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OZET

Gilimiisel, A. Adolesan ¢agdaki siganlarin epididiminden alinan spermlere ve
testis Leydig hiicrelerine sigara dumaninin ve kurkumin antioksidaninin etkilerinin
mikroskopik incelenmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-
Embriyoloji A.D. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul 2013.

Oksidatif stres, anormal sperm {iiretimine ve sperm fonksiyonunda bozulmaya
neden olur. Onceki ¢alismalarda icerdigi toksik maddelerden dolay1 sigaranin Leydig ve
Sertoli hiicrelerinde hasar olusturdugu ve spermatogenik hiicrelerin proliferasyonunu
engelledigi gosterilmistir. Kurkumin ise genis ¢apta farmokolojik ve biyolojik
aktiviteye sahip bir bilesiktir. Kurkuminin antioksidan etkileri ¢cok sayida caligsma ile
kanitlanmustir.

Calismamizda 150-200 gr agirhiginda yaklasik 2 aylik 32 adet erkek Wistar
albino sican 8’erli 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu olan ilk gruba 28 giin boyunca gavaj
yoluyla 1ml/kg dimetilsiilfoksit (DMSO) verildi. 2. gruba 28 giin boyunca, gavaj
yoluyla 1ml/kg DMSO verildi ve giinde 2 saat sigara dumani etkisi altinda birakildi. 3.
gruba 28 giin boyunca giinde 100 mg/kg kurkumin 1 ml/kg DMSO’da ¢6ziinerek gavaj
yolu ile verildi. 4. grup ise 28 giin boyunca giinde 2 saat sigara dumani etkisi altinda
birakildi ve giinde 100 mg/kg kurkumin 1ml/kg DMSO’da ¢o6ziinerek gavaj yolu ile
verildi. Hayvanlar 28. giinde sakrifiye edildi. Epididimin kuyruk kismindan alinan
spermlerin morfolojik incelemesi ve Makler kamarasinda sayimi yapildi. Sonuglar tek
yonlii varyans analizi ile istatiksel olarak incelendi. Hayvanlarin testisleri 1sik ve
elektron mikroskopik incelemeler igin uygun fiksatife alinip rutin takip ve gdomme
prosediirii uygulandi.

Sonug olarak, hem 151k mikroskopik hemde elektron mikroskopik incelemelerde
sigaranin spermatogenezi Ve Leydig hiicrelerini olumsuz yonde etkiledigi ve sperm
sayisini  azaltip, anormal sperm sayisini  artirdigini - gézlemledik.  Kurkumin
antioksidaninin ise sperm sayisini artirdigini, anormal morfolojiye sahip spermleri
azalttigin1 yani olumsuz etkilerin iyilestirmesinde rol oynadigini saptadik.

Anahtar Kelimeler: Kurkumin, Sigara, Si¢an Testis, Sigan Leydig Hiicreleri, Isik
ve Elektron Mikroskobu

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 22934



Xiii

ABSTRACT

Gumisel, A. The microscopic investigation of cigarette smoke and antioxidant
effects of curcumin on the sperm cells acquired from the epididymis and the Leydig
cells of the adolescent rats. Istanbul University, Institute of Medical Sciences, Histology
and Embryology Department. Master Thesis. Istanbul 2013.

Oxidative stress causes abnormal sperm production and impairs the sperm
functions. The previous outcomes of scientific research show that the toxic substances
in cigarette smoke injured Leydig and Sertoli cells and they also inhibited
spermatogenic cells. Curcumin is a compound that has a wide range of pharmacologic
and biologic activities. Numerous studies proved its antioxidant effects.

We used approximately 2 months old, 32 male Wistar albino rats, weighing 150-
200 g in this research and divided them into 4 groups. Each group contained 8 animals.
We gave 1ml/kg dimethylsulfoxide (DMSOQO) by gavage to the control group for 28
days. The second group exposed to 2 hrs. of cigarette smoke and received 1mi/kg
DMSO by gavage daily for 28 days. The third group received 100 mg/kg curcumin
dissolved in 1ml/kg DMSO daily by gavage for 28 days. The fourth group exposed to 2
hrs. of cigarette smoke and received 100 mg/kg curcumin dissolved in 1 ml/kg DMSO
by gavage daily for 28 days.

We counted the sperms obtained from the tail of epididymis in Makler chamber,
and prepared smears to examine the sperm morphology. The testis specimens prepared
with appropriate methods for light and electron microscopy. The statistic results of the
cell counts, sperm morphology, and body weights analyzed by one-way ANOVA.

In conclusion, light and electron microscopical examinations showed that
cigarette smoke have adverse effects on spermatogenesis, and Leydig cells. It decreased
sperm counts and increased the abnormal sperm counts. However the antioxidant effects
of Curcumin increased the sperm counts and decreased the amount of sperms having
abnormal morphology. Thus, Curcumin plays an important role in decreasing the
negative effects of cigarette smoke on sperm counts and abnormalities.

Key Words: Curcumin, Cigarette smoke, Rat Testis, Rat Leydig Cells, Light and
Electron Microscopy

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 22934



1. GIRIS VE AMAC

Erkek {iireme sistemi; spermleri iireten, bazi dis salgilar1 ve androjenleri
sentezleyip salgilayan organlardan olusur. Erkek iireme organlari, dis ve i¢ erkek iireme
organlart olarak iki grupta incelenir. Dig erkek iireme organlari; skrotum, glandula
bulbo iiretralis, iiretra ve penisi kapsar. I¢ erkek iireme organlar ise; testis, epididim,
duktus deferens, glandula vesikiiloza ve prostati igerir. Bir ¢ift testis karin boslugunun
disinda skrotum igerisinde yer alir. Bu durum testis sicakliginin, viicut igi sicakligindan
2°-3°C daha diisiik olmasini (yaklasik 34°-35°C) saglar. Ciinkii normal spermatogenez
icin sicaklik 34°-35°C civarinda olmalidir. Disariya sperm taginmasindan sorumlu olan
kanallar sistemini olusturan epididim ve duktus deferens; spermin olgunlagsmasini ve
depolanmasini saglar. Ejakiilator kanallar ve erkek tretrasinin bir kismi da spermin
disariya atilmasinda rol oynar. Aksesuar bezler olan prostat ve glandula vesikiiloza,
tirettikleri bir takim salgilarla ejakiilat ve semen kitlesini olustururlar. Penis ise erektil

dokulardan olusan giftlesme organidir (1,2).

Testisler, tunika albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu kilif ile sarilmistir.
Tunika albuginea, arka ylizde epididimin yerlestigi bolgede, mediastinum testisten
iceriye dogru septalar halinde uzanarak, testisi birbirleri ile iliskili 250 civarinda
bolmeye veya testiskiiler lopcuga ayirir. Her bir lopguk igerisinde sarmal bir yapi
gosteren 1-4 tane seminifer tliblil bulunur. Her bir seminifer tiibiil, siirekli ¢ogalan
spermatogenik (germ) hiicreler ile cogalma gostermeyen anag Sertoli hiicrelerini igeren
germinal epitele sahiptir. Seminifer tiibiilde spermatogenik hiicreler mitozla ¢ogalirlar
ve mayoz boliinme gecirerek sperm hiicrelerine farklilagirlar. Her bir seminifer tiibiil;
fibroblastlar, miyoepitelyal hiicreler, sinirler, kan damarlar1 ve lenfatik damarlarla
sarilidir. Bu dokuya interstisyel doku adi verilir. Bu doku igerisinde interstisyel hiicreler
veya Leydig hiicreleri olarak adlandirilan endokrin karakterli hiicrelere rastlanir. Leydig
hiicreleri, tek tek veya topluluklar halinde, kan damarlarinin, siniizoidlerin ve lenfatik
damarlarin yakininda yerlesim gosterirler. Steroid iireten bir¢ok endokrin hiicre gibi
Leydig hiicreleri de lipid damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristali mitokondriler ve iyi
gelismis diiz endoplazmik retikulum (DER) igerir. Puberteden sonra, bir siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) aracili mekanizma tarafindan liiteinlestirici hormon (LH) ile

uyarilmanin ardindan, Leydig hiicreleri, Sa-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona



doniistiirebilen, testosteron {iretirler. Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95’
Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir. Testosteronun %5’i ise adrenal korteks
tarafindan tretilir. Testosteron; spermatogenezin, erkek libidosunun ve erkek aksesuar
bezlerinin (prostat ve glandula vesikiiloza) fonksiyonlarinin siirdiiriilmesini saglar.
Ayrica sekonder seks karakterlerinin ortaya g¢ikmasmi saglar ve kemik gelisimini
etkiler. Leydig hiicre fonksiyonu, hipofiz tarafindan salgilanan LH ve prolaktin
tarafindan dilizenlenir. Prolaktin, LH reseptoriiniin gen ekspresyonunu diizenler. LH,
testosteron iiretiminden sorumludur. Testosteron sentezi sirasinda plazma kolesterolii
hiicreye girer, asetil koenzim A (CoA) tarafindan esterlestirilir ve sitoplazmada lipid
damlaciklar1 seklinde depolanir. DER’de, yag asitleri kolesterole doniistiiriiliir.
Kolesterol, yag damlaciklarindan mitokondriyonlara steroidogenik akut regiilator
protein (StAR) araciligiyla tasinir ve pregnenolon iretilir. DER’deki enzimler,

pregnenolonu progesterona ve progesteronu da testosterona doniistiiriir (1,2).

Sican spermi bas, orta ve kuyruk kisimlarindan olusur. Sigan sperminin bast
yaklagik olarak 2,5 pm uzunlugunda ve ¢engel seklindedir. Bas kismi, yogun bir
nukleusa ve u¢ kisminda da daha az yogun akrozoma sahiptir. Orta kisimda, az sayida
biiylik mitokondriler helizon seklinde kivrilarak yerlesmislerdir. Kuyruk, orta kisimdaki
merkez iplik¢ik ve etrafindaki destek kilif yapilariyla birlikte uzun bir yapiya sahiptir,
sperm hareketinde pervane gorevi yapar. Sican spermi anomalileri; bassiz sperm,
yassilagmis bas, toplu igne basi, kivrilmis boyun, kivrilmis kuyruk olarak
siiflandirilabilecegi gibi ¢coklu anomali denen kivrilmig boyun ve kivrilmis kuyrugun

tek bir sican sperminde gozlendigi anomaliler de mevcuttur (3).

Sigaranin, igerdigi toksik maddelerden dolayr organizmadaki tiim sistemlere
negatif etkileri vardir. Testis dokusu oldukga vaskiiler bir dokudur, bu nedenle sigara
icmek, oksidan ve antioksidan enzim sistemleri arasindaki dengeyi bozabilir. Sonug
olarak, serbest radikaller olusur ve testikiiler doku hasar1 meydana gelir. Oksidatif stres,
anormal sperm iretimine ve sperm fonksiyonunda bozulmaya neden olur (4,5,6,7).
Sigaranin Leydig ve Sertoli hiicrelerinde hasara neden oldugu, testosteron ve LH
seviyelerini diigiirdiigli, spermatogenik hiicrelerin proliferasyonunu engelledigi daha

onceki caligmalarda gosterilmistir (6,8,9).

Turmerik, Zerdegal veya Latince ismi ile Curcuma longa; kisa kokli, 1 yillik,

boyu 1 metre kadar olan Zingiberaceae ailesine ait otsu bir bitkidir. Anavatan



Hindistan olarak bilinir. Bu bitkinin kokiinden elde edilen sar1 renkli toz Tiirkiye'de
turmerik veya zerdegal olarak, Hindistan'da ise turmerik, haridra veya haldi olarak
adlandirilir. Turmerik veya diger ismi ile zerdegal sadece saglik icin degil, gida
maddelerinin korunmasi, tatlandirilmasi i¢in ve tekstilde sar1 renkli bir boya maddesi

olarak kullanilan altin renkli bir baharattir (10).

Kurkumini turmerik bitkisinin rizomlarindan elde edilen, turmerige sar1 rengini
veren kimyasal bir bilesiktir. Suda ve eterde ¢6ziinmez iken etanolde, dimetilsiilfoksitte
(DMSO) ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir. (15,16). Ticari kurkuminde yani
zerdegalda, kurkuminoidler olarak adlandirilian li¢ ana komponent mevcuttur. Bunlar;
kurkumin (77%), dimetoksikurkumin (17%) ve bis-dimetoksikurkumindir (3%).
Kurkumin genis ¢apta farmokolojik ve biyolojik aktiviteye sahiptir (11). Kurkuminin;
antioksidan (12,13,14) ve antikanser (11) etkileri, ¢cok sayida deneysel ve klinik

calismalar ile kanitlanmistir.

Sigaranin spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigi, Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde hasara neden oldugu (4,6) ve kurkuminin antioksidan etkilerinin (12,13,14)
bilinmesine ragmen, her ikisinin de bir arada uygulanip erkek sicanlarin sperm sayisi,

morfolojisi, Leydig hiicreleri ve hormonlari ile ilgili bir ¢alisma yapilmamustir.

Biz bu g¢alismamizda sigara dumani nedeni ile hasarlanan testis dokusunda
olusan ve epididimin kuyruk kisminda kiimelenen spermlerin sayisinda ve
morfolojisinde goriilen degisimler ile Leydig hiicrelerinde meydana gelen hasari
mikroskopik incelemeyi ve ayrica bir antioksidan olan kurkuminin bu durumlara

etkilerini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; i¢ ve dis erkek iireme organlarindan olusur. I¢ erkek iireme
organlari; hem ekzokrin hem de endokrin salgi yapan testisleri, yardimci bezleri ve
spermi tasiyan bosaltim kanallarini kapsarken dig erkek iireme organlari; glandula bulbo
tiretralis, penis, iiretra ve skrotumu kapsar. Testisler, karin boslugunun disinda skrotum
icerisinde yerlesir ve bu durum testislerin viicut 1sisindan 2-3°C daha diisiik bir 1sida
olmalarini saglar. Bu sekilde normal bir spermatogenez i¢in gerekli olan 34- 35 °C’lik
ortam saglanmis olur. Testisler, tunika albuginea ile sarilidir ve erkek {ireme
hiicrelerinin tretildigi germinal epitele sahip seminifer tiibiiller ile intertisyel bag
dokusundan olusur. Testislerde tiretilen spermler, herbir testise ait olan sirasiyla rete
testis, duktuli eferentes, epididim, duktus deferens ve ejekiilator kanaldan gecer. Daha
sonra penil liretra yoluyla penise yonelir. Erkek tireme sistemindeki yardimei bezler; iki
adet seminal vezikiil, prostat bezi ve bir ¢ift bulbo tiretral (Cowper) bezleridir. Penis ise
digtan ince bir deri ile sarili erektil iki adet korpus kavernozum penis ve penil liretrayi
saran yar1 erektil bir adet korpus spongiyozum penis isimli yapilardan olusan bir

ciftlesme orgamidir (Sekil 2-1)( 1, 17).
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Sekil 2-1: Erkek iireme sistemi (18)



2.2. Genital Sistem Gelisimi

Genetik olarak cinsiyet dollenme ile belirlense bile gonadlar erkek ve disi
karakterlerini gelisimin 7. haftasina kadar kazanamazlar. 7. haftadan 6nce genital sistem
her iki cinste de benzer oldugundan dolayr bu periyoda farklilasmamis donem adi
verilir.

Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki SRY geni tarafindan kodlanan Testis
belirleyici faktor (TBF), farklilagmamis gonadi testis yoniinde gelismeye yonlendirir.
Primer germ kordonunun erkekte seminifer tiibiillere farklilasmasi Y kromozomunun
etkisi altinda gerceklesir. Y kromozomunun bulunmadigi durumda farklilasmamis
gonadlar ovaryum olarak gelisir. Yani dollenmeyi yapan spermin X veya Y kromozomu
tasimasi, farklilasmamis gonadlardan farklilasan gonadin tipini belirler. Gonad tipine
gore de hem genital kanallar hemde dis genital organlar erkek yada disi cinsiyete ait
ozellikler yoniinde gelisirler. Erkek ve disi karakterlerin olugsmasinda hormonlarin etkisi
son derece onemlidir. Erkege 6zgii sekonder karakterlerin gelisimini etkileyen hormon
testislerdeki Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron iken, disinin cinsiyet
farklilagsmasi hormonlara bagli degildir. Ovaryumlar olmasa da farklilasma gerceklesir
(19, 20).

Genetik olarak disi olan embriyoyu, erkeklik hormonu vererek erkeklik
karakterleri gosteren bir embriyo haline getirmek miimkiindiir. Bdyle durumlarda
ovaryum haricinde biitiin genital organlar erkeklik yoniinde gelisecektir. Dis goriiniisiin
erkek ozellikleri tasimasina ragmen aslinda genetik bakimdan disi olan bu canlilarda,
testis yerine ovaryum bulunur. Bu durumun tam tersi, yani genetik bakimdan erkek olan
bir embriyoya disilik hormonu verilerek embriyonun disilik yontlinde gelisimi miimkiin
degildir. Bu dénemde uygulanan disilik hormonu her iki cinsiyet i¢inde oldiiriicii bir
etkiye sahiptir. Clinkii erkek embriyo, annede bulunan disilik hormonuna kars1 bir
direng gosterir. Eger bu direng olmasaydi erkek yavru dogma olasiligi s6z konusu

olamazdi (20).



2.2.1. Gonad Gelisimi
Gonadlar 3 farkli yapidan gelismektedir (19).

1. Posteriyor abdominal duvari 6rten mezodermal sélom epiteli (mezotel)
2. Mezensim

3. Primordial germ hiicreleri

2.2.2. Farkhlasmams Gonadlar

Gonadlarin ilk taslaklari, mezonefrozun medial tarafindaki mezodermal sélom
epitelyum hiicrelerinin ¢ogalip epiteli kalinlastirmasiyla belirir. Cizgi seklinde oldugu
icin bu taslaga stria genitalis adi verilir. Ayn1 zamanda epitelin altinda bulunan
mezensimde de bir hareketlilik olur ve mezensim hiicreleri ¢ogalip bir araya gelerek
mezengimal blastemi olustururlar. Stria genitalis ve mezenkimal blastem ortaya ¢ikmak
icin herhangi bir dis etkene ihtiyag duymazlar. Bu sekilde 4 haftalik bir embriyoda
mezonefroz ve dorsal mezenter arasinda, orta ¢izginin her bir kenarinda mezotel
hiicreleri ve mezensimin ¢ogalmasiyla genital kabartt veya gonadal kabarti olarak
adlandirilan bir ¢ift longitudinal kabarti1 olusur. Bundan sonraki agamada gelisim i¢in
primordial germ hiicrelerinin tetiklenmesi gerekir.

Primordial germ hiicreleri, insan embriyosunda embriyonik yasamin yaklagik 21.
giinlinde allantoise yakin vitellus kesesinin kaudal duvarindaki endodermal hiicrelerden
farklilagirlar. Bu hiicrelerin 25-30 mikron ¢apinda oldukga biiyilik ve kiiresel bir yapisi
vardir. Sitoplazmalarinda ¢ok miktarda lipid bulunmasindan dolay1 graniillii bir
goriinlime sahiptirler. Sitoplazmalarinda iki sentriyol ve iyi gelismis bir golgi aygiti
goriiliir. Endodermal hiicreler, ameboid hareketlerle allantoisin arkasindan gecer ve
dorsal mezenter yoluyla stria genitalis bolgesine go¢ ederler. Bu bolgeye ulastiklarinda,
bir kismi mezenkimal blastem igerisinde kalirken diger kismi stria genitalis epitel
hiicreleri arasina girerler. Primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisiyle, buradaki
epitel hiicreleri mezenkimal blastem igine girerek primer germ kordonlar1 olarak
adlandirilan diizensiz siituncuklari meydana getirirler. Gelisimin bu evresinde erkek ve
disi gonadlar arasinda bir farklilik olmadigindan dolay1 bu gonada farklilasmamis gonad
ad1 verilir. Gonadlar, erkek ve disi yonde 7. haftadan itibaren farklilasmaya baslarlar.

Germ kordonlari, erkekte kompakt gériiniimleri sayesinde mezenkimal dokudan

kolayca ayrilabilmektedir. Bu kordonlar ergin bireyde tubuli kontorti seminiferi ile



tubuli rektiyi, kordonlarin ileri uglari ise rete testis halleriyi olusturur. Baglangigta germ
hiicrelerine gore ¢ok daha kiigiik olan Sertoli hiicreleri ise stria genitalis epitel
hiicrelerinden gelisir.

Gelisim sirasinda germ kordonlar1 bagli olduklar1 epitelden ayrilirlar ve
ayrildiklar1 alan mezenkimal fibréz doku ile doldurulur. Bu fibr6z doku daha sonra
Tunika Albuginea’y1 olusturacak dokudur. Stria genitalis epiteli ise tunika albuginea’y1

orten bir mezotel olarak kalir (17,19,20).

2.3. Testis Histolojisi

Testisler (Sekil 2-2), 4-5 cm uzunlugunda, 2,5-3,5 cm genisliginde, 2-2,5 cm
kalinliginda karin boslugunun disinda skrotum igerisinde yer alan bir ¢ift organdir.
Karin boslugunun disinda olmalari, normal spermatogenez icin gerekli olan 34°-
35°C’lik 1sinin olugsmasini saglar (1,17). Testisler, sperm ve erkek cinsiyete ait
sekonder (ikincil) ozelliklerin olusumunu saglayan testosteron hormonunun {iretim
yeridir (2). Disaridan tunika albuginea ad1 verilen, siki diizenli bag dokusundan olusan,
beyaz, Imm kalinliginda elastik olmayan bir kapsiille ¢evrilidir. Tunika albuginea,
testisin arka yliziinde, epididimin organa yaslandig1 yerde kalinlagarak mediastinum
testis olarak adlandirilan yapiyr olusturur. Mediastinum testisten, testikiiler kitleyi
boliimlere ayiracak sekilde 1sinsal tarzda fibroz septumlar tunika albuginea ile
birleserek 250-300 adet birbiri ile irtibatli olabilen bolmelere ayirir. Her bir bolmede
gevsek bag dokusu ile sarili, piramidal, 1-4 adet tiibiil yer alir. Tibiiller; spermatogenik
hiicreleri igeren tubuli kontorti seminiferi ve spermatogenik hiicre igermeyen tubuli
rekti adi verilen boliimlerden olusur. Tubuli kontorti seminiferi (seminifer tiibiiller)
yaklasik olarak 150 pm capinda ve 30-80 cm uzunlugunda kivrintili borucuklardir.
Bunlarin devami olan tubuli rektiler ise epitelyum ile doseli borucuklardir. Bu tiibiilerin
toplam uzunluklar1 250 m civarindadir. Bu tiibiiller arasinda, kollajen ve retikiiler lifler
ile ¢esitli bag doku hiicrelerinden olusan gevsek bir interstisyel bag dokusu bulunur. Bu
bag dokusu igerisinde bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirlerin yani sira kapiler
yakininda toplanmis veya tek tek yerlesmis intesitisyel hiicreler (Leydig) bulunur. Bir
seminifer tiibiil, somatik Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreleri iceren seminifer
epitel ile doseli bir merkezi liimenden ibarettir (Sekil 2-4). Bir seminifer tiibiil distan
merkezi liimene dogru, lamina propria, taban zari, bazal membran, Sertoli hiicreleri ve

seminifer epitelden olusur.



1. Lamina propria: Tip | Kollajen lifleri, fibroblastlari ve igerisinde aktin
filamentleri bulunan miyoid hiicrelerini igerir. Miyoid hiicreler, ritmik kasilma
aktivitesine sahiptirler ve hareketsiz spermlerin rete testise ilerlemesinde
yardimei1 olan hiicrelerdir.

2. Taban zari: Elastik lif icerigi yiiksek olup ve myoid hiicre tabakasinin altinda yer
alir. Yasa bagh kalinlagsma gosterir.

3. Bazal membran: Seminifer tiibiil kesintisiz bir bazal membrana sahiptir.
Elektron mikroskopta genellikle myoid hiicrelerin bazal membranlar1 ile
birbirine yakin olarak gdzlemlenir.

4. Seminifer epitel (1, 2, 17).
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Sekil 2-2 Testisin anatomik yapis1 (21)



2.3.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri (Sekil 2-4), testislerin islevlerini yerine getirmesi agisindan
onemli bir role sahiptir. Testikiiler tiibiilleri olusturan germinal epitelden kdken alirlar.
Spermatogenik serideki hiicreleri, kendilerine ait ceplerde tutan uzamis piramidal sekilli
hiicrelerdir. Tabanlar1 bazal membrana tutunurken apikal uglar1 seminifer tiibiil
limenine uzanir. Bu sayede spermatogonium disindaki tim germ hiicrelerini bazal
membrandan ayirir. Puberteden sonra seminifer tiibiil i¢erisinde bulunan hiicrelerin
yaklasik %10’u Sertoli hiicrelerinden olusur. Sertoli hiicreleri soluk renkli, dkromatik,
oval bir c¢ekirdege ve belirgin bir nukleolusa sahiptir. Sitoplazmalarinda
mikrotiibiillerden ve ara filamanlardan olusan gelismis bir hiicre iskeleti bulunur. Cok
sayida yass1 mitokondrileri vardir (1,17). Sitoplazmalarinda ayrica paralel yerlesmis
graniillii endoplazmik retikulum (GER), ¢ok sayida lipid damlacigi ve lipofuksin igeren
lizozomlar ile kristaloid yapilar bulunur. Sertoli hiicreleri ile spermatogenik hiicreler
arasinda yer yer goriilen baglanti komplekslerinden baska, biitiin Sertoli hiicreleri taban
ve yan ylizeylerindeki siki baglanti kompleksleri ile (zonula ocludens, tight junction)
birbirlerine tutunur. Bu baglantilarin olusturdugu kan-testis bariyeri (Sekil 2-3),
seminifer tiibiil epitelini bazal ve apikal (subluminal, adluminal) olmak {izere iki
islevsel boliime ayirir. Bazal boliimde spermatogonyumlar ve primer spermatositler
goriiliirken apikal boliimde 1. mayoz boliinmenin profaz safthasinin pakiten asamasinda
olan primer spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatidler gozlemlenir. Kan-
testis bariyeri sayesinde, mayoz boliinmeye baslamis, kromozom sayilar1 ve ylizey
antijenleri siirekli degisen spermatositlerin viicut tarafindan yabanci kabul edilip
viicudun immun reaksiyon vermesi engellenir. Bu sekilde bir bariyer olmadig: takdirde
sperm spesifik bir antikorun {iretildigi gorilmiistiir. Genel olarak Sertoli hiicresinin
gorevleri:

1. Gelismekte olan germ hiicrelerine fiziksel destek saglar.

2. Spermatogenik hiicreler i¢in gerekli olan metabolit, steroit ve besinleri saglar.

3. Seminifer tiibiillere dis ortamdan baz1 maddelerin gegisini dnler.

4. Androjen baglayici protein (ABP) salgilar.

5. Spermiyogenez sirasinda atilan sitoplazma pargalarin1 ve dejenere spermatidleri
fagosite eder.

6. Inhibin sentezleyip salgilayarak folikiil uyarict hormon (FSH) salgilanmasini

inhibe eder.
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7. Gelisme sirasinda Anti-Miillerian hormon salgilar ve boylece Miiller
kanallarinin baskilanip Wolff kanallarinin erkek genital bosalma kanallarina

farklilasmasini saglar (1, 2, 17, 22, 23)
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Sekil 2-3: Kan-testis bariyeri, bazal ve apikal kisim.
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2.3.2. interstisyel Alan

Testisin yaklasik %20-%30’unu interstisyel bag dokusu (Sekil 2-4) olusturur.
Seminifer tiibiiller arasindaki alan1 dolduran interstisyel bag doku, kollajen ve retikiiler
lifler ile gesitli bag doku hiicrelerini iceren gevsek bag doku dzelligindedir. Igerisinde
kapiler etrafinda toplanmis hormon {iireten Leydig hiicre kiimeleri, sinirler ve lenf

damarlar1 bulunur (1,17).

2.3.3. Leydig Hiicreleri

Testisin iki 6zel gorevi vardir, bunlardan biri spermatogenez ile sperm iiretimi
digeri ise interstisyel Leydig hiicrelerinden (Sekil 2-4) steroid sentezidir. Yani hem
endokrin hem de ekzokrin hormon salgilayan gudde 6zelligine sahiptir (24). Endokrin
Ozelligini saglayan Leydig hiicreleri sitoplazmalarinda testosteron sentezi igin
depolanan kolesterole bagli olarak yiiksek diizeyde lipit icerir. Bu sebeple sitoplazmasi
kopiiksii bir goriiniime sahiptir. Genellikle merkezin diginda yerlesim gosteren ve bir
veya iki nukleolus sahip bir nukleus vardir. Hiicre yiizeyinde ¢ok sayida mikrovilluslari
bulunur. Sitoplazmalarinda yogun, siki paketlenmis DER bulunur. GER’e daha az
rastlanir. Nukleusun hemen yaninda biiyiik bir golgi kompleksi de sitoplazma igerisinde
yer alir. Ayrica ¢ok sayida tiibiilovesikiiler kristalar1 bulunan daginik mitokondrilere ve
degisik boyutlarda ¢ok sayida lipid damlacigina sahiptir (1,25). Sitoplazmalarinda,
elektron mikroskobu ile goriilebilen 3-20 p ¢apinda, protein yapili Reinke kristalleri adi
verilen kristallere ve Rice body denilen kristaloid cisimlere rastlanir. Reinke kristalleri
puberteden once goriilmez ve yas ilerledik¢e sayilar1 artan yapilardir. Yas ilerledikce
sayist artan bir diger yapi da sari-kahverengi bir pigment olan lipofuskindir. Leydig
hiicreleri genelde pencereli kapilerlere ve kiigiik lenf damarlarina yakin konumlanir
(17,26).

Leydig hiicreleri, erkek fertlerde sekonder seks karakterlerinin geligmesinden
sorumlu olan testosteron hormonunu {iretirler. Testosteronun sentezi hiicreler arasi bir
is birliginin sonucu olarak, mitokondrilerde ve DER’de bulunan enzimler aracilgiyla
kolesterolden {iretilir. Kolesterol, zarla sarili olmayan lipit damlaciklarinda gerektiginde
kullanilmak tizere depolanir. Tasiyici proteinler tarafindan kolesterol, mitokondrinin i¢
zarina aktarilir ve mitokondriler, LH etkisi ile kolesterolii pregnanolona g¢evirir.
Ardindan pregnanolon mitokondri zarindan DER’e aktarilir ve DER iizerindeki

enzimler tarafindan pregnanolon, testosterona cevrilir. Araliksiz sentezlenen testosteron,
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yiizeyinde kisa mikrovilluslar bulunan hiicre zarindan difiizyonla gecerek hiicre dist
araliga saliir ve dolagimdaki steroid baglayici proteinlere baglanir (1). Steroidogenik
akut diizenleyici protein (StAR), kolesterol side-chain cleavage enzim (P450cc) ve 3-
beta dihidroksisteroid dehidrogenaz gibi bir¢ok enzim testosteron {iretiminin
diizenlenmesinden sorumludur (27). Testosteron; Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve
germ hiicreleri arasindaki etkilesimin yani sira damar sistemi tizerinde de merkezi bir
role sahiptir (28).

Testikiiler interstisyumda iki belirgin Leydig hiicre populasyonu bulunur. Bunlar
fetal (FLH) ve olgun (OLH) Leydig hiicreleridir. Embriyonik dénem boyunca, FLH’ler
erkek fetiis maskiilinizasyonu i¢in temel olan androjenleri iiretirler. FLH’lerde islev
yitimi veya FLH yoklugu pseudo-hermafroditizme yol acar. Erken postnatal dénem
boyunca FLH geriler ve farklilagmamis kok hiicrelerden tiireyen OLH, FLH nin yerini
alir. OLH, erkeklerde seksiiel farklilagsmanin tamamlanmasi ve iireme fonksiyonlar i¢in
gerekli olan testosteronu tretir. FLH ve OLH’lerin primordial kok hiicrelerden
tirediginin bilinmesine ragmen primordial kok hiicrelerin kokeni bilinmediginden
dolay1 Leydig hiicrelerinin de kokeni tam olarak belli degildir. Bu duruma ait iki
diistince bulunmaktadir. Bunlardan biri mezoderm (mezonefrojenik mezensim veya
s6lomik epitelyum) digeri ise ektoderm (noral krest) kaynakli oldugu dogrultusundadir
(26,29). Leydig hiicrelerinden testosteronun sentezi ve sekresyonu, LH tarafindan
gonderilen uyari ile gergeklesir (1). Testeosteron seviyesi, Leydig hiicrelerinin sayisina
ve tek bir hiicreden testosteron tiretim kapasitesine baghdir (30). Yash erkeklerde serum
testosteron seviyesinin diismesi yasli Leydig hiicrelerinin fonksiyon bozuklugundan

kaynaklanir (27).
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2.3.4. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenez

Spermatogonyumlarin ¢esitli asamalardan gecerek olgun spermleri olusturma
olayina spermatogenez denir. Bu olay seminifer tiibiilleri doseyen seminifer epitelde
gerceklesir. Spermatogonyumlar, yaklasik olarak 12-15p ¢apinda, bazal laminanin
hemen istiinde yer alan diploid spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogonyumlar
spermatogonyal kok hiicrelerden kokenlenir. Yapt ve cinsel olgunluk ¢aginda
gegcirecekleri degisimlere gore A tipi ve B tipi spermatogonyum (Sekil 2-5) olarak ikiye

ayrilirlar.

2.3.4.1. Spermatogonyum A

Insan testislerinde A tipi spermatogonyumlar, ince yapilarindaki degisimler gz

Oniine alinarak Ao, A1 A2 vs. gibi bir¢ok tiplere ayrilmaktadir. Basit olarak
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nukleuslarmin koyu ve agik boyanmalarina gore iki tip spermatogonyum A tarif edilir.
Her iki tipte yaklagik olarak 12-13 um capindadir. Acik tip spermatogonyum A’larin
(Ap) nukleuslar1 Okromatiktir ve agik renkli olarak goriiliirler. Mitoz boliinmeler
gecirerek hem yeni agik tip spermatogonyum A’lart hem de spermatogonyum B’leri
olustururlar. Koyu tip spermatogonyum A’larin (Ad) nukleuslar: ise heterokromatinden
zengindir ve koyu renkli olarak goriiliirler. Bu hiicreler mitoz boliinme gecirerek hem

yeni Ad’leri hemde Ap’leri olusturan ana hiicrelerdir.

2.3.4.2. Spermatogonium B

Acik boyanan nukleusa sahip spermatogonyum A tipinden, bir dizi mitotik
sikluslar boyunca farklilagsarak spermatogonyum B’ler olusur. Yaklasik olarak 12-13pum
capindadir. Gelisen B tipi spermatogonyumlar, mitotik boliinmeler sonucunda primer

spermatositeri olusturacak yapiya kavusurlar.

2.3.4.3. Primer Spermatositler

Primer spermatositler (Sekil 2-5), 46 kromozom (44+XY) ve 4N
deoksiriboniikleik asit (DNA) miktarma (1N, hiicre basina yaklagik olarak 1,5 pg
DNA’ya esdeger) sahiptir. Mayoz boliinme isaretini alan, spermatogenik serinin en
biiyiik hiicreleri artik primer spermatosit olarak anilirlar. 2n kromozom sayili primer
spermatositler 1. mayoz boliinmenin yaklasik 22 giin siiren profaz asamasina girerler.
Histolojik kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu, profaz yaklasik 22 giin siirdiigiinden
dolay1 bu agamada gozlenirler. Profazin 4 alt evresi vardir.

Leptoten evresinde bazal laminadan ayrilan primer spermatositler liimene dogru
hareket etmeye baglarlar. Zigoten evresinde homolog kromozomlar bir araya gelir ve
primer spermatositler kan testis bariyerini asarak adluminal kompartimana gegerler.
Pakiten evresi en uzun evredir ve bu evrede spermatositler dis etkilere karst ¢ok
hassastir. Ayrica tetradlar olusur. Diyakinez evresinde ise homolog kromozomlar
arasinda segment degisimi gerceklesir. Sirasiyla, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri ile

1. mayoz boliinme tamamlanur.

2.3.4.4. Sekonder Spermatositler

1. mayoz bolinme sonucu 2 adet n kromozom sayili (22+X veya 22+Y)

sekonder spermatosit (Sekil 2-5) olusur. Kromozom sayisinin azalmasiyla dogru orantili
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olarak DNA miktarinda da yar1 yariya (4N’den 2N’¢) diisiis gerceklesir. Histolojik
kesitlerde sekonder spermatositlerin, interfazda ¢ok az kalip hemen ikinci mayoza giren
kisa omiirlii hiicreler olmalarindan dolay1r gézlenmeleri ¢cok zordur. S fazini atlayarak,
yani DNA replikasyonu olmadan, 2. mayoz boliinmeye giren sekonder spermatositler
boliinmelerini tamamlayarak 4 adet spermatid olusturur. Spermatidler herhangi bir
hiicre boliinmesi gegirmeden sperm seklinde olgunlagirlar. 2. mayoz boliinme sonunda
olusan  haploid  spermatidler  kiigik ve  yuvarlaktir. ~ Spermatogeneczde,
spermatogonyumlar genellikle gruplar halinde, birbirleri ile senkronize gelisimi

saglamak i¢in, sitoplazmik baglantilarini kaybetmeden olgunlasirlar (1,17,32).

BC)

Tip A spermatogonyum

®
® p A sperma
“(:) (k6k hicreleri)
®

\ Tip B spermatagonyum
{® }_(énc[lllprogenitor hiicreler)
)

=L e =) Mitoz bdlinme

OO O OO OO OO

@ DD @B Primer spermatositler }—Birinci mayoz béliinme

o Sekonder spermatositler }— ikinci mayoz bélinme
- Artik cisimeik

>Spermatidler

> Spermiyogenez
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Sekil 2-5: Spermatogenez: Mitoz, mayoz ve spermiyogenez (31)
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2.3.5.Spermiyogenez

Spermiyogenez (Sekil 2-5, 2-6) cesitli evrelere ayrilarak anlatilmakla birlikte
sonug olarak bir spermin nasil gelistigini izah eder. Sperm gelisimini anlatirken birgok
olay es zamanli olmasina ragmen, spermin yapisal 6zelligi nedeni ile ii¢ 6nemli unsurun
gelisimini ayr1 ayr1 anlatmak daha anlagilir olmaktadir. Bu anlatim diislincesine gore {i¢
bolgenin olusumu ile ilgili degisimler ifade edilir.

1. Bas gelisimi
2. Boyun gelisimi
3. Kuyruk gelisimi

2.3.5.1. Bas Gelisimi

Sperm basinin olusumu sirasinda esas olarak fekondasyon igin gerekli olan
yapilarin gelisimi géz oniinde bulundurulur. Bu agamada Golgi aygitinda, nukleusta ve
sitoplazma igerisinde bir takim degisiklikler goriiliir. Bu degisikliklerin en 6nemlileri;

1. Akrozomun gelisimi
2. Nukleusun yogunlagmasi

3. Sitoplazmanin kuyruk béliimiine dogru agmasidir.

2.3.5.1.1. Akrozomun Gelisimi

a) Golgi Evresi

Spermatid sitoplazmasi igerisinde, nukleus yakininda yer alan belirgin Golgi
kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve DER oldukea iyi
gozlenir. DER’de iiretilen hidrolitik enzimler Golgi kompleksinde degisime ugrar ve
proakrozomal graniiller olarak golgi tarafindan paketlenirler. Proakrozomal graniiller
birikip birleserek membranla smirli akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir

akrozomal graniil meydana getirirler.

b) Kep/Sapka evresi
Akrozomal vezikiil, yogunlagsmaya baslayan nukleusun 6n yarisini kaplayacak
sekilde yassilasarak nukleus zarina tutunmus bir kep olusturur. Bu arada sentriyol ¢ifti,

akrozomal vezikiiliin zit kutbuna ilerler.
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¢) Akrozom olusumu

Hiicrenin uzadig1 ve nukleusun yogunlastigi evredir. Mitokondriler c¢ekirdegin
arka bolgesine dogru kaymaya baglar. Akrozom, ¢ekirdegin licte birlik list kismini orter
ve sarmaya devam eder. Akrozom igerisinde hyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfotaz ve
etkisi tripsine benzeyen bir proteaz gibi hidrolitik enzimler bulunur. Akrozom, enzim
igeriginden dolayr lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi is goriir. Akrozomal vesikiiliin
membrani, sperm basinin 6n membranina ¢ok yaklasir ve ekvatoryal segment dedigimiz
alt tgte birlik kisimda da sperm membrani ile 6zel baglantilar kurar (Sekil 2-7).
Déllenme sirasinda, oositi saran korona radyata ve zona pellusidadan sperm girigini

kolaylastirmak i¢in akrozomal enzimler salinir.

2.3.5.1.2. Niikleusun yogunlasmasi

Kromatin yogunlasmasi ile nukleusta hacimce azalma meydana gelir ve bas tiire
0zgi bir sekil alir. Kromatin yogunlasmast DNA paketlerinin sikilagmasi ile saglanir.
DNA paketlenmesi ise somatik histonlarla (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin

zengin protaminlerin yer degistirmesi ile gerceklesir.

2.3.5.1.3. Sitoplazmanin agmasi

Bir taraftan akrozom gelisirken ve nukleus sikilasirken diger taraftan sitoplazma,
kuyrugun olugsmakta oldugu yone dogru sitoplazmada bulunan materyallerle birlikte
agmaktadir (Sekil 2-7). Bu olayin gergeklestirilmesini kolaylastirmak i¢in bir nukleus
cevresi halka ve bu halkaya tutunmus mikrotiibiillerden olusan manset gelisir. Bu arada
mitokondriler de birbirleri ile birleserek ve biiyiiyerek, manset adi verilen protein yapili,
konik sekilde diizenlenmis mikrotiibiil yapmin yolak olarak gosterdigi yonde yani
kuyrugun olugsma yoniinde hareket ederler. Daha sonra mitokondriler kuyrugun orta
parcasina yerlesirler. Sitoplazmanin asagi agan kisimlari residual sitoplazma olarak
adlandirilir ve aymi hiicreden gelen sperm gruplari, liimene atilana kadar birbirleri ile
sitoplazmik kopriiciikler araciligiyla baghdirlar (31, 33, 34).
2.3.5.2. Boyun Olusumu

Akrozomun gelismesi esnasinda sentriol ¢iftleri birbirinden uzaklasarak biri

proksimale digeri de distale yerlesir. Distal sentriol, hiicrenin uzun eksenine paralel
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konumdadir ve aksonemi olusturmak {tizere ilk baslangi¢c proteinlerini iretir. Ayni

zamanda boynun baglayici pargasinin olusmasina da katkida bulunur.

2.3.5.3. Kuyruk Olusumu

Distal sentriol tarafindan olusumu baslatilan aksonema, dimerlerin eklenmesi ile
gittikce uzar. 9+2 mikrotiibiil dizilimine sahip bir yap1 gosterir. Bu arada mitokondriler
kuyrugun orta parcasi bolgesinde annulus adi verilen son halka hizasina kadar sarmal
bir yap1 olusturarak yerlesir. Ayn1 zamanda aksonema etrafinda dis yogun fibriller,
aksonema baglantili olarak yerlesir ve en dis kisimda da fibréz bir kilif olusur. Fibroz

kilifin dis kismin1 da hiicre zar1 sarar (17, 35,36)

Akrozomal grandil

i) \
§ Q) Q \\\\/ Golgi
FEe & Niikleus

(cekirdek)

Sentriyoller Mitokondri

/Kalmtl gbvdeler

Sekil 2-7: Spermiyogenez sirasinda gerceklesen degisimler (31).
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2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Glinimiizde, bazi hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in dogal, kaliteli ve
dengeli beslenmek oldukca 6nemli hale gelmistir. Aldigimiz besinler farkli oranlarda
karbonhidrat, yag, protein, mineral, vitamin ve giin gectikge poptiler hale gelen
antioksidan maddeleri igerirler. Kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmun
hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta ve yaslanmada serbest
radikallerin rolii oldugunun anlasilmas1 medikal bir evrime yol agmistir (37).

Harman’in serbest radikal teorisine gore, canlilarin yasamlar1 siiresince etki
altinda kaldiklar1 reaktif oksijen tlirevleri (ROT), oksidatif hasara neden olabilir.
Metabolik reaksiyonlar sonucu ROT olusur. Yiiksek derecede reaktif olmalarindan
dolayi hiicrelere ciddi zararli etkileri vardir (38).

Anaeroblar digindaki yasayan tiim sistemler igin oksijen zorunludur (37).
Aerobik hiicrelerin kullandig1r oksijenin yaklasik %90°1 mitokondriler tarafindan
tiketilir ve mitokondrial solunum zinciri yolu ile devamli olarak serbest oksijen
radikalleri ve hidrojen peroksitler iiretilir. Olusan bu radikaller, lipid, protein ve DNA
gibi biyolojik agidan 6nemli yapilarda oksidatif hasara neden olabilir (39,40).

Canli organizmalarda farkli sekillerde ROT meydana gelir. Normal aerobik
solunum, polimorfoniikler 16kositleri, makrofajlari ve peroksizomlar1 stimule eder,
bundan dolayr da hiicre tarafindan {retilen ROT’un temel endojen kaynagi
peroksizomlardir. Sigara dumani, organik ¢oziictiler, ultraviyole (UV) isinlari,
radyasyon ve ¢evre kirligi gibi etmenler ise serbest oksijen radikallerinin temel ekzojen
kaynaklaridir (41).

Organizmanin normal oksijen metabolizmasinin toksik etkilerine kars1 kendisini
koruyabilmesi i¢in ¢ok sayida savunma mekanizmasi bulunur. Oksidanlar ve savunma
sistemi sistemi arasindaki denge oksidanlarin artis1 yoniinde bozulursa oksidatif stres
meydana gelir (42).

Oksidatif stres hiicrelerde ciddi metabolik fonksiyon bozuklugu, hiicre
biitiinligiiniin kaybi, enzim fonksiyon kayb1 ve genomik stabillik kayb1 gibi hasarlar ile
bir¢cok hastalifin patogenezine (inflamasyon, ateroskleroz, artrit, kanser, Alzeihmer,
Parkinson vs.) yol agar. Oksidanlarin hasar tehdidine karsi biyolojik antioksidanlar

yaygin hale gelmeye baglamistir (43).
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Viicudumuzda olusabilecek serbest radikal hasarina karsi, ¢esitli antioksidanlar
viicudumuzdan sentezlenirken bazilar1 da bu serbest radikallerin hasarim1 frenlemeye
yardim etmek i¢in diyetle alinir. (37).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye
ayrilir (Sekil 2-8). Enzimatik antioksidanlar ise birinci derece ve ikinci derece olmak
tizere kendi iclerinde ayrilirlar. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) birinci derece enzimatik antioksidanlar iken glutatyon rediiktaz
ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6DP) ikinci derece antioksidanlardir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise genel olarak diyetle alinan antioksidanlardir. Bunlar
mineraller  (Se,zZn), vitaminler  (A,C,E,K), karotenoidler (beta karoten,
likopen,lutein,zeaksantin), organosiilfiir bilesikleri (allium, alil siilfit, indoller), diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon, {irik asit), antioksidan ko-faktorler
(koenzim Q10) ve polifenollerdir (37,44).

Urik asit, vitamin E, glutatyon ve koenzim Q10 gibi baz1 enzimatik olmayan
antioksidanlar insan viicudunda sentezlenir ve ayrica diyet ile de alinabilir. Polifenoller

ise diyet ile alinan antioksidan grubudur (37,44).
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2.5. Sigara

Sigara (Sekil 2-9), halk sagligimi tehdit eden en biiylik etmenlerden biridir.
Istatistiklere gore yaklasik 5 milyonu aktif igici ve yaklasik 600 bini pasif igici olmak
lizere yilda yaklasik 6 milyon kisinin 6liimiine neden olmaktadir. Diinya capinda
yaklagik 1 milyar insan sigara igmektedir ve bunun yaklasik %80’i az gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde yasamaktadir. 20.yilizyilda yaklagik 100 milyon kisinin
Oliimiine neden olan sigaranin, eger bu sekilde devam ederse 21. ylizyilda da 1 milyar

kisinin 6liimiine neden olacagi tahmin edilmektedir (45).

Sekil 2-9: Sigara

Sigara dumani; aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, aseton, kadmiyum ve
nikotin gibi yaklasik dort bin toksik bilesenden olusur. Tiim bilesenler farkli 6zelliklere
sahiptir ve organizmadaki tiim sistemleri olumsuz yonde etkilemektedirler (46,47).
Ayrica akciger, larinks, orofarinks, bobrek, testis ve meme kanserine neden olduguna
dair ¢aligmalar mevcuttur (47) Testis dokusu, kan damarlarindan oldukga zengin bir
dokudur. Bu sebeple sigara igerisinde bulunan ve kan ile tasinan toksik maddeler, testis
dokusunda oksidan ve antioksidan arasindaki dengeyi, oksidanlarin artig1 yoniinde,
bozar. Boylece doku igerisinde artan serbest oksijen radikalleri testikiiler hasara neden
olur(4,47). Ayrica ROT miktarinin artmasi sperm DNA’sinda hasara neden olur (48).

Sigara kullaniminin, sperm sayisinda ve motilitesinde azalma, morfolojik olarak
anormal sperm yiizdesinde ve sperm kromatin hasarinda artis gibi erkek iireme sistemi
tizerinde zararl etkileri vardir. Sigara dumani oksidatif strese neden olur ve testis

dokusunda lipid peroksidasyonun belirteci olan malondialdehit (MDA) seviyesinde
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artiga, glutatyon seviyesinde ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde ise azalmaya neden
olur. Ayrica sigara dumaninin aktif ve pasif igicilere olan etkilerine bagli olarak Leydig
hiicre sayisinda azalma ve hasarlanmanin yani sira germ hiicre sayisinda ve seminifer
tiibiil ¢apinda da diisiis gozlenir. Testikiiler hiicreler ve sperm, plazma membraninda
cok sayida doymamis yag asidi bulundurdugundan serbest radikallerin olusturdugu
oksidatif strese karst olduk¢a duyarhidirlar. Hiicre membraninin lipid peroksidasyonu,
hiicrede fonksiyon bozuklugu ve yapisal hasar olarak sonuglanabilir. Yani sigara
dumaninin  etkilerinden dolayr kaynaklanan lipid peroksidasyonu anormal

spermatogeneze neden olur (49).
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2.6. Kurkumin

Birc¢ok bitkinin koklerinden veya yumrularindan elde edilen bitkisel kimyasallar
glinlimiizde alternatif ve tamamlayici tipta olduk¢a yaygin kullanilan {riinlerdir.
Turmerik, Zerdegal veya Latince ismi ile Curcuma longa (Sekil 2-11); Zingiberaceae
ailesine ait, ¢ok yillik, boyu 1 metre kadar uzayabilen kisa koklii otsu bir bitkidir.
Hindistan ve Cin basta olmak iizere genel olarak Asya iilkelerinde yetisir. Bu bitkinin
kokiinden elde edilen sar1 renkli toz Tiirkiye'de turmerik veya zerdegal olarak,
Hindistan'da ise turmerik, haridra veya haldi olarak adlandirilir. Rizomlarinin boyu
eninden uzun, oval, armut bi¢imli olup genelde kisa dallara sahiptirler. Turmerik veya
diger ismi ile zerdecal sadece saglik i¢in degil, gida maddelerinin korunmasi,
tatlandirilmas1 i¢in ve gida maddelerinin yanisira tekstilde de sari1 renkli bir boya

maddesi olarak kullanilan bir bitkidir (10,11,50,51,52).

Turmerige rengini veren ana kisim 1842 yilinda Vogel tarafindan izole edilmistir
ve kurkumin olarak adlandirilmistir. (50,53) Kimyasal yapisi (C21H2006) Lompe ve
Milobedeska tarafindan 1910 yilinda tanimlanmistir (54). Kimyasal yapisinin agilimi
(Sekil 2-10) ise 1973 yilinda Roughley ve Whiting tarafindan gdsterilmistir (50,55).
Kurkumin [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-6-heptadine-3,5-dione]; suda ve
eterde coziinmez iken etanolde, dimetilsiilfoksitte (DMSO), asetik asitte ve diger
organik c¢oziiclilerde ¢ozlinebilen bir bilesiktir (11,50,53). Ticari kurkuminde yani
zerdegalda, kurkuminoidler olarak adlandirilian ii¢ bilesen mevcuttur. Bunlar; kurkumin
(77%), dimetoksikurkumin (17%) ve bis-dimetoksikurkumindir (3%) (11,50,56).
Kurkuminin erime noktas1 183°C ve molekiiler agirligi 368,37 dir (11,53). Kurkumin

genis ¢apta farmokolojik ve biyolojik aktiviteye sahiptir (11,57).

Kurkuminin antioksidan (57,58,56), antikanser (11,59,60,61), antiinflamatuar
(62) ve antiseptik (59) ozellige sahip oldugunu gosteren birgok calisma mevcuttur.
Ayrica bu aktiviteleri hem hiicre kiiltirinde hemde hayvan modellerinde birgok

calismayla gosterilmistir (53).

Kurkuminin antioksidan 6zelligi, alkol, ilag, radyasyon ve agir metaller gibi
zararli etmenlere maruziyet sonucu olusan hasari Onledigini gosteren c¢alismalarla
kamtlanmistir (63,64,65). Ciuinkii iyi  bir serbest radikal temizleyicisi ve hidrojen

donériidiir. Ozellikle demir ve bakir gibi metallere baglanir ve demir kiskaci gibi bir
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fonksiyon gosterir. Kurkumin fazla toksik bir madde degildir ve limitli biyoyaralilik
gosterir (53).

Kurkumin, tiimér hiicrelerinin boliinmesini durdurdugu ve bazi kanser tiplerine
ait hiicrelerin 6liim hizin1 artirdig: icin antikanser 6zellige sahip bir bilesiktir. Ayrica
kurkuminin meme bezleri, deri, mide, kolon, akciger, prostat ve karaciger ig¢in
antikanser bir ajan olarak tim6r olusumunu  baskiladigt  gosterilmistir

(66,67,68,69,70,71,72,73,74,63).

Sekil 2-10: Kurkuminin kimyasal yapisi (50,55)

lareceme e

Sekil 2-11:Curcuma Longa bitkisi ve rizomlar1 (75)
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma igin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
29.12.2011 tarihli ve 2011/169 sayili onay alinmistir ve tim g¢aligmalar Etik Kurul

ilkelerine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Bu calisma, T.C. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda 17.10.2011-24.06.2013 tarihleri arasinda yiiriitilmuistiir.
Calismada Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen 32
adet, agirliklar1 150-200 gr arasinda degisen, 1,5-2 aylik, erkek Wistar Albino siganlar
kullanilmistir. Deney hayvanlari Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda standart sartlar altinda muhafaza edilmistir. Tiim
hayvanlar, igerisinde %21 protein bulunan pellet yemler ve sebeke suyu ile serbest
olarak beslenmistir. Bir haftalik adaptasyon siireci tamamlandiktan sonra hayvanlar

8’erli 4 gruba ayrilmistir.

3.1. GERECLER
3.1.1. Alet ve techizat

5 numaral1 ince uclu pens

7 numarali ince uglu pens

Makler kamarasi (Sefi Medikal)
Poly-lyzinli lam (Histobond)

1-10 pl’lik mikropipet (Brand)
10-100 pl’lik mikropipet (Eppendorf)
100-1000 pl’lik mikropipet (Brand)

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Apoptag Plus Peroxidase Kit (Millipore)
Kurkumin (Santa cruz)

Dimetilsiilfoksit (Sigma)

Gluteraldehit (Merck)

Osmium tetroxide (Merck)

Diff Quik boya seti (GBL)
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Hematoksilen-Eozin boya seti

Entellan (Merck)

Hidrojen Peroksit (Merck)

Alkol serileri (70°,80°, 90°, 96°, 100°) (Merck)
Toluen (Merck)

Ksilen (Merck)

Formol(Merck)

Fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS)

Dimetilsiilfoksit (DMSO)
3.1.2. Cihazlar

Buz dolabr1 (Argelik)

Takip cihazi (Thermo Scientific Microm STP120)
Su banyosu (Fisher Scientific)

Isitmali Santrifiij cihazi (Eppendorf)

pH metre (Inolab wtw)

Hassas terazi (Sartorius)

Manyetik karistirict (IKA Rct Basic)

Etiiv (Heraeus)

Mikrotom (Thermo Scientific Microm hm430)
Ultramikrotom (Reichert UM2 - Reichert UM3)
Mikrodalga firin (Argelik)

Isik mikroskobu (Olympus BX61)

Elektron mikroskobu (Jeol Jem-1011)

3.2. DENEY GRUPLARI
1. Kontrol grubu: 8 hayvana, 28 giin boyunca, gavaj yoluyla 1ml/kg DMSO
verildi. Gavaj yoluyla letal tek dozu 16-28,3 gr/kg ve letal tekrarlanan dozu
10x11gr/kg kabul edilen DMSO’dan, giinliik doz 1 gr/kg (sigan agirligina gore
0,15-0,2 gr) olmak tizere 28 giinde toplam 4,2-5,6 gram civarinda DMSO
gavaj yoluyla uygulandi (15).



29

2. Sigara grubu: 8 hayvana, 28 giin boyunca, gavaj yoluyla 1ml/kg DMSO
verildi ve bu gruptaki hayvanlar giinde 2 saat saatte 1 adet sigara dumani
(75x50x50 plastik kabin igerisinde) etkisi altinda birakildi.

3. Kurkumin grubu: 8 hayvana, 28 giin boyunca giinde 100 mg/kg kurkumin
antioksidani 1 ml/kg DMSO’da ¢6ziinerek gavaj yolu ile verildi.

4. Kurkumin + Sigara grubu: 8 hayvana, 28 giin boyunca 100 mg/kg kurkumin
antioksidan1 1ml/kg DMSQO’da ¢oziinerek gavaj yolu ile verildi ve bu gruptaki
hayvanlar giinde 2 saat boyunca saatte 1 adet sigara dumani (75x50x50 plastik
kabin igerisinde) etkisi altinda birakild.

28. giiniin sonunda hayvanlarin agirliklar1 6l¢iildii. Hayvanlar sakrifiye edilerek
oncelikle kaudal epididimden sperm ornekleri alindi. Sonrasinda sag ve sol testisler

cikarildi.

3.3. Isik Mikroskopik Yontemler
3.3.1. Histokimyal yontemler

Sicanlarm sol testis dokular1 151k mikroskopik incelemeler igin alindi. Insulin
ignesi yardimiyla testislerin her iki kutbunda fiksatifin tunika albugineayr kolay
gecebilmesi icin 5’er adet delik agildi. Fiksator olarak modifiye Davidson ¢ozeltisi
(%30 formol (%37°lik), %15 etanol, %5 glacial asetik asit, %50 distile su) kullanildi. 24
saatlik fiksasyondan sonra ikinci bir fiksator olarak notral tamponlanmis formol
kullanildi. Dokular fiske edildikten sonra 3 kere %96 alkol ve 3 kere asetondan
gegirilerek dehidratasyon islemi gerceklestirildi. Ardindan 2 kere ksilol ile doyurularak
parafin igerisinde bekletildi ve gomme islemi gergeklestirildi. Mikrotom ile 5u
kalinliginda kesitler alindi. Isik mikroskopik incelemeler i¢in doku  kesitlerine

Hematoksilen + Eozin (H + E) boyas1 yapildi.
3.3.1.1. Hematoksilen + Eozin

Hematoksilen + Eozin boyasi i¢in alinan kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik
etiivde bekletildi. Ertesi giin toluol yardimu ile kesitler tizerindeki parafin uzaklastirildi.
Kesitler, azalan alkol serisinden (100°, 96° 90°, 70°) gegirildi ve saf suya alindu.
Ardindan Hematoksilen’de 17 dakika bekletilerek hiicre nukleuslar1 boyandi. Cesme
suyunda 10 dakika morartma yapildi ve %]1’lik asit alkolde ¢abucak calkalanip tekrar

cesme suyunda 10 dakika morartma yapildi. %1°lik lityum Kkarbonat ¢ozeltisi icerisinde
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1 dakika mavilestirme yapildi. Ardindan sitoplazmay1 boyamak igin kesitler 2 dakika
eozin boyasinda bekletildi. Artan alkol serisinden (70°, 90°, 96°, 100°) gegirilen kesitler

toluolde ikiser kez 15’er dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.
3.3.1.2. Apoptotik Hiicre Tayini

Apoptotik hiicre tayini i¢in in situ DNA ug isaretleme yontemi (TUNEL Yontemi)
kullanildi.

3.3.1.2.1. TUNEL Prosediirii

1. Parafin bloklardan 5p kalinliginda kesitler alindi 56°C’lik etiivde bir gece
bekletildi.

2. Etiivden ¢ikarillan kesitler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
parafini uzaklastirmak i¢in 3x10 dakika toluolde bekletildi.

3. Sirastyla 2x5 dakika 100° alkolde, 1x5 dakika 96° alkolde, 1x5 dakika 70°
alkolde ve son olarak 1x5 dakika fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS) icinde
bekletildi.

4. Proteinlerin sindirilmesi amaciyla kesitlerin {izerine Proteinaz K (20pg/ml)
damlatild1 ve 15 dakika sonra distile su ile 2x2 dakika ¢alkalandi.

5. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler, i¢inde %3’likk
hidrojen peroksit (H,0,) bulunan salede 5 dakika bekletildi.

6. Kesitler PBS ile 2x5 dakika yikandi ve dokularin etrafi dikkatlice kurulanarak
hidrofobik kalem ile sinirlandirildi.

7. Dokularin her birinin iizerine kite ait dengeleyici tampondan (buffering
tampon) 50 pl damlatildi ve lizerlerine plastik lameller konarak oda sicakliginda 30
dakika bekletildi.

8. Plastik lameller kaldirildi, dokularin etrafi dikkatlice kuruland: ve kesitlerin
tizerine TDT enzimi damlatildi. Tekrardan plastik lameller ile kapatilip nemli ortamda
37°C’lik etiivde 1 saat inkiibe edildi.

9. Plastik lameller kaldirilip, dokularin etrafi dikkatlice kurulandi ve dokularin
tizerine 50ul Kite ait durdurma-yikama tamponu damlatildi. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

10. Kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandi ve kesitlere 50 pl kite ait Anti-
Digoksigenin-Peroksidaz damlatildi. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
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11. Kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandi. Uzerlerine 50 pl kite ait DAB substrat
sollisyonu damlatildi. Mikroskop altinda pozitif renk reaksiyonu 4. dakikada gdzlendi
ve kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu.

12. Kesitler 2x2 dakika distile suda yikandi ve zit boya olarak metil yesili
kullanild1 (40 sn). %96 ve %100 alkolden hizlica gegirilen kesitler toluol igerisine alindi

ve ardindan entellan ile kapatildu.
3.3.2. Morfolojik Olarak Spermin Incelenmesi

Sakrifikasyondan hemen sonra sag testis ile birlikte ¢ikarilan kaudal epididim 1
ml %10 Fetal Bovine Serum ile hazirlanmis DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium Nutrient Mixture F-12) besiyeri igerisine alindi ve makas yardimiyla gok
kiigiik parcalara ayrildi. Bir damla ¢ozeltiden alinarak lam tizerine damlatildi ve lam
lizerine yayma yapildi. Yayma preparat Diff-Quik boyasi ile boyandi ve her bir preparat
icin 200 sperm degerlendirildi. Bassiz kuyruk, kirik boyun, kirik kuyruk, kivrik kuyruk,
kuyrukuz bas, toplu igne basi olarak 6 sperm anomalisi incelendi (76, 77, 78).

3.3.3.Sperm Sayimi

Sakrifikasyondan hemen sonra sol testis ile birlikte ¢ikarilan kaudal epididim 1
ml %10 Fetal Bovine Serum ile hazirlanmis DMEM F12 besiyeri igerisine alindi ve
makas yardimiyla ¢ok kiiclik pargalara ayrildi. Her kaudal epididim i¢in esit sayida (70
kesim) kii¢iiltme yapildi. Ependorf igerisine alinan bu ¢ozelti 800 g’de (2230 rpm) 3
dakika boyunca santrifiij edildi (79). Pellet ile siipernatant arasinda spermlerin
bulundugu kisimdan 100 pl sivi alimir ve tekrar ependorfa konup santrifiij yapildi.
Toplam 100 ul sivi igerisinden siipernatant hesaplanarak atildi. Tekrar santrifiij
yapilarak besiyeri tamamen uzaklastirildi. Ependort igerisinde kalan pellet miktar1 kadar
tekrar besiyeri eklenerek 1:1 oraninda seyreltme yapildi ve karigtiridi. Seyreltilmis
¢ozeltiden 10 pl alnip Makler kamarasinda sayim yapildi ve bulunan say1 2x10 © ile
carpildi (80,81).

3.4. Istatistiksel yontemler

Tiim gruplardaki hayvanlarin apoptotik hiicre sayilari, sperm sayilari ve
morfolojik anomaliye sahip sperm sayilarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
gruplar arasindaki karsilastirma i¢in One Way ANOVA testi kullanildi. p<0,05 anlaml
olarak kabul edildi. Istatistiksel analiz Sigma Plot 11.0 programi ile yapildi. Viicut
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agirliklarmin istatistiksel analizinde SPSS programi kullanildi. ikili gruplar halinde
karsilastirilmasinda Bonferroni diizeltmesi yapilarak istatistiksel fark, p<0,008

(0,05/6=0,008) diizeyine gore degerlendirildi.

3.5. Ultrastriiktiirel Yontemler

Gecirimli elektron mikroskobu incelemeleri i¢in siganlarin sag testis dokulari
alind1. Insulin ignesi yardimiyla testislerin her iki kutbunda fiksatifin tunika albugineay1
kolay gecebilmesi i¢in 5’er adet delik acgild1 ve dokular Millonig tamponlu %2,5’luk
soguk gluteraldehit soliisyonu igerisine kondu. Ardindan +4 °C’de 2-4 saat tespit edildi.
Sertlesen dokular, temizlenmis jilet yardimi ile 1mm?® “lik pargalar halinde getirildi.
Dokular Millonig tamponu ile yikandi ve 1,5 saat ayni tampon ile hazirlanmig %1°lik
Osmiyum tetraoksit (OsQy,) ile ikinci tespit yapildi. 3x15 dakika Millonig tamponu ile
yikanan dokular dehidratasyon icin 10’ar dakika %30, %50, %70, %80, %96’lik
alkollerden, 2x20 dakika %100 alkolden gegirildi. Dokular 2x15 dakika propilen oksitte
bekletildi. Ardindan sirasiyla 1:1 oraninda propilen oksit- araldit karisiminda 1 saat, 1:3
oraninda propilen oksit- araldit karisiminda Isaat ve saf aralditte 1gece bekletildikten
sonra yuvarlak plastik kaliplara dokiilmiis saf araldit icerisine gomiildii. Kaliplar 24 saat
boyunca 45°C’lik etiivde, 48 saat boyunca 60°C’lik etiivde birakilarak bloklarin
polimerizasyonu saglandi. Araldit bloklardan, énce Reichert UM2 mikrotomla 0,5 p
kalinliginda yar1 ince kesitler alindi, toluidin mavisi ile boyanarak istenilen bolge tespit
edildi. Reichert UM3 mikrotomla da 40-50 nm kalinliginda ince kesitler alind1 ve bakir
grid lizerine yapistirildi. Gridlerdeki kesitler %70 etanol ile hazirlanmis doymus uranil
asetat soliisyonu ile 30 dakika ardindan Reynol’un kursun sitrati ile 15 dakika boyandi.
Jeol Jem-1011 model elektron mikroskobunda incelen kesitlerin fotograflart Olympus
Veleta TEM CCD kamera ile ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik mikroskopi bulgulari
4.1.1.Histokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait tiim testis dokular1 Hematoksilen-Eozin boyasi
ile boyandi. Kontrol grubunda bazal laminadan seminifer tiibiil limenine dogru uzanan
Sertoli hiicreleri, spermatogenik seriye ait spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidler dagilmamis ve sirali bir bigimde gdzlemlendi. Interstisyel alan ve burada

yer alan Leydig hiicreleri ile kan ve lenf damarlarinin normal bir yapida oldugu

gozlendi ve herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi (Sekil 4-1, 4-2).

Sekil 4-1: Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal seminifer tiibiil epiteli (1), Leydig
hiicresi (2), Sertoli hiicresi (3), spermatogonyum (4), myeloid hiicre (5), liimen (6), bazal
membran (7), kan daman (8), H+E x20.
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Sekil 4-2: Kontrol grubuna ait testis dokusu kesitinde Leydig hiicresi (1), Sertoli hiicresi
(2), myeloid hiicre (3), spermatogonyum (4), bazal membran (5), H+E x 100
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Sadece sigara inhalasyonu uygulanan grupta seminifer tiibiillerde dejenerasyona
rastlandi. Bu grubun seminifer tiibiil duvar1 daha ince olarak gozlendi. Seminifer tiibiil
duvarinda hem bazal hemde apikal kompartmanlarda hiicreler arasinda yer yer
bosluklara rastlandi. Ayrica bazi spermatogonyumlarin nukleuslarinda  sekil

bozukluklar1 gézlendi ve bu tip hiicrelerin yuvarlakligini kaybettigi goriildi. (Sekil 4-3,

4-4). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda limeninde olgunlasmamis hiicreler bulunan
tiibiiller daha fazlaydi (Sekil 4-5).
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Sekil 4-3: Sadece sigara inhalasyonu uygulanan gruba ait testis kesitinde seminifer tiibiil
epiteli (1), Leydig hiicresi (2), Sertoli hiicresi (3), spermatogonyum (4), bazal membran (5),
myeloid hiicre (6), liimen (7), H+E x 20
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Sekil 4-4: Sadece sigara inhalasyonu uygulanan gruba ait testis kesitinde Leydig hiicresi
(1), Sertoli hiicresi (2), spermatogonyum (3), bazal membran (4), myeloid hiicre (5), kan
damari (6), H+E x 100.

Sekil 4-5: Sadece sigara inhalasyonu uygulanan gruba ait testis kesitinde liimene atilmis
olgunlasmams spermatidler (1), liimen (2), H+E x 40.
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Kurkumin verilen grupta, kontrol grubundan farkli herhangi bir bulguya
rastlanmadi. Seminifer tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicrelerin kontrol
grubundaki gibi sirali bir sekilde yerlesim gosterdigi gdzlendi. Interstisyel alanin ve
burada yer alan Leydig hiicrelerinin, kan ve lef damarlarinin normal morfolojiye sahip
oldugu gozlendi (Sekil 4-6, 4-7). Baz tiibiillerin liimeninde kontrole gore daha fazla
olgunlasmamus hiicrelere rastlandi (Sekil 4-8).

Sekil 4-6: Kurkumin uygulanan gruba ait testis kesitinde seminifer tiibiil epiteli (1),
Leydig hiicresi (2), Sertoli hiicresi (3), spermatogonyum (4), kan daman (5), myeloid
hiicre (6), liimen (7), H+E x 20.
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Sekil 4-7: Kurkumin uygulanan gruba ait testis kesitinde Leydig hiicresi (1), Sertoli
hiicresi (2), spermatogonyum (3), kan damar (4), myeloid hiicre (5), bazal membran (6),
H+E x 100.

Sekil 4-8: Kurkumin grubuna ait testis Kesitinde liimene atilmis olgunlasmamis
spermatidler (1), lilmen (2), H+E x 20.
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Sigara inhalasyonu ile birlikte kurkumin verilen grubun kontrole daha yakin bir
histoloji gosterdigi goriildii. Seminifer tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicre
yapist ve seminifer tiibiil yapisi kontrol grubuna benzer gozlendi. Sigara grubundaki

kadar olmasa da spermatogenik hiicreler arasinda yer yer bosluklara rastlandi.

Interstisyel alan ve Leydig hiicrelerinde kontrolden farkli bir durum gériilmedi (Sekil 4-
9, 4-10).

Sekil 4-9: Sigara + Kurkumin grubuna ait testis kesitinde seminifer tiibiil epiteli (1),
Leydig hiicresi (2), Sertoli hiicresi (3), spermatogonyum (4), bazal membran (5), myeloid
hiicre (6), liimen (7), H+E x 20.
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Sekil 4-10: Sigara + Kurkumin grubuna ait testis kesitinde Leydig hiicresi (1), Sertoli

hiicresi (2), spermatogonyum (3), kan damar (4), bazal membran (5), myeloid hiicre (6),
H+E x 100.
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Sekil 4-11: A:kontrol grubu, B:sigara grubu, C:kurkumin grubu, D:sigara+kurkumin
grubunda goriilen apoptotik hiicreler (x40).

Deney sonunda testis dokusu kesitlerine yapilan tunel metodu ile apoptotik

hiicre tayininde higbir grupta Leydig hiicresi apoptozuna rastlanmadi. Spermatogenik

hiicrelerde ise apoptoz gozlendi (Sekil 4-11). En fazla apoptotik hiicreye sigara dumani

soluyan grupta rastlandi. En az apoptotik hiicre sayisi1 ise kontrol grubuna ait kesitlerde

goriildii. Gruplar aras1 karsilastirmalarda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik vardi (P=0,098) (Sekil 4-12).

Esit Dagilim Testi: Gegti (P=0,098)

One Way ANOVA Testi:

Grup Adi N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 15,875 0,641 0,227
Sigara 8 0 35,5 1,69 0,598
Kurkumin 8 0 20,125 0,835 0,295
Sigara+Kurkumin 8 0 30 1,773 0,627
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Dagilhimin Kaynag DF SS MS F P
Gruplar Arasinda 3 1933,75 644,583 362,781  <0,001
Kalan 28 49,75 1,777

Toplam 31 1983,5

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriildii (P<0,001).
Holm-Sidak metodu:

Genel anlamlilik degeri = 0,05

Karsilastirma Farkhhik t P Kritik Farkhhk?
Deger
Sigara x Kontrol 19,625 29,446 <0,001 0,009 Var
Sigara x Kurkumin 15,375 23,069 <0,001 0,01 Var
Sigara+Kurkumin x Kontrol 14,125 21,193 <0,001 0,013 Var
Sigara+Kurkumin x Kurkumin 9875 14817 <0,001 0,017 Var
Sigara x Sigara+Kurkumin 9,5 8,252 <0,001 0,025 Var
Kurkumin x Kontrol 4,25 6,377 <0,001 0,05 Var

Tablo 1: Deney gruplarina ait apoptotik hiicre sayilarimin istatistiksel analizini gosteren

tablo.

H&

APOPTOTIK HUCRE
H

- - - T
1 2 3 4

DENEY GRUPLARI

Sekil 4-12: Deney gruplarina gore apoptotik hiicrelerin istatistiksel grafigi. Kontrol grubu

(1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin grubu (4).

*; sigara grubunun, kontrol, kurkumin ve sigara+kurkumin grubuna gore (p<0,05), +; kurkumin grubunun sadece
kontrol grubuna goére (p<0,05), #; sigaratkurkumin grubunun, kurkumin ve kontrol grubuna goére (p<0,05)

istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterdigini ifade etmektedir.
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4.2. Viicut agirhiklarinin degerlendirilmesi

Sicanlarin deneyden Onceki agirliklari ile deney sonrasi agirliklar: dlgiildii. Buna
gore sigara dumani soluyan siganlardaki agirlik artis1 kontrol ve kurkumin grubundaki
agirhik artisina gore daha az gozlendi ve istatistiksel olarak anlamliydi (kontrol igin:
p=0,004, kurkumin i¢in: p=0,006). Sigara grubu ve sigara ile birlikte kurkumin verilen
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p=0,874). Kontrol grubu
ile kurkumin grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,462).
Kurkumin grubu ve sigara ile birlikte kurkumin verilen grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmedi (p=0,010). Kontrol grubu ve sigara ile birlikte kurkumin

verilen grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,011).

Grup Adi N Kayip Ortalama  Std Minimum  Maksimum
Sapma

Kontrol 8 0 80 10,61 58 93

Sigara 8 0 62 6,949 53 71

Kurkumin 8 0 77 8 66 88

Sigara+Kurkumin 8 0 64 79 57 78

Tablo 2: Deney gruplarina gore sicanlarmm viicut agirhklarinin istatistiksel analizini
gosteren tablo.

4.3. Sperm sayisi

Deney sonunda istatistiklerine gore sigara dumani soluyan gruptaki siganlarin
sperm sayis1 digerlerine gore en diisiik sayida bulunurken, en fazla sperm sayisi sadece
kurkumin verilen grupta goriildii. Kontrol grubu ile sigara dumani soluyan ve
beraberinde kurkumin verilen grup arasinda istatististiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p=0,083) (Sekil 4-13).

Esit Dagilhim Testi: Gegti (P= 0,856)
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One Way ANOVA Testi:

Grup Adi N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 254,625 30,298 10,712
Sigara 8 0 198,75 21,835 7,72
Kurkumin 8 0 285,875 24,092 8,518
Sigara+Kurkumin 8 0 232,75 19,747 6,981
Dagilimin Kaynag DF SS MS F P
Gruplar Arasinda 3 32292,3 10764,1 18,205 <0,001
Kalan 28 16555,8 591,277

Toplam 31 48848

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gortldi (P<0,001).
Holm-Sidak metodu:

Genel anlamlilik degeri = 0,05

Karsilastirma Farkhlik t Kritik Farkhhk ?
Deger
Kurkumin x Sigara 87,125 7,166 <0,001 0,009 Var
Kontrol x Sigara 55,875 4596 <0,001 0,01 Var
Kurkumin x Sigara+Kurkumin 53,125 437 <0,001 0,013 Var
Sigara+Kurkumin x Sigara 34 2,796 0,009 0,017 Var
Kurkumin x Kontrol 31,25 2,57 0,016 0,025 Var
Kontrol x Sigara+Kurkumin 21,875 1,799 0,083 0,05 Yok

Tablo 3: Deney gruplarina gore sperm sayilarinin istatistiksel analizini gosteren tablo.
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Sekil 4-13: Deney gruplarina gore sperm sayilarimin istatistiksel grafigi. Kontrol grubu
(1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin grubu (4).
*; kontrol grubunun sigara ve sigara kurkumin grubuna gore (p<0,05), +; kurkumin grubunun, kontrol, sigara,

sigara+kurkumin grubuna gore (p<0,05), #; sigara+kurkumin grubunun, sigara grubuna gére (p<0,05) istatistiksel
olarak anlaml farklilik gosterdigini ifade etmektedir.

4.4. Morfolojik anomaliler
4.4.1. Bassiz kuyruk

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm 6rneklerinden yapilan yayma
preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde gruplar arasinda bassiz kuyruklara sahip
sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (P= 0,281) (Sekil 4-
14).

Esit Dagilim Testi: Gegti (P=0,281)

One Way ANOVA Testi:

Grup Adi N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 1,25 0,463 0,164
Sigara 8 0 2 0,756 0,267
Kurkumin 8 0 1,375 0,744 0,263
Sigara+Kurkumin 8 0 1,75 0,463 0,164
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Dagilimin Kaynagi DF SS MS F P
Gruplar Arasinda 3 2,844 0,948 2,441 0,085
Kalan 28 10,875 0,388

Toplam 31 13,719

Tablo 4: Deney gruplarina gore morfolojik olarak bassiz kuyruk anomalisine sahip sperm

sayllarinin istatistiksel analizini gésteren tablo.

Deney gruplarmin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi (P=0,085).

BASSIZ KUYRUK
—

T T T
7 2 3 &

DENEY GRUPLARI

Sekil 4-14: Deney gruplarina gore bassiz kuyruk anomalisine sahip spermlerin istatistiksel
grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin
grubu (4).

4.4.2. Kirik Boyun

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm orneklerinden yapilan yayma
preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde sigara dumani soluyan grupta kirik boyun
anomalisine sahip sperm sayisinin istatistiksel olarak kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu goriildi (0,001). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi (Sekil 4-15).

Esit Dagilim Testi: Gecti (P=0,272)
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One Way ANOVA Testi:

Grup Adi N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 0,5 0,535 0,189

Sigara 8 0 1,375 0,518 0,183
Kurkumin 8 0 0,875 0,354 0,125

sigaratkurkumin 8 0 1 0,535 0,189

Dagilimin Kaynag DF SS MS F P

Gruplar Arasinda 3 3,125 1,042 4,321 0,013
Kalan 28 6,75 0,241

Toplam 31 9,875

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gortldi (P=0,013).
Holm-Sidak metodu:

Genel anlamlilik degeri = 0,05

Karsilastirma Farkhihk t P Kritik Farkhhk?
Deger
Sigara x Kontrol 0,875 3,564 0,001 0,009 Var
Sigara x Kurkumin 0,5 2,037 0,061 0,01 Yok
Sigara+Kurkumin x Kontrol 0,5 2,037 0,051 0,013 Yok
Sigara x Sigara+Kurkumin 0,375 1,528 0,138 0,017 Yok
Kurkumin x Kontrol 0,375 1,528 0,138 0,025 Yok
Sigara+Kurkumin x Kurkumin 0,125 0,509 0,615 0,05 Yok

Tablo 5: Deney gruplarina gore morfolojik olarak kirik boyun anomalisine sahip sperm

sayllarinin istatistiksel analizini gosteren tablo..
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Sekil 4-15: Deney gruplarina gore kirik boyun anomalisine sahip spermlerin istatistiksel
grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin
grubu (4).

% ; sigara grubunun kontrol grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigini ifade etmektedir.

4.4.3. Kirik kuyruk

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm 6rneklerinden yapilan yayma
preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde sigara dumani soluyan grupta kirik
kuyruk anomalisine sahip sperm sayisinin istatistiksel olarak kontrol grubuna gére daha
fazla oldugu goriildii. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmedi (Sekil 4-16).

Esit Dagilim Testi: Gegti (P= 0,348)

One Way ANOVA Testi:

Grup Ad1 N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 2 0,926 0,327
Sigara 8 0 3,625 1,506 0,532
Kurkumin 8 0 2,625 1,061 0,375
Sigara+Kurkumin 8 0 3,5 0,756 0,267
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Dagilhimin Kaynag DF SS MS F P
Gruplar Arasinda 3 14,125 4,708 3,906 0,019
Kalan 28 33,75 1,205

Toplam 31 47,875

Deney gruplariin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriildi (P=0,019).
Holm-Sidak metodu:

Genel anlamlilik degeri = 0,05

Karsilastirma Farkhhk t P Kritik Farkhhk?
Deger
Sigara x Kontrol 1,625 2,96 0,006 0,009 Var
Sigara+Kurkumin x Kontrol 15 2,733 0,011 0,01 Yok
Sigara x Kurkumin 1 1,822 0,079 0,013 Yok
Sigara+Kurkumin x Kurkumin 0875 1594 0,122 0,017 Yok
Kurkumin x Kontrol 0,625 1,139 0,265 0,025 Yok
Sigara xSigara+Kurkumin 0,125 0,228 0,822 0,05 Yok

Tablo 6: Deney gruplarina gore morfolojik olarak kirik kuyruk anomalisine sahip sperm

sayillarinin istatistiksel analizini gosteren tablo.
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Sekil 4-16: Deney gruplarina gore kiritk kuyruk anomalisine sahip spermlerin istatistiksel
grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin

grubu (4).

* ; sigara grubunun kontrol grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlaml farklilik gosterdigini ifade etmektedir.

4.4.4. Kivrik kuyruk

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm 6rneklerinden yapilan yayma

preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde kivrik boyun anomalisine sahip sperm

sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4-17).

Grup Adi N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 1,625 0,916 0,324
Sigara 8 0 2,875 1,356 0,479
Kurkumin 8 0 2 0,756 0,267
Sigara+Kurkumin 8 0 2,25 0,707 0,25
Dagilimin Kaynag DF SS MS F P
Gruplar Arasinda 3 6,625 2,208 2,356 0,093
Kalan 28 26,25 0,938

Toplam 31 32,875

Tablo 7: Deney gruplaria gore morfolojik olarak kivrik kuyruk anomalisine sahip sperm

sayllarinin istatistiksel analizini gosteren tablo.

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda anlamli bir farklilik gériilmedi (P=0,093).
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Sekil 4-17: Deney gruplarina gore kivrik kuyruk anomalisine sahip spermlerin istatistiksel
grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara + Kurkumin

grubu (4).

4.4.5. Kuyruksuz Bas

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm orneklerinden yapilan yayma

preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde kuyruksuz bas anomalisine Sahip sperm

sayist en fazla sigara dumani soluyan grupta gozlendi. Sigara ile kontrol,sigara ile

kurkumin ve sigara ile sigara+kurkumin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik goriiliirken diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli bir

farklilik goriilmedi (Sekil 4-18).

Grup Ad1 N Kayip Ortalama Std Sapma SEM
Kontrol 8 0 15 0,535 0,189
Sigara 8 0 4 1,414 0,5

Kurkumin 8 0 1,75 0,886 0,313
Sigara+Kurkumin 8 0 1,875 1,126 0,398
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Dagilimin Kaynag DF SS MS F P
Gruplar arasinda 3 32,094 10,698 9,861 <0,001
Kalan 28 30,375 1,085

Toplam 31 62,469

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda anlamli bir farklilik goriildii (P<0,001).
Holm-Sidak metodu:

Genel anlamlilik degeri = 0,05

Karsilastirma Farkhlik t P Kritik Farkhlik?
Deger
Sigara x Kontrol 2,5 4,801 <0,001 0,009 Var
Sigara x Kurkumin 2,25 432 <0,001 0,01 Var
Sigara x Sigara+Kurkumin 2,125 4,08 <0,001 0,013 Var
Sigara+Kurkumin x Kontrol 0,375 0,72 0477 0,017 Yok
Kurkumin x Kontrol 0,25 0,48 0,635 0,025 Yok
Sigara+Kurkumin x Kurkumin 0,125 0,24 0812 0,05 Yok

Tablo 8: Deney gruplarina gore morfolojik olarak kuyruksuz bas anomalisine sahip sperm

sayllarinin istatistiksel analizini gosteren tablo.
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Sekil 4-18: Deney gruplarina gore kuyruksuz bas anomalisine sahip spermlerin
istatistiksel grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara +
Kurkumin grubu (4). ;

*; sigara grubunun, kontrol, kurkumin ve sigara+kurkumin grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosterdigini ifade etmektedir.
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4.4.6. Toplu igne Basi
Kruskal-Wallis One Way Analizi

Deney sonunda kaudal epididimden alinan sperm orneklerinden yapilan yayma
preparatlarin morfolojik degerlendirilmesinde toplu igne basi anomalisine sahip sperm
sayisinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4-
19).

Grup Ad1 N Kayip Ortalama  25% 75%
Kontrol 8 0 1 0 1
Sigara 8 0 1,5 0,5 2
Kurkumin 8 0 1 1 1,5
Sigara+Kurkumin 8 0 1 0,5 2

Tablo 9: Deney gruplarina gore morfolojik olarak toplu ignebasi anomalisine sahip sperm
sayilarinin istatistiksel analizini gésteren tablo.

Deney gruplarinin ortalama degerleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (P =
0,573).
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Sekil 4-19: Deney gruplarina gore toplu igne basi anomalisine sahip spermlerin
istatistiksel grafigi. Kontrol grubu (1), Sigara grubu (2), Kurkumin grubu (3), Sigara +
Kurkumin grubu (4).
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4.5. Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait sicanlara ait Leydig hiicresinin ultrastruktiirel yapisi genel
olarak literatiire uygun goriinlimdeydi. Hiicreler poligonal bir sekle sahiplerdi. Nukleus
yuvarlak ve ovale yakin diizgiin ¢eperli heterokromatince zengin bir yapidaydi.
Genellikle bir tane nukleolus gorilmekteydi (Sekil 4-20). DER’ler sitoplazmanin biitiin
bolgelerinde uzun kanallar ve yer yer enine kesilmis yuvarlak bosluklar halinde
goriilmekteydi. GER’ler hiicrelerin ¢esitli bolgelerinde gruplagmis genelde kisa boylu
kanalciklar seklinde goriilmekteydi.(Sekil 4-21,4-22) Mitokondriler irili ufakli degisik
boyutlarda ve yuvarlak uzun ve zaman zaman ¢omak seklinde kivrik bir morfolojiye
sahiplerdi. Mitokondriler tiibiiler ve lameller tarzda kristalara sahipti. Sitoplazma
icerisindeki degisik boyutlarda lipit damlalari, mitokondri ve DER ile yakin iliskili
olarak gozlendi. Kontrol grubunda hiicrelerin biitiin yiizeyinde filopod olarak tarif
edilen uzun sitoplazmik ayaklar bulunmaktaydi. Az sayida pinositotik vesikiile de

rastlanmaktaydi (Sekil 4-20, 4-21, 4-22)

Sekil 4-205: Kontrol grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Nukleolus (n), Lipid
damlasi (L), x12.000.
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Sekil 4-216: Kontrol grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M), Lipid
damlasi (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik retikulum (GER),
Filopod (F), x25.000.

Sekil 4-22: Kontrol grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M), Lipid
damlasi (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik retikulum (GER),
Filopod (F), x40.000.
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Sigara grubuna ait Leydig hiicreleri kontroldeki gibi poligonal bir sekle
sahiplerdi. Nukleusta sitoplazmik girintiler artmisti ve nukleus girintili ¢ikintili idi
(Sekil 4-23). DER’in liimenleri kontrole gore genislemis ve sismis olarak gozlendi.
GER hiicre periferinde ve nukleusa yakin olarak bulunuyordu. Lipit, mitokondri ve
DER’ler birbirlerine yakin olarak yerlesmislerdi. Ancak bu {i¢li, sigara grubuna ait bazi
hiicrelerde sitoplazma icinde gruplagmalar yapicak sekilde yerlesim gosteriyorlardi.
Baz1 mitokondrilerde krista kaybina bagli hasar olustugu saptandi. Lipit damlalari
kontrole gére daha az sayida gozlendi (Sekil 4-24, 4-25). Cok sayida pinositotik vesikiil
goriildii (Sekil 4-25). Sigara grubunda Leydig hiicresine ait filopodlar daha uzamis
olarak gozlendi (Sekil 4.23).

Sekil 4-23: Sigara grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M), Lipid
damlasi (L), Filopod (F), x10.000.
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Sekil 4-24: Sigara grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M), Lipid
damlasi (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik retikulum (GER),
Golgi aygit1 (G), x40.000.

Sekil 4-25: Sigara grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M), Lipid
damlasi (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik retikulum (GER),
Pinositotik vesikiil (P), x40.000.
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Kurkumin verilen gruba ait Leydig hiicreleri kontrol grubuna benzerdi.
Nukleusu, mitokondrileri, endoplazmik retikulumlari ve diger sitoplazmik elemanlar1 da
normal bir gorlinlime sahipti. Sadece lipid damlalarima daha fazla sayida rastlandi.

Kurkumin grubuna ait filopodlar kontrol grubuna benzer gézlendi (Sekil 4-26, 4-27)

Sekil 4-26: Kurkumin grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Nukleolus (n), Mitokondri
(M), Lipid damlasi (L), x25.000.

Sekil 4-27: Kurkumin grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Nukleolus (n), Mitokondri
(M), Lipid damlas1 (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik
retikulum (GER), Filopod (F), x40.000.
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Kurkumin ile birlikte sigara verilen gruba ait Leydig hiicrelerinin elektron
mikroskobu kesitlerinde hiicrenin seklini korudugu gozlendi. Fakat sigara grubunda
oldugu gibi nukleusta sitoplazmik girintiler artmisti ve nukleus girintili ¢ikintili idi.
DER ve GER limenlerinde genislemeler gozlendi (Sekil 4-28, 4-29). Bazi hiicrelerde
DER’in halkalar tarzinda yumak yapacak sekilde gelistigini gozlemledik (Sekil 4-29).
Az sayida mitokondride krista kaybina bagli hasar olustugu saptandi. Filopodlarda
herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 4-28, 4-29).

Sekil 4-28: Sigara+kurkumin grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Mitokondri (M),
Lipid damlasi (L), Diiz endoplazmik retikulum (DER), Graniillii endoplazmik retikulum
(GER), x40.000.



60

Sekil 4-29: Sigarat+kurkumin grubuna ait Leydig hiicresi. Nukleus (N), Nukleolus (n),
Mitokondri (M), Diiz endoplazmik retikulum (DER), x30.000.
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5. TARTISMA

Sigara, giiniimiizde halk saglhigini tehdit eden en biiyiikk etmenlerden birisidir.
Istatistiklere gore yaklasik 5 milyonu aktif igici ve yaklasik 600 bini pasif icici olmak
tizere yilda yaklasik 6 milyon kisinin 6limiine neden olmaktadir. Diinya capinda,
%801 az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yasayan yaklasik 1 milyar insan sigara
icmektedir. 20.yiizyilda yaklasik 100 milyon kisinin 6liimiine neden olan sigaranin,
eger bu sekilde devam ederse 21. yiizyilda da 1 milyar kisinin 6liimiine neden olacag:
tahmin edilmektedir (45).

Erkek tireme sistemi lizerine sigaranin zararlarin1 konu alan bir ¢ok calisma
mevcuttur. Bu caligsmalar genelde hormonal yapinin bozulmasi, DNA hasar1 olusmasi,
interstisyel hiicrelerin fonksiyonundaki bozuklukluklar, sperm sayisi, morfolojisi ve
motilitesinde azalma ile alakalidir. Sigaranin direkt kullanimi yada sigara dumaninin
solunmas1 sonucu oksidan ve antioksidan arasindaki dengenin oksidanlarin artisi
yoniinde bozulmasi ile reaktif oksijen tiirevleri (ROT) olusur. ROT, dokularda oksidatif
strese neden olur. Oksidatif stres de viicuttaki tiim sistemleri olumsuz yonde etkiler.
Testis, kan damarlarindan oldukg¢a zengin bir doku oldugu i¢in sigarada bulunan ve
kanla taginan toksik maddelerden olumsuz yonde etkilenir.

Mohamed ve ark. siganlari giinde 3 defa 8’er dakika sigara dumani etkisi altinda
birakmislardir. Ayrica siganlara 1,2g/kg bal vermiglerdir. Deney 13 hafta stirmiistiir.
Sicanlarin sigara dumani etkisi altinda kalmalarinin, kontrol grubuna gore daha kiigiik
capli ve germ hiicre kaybinin yiliksek oldugu seminifer tiibiillere sahip olmalarina neden
oldugunu goézlemlemislerdir. Bunun yaninda Leydig hiicrelerinin sayica azaldigini ve
total antioksidan seviyesinde diisiis tespit etmislerdir (49).

Pekmez ve ark. ise siganlar1 giinde 4 periyot halinde 30’ar dakika sigara dumani
etkisi altinda birakmiglardir. Sigara dumani etkisi altinda kalan sicanlarin serum
testosteron seviyelerinde ve seminifer tiibiil ¢aplarinda diislis gézlemislerdir. Ayrica 151k
mikroskopik olarak incelenen testislerde, interstisyel alandaki damarlarda konjesyonun
oldugunu, seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicrelerin azaldigini ve aralarinda yer
yer vakuolizasyonlarin bulundugunu tespit etmislerdir. Sigara ile birlikte intraperitoneal
olarak bir antioksidan olan kafeik asit fenetil esterin verilmesi ile sigaranin neden

oldugu durumlarin olusmadigini gézlemislerdir (82).
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Yapmis oldugumuz bu calismada sigara etkisi altinda biraktigimiz siganlarin
seminifer tiibiillerinde dejenerasyona rastladik. Seminifer tiibiil duvarinda hem bazal
hem de apikal kompartmanlarda hiicreler arasinda yer yer bosluklarin oldugunu
saptadik. Ayrica bazi spermatogonyumlarin nukleuslarinda sekil bozukluklar1 gézledik
ve bu tip hiicrelerin yuvarlakligini kaybetmis oldugunu saptadik. Bazi tiibiillerin
limeninde olgunlasmamis hiicreler gozledik. Bu sonuglarla yukarida bahsedilen daha
onceden yapilan makaleler paralellik gostermektedir.

Bircok bitkinin koklerinden veya yumrularindan elde edilen bitkisel kimyasallar
giiniimiizde alternatif ve tamamlayic1 tipta olduk¢a yaygin kullanilan {irtinlerdir.
Turmerik, Zerdecgal veya Latince ismi ile Curcuma longa; Zingiberaceae ailesine ait,
cok yillik, boyu 1 metre kadar uzayabilen kisa koklii otsu bir bitkidir. Hindistan ve Cin
basta olmak iizere genel olarak Asya iilkelerinde yetisir. Bu bitkinin kokiinden elde
edilen sar1 renkli toz Tiirkiye'de turmerik veya zerdecal olarak, Hindistan'da ise
turmerik, haridra veya haldi olarak adlandirilir. Kurkuminin antioksidan 6zelligi, alkol,
ilag, radyasyon ve agir metaller gibi zararli etmenlerin etkisinde kalma sonucunda
ortaya cikan hasar1  Onledigini goOsteren caligmalarla kanitlanmistir.(22,23,24).
Kurkumin bir serbest radikal temizleyicisi ve hidrojen donériidiir. Ozellikle demir ve
bakir gibi metallere baglanirlar ve demir kiskaci gibi bir fonksiyon gosterirler (25).

Mathuria ve ark. 6 grup olarak ayirdig1 siganlarin bir grubunu kontrol, 2 grubunu
750 pg/kg distik doz ve 1500 pg/kg (0,2 ml zeytin yaginda ¢oziinmiis) yiiksek doz
aflatoksin vererek, diger 2 gruba 750 pg/kg disik doz ve 1500 pg/kg yiiksek doz
aflatoksine ilave 2 mg kurkumini 0,2 ml zeytinyaginda ¢6zerek ve bir gruba sadece 2
mg kurkumini 0,2 ml zeytinyaginda ¢dzerek uygulamislardir. Aflatoksin, Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen zehirli ve kanserojen bir maddedir.
Normalde toprakta bulunur. Hasat Oncesinde ve depolama sirasinda tahila bulasip
cogalabilir. 45 giinliik aflatoksin uygulamasi sonucu istatistiksel degerlendirmede doz
bagimli olarak sperm sayisinda, canliliginda ve hareketliliginde azalma goriiliirken
anormal morfolojiye sahip sperm sayisinda artma gérmiislerdir. Aflatoksin beraberinde
gavaj VYoluyla kurkumin verilmesinin, sadece aflatoksin verilen sicanlarla
karsilastirildiginda, sperm parametrelerini iyilestirdigini  gozlemislerdir.  Diislik
aflatoksin dozlar1 ile birlikte kurkumin verilmesinin tamamen iyilesme ile
sonuglandigini, yiiksek aflatoksin dozlari ile birlikte kurkumin verilmesinin kismi

iyilesme ile sonuglandigini tespit etmislerdir (83).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Aspergillus_flavus
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aspergillus_flavus
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aspergillus_parasiticus
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Ilbey ve ark yaptiklar1 calismada testis, ovaryum, serviks, endometrium gibi
dokulardaki tiimorlerin tedavisinde kullanilan ve oldukga etkili antineoplastik DNA
alkilleyici ajan olan cisplatin (cis) kullanmilmistir. Siganlara 7mg/kg intraperitoneal
olarak tek doz cis enjeksiyonu yapmuislardir. Diger bir gruba 200 mg/kg/giin kurkumin,
musir yaginda ¢ozlinerek gavaj yolu ile vermislerdir. Ayrica bir gruba tek doz cis
enjeksiyonu yapildiktan sonra gruba gavaj yoluyla kurkumin vermislerdir. Kontrol ile
karsilastirildiginda cis verilen siganlarda testis agirligi, plazma testosteron seviyesi,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon (GSH) seviyesi 6nemli olglide diiserken
malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyesi énemli Ol¢lide artmistir. Cis ve
kurkuminin beraber verildigi grupta ise sadece cis verilen grupla karsilastirildiginda
plazma testosteron seviyesi, GSH-Px ve GSH seviyesi dnemli 6l¢iide artarken, MDA ve
NO seviyeleri ise azalmistir. Cis, diizensiz seminifer tiibiillere ve seminifer epitelyum
hiicrelerinde azalmaya neden olmustur. Kurkumin verilmesi ise dokuyu bu gibi
histopatolojik degisikliklerden dnemli 6l¢iide korumustur (57).

Calismamizda, sadece kurkumin verdigimiz grupta 151k mikroskopik
incelemelerde, kontrol grubundan farkli herhangi bir bulguya rastlamadik. Seminifer
tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicrelerin kontrol grubundaki gibi sirali bir
sekilde yerlesim gosterdigini gozledik. Interstisyal alanm ve burada yer alan Leydig
hiicrelerinin, kan ve lef damarlarinin normal morfolojiye sahip oldugu goézlemledik.
Sigara inhalasyonu ile birlikte kurkumin verilen grubun ise kontrole daha yakin bir
histoloji gosterdigini gézledik. Seminifer tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicre
yapist ve seminifer tiiblil yapisi kontrol grubuna benzer oldugunu gordiik. Sigara
grubundaki kadar olmasa da spermatogenik hiicreler arasinda yer yer bosluklara
rastladik. Interstisyel alan ve Leydig hiicrelerinde kontrolden farkli bir durum
gozlemlemedik.

Yamamoto ve ark. yaptiklar1 ¢alismada sigara dumani etkisi altinda kalan
siganlarin kontrole gore epididimal sperm sayisinda ve hareketliliginde azalma, ayrica
in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alismalarda fertilite de azalma goézlemislerdir. Bu
bulgulara dayanarak sigara dumanmin Leydig hiicrelerinin sekretuar fonksiyonunda
bozukluga ve sperm olgunlagmasinda yetersizlige neden oldugu sonucuna varmislardir
(5). Salama A. ve ark. yaptiklart ¢alismada bassiz kuyruk ve kirik boyun gibi
anomalilerin kadmiyumun germ hiicreleri {izerine olumsuz etkisinin bir sonucu olarak

gozlemlemislerdir. Ayrica kurkuminin sperm sayisint kontrol grubuna ve kadmiyum
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verilen gruba gore artirdigini tespit etmislerdir (84). Bizim c¢alismamizda sperm
sayisinda diisiis ve sperm anomalilerinde artis muhtemelen sigara dumaninin germ
hiicrelerini olumsuz yonde etkilemesinden veya epididimal sperm olgunlasma
islemlerinde karsilasilan aksakliklardan kaynaklaniyordu. Leydig hiicrelerinin sekretuar
fonksiyonundaki bozukluklardan dolayr normal spermatogenez igin gerekli olan
testosteron saglanmamis olabilir. Ayrica bu durumdan testosteron ve androjen baglayici
proteinin onemli rol oynadig1 epididimal sperm olgunlagmasi islemleri de etkilenmis
olabilir. Sperm sayis1 kurkumin verilen grupta kontrole gore daha fazla iken, sigara ile
birlikte kurkumin verilen grupta sperm sayisi kontrole gore daha az gozlendi. En fazla
sayida anormal sperm yapilarina sahip grup sigara dumani soluyan gruptu. Sigara ile
birlikte kurkumin verilen grupta daha az anormal sperme rastlandi. Kurkumin grubunda
da anormal sperm yapisina sahip sperm sayisi kontrole gére daha fazla goriildi. Bu iki
durum (sperm sayist ve anormal morfolojide spermler) beraber diisiiniildiiglinde
sigaranin sperm sayisint azaltti§i, anormal yapidaki spermlerin sayisini artirdigi,
kurkuminin ise sperm sayisini artirdigi anlasilmistir. Ama bu sperm sayisinin kontrole
gore fazla olmasinin, olgunlasmamis spermatidlerin limene atilmis olmasindan
kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Sigara dumani soluyan siganlara ait testis dokusu kesitlerinde spermatogenik
hiicrelerdeki apoptotik hiicre sayisi, kurkumin verilen gruba gore ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oranda artmisti. Apoptoza giden hiicrelerin agirlikli
olarak spermatogonyumlar oldugu goriildii. Leydig hiicrelerine bakildiginda deney
gruplarinin hi¢ birinde apoptotik Leydig hiicresine rastlanmadi. Bu durum bize sigara
dumanmin agirhikli olarak spermatogenik hiicreler iizerinden zarar verdigini
diistindiirdi.

Isik mikroskopik olarak Leydig hiicrelerinde bir soruna rastlamasak da
ultrastriiktrel olarak inceledigimizde Leydig hiicrelerinde baz1 degisimler gozlemledik.
Kontrol ve kurkumin grubunun nukleusu diizgiin ve oval bir sekle sahip iken, sigara
grubu ve sigara + kurkumin grubunun nukleusu girintili ¢ikintili bir goriiniime sahipti.
Sigara grubunda ve sigara + kurkumin grubunda mitokondrilerde hasar ve DER’de
geniglemeler goriildii. Ayrica sigara+kurkumin grubuna ait GER’de de genislemeler
goriildi. GER’deki bu genisleme, testosteron yapimi esnasinda kolesterolun lipit
damlalarindan mitokondrilere tasinmasini saglayan StAR proteininin onciillerinin

GER’deki yapiminin bir sekilde bloke edilebilecegini diisiindiirdii. Sigara grubundaki
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filopodlar diger gruplara gore daha uzun gozlendi. Sigara grubunda ve sigara +
kurkumin grubunda lipid damlalarinin diger gruplara gore azaldigi saptandi. Lipid
damlalarina en fazla kurkumin grubunda rastlandi. Bazi Leydig hiicrelerinde
nukleuslarin daha kromatince zengin ve oylum olarak kiigciik oldugu goézlendi. Bu
goriinlimiin apoptotik goriiniimlere benzemesi dikkat ¢ekiciydi. Yine de kesit nedeni ile
boyle bir goriintiiniin olabilecegini diislinerek tarafimizdan apoptotik olarak
degerlendirmemek tercih edildi.

Sonug olarak, bu ¢alisma bize sigara dumani soluyan adolesan ¢agdaki si¢anlarin
testis dokusundaki spermatogenik hiicrelerin leydig hiicrelerine gore daha ¢ok
etkilendigini, Leydig hiicrelerinde elekron mikroskopik yapi olarak az da olsa
degisikliklere sebep oldugunu, uzun siireli sigara kullaniminin testis fonksiyonlarinda
bir azalmaya sebep olabilecegini gosterdi. Kurkuminin de muhtemelen antioksidan

ozelligine bagli olarak bu harabiyeti 6nleyebilme 6zelligine sahip oldugu anlagildi.
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