢ok bulunan formu, inorganik arseniklerden
arsenik trioksittir. Aslll, AsV'den 60 kat daha fazla toksiktir. Organik arsenik toksik 6zellik
gostermezken, inorganik arsenik oldukca toksiktir. Ozellikle (+5) degerlikli bilesikleri
toprakta diger arsenik turlerine oranla daha fazla bulunur. Topraktaki organik maddelere bagl
olarak da bulunan arsenik, organik maddelerin okside olmasiyla suya ve oradan bitkilere
gecer.

Dogal su kaynaklar1 ve denizlerde degisen oranlarda arsenik bulunmaktadir. Kapali
ortamlar iginse en onemli arsenik kaynagi sigara dumamdir. Tahillarda, piringte ve diger
bircok yiyecekte inorganik arsenik bulunur. Yiyeceklerle alinan arsenigin yaklasik olarak
%20'si inorganik arseniktir. Diger bir degisle bir yetiskinin aldigi1 toplam organik arsenigin
%80 normal sartlarla besinlerle alinir (67).

Arsenik vicuda icme suyu, gidalar ve solunum yoluyla alinmakla birlikte en blyuk
maruziyet kaynagi igme sularidir. Kokusuz ve renksiz olan arsenik; gastrointestinal sistem,
solunum sistemi ve parenteral yollardan absorbe olur. inorganik arsenigin gastrointestinal
absorbsiyon hizi cok yuksektir. En fazla absorbsiyon ince barsakta gerceklesmektedir. Stitteki
kazein, absorbsiyonu azaltir. Solunum yoluyla alinan arsenik %80 sistemik absorbsiyonla
sonuclanir. Arsenigin cilt tarafindan sistemik absorbsiyonu ¢ok fazla degildir. Akut alimda en
fazla dagilim karaciger ve bobrekte olur, daha sonra ise siray1 beyin alir. Ufak dozda kronik
maruziyette sistein igeren proteinlerce zengin olan sag, tirnak ve ciltte birikir. Kronik birikme
akcigerde olur. Ayrica arsenik, plasentay: kolayca gegerek fetusta birikebilir (67).

Arsenik, hemoglobine baglanarak kanda tasimir. Plazma proteinlerine zayif bir sekilde
baglanir, kirmizi kan hicreleri icinde pargalanabilir ve hicre igi proteinlere baglanabilir.
Atilimi bashica idrarla olmaktadir. idrardaki total arsenik konsantrasyonu genellikle yakin
zamanda arsenige maruziyetin bir gostergesidir (1).

Absorbe olan organik ve inorganik arsenigin kandaki yarilanma omri c¢ok kisadir.
Inorganik arsenigin yari 6mrii insanlarda dort gindur. Sag ve tirnak, viicudun diger
dokulariyla kiyaslandiginda arsenik konsantrasyonunun en yiksek oldugu bolgelerdir. Bunun
nedeni bu bolgelerin trivalent arsenikle kolayca baglanabilen stlfidril (SH) gruplar: iceren
keratince zengin olmasidir (1).
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3.7.1 Metabolizma ve Toksisites

Diger toksik metaller gibi arsenigin metabolizmas: da benzer sekilde calismaktadir.
Potansiyel toksik formlar1 daha az toksik forma donustirmek, depolamak ya da hiicreden
atilimint saglamak esastir. Oldukca reaktif olan inorganik arsenik tirleri cevre ve insanlar igin
potansiyel toksk formlar oldugundan, arsenigin biometilasyonu primer detoksifikasyon
mekanizmast olarak dusunulmektedir. Detoksfikasyonun ana rotast metilasyon ile
belirlenmektedir. Karaciger metilasyonun oldugu ana organdir, fakat birgok hticrenin arsenigi
metile etme yeteneginin oldugu distnulmektedir (5).

Inorganik arsenik, metil donorii S-adenosylmethionine (SAM) aacihg ile
metiltransferazlarin katalizledigi tepkimelerle dnce monomethylarsonic acide (MMA) daha
sonra ise dimethylarsinic acide (DMA) metile edilir. Farkli metil transferazlarin mono ve
dimetilasyon yolaklarindarol aldhig: disinilmektedir. Arsenigin ana metabolitleri olan MMA
ve DMA daha sonra tre ile atilir. Bununla birlikte trivalent formlar1 icerisinde arsenikten daha
reaktif olan MMA(I11) ve DMA(III) gibi ara metabolitler de ortaya ¢ikabilir (68).

Arsenigin +3 degerlikli yani trivalent formlar1 en toksik formlaridir. As i1, proteinlerdeki
thiol gruplarina baglanmada yiksek afinite gosterir. Vicinal thiollerle kompleks kurarak,
hicrede 6nemli yolaklarda gorev alan, DNA replikasyon ve tamir mekanizmasinda rol alan
200'den fazla enzimi inhibe edebilmektedir. Bagli durumda olmayan arsenik ise, arsenigin
redox dongusii sirasinda reaktif oksijen turleri ve DNA hasar1 olusturarak toksik etki gosterir.
As 11l ozellikle karaciger, akciger, bobrek, dalak, gastrointestinal mukoza, keratinden zengin
sag , tirnak gibi dokularin proteinlerinin thiol ve slfidril gruplarina baglanir (1).

Arsenik bir pro-oksidandir ve lipid peroksidasyonuna, protein ve enzim oksidasyonuna,
GSH seviyesinde azalmaya, DNA oksidasyonuna neden olabilmektedir. Ayrica arsenik, NO
gibi reaktif oksijen tirleri olusturmakta ve DNA tamir mekanizmasi, sinyal iletimi ve
apopitoz ile iliskili olan poly ADP-ribosylation tretimine neden olmaktadir. Sonug olarak
arsenik, DNA kiriklarina ve NAD seviyelerinde azalmaya yol agarak hiicreye zarar
vermektedir.
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Arsenik trioksitin hiicredeki etki mekanizmasi sekilde gosterilmektedir(3).
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Sekil 7: Arsenik trioksitin hiicredeki hedefleri (3).
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4 _GEREC VE YONTEM

Bu calisma, arsenigin testiste olusturdugu hasara karsi resveratrolin koruyucu etkisini

incelemek amaci ile deneysel olarak olusturulmustur.

Bu calismada Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Birimi'nden (DETFAB)
temin edilen, Wistar susu toplam 35 erkek sigan (200-300gr) kullarmildi. Dokuz Eyll
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Laboratuar’ nda, Wistar susunun bulunmasi ve
literatdr ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tir secildi. Tim hayvanlar deney sonlanincaya kadar
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlari’nda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 2022 °C
oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile
beslendi.

5 ¢alisma grubu olusturuldu. Deney gruplar: asagidaki sekilde diizenlendi:
|. grup: Kontrol grubu: Normal ad libidum beslenen grup (n=7).

I. grup: Alkol grubu: Resveratrol alkol ile ¢ozlleceginden alkoliin etkilerini gormek
icin gunluk 1mg/kg alkol verilen grup (n=7).

I11. grup: Arsenik grubu : Oral gavage ile gunluk 5mg/kg arsenik verilen grup (n=7).

V. grup: Arsenik + Resveratrol grubu : Oral gavage ile glinlik 5mg/kg arsenik verilen
ve ora gavage ile gunlik 10 mg/kg Resveratrol ile tedavi edilen grup (n=7).

V. grup: Arsenik + Resveratrol grubu : Oral gavage ile ginlik 5mg/kg arsenik verilen
ve ora gavage ile gunlik 20 mg/kg Resveratrol ile tedavi edilen grup (n=7).

TUm gruplar igin deney slresi 28 gin olarak belirlendi. Arsenigin toksik etkisine karsi
arastirmaci ve personel icin maske ve eldiven kullamldi. Toksik maddelerin hazirlanmasi,
inhalasyonla zehirlenme riskine kars1 geker ocakta yapildi. Sakrifikasyondan sonra hayvanlar
ve ortaya c¢ikan atiklar, tibbi atik torbalarina alinarak, Deney Hayvanlari Multidisiplin
Laboratuvar: tarafindan hastanenin imha bdlumiine gonderilerek kurallara uygun kosullarda
yok edildi.

Tim bu galismalar Dokuz Eylul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’ nun
74/2008 protokol no’lu 19.09.2008 gin ve 106 sayili etik kurulu onayr dogrultusunda
gerceklestirildi.
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4.1 Arsenigin Hazrlansi

Arsenik, >99,0% saflikta Sgma Aldrich (USA)'den temin edildi. Arsenik ve tedavi
gruplart icin belirlenen 5Smg/kg'lik arsenik dozu igin siganlarin ortalama kilolar1 hesapland:.
Ortalama 200 gr gelen sicanlar icin oranti hesaln yapilarak, her sicamin guinltik almasi gereken
arsenik miktart 1 mg/kg olarak belirlendi. Belirlenen doz 1mL'lik instlin enjektort ile oral
gavage yontemiyle verileceginden 1mL'si 1 mg/kg arsenik icerecek sekilde stok sollisyon
hazirlandi. Stok sollisyonun tazeligi gozetilerek haftalik soltisyonlar hazirlandi. Stok soltisyon
oda sicakliginda, gines 15181 almayan bir yerde, toksik etkisine kars1 agzi sikica kapal1 falcon
tuplerde saklandh.

4.2 Resveratrolin Hazrlamsi

Resveratrol, >98,0% saflikta Cayman Chemicals (USA)'dan temin edildi. Tedavi
gruplarina verilecek resveratrol dozunu belirlemek igin sicanlarin ortalama kilolar:
hesaplandi. Tedavi grubu icin 10mg/kg ve 20mg/kg olmak Uzere iki farkli doz segildi. Secilen
10mg/kg resveratrol dozu icin ortalama 200 gr gelen bir sicanmin gunlik almas: gereken miktar
2mg/kg olarak belirlendi. Secilen 20mg/kg resveratrol dozu icin ortalama 180 gr gelen bir
sicanin ise gunlik almas: gereken miktar oranti hesabn yapilarak 3,6 mg/kg olarak belirlendi.
Resveratroliin tazeligini korumasi agisindan haftalik stok solUsyonlar hazirlanmast tercih
edildi. Stok solUsyonlar 50 mL'lik falcon tuplerde hazirlandi. 10 mg/kg olan ilk tedavi grubu
icin ependorf tup icerisinde 100mg/kg RES tartildi. Tartilacak doz stok soliisyondan 1mL'lik
instilin enjektori ile gekildiginde icerisinde gunlik alinmast gereken 2mg/kg dozu icerecek
sekilde belirlendi. Otomatik pipet 250 mL'ye ayarlanarak 1,25 mL %2100 saflikta etanol
icerisinde RES ¢Ozuldul. Yavas hareketlerle cozdirilen RES en son vortekslenerek falcon tip
icerisine aktarilch ve 50mL olacak sekilde tizeri digtile su ile tamamland:. ikinci tedavi grubu
icinse 200mg/kg RES ependorf igerisinde tartilarak 1,25mL %100 saflikta etanol ile ¢ozuldu.
Falcon tupe aktarilarak Uzeri distile su ile tamamlandi. Falcon tupler buzdolabinda, 1siktan
korunmas: amactyla altiminyum folyo ile sarilarak sakland.

4.3 Doku Orneklerinin Hazir lanisi

Deney slresi biten sicanlarin agirliklar: sakrifikasyondan dnce hassas terazi ile tartildi.
Sicanlar sakrifikasyon icin eter anestezisi altina alindi. Ardindan testis dokulari ¢ikarildi. Sol
tedtis 151k mikroskobik inceleme icin, sag testis ise elektron mikroskobik ve biyokimyasal
inceleme igin ayrildr. Isik mikroskobik incelemeler igin sol testis %10'luk formaldehite alindi.
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Sag testisin bir kismi elektron mikroskobik inceleme igin %2,5' luk gluteraldehite, diger kismi
ise biyokimyasal inceleme icin PBS (potasyum fosfat buffer) tampon icerisinde ependorf
tuplere alindi. Biyokimyasal inceleme icin alinan ornekler -80°C'ye kaldirildi. %10’ luk
tamponlu formaldehitte 2 giin bekletilen testis dokular: rutin histolojik takip islemlerinden

gegirildi.
4.4 Rutin Isik Mikroskobik Doku Takibi
Rutin doku takibindeki tim islemler 60°C etlivde gergeklestirildi.

%70’ lik akol (20 dk.)
%80’ lik alkol (20 dk.)
%96’ lik alkol (20 dk.)
%096’ lik alkol (20 dk.)
Aseton 1 (20 dk.)
Aseton 2 (20 dk.)
Aseton 3 (20 dk.)
Aseton 4 (20 dk.)
Ksilol 1 (30 dk)

Ksilol 2 (30 dk)
Parafin 1 (1 saat)
Parafin 2 (1 saat)
Dokular parafine gémuldi. Mikrotom yardimiyla dokulardan lizinli lamlara 5 um

Q 8 8 8 8 8 ¥ ¥ ¥ 8 8 B

kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin bir kismu 1s1k mikroskobunda incelenmek Uzere
Hematoksilen Eosin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson Trichrome boyasi ile,
diger kismu ise immunohistokimyasal incelemeler icin TUNEL ve Caspase 3 yontemiyle
boyandh.

4.4.1 Hematoksilen Eosin Boya Protokoli

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi icin 30 dk 60°C'lik etiivde birakildi. Ardindan ilki
20 dk (etivde), diger ikisi 10'ar dakikalik U¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolt alkol ve %96’ dan %70’ e azalan alkol serilerinden
gecirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (02475,
Convastain, Mayer's Hematoksilen) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklastiriimasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika Eozin (01602E,
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Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyas: ile boyandi. Boyamadan sonra
sirastyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolu alkolden gecirilen kesitler, seffaflastirma amaciyla
20'ser dakika U¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,
Germany) ile kapatildh.

4.4.2 Periyodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokol

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin 30 dk 60°C'lik etiivde birakildi. Ardindan ilki
20 dk (etivde) diger ikisi 10'ar dakikalik U¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolt alkol ve %96’ dan %70’ e azalan alkol serilerinden
gecirildi. Kesitler distile su ile galkalandiktan sonra 3-5 dakika periyodik asit ile boyand.
Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 1-2 dakika akarsuda
yikanan kesitler, 20-23 dk schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra kesitler 5 dk akarsuda
tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi icin sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absoll alkol
serilerinden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20'ser dk U¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

4.4.3 Masson Trichrome Boya Protokol i

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C'lik etivde birakild.
Ardindan ilki 1 saat (etivde) diger ikisi 30" ar dakikalik U¢ farkli ksilende tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi igin 2 degisim absolu alkol ve %96’ dan %70’ e azalan alkol serilerinden
gegiridi. Akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trichrome boyama seti (2049 GBL,
Istanbul, Turkiye) icerisinden dokular (izerine 8 damla Weigert hematoksilen boyas ile 8
damla ferrik klorur ¢ozeltisi damlatilch ve 20 dakika bekletildi. Ardindan 1 dakika distile su
ile yikandiktan sonra 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler, distile suyla
iyice yikandi. Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi dokunun Gzerini
tamamen kaplayacak sekilde uygulandi, 5 dakika sonra uzaklagstirildi. Daha sonra 1 ml stok
asit ¢ozeltis ve 29 ml distile su ile hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi. 8 damla
fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra asitli su ile
yikand: ve 8 damla agik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin ardindan akarsu altinda
yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflastirma yapildiktan sonra
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
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4.5 Morfometrik incelemeler

45.1 Johnsen Testikiler Biyops Skoru

boyandi. Her grup icin ayr1 ayr1 100 tubil degerlendirilerek, her bir tlibtle Johnsen testikiler
biyopsi skorlamasi yapildi. Y ontemin skor tablosu sekil 8'de gosterilmistir (69). Gruplar arast
istatistiksel karsilastirma icin One Way ANOVA Bonferroni testi kullanildi. Istatistiksel

Rutin doku takip islemlerinin ardindan 5 um kalinliginda alinan kesitler PAS ile

olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Skor Histolojik Bulgular

10 Komplet spermatogenez, cok sayida sper matozoa, diizgin
yukseklikte germinal epitel, normal ¢aph tubtler [Gmen.

9 Cok sayida sper matozoa, disorganize ger minal epitel, oblitere
tabdler 1Gmen.

8 Tubuler kesit basina 5+£10'dan daha az sper matozoa.

7 Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid, spermatosit ve
Spermatotogonia.

6 Spermatozoa yok , 5+20 spermatid, ¢cok sayida spermatosit ve
Spermatotogonia.

5 Spermatozoa ve spermatid yok, cok sayida spermatosit ve
Spermatotogonia.

4 Spermatozoa ve spermatid yok, spermatosit 5'den az, fakat ¢ok
say1da spermatogonia.

3 Sadece spermatogonia.

2 Germinal hicreler yok, sadece Sertoli hiicreleri var.

1 Tubdullerde hig hiicre yok.

Sekil 8: Jonhsen Testikiler Biyops Skor Tablosu.

4.5.2 Seminifer Tubiil Cap Olgiimii

Seminifer tubll ¢ap 6lcimi icin oval yada ovale yakin tubdller tercih edildi. Her grup icin
100 tubdl olacak sekilde rastgele secilen toplamda 500 tibtilde, 20X'lik objektifte UTHSCA
Image Tool Version 3.0 program: kullanilarak ¢ap olgimu yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirma icin One Way ANOV A Bonferroni testi kullanild:. Istatistiksel olarak p<0.05

Rutin doku takip islemlerinin ardindan 5 um kalinliginda alinan kesitler PAS ile boyandh.

degeri anlaml1 kabul edildi.




4.5.3 Seminifer Tubil Bazal Membran Kalnligr Olguimi

Rutin doku takip islemlerinden gegirildikten sonra 5 um kalinliginda alinan kesitler PAS
ile boyandi. Bazal membran ol¢ciimi, her bir gruptan rastgele secilen 50 tubilde 100X'lik
objektif altinda UTHSCA Image Tool Version 3.0 program kullamlarak yapildi. Gruplar
arasi istatistiksel karsilastirma icin One Way ANOV A Bonferroni testi kullanildh. istatistiksel
olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

4.6 Immunohistokimyasal incelemeler

Apopitotik htcrelerin belirlenmesi igcin DNA fragmantasyonu imminolojik yontemle
gogerildi. Bu yontemde biyotinlenmis niikleotid, terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
enzimini kullanarak DNA’min 3'-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu
biyotinlenmis nikleotidlere baglamr. Bu prosedire gore fragmante nikleuslar koyu
kahverengi olarak boyanir.

4.6.1 TUNEL Protokol

Bu teknik icin ApopTag® Peroxidase In Stu Apoptosis Detection kiti ( Milipore S7101,
USA) kullanildi. Kesitler boyama icin bir gece 60°C'lik etlivde tutulduktan sonra, 30'ar dk
Ucer degisim ksilen ile seffaflandirma islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dk bekletildi. Boyanacak alamn etrafi PapPen ile
cgizildi. Kesitler 15 dk proteinaz K ile inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 5'er dakika tampon
soltisyon ile yikandi. Her yikamadan sonra doku etrafindaki fazla su kurutma kagid ile alindh.
Daha sonra kesitler endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin %310k H,O, ile 10 dk
inkube edildi. Tekrar kesitler tampon solusyon ile yikandi. Kesitler 10 dk Equilibration Buffer
ile inktibe edildi. Ardindan kesitler Tdt enzyme (770 pL reaction buffer+330 puL Tdt enzyme)
ile 37°C'de etiivde 1 saat bekletildi. 1 saatin sonunda kesitler working strength stop/wash
buffer (100 pL stop wash buffer+3400 pL distile su) ile 10 dk inkiibe edildi. Tampon
solusyon ile yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun goranurliginid saptamek amaciyla
diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Bunun igin 30 uL DAB substrati ve 1470 uL DAB
dilution buffer karistirilarak hazirlandi ve karanlik bir yerde kullamlmadan énce yarim saat
dinlenmeye birakildi. Kesitler Uzerine hazirlanan DAB solisyonu konup, yaklasik 4 dk
beklendi. Preparatlar distile su ile yikandi. Lamlarin tizerine Harris Hematoksilen damlatilip
10-15 sn beklenerek zemin boyamasi yapildi. Akarsuya alinan kesitler, boyamn fazlasi
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giderildikten sonra, lamlar kurutulmadan alkol ve ksilen serilerinden gegcirilip, entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildh.

4.6.2 Caspase 3 Boya Protokoli

Kesitler 24 saat 60°C etlivde bekletildikten sonra 30'ar dakika, Uger degisim ksilen ile
seffaflastrma islemi gerceklestirildi. Ardindan azalan alkol serileri ile rehidratasyon
saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Boyanacak alamin etrafi PapPen ile simirlandirild.
Ardindan sitrat  soltisyonu iginde 600 watta mikrodalgada 6 dakika tutulan kesitler, sogumasi
icin oda sicakliginda yaklasik 15 dakika bekletildi. Ardindan 3 kez 5'er dakika tampon
soltisyon ile yikandi. Daha sonra, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika
%3'lUk H202 uygulandi. Tekrar 3 kez 5er dakika fosfat tampon soltisyonu ile yikanan
kesitler 1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele
edildi. Primer antikor rat spesifik anti-caspase-3 (1:100; Neomarkers, Fremont, CA ) antikoru
bir gece +4°C’ de inkiibe edildi. Ertesi glin tampon soltisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-
mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain kit
San Francisco, USA) ile 30 dakika boyandi. Yine Uc defa 5’ er dakika tampon soliisyonu ile
yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gortnurligini saptamak
amaciyla Diaminobenzidin (Roche, Germany) kullanilarak gorinur hale getirildi. Mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamas: saglandiktan sonra distile su ile 10 dakika yikanan kesitler
alkol ve ksilen serilerinden gegirilip entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatild.

4.7 Biyokimyasal incelemeler

4.7.1 MDA Duzeylerinin Belirlenmes

MDA duzeyleri, BIOXYTECH MDA-586™  Spectrophotometric  Assay For
Malondialdehyde kiti kullamlarak spektrofotometrik yontemle 6lgildu. Y ontemin prensibi,
kromojenik reaktif olan N-metil-2-fenilindol (NMPI)’un 45°C’ de MDA ile yaptig: reaksiyona
dayanmaktadir. Burada bir molekil MDA, 2 molekil NMPI ile reaksiyon vererek 586nm’ de
maksimum absorbans veren stabil bir molekil olan karbosiyanin boyasi olusmaktadir.

@ Oncelikle tim dokularin 100mg olacak sekilde tartimlar: yapildi ve miktarin 4 Kkati

hacimde 10mM PBS pH 7,4 (Sigma— Kat No: P4417) tamponu eklendi.
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Q Q

Homojenizasyon sirasinda 6rnek oksidasyonunu engellemek igcin homojenatlara son

konsantrasyionu 5mM olacak sekilde asetonitril igerisinde ¢ozinmus Butillenmis

Hidroksitoluen (BHT) eklendi (4ul BHT / 400ul doku homojenati).

Daha sonra her tipe birer adet paslanmaz celik bilye konularak Tissue Lyser Il

(Quiagen) cihazinda 25 Hz — 30sn’ de homojenize edildi.

Homojenizasyon sonrasi homojenatlar 3000xg ve +4°C'de 10 dakika santrif(jj

(Heraeus) edildi.

Analiz icin berrak siipernatantlar ayri tiplere alind.

BCA total protein tayini: Ornek lizatlarinin olabildigince konsantre olmasi gerekir,

bu nedenle oncelikle homojenattaki protein konsantrasyonu Biginkoninik asit (BCA)

tayin yontemi ile total protein tayini belirlendi. Yontemin prensibi, alkali kosullarda

protein tarafindan Cu®* iyonunun Cu' iyonuna indirgenmesine ve BCA reaktifi

tarafindan renk degisimine dayanmaktadir. Protein tayini Pierce BCA kiti (Thermo -

23225) kullanilarak belirlendi.

o0 Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA), kor olarak distile su kullanildh.

o Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25
pg/ml) BSA standard: hazirlandh.

o Icerisinde biginkoninik asit bulunan BCA A Reaktifi ve % 4 bakir siilfat iceren

BCA B Reaktifi 50:1 oraninda karistirilarak “Working Reagent” hazirland.

Ornekler 150 kat seyreltildi.

96 kuyucuklu bir mikroplaga standart ve seyreltilmis 6rneklerden 25’ er pl eklendi.

Her kuyucuga 200 pl “Working Reagent” eklendi.

37°C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

ELISA okuyucuda (Bio-Tek) 562 nm'de Ornek ve standartlarin absorbans

degerleri okundu.

o O O O O

o Elde edilen absorbans verilerine kars1 standart konsantrasyonu grafigi cizildi ve bu
standart grafiginden yararlamlarak oOrneklerin total protein konsantrasyonu
hesaplandi. TUm 6rneklerin total protein konsantrasyonlar: 15-60 mg/ml icermesi
nedeniyle lizatlarin MDA tayini igin uygun oldugu belirlendi.

Protein tayininden sonra sekil 9'da gosterildigi gibi farkli konsantrasyonlarda seri

standartlar hazirlandi. Burada 20uM Tetramethoxypropane (TOMP) stok cozeltisi,

MDA standardi olarak kullanildi.
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20uM stok TOMP standard hacmi (ul) |0 |25 |50 ] 100 |150 | 200
dH-0 hacmi (W) 200 | 175 | 150 |100 |50 |O
Son K onsantrasyonu (M) 0 |05 |10 |20 [30 |40

Sekil 9: MDA standartlarinin hazirlanmas.

@ Her tlpe 200pl 6rnek stipernatantlar: ve standartlar konuldu.

@ Daha sonra her tipe 10pl probucol ve 650l R1 reaktifi (NMPI) eklendi

@ Tupler vorteksile iyice karistirildi.

@ Her tipe 150pl R2 reaktifi (Konsantre HCI) eklendi.

@ Tuplerin kapaklari iyice kapatilarak vorteksile iyice karismasi saglandh.

@ Daha sonratupler 45°C’ de 60 dakika su banyosunda inkiibe edildi.

@ Inkubasyon sonrasi tiipler 3000xg’ de 10 dakika salimml1 santrifijj cihazinda (Heraeus)
santrifilj edilerek berrak siipernatant elde edilmesi sagland:.

@ Berrak ust faz kivete aktarilarak spektrofotometre cihazinda (PG — T80) 586nm’ de

absorbans 6lgumu yapildi.
@ Standartlarin absorbans degerlerinden standart grafigi cizildi ve orneklerin MDA
konsantrasyonu standart grafiginden yararlanlarak hesapland:.

4.7.2 GSH (indirgenmis glutatyon) Duzeylerinin Belirlenmes

Glutatyon (GSH) duzeyleri, CAYMAN Glutathione Assay kiti  kullamlarak
spektrofotometrik yontemle olclldd.  Yontemin prensibi, GSH'in sllfidril  grubunun
5,5 -ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyon vermesi ve sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit (TNB) olusturmasina dayanmaktadir. Burada GSH ve TNB arasinda olusan
distilfit karmasi glutatyon rediktaz tarafindan indirgenir ve tekrar GSH ve daha fazla TNB
olusur. TNB olusumunun orani, 6rnekteki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir. TNB’nin
405nm’ de absorbasinin 6lglilmesi ile 6rnekteki GSH degeri belirlenir.

@ Oncelikle tim dokularin 50mg olacak sekilde tartimlar: yapildi ve miktarin 4 kati
hacimde MES tamponu (0,2M 2-(N- morfolino) etanstlfonik asit, 0,05 M fosfat ve
1mM EDTA pH 6,0) eklendi.
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Daha sonra her tipe birer adet paslanmaz celik bilye konularak Tissue Lyser Il
(Quiagen) cihazinda 25 Hz — 30sn’ de homojenize edildi.

@ Homojenizasyon sonrast homojenatlar 10.000xg ve +4°C’de 15 dakika santrifij
(Heraeus) edildi.

@ Analizigin berrak sipernatantlar ayr1 tiplere alind.

@ Supernatantlardaki proteinlere ait silfidril gruplarin girisim yapmasim engellemek
amaciyla orneklerin - deproteinizasyonu yapildi. Bunun icin 1:1 oramnda
stpernatantlara metafosforik asit (MPA) eklendi ve voteksile iyice karismasi saglandh.
Ardindan 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2.000g'de 2 dakika
santrifllj (Heraeus) edildi. Dikkatlice Ust faz alinch ve ayr1 bir tipe konuldu ve 1ml
stipernatant basina 50l 4M trietanolamin (TEAM) konuldu ve hemen vortekslendi.

@ Deproteinizasyon isleminin ardindan GSH’ a ait standart grafigini hazirlayabilmek igin
50uM GSH (Sigma - G6529) stok standart ¢ozeltisi hazirlandh ve bu stok ¢ozelti
kullanilarak sekil 10'da gosterildigi gibi farkli konsantrasyonlarda seri standartlar
hazirland.

50uM Stok GSH Hacmi | MES Tamponu Hacmi | GSH Konsantrasyonu
Standartlar
(k) (k) (LM)

A 0 500 0

B 5 495 0,5

C 10 490 1,0

D 20 480 2,0

E 40 460 4,0

F 80 420 8,0

G 120 380 12,0

H 160 340 16,0
Sekil 10: GSH standartlarinin hazirlanmasi.

@ Her O0rnek ayrica 50 kat seyreltildi.

@ 96 kuyucuklu bir mikroplaga seyreltilmis drnek ve standartlardan 50ul konuldu ve

plagin Gstl kapatild.
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Daha sonra bir tupe Assay Cocktail hazirlandi. Bunun igin; 11,25ml MES tamponu,
0,45ml Cofactor Mixture, 2,1ml Enzyme Mixture, 2,3ml distile su ve 0,45ml DTNB
cOzeltileri bir tup icerisinde karistirildi.

Hazirlanan Assay Cocktail’den tim kuyucuklara ¢ok kanalli pipet yardim ile 150ul
eklendi.

Plagin kapag: kapatilarak bir mikroplak karistiriciya (Labnet- Vortemp56) yerlestirildi
ve mikroplak okuyucu (EIx800 — Biotek Instrument) yardimi 405nm’'de ile her 5
dakikada bir olmak lizere toplam dort absorbans 6lcimi yapildh.

Alinan dort absorbans 6lgimin ortalamalari alindi ve standartlarin ortalama absorbans
degerlerinden standart grafigi cizildi ve 6rneklerin ortalama absorbans degerleri ile
GSH konsantrasyonu standart grafiginden yararlamlarak hesaplandh.

4.8 Ultrastriiktiirel incelemeler

4.8.1
%)

%)

Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Diseksiyon ile testis dokusundan 1 mm@ parcalar alinarak %2,5 fosfat tamponlu
gluteraldehit igerisinde fiksasyon yapildi.

Ornekler Sorenson fosfat buffer ile 3-4 kez degistirilerek 15-20 dakika yikandi.
(Glutaraldehit siselerinden bosaltilip Gzerine tampon sollisyonu konur).

Ornekler 1 kisim PBS + 1 kisim osmium tetroksit (OsO,) sollisyonu karisiminda 1 saat
bekletildi. Ependorf tUplerin igine 500 ul OsO4 + 500 ul tampon konuldu. (Bu islem
her sise icin otomatik pipet kullanilarak yapilir.) Tupler aliminyum folyo ile kapatilip
oda sicakliginda 1 saat karanlik ortamda bekletildi.

Ornekler PBS ile 15-20 dakika yikandi. (Ug kiiciik beher icine PBS konulur. OsOy ten
¢ikan pargalar calkalanir. Cikan pargalar kurutma kagidinda stizdirtltp en son iginde
tampon olan ependorf tlpe konur.)

Dehidratasyon islemi
0 %70Alkol ..................10 dakika
0 %100 (Absolu) Alkal....... 10 dakika
0 %100 (Absolu) Alkal....... 10 dakika
o Propilen oksit (Merck®)...15 dakika
o Propilen oksit (Merck®)...15 dakika
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@ Infiltrasyon islemi

0 Dokular kurumayacak sekilde 1:1 oramnda hazirlanan propilen oksit + araldit
karisimina alindi. Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

0 Arada hafif hareketlerle karistirild.

o Aradite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhydride
TAAB®) 1:1 oraninda karistirildi, her siseye 2 mL konuldu. Dokular yeni
araldite karigiminda yaklasik 6-12 saat bekletildi.

0 Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (TAAB®) 1:1 oramnda hazirlanan
bu yeni karisima (gomulecek materyal sayisina gore hesaplanarak) BDMA
(Benzyl Dimethylamine TAAB®) ilave edilerek gobmme materyali hazirlandh.
Bu karisim icine gomulen dokular 60°C'lik etiivde 48 saat polimerize edildi.

@ Daha sonra 1 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak, toluidin mavisiyle boyanip
alan belirlendi.

Belirlenen alanlardan ince kesitler formuvar kapli gridler Gizerine alind.

Q

@ Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamas: yapildi ve transmisyon elektron
mikroskobunda (Car| Zeiss Libra 120) degerlendirildi.

4.9 Veri Degerlendirme

Calisma slrecinde elde edilen parametrik veriler degerlendirilirken, istatistiksel
analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda
yapildi. Degerlendirmede ortalama, standart sapma, ANOVA varyans analizi, LSD testi
kullanlds.

Nonparametrik verilerden olan hayvan agirliklart degerlendirilirken, deney
baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oncesi) hayvanlarin agirliklart olguldu.
Sonuclar SPSS 15.0 programinda Wilcoxon Signed Ranks testi kullanilarak degerlendirildi.

Morfometrik verilerde ise Bonferroni testi kullamldi. Calisma slirecinde elde edilen
tim verilerin degerlendirilmesinde p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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5 BULGULAR

5.1 Hayvan Agirhiklarinin Degerlendirilmes

Deney baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyondan 6nce) hayvanlarin agirliklar:
Olculdi. Baslangic ve son agirliklar sekil 11'de gosterilmektedir. Deney sonunda kontrol ve
tedavi gruplar1 hayvan agirliklarinda anlamli olarak artis bulundu (p<0.05). Arsenik grubunda
ise hayvan agirliklarinda anlamli olarak azalma gdzlendi (p<0.05). Alkol grubu hayvan
agirliklarinda ise anlamli bir fark bulunmamaktadir (pe 0.05). Bu degerler g6z ©ninde
bulunduruldugunda, arsenik grubu siganlarin agirhik kaybettikleri gorulmektedir. Sonuclar
SPSS 15,0 programinda Wilcoxon Signed Ranks Testi kullamlarak degerlendirilmistir.

VUCUT AGIRLIKLARI

250
200 +

150 -
milk AZirhk

m Son Agirhk

GRAM

100

S0

KOMNTROL ALROL ARSENIK RESTQ RES20

Sekil 11: Baglangig ve son viicut agir hklari
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5.2 Isik Mikroskobik Bulgular

5.2.1 Hematoksilen-Eosin Boyama

Kontrol grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, seminifer tlbul c¢aplarimn birbirine
yakin oldugu, germ hucrelerinin @ seminifer  tdbultin  bazalinden lUmenine dogru
spermatogonyumdan  spermatide  kadar  dizgin bir bicimde siralanchigr  gorulda.
Spermatogonyumlar bazal membramn hemen Uzerinde yerlesimli, koyu nukleuslu olarak
gbzlendi. Bazal membranin normal kalinlikta oldugu, interstisyel alanda Leydig hiicrelerinin
vaskuler yapilara yakin yerlesimli oldugu gozlendi (Sekil 12).

Alkol grubu testis kesitleri incelendiginde, birkag vakuolize olmus tibul disinda kontrol
grubuna yakin testiktler morfoloji gozlendi (Sekil 13).

Arsenik grubu testis kesitleri incelendiginde, kontrol grubuna oranla seminifer tabl
[imeninde artis gozlendi (Sekil 14). Seminifer tibll epitelinde deplesyon, dejenere olmus
germ hicrelerinin dokulmesiyle nedeniyle tubtl limeninde hiicre debrisleri gozlendi (Sekil
15). Germ hicrelerinde dejenerasyonla birlikte seminifer ttbul epitelinde hiicre sirasinin
bozuldugu, sekonder spermatidlerin kaybi nedeniyle limende hi¢ spermatozoa olmadigi
gozlendi.

Leydig hicrelerinde azalmaya bagli olarak interstisyel alanda bag doku artis1 tespit edildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tbul ¢aplarinin birbirinden farkli oldugu, diizgun oval
sekillerini kaybedip irregular bir sekil aldigi gozlendi (Sekil 16). Ayrica seminifer tubillerde
atrofi, dilatasyon ve vakuolizasyon g0zlendi. Atrofik seminifer tubullerde vakuolize
spermatogenik hiicreler gozlendi (Sekil 17).

Tedavi gruplart olan Arsenik+ RES 10mg/kg ve Arsenik+RES 20mg/kg grubu testis
kesitleri incelendiginde, Arsenik+RES 20mg/kg grubuna ait seminifer ttibll ¢aplarinin kontrol
grubuna gore arttigi, germ hticre dizisinin seminifer ttibul bazalinde Iimenine dogru diizgin
ve eksiksiz siralandigi, bazal membran kalinligimin kontrol grubuna yakin oldugu gozlendi
(Sekil 20,21).
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Sekil 12: Kontrol grubuna ait testiskesiti (H& E) X20.

Normal testis morfolojisi gozlenmekte.

Sekil 13: Alkol grubuna ait testiskesiti (H& E) X20.

Normal testis morfolojisi gozlenmekte.



Sekil 14: Arsenik grubuna ait testiskesiti (H& E) X20.

Seminifer tibdl |Gmeninde genisleme (oK), tibll epitel kalinlhiginda azalma
gozlenmektedir. Bu tubdllerin [imeninde olgun spermiumlar gozlenmemektedir.

Sekil 15: Arsenik grubuna ait testiskesiti (H& E) X20.

Pek cok tibdlin limeninde, dejenere olan germ hiicre erinin dokilmesiyle olugan
hiicre debrisleri gozlenmektedir (ok).
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Sekil 16: Arsenik grubuna ait testiskesiti (H& E) X20.

Seminifer tiibiller diizgiin oval sekillerini kaybedip, irregular bir sekil almis. Interstisyel
alanda bag doku artis1 gozlenmekte (y1ldiz).

Sekil 17: Arsenik grubuna ait testiskesiti (H& E) X40.

Seminifer tubullerde atrofi gdzlenmekte (yildiz).
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Sekil 18: ArstRES 10mg/kg grubu testiskesti (H& E) X20.

Seminifer tibdller kontrol grubuna yakin morfoloji gostermekte.

Sekil 19: Ars+RES 10mg/kg grubu testiskesti (H& E) X40.
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Sekil 20: Ars+RES 20mg/kg grubu testiskesiti (H& E) X20.

Sekil 21: Ars+RES 20mg/kg grubu testis kesiti (H& E) X40.
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5.2.2 PASBoyama

Kontrol grubu PAS boyamalar: incelendiginde, bazal membranin normal kalinlikta oldugu,
seminifer tibdl ¢aplarinin birbirine yakin ve interstisyel alanda bag dokunun normal oldugu
gozlendi (Sekil 23,24).

Alkol grubu PAS boyamalar: incelendiginde, birkag vakuolize olmus ttbil diginda kontrol
grubuna yakin testikiiler morfoloji gozlendi. Bag doku artis1 gbzlenmedi (Sekil 26).

Arsenik grubu testis kesitleri incelendiginde, kontrol grubuna oranla arsenik grubu
seminifer tdbullerinin bazal membran kalinliginda artis, interstisyel alanda bag doku artisi
gozlendi (Sekil 29,30).

Resveratrol ile tedavi edilen gruplarda bazal membran kalinliginin kontrol grubuna yakin
oldugu gozlendi. interstisyel alanda bag doku artis1 gozlenmedi. Seminifer tiibiiller normal
testiktiler morfolojiye sahipti (Sekil 32,35). Tedavi gruplari arasinda bazal membran kalinligi
ve testiskuler morfoloji agisindan bir farklilik gozlenmedi.
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Sekil 22: Kontrol grubuna ait testiskesiti (PAS) X20.

Sekil 23: Kontrol grubuna ait testiskesiti (PAS) X40.

Interstisyel alanda b

ag doku normal gorinumde (yildiz).
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Sekil 24: Kontrol grubuna ait testiskesiti (PAS) X100.

Seminifer tbll bazal membran: normal kalinlikta (ok).

Sekil 25: Alkol grubuna ait testiskesiti (PAS) X20.
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Sekil 26: Alkol grubuna ait testiskesiti (PAS) X40.

Interstisyel alanda bag doku normal gériinimde (y1ldhiz).

Sekil 27: Alkol grubuna ait testiskesiti (PAS) X100.

Bazal membran kalinligi kontrol grubuna yakin gozlenmekte (ok).
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Sekil 28: Arsenik grubuna ait testiskesiti (PAS) X20.

Interstisyel alanda bag doku artis1 gozlenmekte (yildiz).

Sekil 29: Arsenik grubuna ait testiskesiti (PAS) X40.

Interstisyel alanda bag doku artis1 gozlenmekte (yildiz).
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Sekil 30: Arsenik grubuna ait testiskesiti (PAS) X100.

Seminifer tubll bazal membran kalinliginda artis gbzlenmekte (ok).

Sekil 31: Ars+RES 10mg/kg grubuna ait testis kesiti (PAS) X20.



Sekil 32: Ars+RES 10mg/kg grubuna ait testiskesiti (PAS) X40.

Sekil 33: Ars+RES 10mg/kg grubuna ait testis kesiti (PAS) X100.

Bazal membran kalinlig1 kontrol grubuna yakin gézlenmekte (ok).

65



Sekil 34: Ars+RES 20mg/kg grubuna ait testis kesiti (PAS) X20.

Sekil 35: Ars+RES 20mg/kg grubuna ait testiskesti (PAS) X40.
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Sekil 36: Ars+RES 20mg/kg grubuna ait testiskesti (PAS) X100.

Bazal membran kalinlig1 kontrol grubuna yakin gozlenmekte (ok).
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5.2.3 Masson Trichrome Boyama

TUm gruplar icin bag doku artistm gbrmek amaci ile, PAS metoduna ek olarak Uclu
boyama metodu (Masson Trichrome) kullanildi. Masson Trichrome ile boyanan kontrol
grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, interstisyel alanda bag dokunun normal oldugu
gozlendi (Sekil 37). Benzer sekilde alkol grubu testis kesitleri incelendiginde, interstisyel
alanda bag doku artisina rastlanmad: (Sekil 38).

Arsenik grubuna ait kesitler incelendiginde, interstisyel alanda seminifer tibul bazal
membranina yakin yerlerde bag doku artisinin oldugu gozlendi (Sekil 39).

Resveratrol ile tedavi edilen her iki grupta ise bag doku artis1 gbozlenmedi. Tedavi gruplart
kontrol grubuna yakin testiktiler morfoloji gostermekteydi (Sekil 40,41).
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Sekil 37: Kontrol grubuna ait testiskesiti (Masson Trichrome) X20.

Sekil 38: Alkol grubuna ait testiskesti (Masson Trichrome) X20.
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Sekil 39: Arsenik grubuna ait testiskesiti (Masson Trichrome) X20.

Interstisyel alanda bag doku artis1 gozlenmekte (ok).

Sekil 40: Ars+Res 10 mg/kg grubuna ait testiskesiti (Masson Trichrome) X20.
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Sekil 41: Ars+Res 20 mg/kg grubuna ait testiskesiti (Masson Trichrome) X20.
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5.3 Morfometrik Bulgular

5.3.1 Johnsen Testikiler Biyops Skoru

PAS ile boyanan testis kesitlerinde yapilan incelemeler sonucu, tim gruplarin Johnsen
testikller biyopsi skorlarimi gosteren sekil asagidadir (Sekil 42). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, alkol grubu testikiler biyopsi skorlarinda anlamli bir fark bulunmadi
(pe 0.05). Arsenik grubuna ait kesitlere testikiler biyopsi skorlamas: yapildiginda ise, kontrol
grubuna oranla biyopsi skorlarinin ortalamasinda anlamli bir azalma bulundu (p<0.05).

Resveratrol ile tedavinin ardindan, testikiler biyopsi skor ortalamalarinin kontrol grubuna
yakin oldugu gbézlendi. Tedavi gruplari arasinda ise testikller biyopsi skoru agisindan
herhangi bir fark gozlenmedi (pe 0.05). (One Way ANOV A, Bonferroni.)

Johnsen Testikliler Biyopsi Skoru

[T 1]

KONTROL ALKOL ARSENIK RES10 RES20

Sekil 42: Tum gruplarin Johnsen Testikller Biyopsi Skoru ortalamas

5.3.2 Seminifer Tubil Cap Olcgiimii

PAS ile boyanan testis kesitlerinde, 20X'lik objektifte UTHSCA Image Tool Version 3.0
programi kullamilarak ¢ap olglimu yapildi. Tum gruplarin seminifer tabul ¢ap olgimlerini
gosteren sekil asagidadir (Sekil 43). Y apilan 6lcimler sonucunda kontrol grubuna gore; akol,
arsenik ve Arsenik+ Resveratrol 10 mg/kg grubu seminifer tubll gaplarinda anlamli bir
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azalma bulundu (p<0.05). Buna karsilik, kontrol grubu ile karsilastirildiginda Arsenik+
Resveratrol 20 mg/kg grubu seminifer tibil capinda ise anlamli olarak artis bulundu (p<0.05).

Tedavi gruplart arasinda bir karsilastirma yapildiginda ise, disik doz aan grubun
seminifer tUbul ¢apr yiksek doz alan grubun seminifer tibil ¢apina gore anlamli olarak distk
bulundu (p<0.05). (One Way ANOV A, Bonferroni.)

Seminifer tubil ¢cap ortalamasi

450

400 | %
T 350 * sk
% 300
43 250
E 200
X 150
E 100

50

0 : ; .

KOMTROL ALKOL MRSENIK RES10 RES20

Sekil 43: Tum gruplarin seminifer tibul cap ortalamasi
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5.3.3 Seminifer Tiibul Bazal Membran Kalmlig: Olglim

PAS ile boyanan testis kesitlerinde, 100X'lik objektifte UTHSCA Image Tool Version 3.0
program kullamlarak bazal membran kalinlig: 6l¢timi yapildi. Tum gruplarin seminifer tabil
bazal membran kalinlik élciimlerini gosteren sekil asagidadir (Sekil 44). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, arsenik grubu bazal membran kalinliginda anlamli bir artis bulundu
(p<0.05). Alkol grubu bazal membran kalinligi, kontrol grubuna yakin degerlerdeydi.

Resveratrol verilen gruplarda yapilan 6lciimler sonucu, bazal membran kalinliginin kontrol
grubuna yakin deger gosterdigi bulundu. Arsenik grubu ile karsilastirildiginda ise tedavi
grubu bazal membran kalinliklart anlamli derece azalmis bulundu (p<0.05). (One Way
ANOVA, Bonferroni.)

Bazal membran kalinhgi
ﬁ B
*

—_—
=
= 4 |
b,
TR
£
e 2
=
£ 1

i

KONTROL ALKOL ARSENIK RES10D RES20

Sekil 44: TUm gruplarin seminifer tubdl bazal membran kalinhg ortalamas.
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5.4 Immiinohistokimyasal Bulgular

5.4.1 TUNEL Boyama

Kontrol grubu TUNEL boyamalarinda birkag hicre disinda TUNEL(+) hicreye
rastlanmach (Sekil 45). Alkol grubu TUNEL boyanan kesitler incelendiginde ise kontrol
grubuna yakin sayida TUNEL(+) hicre icermekteydi. Arsenik grubu TUNEL boyamalar:
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bu gruptaki TUNEL (+) hiicre sayisinin arttigi gozlendi
(Sekil 48). Arsenik+RES 10mg/kg ve Arsenik+RES 20 mg/kg gruplart TUNEL boyamalari
incelendiginde resveratrol tedavisinin ardindan TUNEL(+) hticre sayisinin azaldigi gozlendi
(Sekil 51) .

Sekil 45: Kontrol grubuna ait testiskesiti (TUNEL) X20.

Oklar TUNEL (+) hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 46: Alkol grubuna ait testiskesiti (TUNEL) X20.

Ok TUNEL (+) hiicreyi gostermektedir.

Sekil 47: Arsenik grubuna ait testiskesiti (TUNEL) X10.
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Sekil 48: Arsenik grubuna ait testiskesiti (TUNEL) X40.

Oklar TUNEL (+) hiicreleri gostermektedir.

Sekil 49: Arsenik grubuna ait testiskesti (TUNEL) X40.
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Sekil 50: Arsenik grubuna ait testiskesti (TUNEL) X40.

Oklar TUNEL (+) hiicreleri gostermektedir.

Sekil 51: Ars+RES 10mg/kg grubuna ait testiskesiti (TUNEL) x20.

Oklar TUNEL (+) hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 52: Ars+RES 20mg/kg grubuna ait testiskesiti (TUNEL)
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5.4.2 Caspase 3 boyama

TUNEL boyamaya ek olarak apopitotik hicreleri belirlemek icin diger bir yontem olan
Caspase 3 immun boyama yapildi. Caspase 3 immun boyama ile yapilan degerlendirme
sonucunda tim gruplara ait pozitif hticre sayilarim gosteren sekil asagidadir (sekil 53 ).

Kontrol grubu Kkesitleri incelendiginde birkag pozitif hicre disinda caspase 3
immunoreaktivite gosteren hiicreye rastlanmach (Sekil 54). Alkol grubu testis kesitleri de
kontrol grubuna yakin sayida pozitif hticre icermekteydi (Sekil 55).

Arsenik grubu caspase 3 immun boyama sonuglarina bakildiginda, kontrol grubuna oranla
apopitotik hiicre sayisinin artmis oldugu gozlendi (Sekil 56). Her iki tedavi grubu caspase 3
immun boyama sonuclari incelendiginde ise resveratrol ile tedavinin ardindan, pozitif hiicre
sayisinin arsenik grubuna oranla anlamli derece azaldigi gozlendi (Sekil 57,58).

Grup Pozitif hicre sayis1 %

Kontrol 0,6+0,3

Alkol 0,62+ 0,2
Arsenik 70,2+£15
Arsenik+ Res 10 mg/kg 30,5+1,1
Arsenik+ Res 20 mg/kg 20,8+ 2,5

Sekil 53: Tum gruplarin Caspase 3 pozitif hiicre sayilar1 ylizdes
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Sekil 54: Kontrol grubuna ait testiskesiti (Caspase 3) X20

Oklar Caspase 3 immun reaktivite gosteren hiicreleri gostermektedir.

Sekil 55: Alkol grubuna ait testis kesiti (Caspase 3) X20
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Sekil 56: Arsenik grubuna ait testiskesiti (Caspase 3) X40

Oklar Caspase 3 immun reaktivite gosteren hiicreleri gostermektedir.

Sekil 57: Arsenik+ Res 10 mg/kg grubuna ait testiskesiti (Caspase 3) X20
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Sekil 58: Arsenik+ Res 20 mg/kg grubuna ait testiskesiti (Caspase 3) X20
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5.5 Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubundan alinan testis doku Ornekleri incelendiginde, bazal lamina Uzerine
oturmus olan spermatogonyumlarin yuvarlak cekirdeklere sahip oldugu gozlendi. Tek olan
cekirdekcik, merkezi yerlesimliydi. Sertoli hicrelerinin aralarinda, Sertoli hticre sitoplazmast
ile saril1 olarak gbzlenen primer spermatositler gelisigiizel dagilimli mitokondriyonlara
sahipti. Orta elektron denslikte primer ve sekonder spermatositlerin Gizerinde spermatidler yer
almaktayd (Sekil 59).

Alkol grubundan alinan testis doku 6rnekleri incelendiginde, kontrol grubu ile benzer yap:
gostermekteydi. Bazal lamina Uzerine oturmus spermatogonyumlar duzgun yuvarlak
sekilliydi. Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreleri iceren seminiferéz epitel hicrelerinin
normal sitoplazmik yapilarinda dikkati ¢cekecek bir farklilasmanin olmadigi gozlendi (Sekil
60).

Arsenik grubundan alinan testis doku ornekleri incelendiginde ise Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlarin hemen altinda yer alan bazal laminanin kalinlastigi gozlendi. Arsenik
maruziyetinin ardindan, Sertoli hticreleri ile spermatogenik hticrelerin aralarindaki mesafenin
genislemis oldugu ve bdylece bosluklarin olustugu dikkat ¢cekmekteydi. Bazi alanlarda Sertoli
hicreleri ile iligkili hichbir spermatogenik hiicre bulunmamaktaydi. Bu da hiicresel dokilmeyi
isaret etmekteydi (Sekil 61). Spermatogonyumlarda da bizisme ve dizensiz bosluklar
gbzlenmekteydi. Sitoplazmada elektron dens cisimcikler dikkati cekmekteydi. Ayrica arsenik
alan grupta mitokondriyal kristalisis goze carpmaktayd: (Sekil 62).

Resveratrol ile tedavi edilen gruplardan alinan testis doku ornekleri incelendiginde,
membrana propria, Sertoli htcreleri ve spermatogenik hicreler kontrol grubuna benzer
gorunimdeydi. Bazal lamina Uzerine oturan spermatogonyumlar normal denslikteydi.
Seminifer tdblllerde normal dansitedeki spermatositlerin yam sira, hiicresel butinltgu
bozulmamis spermatositlere de rastlanmaktaydi (Sekil 63,64). Resveratrol ile tedavinin
ultrastruktiiel olarak arsenigin vermis oldugu hasarlar: onledigi gozlendi.



Sekil 59: Kontrol grubuna ait testisdokusu ince kesiti X1250.

Bazal lamina (BL) Uzerine oturmus spermatogonyumlar ve bdirgin bir ¢ekirdege sahip sertoli hiicresi
(se) ve Uizerinde primer spermatositler (stcl) gozlenmekte.

Sekil 60: Alkol grubuna ait testis dokusu ince kesiti X1250.

Bazal laminanin (BL) hemen Uzerine oturmus spermatogonyum (stg) ve bdirgin gekirdek,
cekirdekcik ve sitoplazmasinda lipid (Li) bulunduran sertoli hiicresi (se). Gelisim sirasina gore
seminifer tabdl epitelinde yerlesen primer (stcl) ve sekonder (stc2) spermatositler gozlenmekte.
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Sekil 61: Arsenik grubuna ait testis dokusu ince kesiti X1250.

Seminifer tubul epitel butunltginin bozuldugu ve yer yer ayrilmalarin olustugu (yildiz) gbzlenmekte.
Sitoplazmada el ektron dens vezikillere rastlanmakta (V).

Sekil 62: Arsenik grubuna ait testis dokusu ince kesiti X 1600.

Mitokondrilerin krista yapilarinin bozuldugu (M) ve komsu hiicrder arasinda yer yer bosluklarin
olustugu (yi1ldiz) gdzlenmektedir.
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Sekil 63: Ars+tRES 10mg/kg grubuna ait testis dokusu ince kesiti X1250.

Seminifer tibdl epiteli hiicre blttinltgl korunmus, kontrol grubuna yakin 6zellik gostermektedir.

Sekil 64: Ars+RES 20mg/kg grubuna ait testis dokusu ince kesitiX 1250.

Seminifer tibdl epiteli hiicre blttinltgl korunmus, kontrol grubuna yakin 6zellik gostermektedir.
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5.6 Biyokimyasal Bulgular

5.6.1 MDA Degerleri

TUm gruplarin ortalama MDA degerleri sekil 65'de, MDA standart grafigi sekil 66'da ve

tim gruplarin MDA o6lcimleri sekil 67'de gosterilmektedir. Kontrol grubuna gore arsenik

grubunda MDA degerleri anlamli olarak yiksek bulundu (p<0.05). Alkol ve kontrol gruplar:
MDA degerlerinde ise anlamli bir fark bulunmamaktadir (pe 0.05). (One Way ANOVA,

LSD).
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Sekil 65: Ortalama M DA degerleri
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Sekil 66: MDA standart grafigi
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Grup Tap No mgDOKU BASINA (uM)
kontrol 1 0,077
kontrol 2 0,061
kontrol 3 0,081
kontrol 4 0,068
kontrol 5 0,056
kontrol 6 0,052
kontrol 7 0,061
alkol 8 0,063
alkol 9 0,067
alkol 10 0,061
alkol 11 0,061
alkol 12 0,085
alkol 13 0,083
alkol 14 0,065
arsenik 15 0,092
arsenik 16 0,090
arsenik 17 0,100
arsenik 18 0,096
arsenik 19 0,090
arsenik 20 0,094
arsenik 21 0,095
ars+RES10 22 0,078
ars+RES10 23 0,073
ars+RES10 24 0,106
ars+RES10 25 0,119
ars+RES10 26 0,087
ars+RES10 27 0,104
ars+RES10 28 0,089
ars+RES20 29 0,083
ars+RES20 30 0,088
ars+RES20 31 0,160
ars+RES20 32 0,097
ars+RES20 33 0,124
ars+RES20 34 0,097
ars+RES20 35 0,109

Sekil 67: Tum gruplarin MDA dlgimleri (UM % SH)
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5.6.2 GSH Degerleri

TUm gruplarin ortalama GSH degerleri sekil 68'de, GSH standart grafigi sekil 69'da ve tim
gruplarin GSH dlgtimleri sekil 70'de gosterilmistir. Kontrol grubuna gore arsenik grubu GSH
degerleri anlaml1 olarak distk bulunmustur (p<0.05). Tedavi gruplarinda ise GSH degerleri
arsenik grubuna gore anlamli olarak yiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve alkol gruplar:
arasinda GSH degerleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (pe 0.05). (One Way
ANOVA, LSD).

GSH umal/gr

arsenik

kontrol

Sekil 68: Ortalama GSH degerleri
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Sekil 69: GSH standart gr afigi
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Orneklerin Ortalama Abs Degerleri M mg Doku Basina Kons.

Kontrol 0,28375 72,44
Kontrol 0,3075 79,08

Kontrol 0,3615 94,18

Alkol 0,30575 78,59

Alkol 0,38375 100,41

Alkol 0,254 75,71

Alkol 0,356

Arsenik 0,2465 62,02

Arsenik 0,243 61,05

Arsenik

Ars+RES 10 0,269

Ars+RES 10 0,2945 75,45
Ars+RES 10 0,15475 36,37

Ars+RES 10 0,23725 59,44

Ars+RES 20 0,22975 57,34
Ars+RES 20 0,317 81,74

Ars+RES 20 0,19925 48,81 0,98

Sekil 70: Tum gruplarin GSH ol¢iimleri (umol/gr)
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6 TARTISMA

Bu calismada, arsenik toksisitesinin testiste olusturdugu hasara karsi resveratrolin
koruyucu etkisi yapisal, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak arastirilmustir.

Calismamizda, testiste oksidatif stres belirteclerinden biri olan doku MDA dizeyleri
degerlendirildi. Y apilan gcaligmalar arsenik maruziyeti ile lipid peroksidasyonu arasinda iligki
bulundugu gostermektedir. Chang ve ark. yaptiklari bir calismada, kronik arsenik
maruziyetinin testis dokusu MDA seviyelerini arttirdigint gostermistir (70). Garcia- Chavez
ve ark. arsenige maruz kalan sicanlarda MDA seviyelerinin yukseldigini gostermistir (71).
Das ve ark. sigan testis dokusunda kronik arsenik maruziyetinin MDA seviyelerini arttirdigin
gostermistir (72). Bizim ¢alismamizda arsenik grubu MDA seviyeleri kontrol, alkol ve tedavi
gruplart ile kiyaslandiginda anlamli olarak yiksek bulundu. Calismamizin sonuglar: literattr
desteklemektedir.

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar resveratroliin lipid peroksidasyonunu Onledigini
gogermektedir. Kasdallah Grissa ve ark. yaptiklart c¢alismada resveratrolin lipid
peroksidasyonun onledigini, MDA degerlerini disurdiginu gostermistir (73). Sener ve ark.
iskemik bobrek modelinde resveratrolin lipid peroksidasyonunu distrdigini gostermistir
(74). Uguralp ve ark. testikiler iskemi modelinde resveratrol ile tedavi edilen gruplarin MDA
seviyelerinin disttiguni gostermistir (75). Calismamizda RES uygulamasi, testis dokusunda
arsenigin neden oldugu MDA artisim Onlemistir. Bizim calismamizda oldugu gibi testis
dokusunda arsenigin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna resveratrolin etkisini gosteren bir

calisma literattirde bulunmamaktadir.

Antioksidan enzim dengesinin bozulmasi, antioksidan enzim aktivitelerinde deplesyona
neden olmaktadir. ROS ve radikal sipurict etkisiyle GSH, kendini okside formu olan
glutatyon distilfite (GSSG) donustirir. Boylece dokuda GSH seviyelerinin azalmasi, doku
hasarini ve lipid peroksidasyonunu gosteren 6nemli bir faktordur (54). Pal ve ark. siganlarda
yaptiklar: bir ¢calismada, arsenik toksisitesinin testis dokusu GSH seviyelerini disurdigini
gostermistir (76). Chang ve ark. farelerde yaptiklar: bir calismada arsenigin GSH seviyelerini
dusUrdagunu gostermistir (70). Calismamizin bulgular: diger calismalart desteklemektedir.
Calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda arsenik grubu GSH degerleri anlamli
olarak diusik bulundu.
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Resveratroliin antioksidan etkinligini gostermek icin yapilan calismalar, doku GSH
duzeylerinin resveratrol ile arttigim gostermistir. Wang ve ark. yaptiklart calismada
resveratrolin doku GSH duzeylerini arttirdigim gostermistir (77). Uguralp ve ark. testis
iskemi modelinde resveratrolin GSH duzeylerini arttirdigim gostermistir (75). Sener ve ark.
yaptiklart bir caligmada iskemi sonrasi resveratrolin doku GSH dizeylerini arttirdigim
gostermistir (74). Ancak arsenik maruziyeti ile birlikte RES verilerek testis doku GSH
dizeylerine bakilan bir calisma literatirde bulunmamaktadir. Calismamizda, RES ile
tedavinin testis dokusunda antioksidan enzim aktivitesi olan GSH'1 yukselttigi bulundu.
Arsenik ile birlikte resveratrol verilen gruplarda GSH seviyelerinin yikselmesi ve kontrol
grubu ile yakin seviyelerde kalmasi, resveratroliin oksidatif stresi azaltarak, GSH tuketimini
distrmesine bagli oldugu diustnulmusttr. Arsenik alan grupta GSH seviyelerinin dismesi,
oksidatif stres halinde dokuda GSH tiketiminin artmasi ile agiklanabilir.

Serbest radikal Uretimi patofizyolojinin bir pargasidir ve pek cok metalin toksisitesi serbest
radikal dretimi ile ilgilidir. Arsenigin de ROS olusturdugu bilinmektedir (3). Serbest
radikaller direkt yada indirekt yollarla hiicre 6lumine yol agabilmektedir. Spermatogenik
hicreler de dahil olmak Uzere pek cok hicre tipinde apopitoz, ROS ve oksidatif stres ile
baglantilidir. Bu calismada, testis dokusunda apopitozu gostermek amaciyla TUNEL ve
caspase 3 boyama yapildi. Arsenige maruz kalma sonucunda testis dokusunda apopitozun
arttig1 gozlendi. Yapilan in vivo ve in vitro calismalar, arsenik toksisitesinin DNA kiriklarina
yol actigi ve apopitotik hicre 6luminl arttirchgim gostermektedir (72,78). Calismamizin
sonuglar: literattrt desteklemektedir. Calismamizda arsenik verilen grupta, kontrol grubuna
gore apopitozun anlamli olarak arttigi bulundu. Tedavi gruplarinda ise resveratrolin;
TUNEL(+) hlcre saymm ve caspase 3 immunoreaktivite gosteren hiicre sayisim arsenik
grubuna gore anlaml1 olarak azalttigi gosterilmis ve resveratroliin testis dokusunda apopitozu

Onledigi sonucuna varilmistir.

Antioksidatif ajanlar, serbest radikal olusumunu azaltarak antiapopitotik etki
gogterebilmektedir. Son donemlerde, antioksidan Ozellige sahip dogal maddelerin ve
besinlerin, serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasar1 Uzerine olan etkileri birgok
arastirict tarafindan calisilmaktadir. Bu dogal bilesiklerden biri de resveratroldir. En ¢ok
bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C vitamininden gugli olan RES, hidroksil ve
slperoksit radikallerini stpurur, hidroksil radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonunu
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inhibe eder, protein oksidasyonunu engeller (55). Serum antioksidan kapasitesini arttirir.
Resveratroliin ayrica; antikanser, 6strojenik, damar gevsetici, antiinflamatuvar etkisi oldugu
tespit edilmistir (7). Cesitli deneysel modellerde resveratroliin antiapopitotik etkisi
gogterilmistir (79,80).

Yapilan in vivo ve in vitro calisgmalar resveratroliin antiapopitotik etkisi bulunduguna
isaret etmektedir fakat, arsenigin neden oldugu apopitoza kars: etkisinin olup olmadig: belli
degildir. Calismamizda bu konuya da agiklik getirilmistir; arsenik maruziyetine karsin
resveratrol ile tedavi edilen testis dokusunda, arsenik grubuna gore apopitotik hiicre sayisi
anlaml1 olarak azalmustir.

Arsenik, testis dokusunda 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik diizeyde belirlenen
spermatid kaybr ve testikiler hasar bulgulart olusturmaktadir. Sanghamitra ve ark. farelerde
yaptiklar: bir calismada, oral yolla arsenik verilen farelerin testis dokusunda seminifer tubdl
capinda azalma ve testikller atrofiyi gostermistir (81). Benzer sekilde Manna ve ark. arsenik
ile yaptiklari bir calisgmada, testiste seminifer tibullerde dejenerasyon, nekroz ve
spermatositlerde defoliasyonu gostermistir (82). Das Neves ve ark. farelerde yaptiklar: bir
calismada, arsenigin testis seminifer tlbullerinde atrofiye yol agtigim gostermistir (83).
Calismamizda morfometrik olarak yaptigimiz ol¢timlerle de dogruladigimiz seminifer tabil
¢aplarinin azalmasi, bazal membran kalinligindaki degisiklikler ve germ hicreleri, seminifer
tiblllerde dejenerasyon, atrofi ve tubul Iimeninde spermium kaybi literatirle paralellik
gostermektedir.

Zhao ve ark. arsenik ile olusturulmus kardiyotoksisite Uzerine yaptiklar: bir ¢alismada,
resveratroliin 11k mikroskobik olarak arsenigin neden oldugu hasar1 Onledigini gostermistir
(84). Bizim calismamizda oldugu gibi arsenik toksisitesine karsi testis dokusunda
resveratrolin, 151k ve elektron mikroskobik etkilerini gosteren bir calisma literatirde
bulunmamaktadir. Calismamizda, resveratrol ile tedavi edilen gruplar arsenik grubu ile
karsilastirildiginda, arsenigin neden oldugu hasar bulgularini resveratroliin onledigi bulundu.
Tedavi gruplarinin kontrol grubu ile benzer testiktler morfoloji gosterdigi gozlendi. Elektron
mikroskobik kesitler incelendiginde, resveratrol ile tedavi edilen gruplarin arsenigin neden
oldugu testikuler hasar1 onledigi gozlendi.
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Sonug olarak bu calismada, arsenik toksisitesinin testiste neden oldugu hasara karsi
resveratrolin koruyucu etkisi ilk kez incelenmistir. Resveratrol, antioksidatif etkisi
araciligryla koruyucu etki gostermektedir. Arsenigin erkek infertilitesinde olusturdugu zararl
etkilerin 6nlenmesi agisindan antioksidanlar 6nem tasimaktadir. Arsenigin hasar olusturucu
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmast ve koruyucu yada destek tedavilerinin gelistirilmesi
acisindan gcalismalarin ilerletilmesi gerekmektedir.
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7 SONUC VE ONERILER
Literatlrde arsenik toksisitesine karsi testis dokusunda resveratroltin, 1sik mikroskobik

ve elektron mikroskobik etkilerini gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu agidan
calismamiz literatirdeki boslugu dolduracaktir.

Arsenigin neden oldugu hticre hasarina karsit resveratroltiin koruyucu etkisinin olup
olmadhig: belli degildir. Calismamiz bu konuya da agiklik getirmistir. Resveratroltiin koruyucu
etkisini gostermek icin calismamizda iki farkli doz kullanilmis; dozlar arasinda hiicre hasarin
Onleme agisindan herhangi bir fark bulunmamustir. Ayrica biyokimyasal olarak oksidatif stres
belirteci olan MDA ve antioksidan savunma sistemi gostergesi olan GSH duzeyleri ilk kez

gosterilmistir.

Bu bilgiler 1s1g1na calismamizin, arsenigin etki mekanizmasinin tam olarak anlasilabilmesi
icin yeni yontemlerin gelistirilmesine ve koruyucu terapilerin kullamlmasina yol gosterecegi

inancinday1z.
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