T.C.
VKOCAljJL.i UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

“ALKOLIK RAT TESTIiSLERINDEKI APOPTOZIiS’IN
KONTROL GRUBUYLA KARSILASTIRILMASI”

ARS.GOR. YALIN BAMAC

0, YOKSEKUERETI
T@ %2&@?5&&’1’%3%@ EBREs!

o RERS|

138102

Kocaeli Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Yiiksek Lisans program icin éngordiigii
YUKSEK LISANS TEZI

Olarak hazirlanmstir.

KOCAELI
2003



T.C.
KOCAELI UNIVERSITES]
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

“ALKOLIK RAT TESTIiSLERINDEKI APOPTOZIS’IN
KONTROL GRUBUYLA KARSILASTIRILMASI”

ARS.GOR. YALIN BAMAC

Danisman: Prof.Dr.AYDIN OZBEK

Kocaeli Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin Anatomi
Yiiksek Lisans programi icin éngordiigii
YUKSEK LISANS TEZi

Olarak hazirlanmstir.

KOCAELI
2003



Saghik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigi’ne

Isbu ¢aligma , jurimiz tarafindan Anatomi Anabilim
Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan Prof.Dr.Aydin OZBEK
Uye Dog¢.Dr.Cengiz ERCIN /Q
Uye Yrd.Dog¢.Dr.Tuncay COLAK
q
ONAY:

Yukaridaki imzalarin, adi gegen Gfretim
tiyelerine ait oldugunu onaylarim,

£¢/9./2003

Prof.Dr.N¢jat GACAR
Enstitii Miadiiri
Miihiir



OZET :

Calismamizin esas amaci uzun siireli alkol kullaniminin erkek gonadlarinda
meydana getirecegi doku zararin aragtirilmasiydi. Bu nedenle alkolik rat testisi
dokularindaki apoptozisi , kontrol gruptaki testis apoptozisi ile kargilagtirmaya karar
verdik.

Caligmamizda apoptozisin incelenmesi i¢in deney hayvami olarak Sprague-
Dawley irki ratlar kullamildi. Her birinde 10 adet ergin erkek rat bulunan alkolik grup
ve kontrol grubu olacaki sekilde iki temel deney grubu meydana getirdik . Her iki
gruptaki denekler kontrollii sicakhik (22 £ 3 C° ) nisbi nem (62 £ 7% ) ve aydinlatma
( giinde 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik) olacak sekilde yetistirildi.Alkolik
gruptaki ratlar 12 hafta boyunca ethanollii stvi diyetiyle beslenirken , kontrol
grubundakiler de normal izokalorik diyetle beslendi.12 haftalik siirenin ardindan ,
ethanol uygulanmusg ratlarin kan-ethanol seviyeleri enzimatik biyokimyasal
metodlarla test edildi ve bu deneklerin basariyla kronik alkolik hale getirildikleri
goriildii.Her iki gruba ait testis dokulari , % 10 ‘luk formaldehit ¢6zeltisinin sol
ventrikiilden perfiize edilmesiyle fikse edildi ve g¢ikanldi.Dokular en az iki glin
formaldehit soliisyonunda bekietildi.

Ethanolle dehidre edilmelerinin ardindan parafine gomildii ve
immunositokimyasal ¢alisma igin seri parafin kesitler alind1 (5 p kahnlikta) .
Apoptotik alanlar1 teshis etmek igin Caspase-3 Ab-4 ( CPP32) antikoru
kullanildi.Daha sonra boyali kesitler gozlendi ve apoptotik seminifer tubiiller
fotograflandi.Kontrol ve alkolik grup arasinda bir kargilagtirmaya gidebilmek igin
151tk mikroskobunda x400 biiyiitmede apoptotik hiicreler sayildi.Daha sonra seminifer
tubiil ¢aplanm karsilastirmak igin seminifer tubiil c¢aplan mikrometreli 151k
mikroskobuyla 6l¢iildii. Bulgular istatistiksel yontemlerle degerlendirildi ve iki grup
arasinda yapilan apoptozise yonelik karsilastirmada , alkolik rat grubunda diger
gruba nazaran belirgin bir apoptotik artis oldugunu gosteren anlaml farklar bulundu
(p<0,05).

Goriildd ki ethanol uygulanmis ratlarda , alkole bagl olarak apoptozis’de bir
indiiklenme sdzkonusuydu . Bu bulgular da testisteki doku hasannn alkole de bagh
olabilecegini ispatlamak igin yeterliydi.



SUMMARY

The aim of our study is to investigate the tissue injury of male gonads ,
depending on the long-term alcohol usage.On this account , we decided to compare
the apoptozis in testis tissues of alcoholic rats with the control group.

For this study Sprague-Dawley rats have used as subject material in
investigation of apoptozis.

We composed two main groups ; alcoholic rats and the control group
including 10 adult male rats in each.The subjects in each group were housed under
controlled temperature (22 + 3 C° ) and humidity ( 62 + 7% ) and lighting ( 12 h
darkness and 12 h lightness a day ). The rats in alcoholic group were fed ethanol in
liquid diet for 12 weeks while the control ones were fed normal izocaloric diet.
Hence , the blood-ethanol levels of the ethanol-threated rats were tested in enzymatic
biochemical methods and its seen that these subjects had become chronic alcoholic
succesfully.

The testis tissues of both group were fixed by perfusion of % 10
formaldehyde through left ventricle and taken out after that.These tissues were
further fixed in formaldehyde solution for at least 2 days.After dehydration by
ethano! they were embedded in paraffin and serial paraffin sections (5 w thickness)
were used for ﬁnmunohistochemistry.Caspase—3 Ab-4 ( CPP32 ) antibody was used
to identify the caspase reaction in apoptotic regions.Hence , the stained sections were
sighted and the apoptotic seminifer tubules were photographed.For the comparison of
apoptozis between the alcoholic group and the control one , apoptotic germ cells
were counted in x 400 magnification in light microscope. And then another analyse
was made to identify the diameter of seminifer tubules(ST) .The diameters of ST
were measured with the use of light microscope with micrometre.The findings had
compared in each other and found significant differences in apoptozis between each
group ( p < 0,01) . Its seen that apoptozis was significantly induced in ETR related to
the overuse of ethanol . These findings were sufficient to prove the tissue injury of

testis may depend on alcohol usage.
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1. GIRLS VE AMAC:

Alkoliin tarihi neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir. Insanligin yerlesik hayata
gegmesiyle alkol tretimi de baglamistir. Ik bira bundan 8 bin yil &nce
Mezopotamyallarin arpayr ekmek yapmak igin ilk 1slah etmesiyle yapilmustir. -
Stimerlerin 6 bin yil énce Godin Tepelerinde (Bat1 Iran ve Anadolu) bira ve sarap
igtigi bilinmektedir. Daha sonra fermente edilmis meyve, tahil ve baldan alkol ederek
alkold, iyice hayatma sokmustur insanoglu. Alkol kimi zaman kutsal sayilip, dini
torenlerde kullanilmig, kimi zaman eglencenin ayrilmaz bir olmustur. Alkoliin icat
edilmesiyle birlikte, alkol aliskanlig da ortaya cikmustir.
(http://www .alkol.gen.tr/tarihce.html)

Alkolizm terimi, ilk defa Isvegli hekim Magnus Huss tarafindan, “Alcoholismus
Chronicus” (1849) isimli makalede kullamlmigtir. Bu makalenin ardindan, kronik
alkolizm tibbi bir terim haline gelmis ve bir hastalik olarak kabul edilmeye
baglanmistir. Alkolizm, bir. kisinin devamli ve kendisine zarar verecek 6lgiilerde
alkollii igecek almastyla olugur.( http://www.alkol.gen.tr )

Alkol , igeceklerde etil alkol formunda bulunur ve bu madde meyve ve
tahillardaki karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu ortaya ¢ikar.Cogunlugu oniki
parmak bafirsagindan olmak iizere , mide ve bagirsak mukozasindan higbir
degisiklige ugramadan emilir.Cok hizli bir sekilde kana kangir ve dokulara
yayitlir.Mide bos , igkideki alkol oram % 10 —20 ise (sarap gibi ) gok ¢abuk emilir ve
etkisi gosterir.Alinan alkoliin % 90 — 98 * i karacigerde metabolize olur.Geri kalam
solunum , idrar ve terle degismeden atilir.Bir dizi katalitik enzimin etkisiyle dnce
asetaldehit’e , sonra asetik aside ve daha sonra da su ve karbondiokside doniigiir.70
kg. agirhigindaki bir kisi gériiniir bir belirti vermeden 10cc. alkolii okside edebilir
ancak daha fazla miktarlarda alinusa , alkol dokularda birikir , proteinleri denatiire
etmeye baglar ve hasar olustur. (http://lokman.cu.edu.tr/psychiatry/alkol.htm)

Son yillarda alkolizm hizla yayilmaktadir.Kisilerde yaptigi agir ruhsal ve
bedensel hastaliklar yaninda kisiler arasi iligkini bozulmasinda , aile i¢i sorunlarin
artmasinda , toplusal sefalet ve énemli ekonomik kayiplarda , yasal sorun ve intihar
olaylarinm biiylik gogunlugunda , trafik ve i kazalarinda , alkol en basta gelen bir
sorumlu durumundadir.



Kronik alkolik bir birey ; alkolden kesilme sendromuna bagl psikomotor ve
psikotik belirtiler ( bag agrist , terleme , istahsizlik , kusma , kalp carpmntist , gégiiste
sikisma , gece korkulari , panik durumu , kirici ve saldirgan tavirlar vs.) , alkol
halliisinasyonlan (- ki bazen bu varsamilar , kisiyi intahara kadar stiriikleyebilir) ,
polinevrik psikozlar , Wemnicke hastaligi denen biling bulamklig1 ve anlama giigliigii
sendromu , alkol bunamas , alkol paranoyas: gibi pek gok zorlukla da baga ¢ikmak
zorundadr. ( Orhan Oztiirk , 1983)

Arkus senilis: g6ziin kornea tabakasinda yag halkasi , acne rosecea , kirmizi
burun , palmar eritem: avug i¢inde kirmizihik , asteriksis: elde flapping tremor (biiyiik
amplitiidli titreme) , sigara yamiklar: parmak, gogiis vb. , morankliklar (diisme ve
carpmalara bagh) , hepatomegali (karaciger bitytimesi), karin agris1 ,spider anjioma ,
periferik néropati (el ve ayaklarda his kusurlan, uyusma vb.) , kan tetkiklerinde
anormallikler: GGT, MCV, AST, ALT, iirik asit, trigliseritler, iire yiikselmesi vb .
alkolin neden oldugu klinik fiziksel zararlardan sadece birkagidir.
(http://www .alkol.gen.tr/zararlari/bulgular.html)

Bunlarin yamnda alkol , deride -gabuk buharlagsmasina bagh olarak- 1s1 kaybi
yaratr , deriyi geter ve tahris eder.Kan alkol diizeyl 15 mg/dl iizerine ¢ikinca mide
ve bagirsaklar1 uyarir , mide salgisim arttirir , 100-120 mg/dl’ a erigince bulantt ve
kusmaya neden olur.Uzun vadede ise mide barsak mukozasmda kalici hasarlar
birakir. Az miktarlarda gevresel ince kan damarlarini genisletir.Yiizde ve boyunda
kizarma olur.Kan alkol diizeyi yiikselirse kan basinci diiser , sok benzeri bir tablo
goriiliir. ADH (antiditiretik hormon) salinimim azaltarak idrar miktarim arttirir.Buna
bagh olarak sivi ve elektrolit dengesi bozulabilir.Alkol karacigerde okside
oldugundan , karaciger tlizerine dogrudan toksik etkisi oldugu
diisiiniilebilir. Alkoliklerde karacifer sirozunun meydana gelme olasihg , alkolik
olmayan bireylere nazaran alt1 kat daha fazladir . Alkol , bireyde protein ve vitamin
metabolizmasim da etkileyerek , protein ve vitamin eksikligine yol agar.Merkezi
sinir sistemi iizerine olan etkisi ise depresyon yaratmak iizerinedir.Bu etki anestezik
ve narkotiklerinkine benzer.Belli bir seviyenin altinda alkol denetimi azalir ve bir
canlilik goriiliir. Aslinda bu durum alkoliin uyarict etkisinden degil , inhibe eden list



merkezlerin (cortex) inhibisyonu sonucudur.Kan alkol diizeyi yiikselirse alt
merkezler {izerine de bask: yaparak uyanikhlik durumu azalir ; sonunda koma , sok

ve 6liim olabilir. ( http://www.alkol.gen.tr )

Alkol kullanan herkes alkolik degildir.Ne var ki bu kisiler , alkolik olmaya her
zaman bir agik kap1 birakirlar.Alkollin pek ¢ok metabolik bozukluga yol agmasimin
yaninda , davramis ve duygular iizerine olan etkiler daha gegitlidir.Kandaki alkol
diizeyi % 0,5 iken kiside bir rahatlama meydana getirir.Gevsetici etkisinin yaninda
alkol karacier tarafindan seker yapisinda bir maddeye déniistiiriilerek beden
hiicrelerinin gidas1 olarak da kullamlabilir. Ancak besleyici diger maddelerin
bulunmadi$1 durumlarda bu durum aldatici bir beslenme demektir.

( Dogan Ciiceloglu , 1996)

Tiim bu goriislerle birlikte Diinya saglik teskilat ( WHO ), alkolizm ve alkolikler
hakkinda su 3 maddelik goriisii ortaya koymustur :

1- Alkolizm bir toplumsal hastaliktir ; Alkolik , hastalikh bir kisidir.

2- Alkolizme iten sebepler , psikolojik ve sosyaldir.Her kisi ve her toplum igin
kendine hastir.

3- Ortaya koydugu hastalik tablolan birbirinden ¢ok farklidir.Bu sebeple tedavi
ve miicadele yaklagimlarinda tibbi ve sosyal tedbirler birlikte alinmalidur.

(Adnan Ziyalar ,1999)

Kisaca toplumsal hayata , kisinin sosyal yasamina ve bedenine verdigi zararlarin
yamnda alkol , kiginin cinsel fonksiyonlarim ne sekilde etkilemekteydi. Yaptifimiz
literatiir taramalarinda alkoliin genital sisteme olan etkisinin diger dokulara nazaran
daha az inceleme alam buldugunu goérdiikk.Erkeklerin kadinlara gore alkolizm
orammmn ¢ok daha yliksek olmasindan yola gikarak ( alkolizmin erkek/kadn
cinsiyetleri arasindaki oram1 ABD’de 6/1 , Ingiltere’de 8/1 , Tiirkiye’de ise 11,5/ 1
olarak tespit edilmistir (http:/lokman.cu.edu.tr/psychiatry/alkoLhtm.)) ¢alismamuizi ,
alkoliin , erkeklerin primer cinsiyet organlan olan testisler iizerine olan etkisini
incelemek tizere yaptik. Bu etkiyi incelerken de dokulardaki programlanmug hiicre
6liimii olarak da bilinen apoptozis’in testis dokularinda alkole bagh olarak ne gekilde
siiregeldigini gérmeyi amagladik.Clinkti normal kogullarda stiregelen apoptozis’in ,



toksik etkenlere bagh olarak indiiklendigi literatiirlerce dogrulanmis bir gergekti ve
eger alkol de toksik dozda uzun siire kullanilirsa benzer bir apoptotik degisim
meydana gelecekti.

Bu beklentimizi dogrulama igin deney hayvan olarak ratlan kullanmayt uygun
gordiik.Ciinkii rat {ireme sisteminin , insan iireme sistemini ¢ok iyi taklit ettigini ve
bu alandaki ¢aligmalar igin ratlarin iyi modeller oldugunu ( Mary Ann E., 2001)
biliyorduk.

Bu sekilde ¢aliymamiz ; kronik alkolik ratlara ait testis dokusundaki apoptozis’in
, normal ratlarin testis dokusundaki apoptozis ile karsilagtirilmas: olarak belirlendi.



2. GENEL BILGILER :

2.1. Testislerin Embriyolojik gelisimi :

Emriyonun cinsiyeti genetik agidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasima ragmen , gelisimin daha 7. haftasina kadar erkek veya disi morfolojik
ozelliklerine sahip degildirler.Gonadlar, baslangi¢ta bir ¢ift uzunlamasina, kélomik
¢pitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olugsmug genital
veya gonadal kabarklik halinde belirirler.Gelisimin 6.haftasina kadar genital
kabanikliklar icinde germ hiicreleri mevcut degildir.

Primordiyal germ hiicreleri , insan embriyosunda gelisimin erken evrelerinde
, yolk kesesinin allantois’e yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda
belirler. Ameboid hareketlerle , son bagirsafin mezenterinin dorsali boyunca
ilerleyerek 5. haftamin baginda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital
kabarikliklar1 iggal ederler.Kabarikliklara ulagamadiklann taktirde , gonadlar
gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklilagmasinda , primordiyal germ
hiicrelerinin indiikleyici bir etkisi vardir.
(Sadler T.W. , 1995)

2.1.1. FARKLANMAMIS GONAD :

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagmasindan hemen 6nce
veya ulagmas: sirasinda , genital kabariklifin kélomik epiteli prolifere olur ve epitel
hiicreleri altindaki mezensimin igine girerler.Bunlar burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen irregiiler sekilli kordonlan olugtururlar.Hem erkek hem de disi
embriyolarmda bu kordonlar yiizey epiteline baghdir ve bu dénemde erkek veya disi
gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir.iste bu devredeki gonad ,
farklanmamis gonad olarak bilinir. (Sadler T.W. , 1995)



2.1.2. TESTIS

EBer embriyo genetik olarak erkek ise , primordiyal germ hiicreleri XY
cinsiyet kromozom kompleksini tagirlar.Testis belirleyici faktorii (TBF) kodlayan Y
kromozomunun etkisiyle , primitif cinsiyet kordonlar1 gogalmaya devam ederler ve
testis veya medullar kordonlani olugturmak iizere , medulla i¢ kesimlerine dogru
ilerler.(Sekil 1-A)

Kordonlar , bezin hilusuna dogru , daha sonra rete testis tubiillerini
olusturacak , ince hiicre siralarmdan ibaret bir ag sekline doniistirler.

Gelisimin daha ileri evrelerinde , testis kordonlan ylizeyel epiteliyle olan
iligkilerini kaybederler.Daha sonra , testisin karakteristik 6zelligi olan tunica
albuginea adh yogun bir fibroz bagdokusuyla epitelden ayrilmus olurlar.

Dérdiincii ayda , testis kordonlar atnal seklini alir ve bu atnalinin uglan rete
testis ile devam eder (Sekil 1-B) . Bu durumda artik testis kordonlar , primitif germ
hiicreleri ve bezin yiizeyel epitelinden kéken almis Sertoli destek hiicrelerinden
meydana gelmistir.

Intestisyel leydig hiicreleri , gonadal kabariklimn orjinal mezensiminden
kéken alir.Testis kordlarmin arasmnda bulunurlar ve bu kordlarn farkhilanmaya
baglamasimdan hemen sonra gelismeye baslarlar.Gestastonun 8.haftasinda , Leydig
hiicrelerinde testesteron iiretimi baglar.Artik testisler , genital kanal ve dis genital
organlarin cinsiyet farklilanmasm etkileyecek hale gelmigtir.

Puberteye kadar solid halde kalan kordlarin , pubertede litmenleri agilarak
seminifer tubtiliisleri olustururlar.Seminifer tubiiller bir kere kanalize olduktan sonra
, rete testis tubiillerine katilir ve daha sonra ductuli eferenteslere girerler.Bu eferent
duktuslar , mezonefrik sistmin geri kalan bogaltim tubiilleridir.Duktus defenrentes
olarak bilinen bu kanaillar , rete testis ile mezonefrik veya wolkmann kanallar
arasinda bir baglanti iglevi goriirler (Sadler T.W. , 1995) ( Sekil 1-B) .



2.1.3. GENITAL KANALLARIN EMBRIiYOLOJiSI

2.1.3.1. Farklanmanus evre :

Hem erkek hem de disi embriyoda baglangigta iki ¢ift genital kanal
vardir.Mezonefrik kanallar ve paramezonefrik kanallar.Paramezonefrik kanal ,
firogenital kabarikligin anterolateral ylizeyindeki k6lomik epitelin uzunlamasina bir
invajinasyonu halinde belirir ( Sekil 2 ). Kanal kranial ugtan kélomik boslugun igine
huni geklinde bir yapiyla agilir. Kaudal yénde de , 6nce mezonefrik kanalin
lateralinde seyreder ve onu ¢aprazladiktan sonra kaudomedial yonde gelismeye
devam eder ( Sekil 2 ) .Orta hatta paramezonefrik kanala aksi y6nde
yaklagir.Baglangicta bir septumla birbirinden ayrilmms olan bu iki kanal , daha sonra
birleserek uterus kanalini olugturur.Birlesmis olan kanallarin kaudal ucu , tirogenital
sinusun arka duvarma dogru ilerleyerek paramezonefrik veya Miillerian tuberkiil
denilen kiigiik bir sisligi meydana getirirler.Mezonefrik kanallar , tirogenital siniise ,
Miillerian tuberkiiliin her iki yanindan agilirlar. (Sadler T.W. , 1995)

2.1.3.2. Kanal sisteminin farkhlasmasi

Genital kanallarm ve dis genital organlarin gelisimi , intrauterin hayat
boyunca fetusun dolagiminda bulunan hormonlarn etkisi altinda meydana
gelir. Ayrica , fetusun testislerindeki Sertoli hiicrelerinden salgilanan miillerian inhibe
edici madde (MIS) veya antimiillerian hormon (AMH) olarak bilinen non-steroid
medde de , paramezonefrik kanallarin regresyonunu saglar.Testislerden MIS diginda
, hedef doku hiicrelerini etkileyen testesteron da salgilanir. Testesteron bu hiicrelerde
5-alfa rediiktaz enzimiyle dihidrotestesterona doniigtiiriliir.

Testesteron ve dihidrotestesteron hiicre iginde , bu hormonlara kars1 6zel ve
yiiksek afinitesi olan bir reseptdr proteine baglanmirlar.Bu hormon-reseptor kompleksi
de , dokuya spesifik genlerin ve bunlarin protein iiriinlerinin transkripsiyonunu

diizenlemek iizere DNA’ya baglamrlar. Testesteron-reseptor kompleksleri
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mezonefiik kanallarn virilizasyonuna aracilik ederken , dihidrotestesteron-reseptor
kompleksleri de , erkek dig genital organlarinin farklanmasini saglar.

Disi fetusta MIS tiretilmediginden , bu hormonun yoklugunda paramezonefrik
kanal sistemi kaybolmayarak uterin tiiplere ve uterusa doniisiir.i¢ genital organlarin
erkek tipinde olmasin belirleyen madde mevcut olmadigindan , mezonefrik kanallar
geriler.Androjenlerin  yoklugunda , farklanmamamis dis genital gonadlar

2

Ostrojenlerle uyanlarak major , minor labium , klitoris ve vaginaya farklilamrlar.

2.1.3.3 Erkek genital kanallar

Mezonefroz gerilerken , epigenital tubiiller adi erilen birkag bosaltim kanah ,
rete testis kordonlariyla iligki kurup testise ait ductuli eferentes’leri
olustururlar(Sekil -3). Testisin kaudal kutubundaki bosaltim kanallar1 , paragenital
tubiiller , rete testis kordonlanyla birlesmez (Sekil — 3B).Bunlann kalmtilan topluca
paradidimis olarak bilinirler.

Apendiks epididim adindaki en kranial kismu disinda , mezonefrik kanallar
sebat ederek , ana genital kanallan olugtururlar (Sekil 3) .Mezonefrik kanallar uzayip
, kavrintili bir yap: halini alarak , eferent ductuslarin giris yerinin hemen altindan
itibaren (ductus) epididimis ’i olugtururlar Mezonefrik kanal , epididimis’in
kuyrugundan , vezikula seminalis’in tomurcuguna kadar , kalin bir adele kilifina
biiriiniir ve bu bolge ductus deferens adimi alir.Bu kanalin seminal vezikiilden sonraki
pargasina da ejakulatér kanal ad: verilmektedir.

Erkekte paramezonefrik kanallar , kranial uctaki kiigiik bir kisim diginda
(appendiks testis) dejenere olurlar. (Sadler T.W. , 1995)

2.1.4. TESTIS’LERIN iNisi

Gonadlar gelismeleri stiresince yer degistirirler ve bu degisiklik sonucunda
pelvise inerler.Fakat bu ini§ gériiniistedir , ¢linkli gergekte sz konusu olan pelvis
arka duvarnmin genislemesidir.Bundan sonra testis hakiki g6z sonucu karin
boslugundan digar1 ¢ikip skrotum igine girer.Bu olaya “descensus testis” denilir.

( Halit Kayal1 , 1992)



Ikinci ayin sonuna dofru , testis ve mezonefroz , karin arka duvarmna ,
tirogenital mezenter ile baghdir Mezonefrozun dejenerasyonuyla , bu baglar sadece
gonadin mezenteri haline gelir.Bu mezenter kaudalde bir ligament haline gelir ve
kaudal genital ligament adim alir (Sekil-4A).Ayrica testisin kaudal kutbundan
uzanan , ektraselliler matriksten zengin , yogun mezengimal bir yapi da
gubernakulum olarak bilinir.Testisin asag1 inisinden 8nce , bu mezengimal bant ,
inguinal boélgede internal ve eksternal abdominal oblik kaslarm  arasinda
sonlamir.Daha sonra testis inguinal halkaya dogru inmeye baglarken |,
gubernakulumun ekstraabdominal kismu olusur ve inguinal bdlgeden skrotal sislige
dogru biiyiir. Testisler inguinal kanaldan gegerken , gubernakulumun ekstraabdominal
kismi skrotum tabanina temas eder. ( Gubernakulum disilerde de olusur ama
rudimenter kalir . )Testisin inigini kontrol eden faktdrler tam olarak belli
degildir.Ancak intraabdominal gégiin gubemnakulumun ekstraabdominal pargasinn
uzamasiyla gergeklestifi ; organlann biiyiimesinin intraabdominal basinci arttirarak
inguinal kanaldan gegisi sagladifi ve gubernakulum’un ekstra-abdominal kismimin
regresyonunun da testisin skrotum ig¢ine dogru olan inisini tamamlamasini sagladig:
samilmaktadir.Bu siire¢ sliphesiz androjen ve MIS gibi hormonlardan da
etkilenmektedir.Inisi sirasinda , testisler aorta tarafindan beslenmeye devam eder.Inis
sirasinda testisler aorta tarafindan beslenmeye devam eder ve testikiiler damarlar

baglangigtaki lumbar lokalizasyondan , skrotum igindeki testislere dogru uzamirlar.

Testislerin asag inisinden bagimsiz olarak , k6lomik bosluk peritonu da ,
karm 6n duvarmnm orta hattinin her iki yanina dogru birer cep ( evaginasyon )
meydana getirir.Vaginal process olarak bilinen bu periton cepleri , gubernakulum
testisin skrotal gigligine dogru olan seyrini takip ederler (Sekil-4B). Muskiiler ve
fasyal tabakalarla birlikte skrotal sigkinlige dogru ilerleyen vajinal proses inguinal
kanali meydana getirir. Testisler inguinal kanaldan ve pubik kemigin {izerinden
gegerek , dogumda skrotal bolgeye inmis olurlar. Daha sonra testis , vajinal prosesin
bir katlantisiyla sarilir (Sekil-4C). Testisi saran bu peritoneal tabakaya , tunika
vajinalis’in visseral tabakasi , peritoneal kesenin diger kisimlarma da tunika

vajinalis’in parietal tabakasi denir ($ekil-4D).Vajinal process liimeni ile peritoneal



kaviteyi birbirine baglayan bu dar kanal dogumda veya dogumdan kisa bir siire sonra
kapanr.

Testisler , vajinal proses’den tiireyen peritoneal tabaka diginda , iginden
gectigi karnn 6n duvan tabakalaryla da ortiludir Transversalis fasyasi ; internal
spermatik fasyay: , internal oblik kas ; kremaster kasim ve fasyasim , eksternal oblik
kas da ; eksternal spermatik fasyayi olugturur.Transversus abdomini kast da bu
bolgenin iizerinde arkus yaptigi ve gog yolu iizerinde bulunmadig: igin , bir tabaka
olusturmaz Farklanmamis kanal sistemi ve dig genital organlar , hormonlarin
etkisiyle geligir. Testis tarafindan salgilanan testesteron , mezonefiik kanallarin (vas
deferens-epididim) gelismeini stimiile ederken , miillerian inhibe edici madde (MIS)
, paramezonefrik kanallan (disi kanal sistemi) baskilar Dihidrotestesteron , dig
genital organlarin , penisin , skrotumun ve prostatin geligimini uyarr. Testis
hormonlarinin yapmuindaki veya hedef oragn duyarliligindaki bozukluklar , maternal
ve plasental ostrojenlerin hakimiyetine neden olarak , disi karakterlerin daha one
¢ikmasina yol agar. (Sadler T.W. , 1995)

Dejenere olan Urogenital
mezonefrik tabal mezenter

/ Dejenere ofan
4 medalier
453 ko{rdonlar e
Kortikal Follikiler
i korgs i hicreler
uctuit
! efferentes
a \ |
Para?zf:;remk Mezonefrik  Y0Z€¥ _ Paramezonefrik
A kanal ep"?h B kanat
¥ Mezonefrik
kanal

Sekil — 1 : Gelisimin 8.haftasinda testisten gecen transver kesit (A).Testis ve
genital kanahn 4.aydaki goriiniimii (B). (Sadler T.W. , 1995)
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~ Mezonefrozun dejenere olan
: /’ L bosgaitma tubulleri

Dejenere olan
mediller kordonlar

Rete testis

: Overin
Testis kordoniar

| kortikal kordanlart

Tunika
albuginea
Mezonefroz

' Mezonefrik
kanal
Paramezonefrik

A kanal B

Sekil 2 : Gelisimin 6. haftasinda (A) erkek ve (B) disi genital kanallarimn
sematik cizimi. (Sadler T.W. , 1995)

Paragenital BV 7 albuginea
tabdller B\

Paramezonefrik u‘Jbo(km

A

Sekil 3 : Gelisimin 4. aymnda erkek genital kanallar1 (A) . Genital kanallarin
testisin inisinden sonraki sekli (B) . (Sadler T.W. , 1995)
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L
__ Tonika vaginalisin
visselal tabakasi

™ Guberakulum
Testis

Sekil 4 : Testisin asag: iniginin sematik goriiniimii . Yaklasik 2. ayda (A) , 3. aym
ortasinda (B) , 7.ayda (C) ve dogumdan hemen sonra (D). (Sadler T.W. , 1995)

2.2. Testislerin mikroskobik yapisi :

2.2.1. SEMINIFER TUBULLER :

Her bir seminifer tubiil yaklagtk 150-250 pm ¢apinda ve 30-70 cm.
uzunluktadir Karmagik yapida ¢ok kath epitel ile dogelidir.Bir testisteki tubillerin
toplam uzunlugu 250 m civarindadir (Sekil-5).

Kivrimli tubiller bir gebeke olustururlar ve bu sebekedeki her tubil baslangigta kor
ugludur ve dallara ayrilir Her bir tubiil sonlamrken limen daralir ve tubuli recti
bilinen kisa segmentler olarak siirerler Bu diiz tubiller , seminifer tubtllerin rete
testis denilen , epitel ile doseli bir labirente baglanmasim saglarlar. Mediastinum’un
bagdokusunda bulunan rete , 10-20 ductuli eferentes ile caput epididimis’e

baglanmsgtir. ( L. Carlos Junqueira , 1989 )
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Seminifer tubiiller bir fibréz bagdokusu kilifi , belirgin bir bazal lamina ve
karmagik bir germinal veya seminifer epitelden olusmustur.

Seminifer tubiili saran tunica propria birka¢ fibroblast katmamndan
olugmustur.Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman diiz kas 6zellikleri gosteren

yassilagsmus miyoid hiicrelerden olusmustur (Sekil-6).

Epitel 2 tip hiicreden meydana gelmektedir
1- Sertoli ya da destek hiicreleri

2- Spermatogenik seri’yi olusturan hiicreler

2.2.1.1 Spermatogenik seri hiicreleri : Bazal lamina ve tubiil liimeni arasim
dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir.Bu hiicreler birkag bsliinmeden sonra
farklilasir ve spermatozoonlari olustururlar.Bunlar erkek erkek germ hiicrelerinin
stirekli farklilasma stirecindeki gesitli evrelerde bulunabilirler (Sekil-6). ( L. Carlos
Junqueira , 1989 )

Bu hiicrelerin bu sekilde izlene tabakalari aslinda kademeli bir sekilde

spermatogenezin agamalarim temsil eder. ( Mehmet Yildinim , 2000 )

2.2.1.2. Sertoli Hiicreleri : ~ Spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran
uzamis piramidal hiicrelerdir.Sertoli hiicrelerinin tabanlart basal laminaya

tutunur. Apikal uglan ise siklikla seminifer tubiiliin liimenine uzanir (Sekil-6).

Isik mikroskopta sertoli hiicesinin simrlari belirsiz olarak gériiliir , ¢iinkii
bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini gevreleyen ¢ok sayida lateral uzantilari
vardir.Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda hiicrenin bol miktarda diiz
endoplasmik retikulumu , bir miktar kaba endoplasmik retikulumu , iyi gelismis bir
golgi kompleksi ve gok sayida mitokondri ve lizozom igerdigi gériilmiistiir.Siklikla
tiggen bigiminde uzamis nukleusta gok sayida kivnilmalar , belirgin bir nukleolus ve
az miktarda hematokromatin goriiliir.

Bitigik sertoli hiicreleri birbirine spermatogonyumlar seviyesinde birbirlerine

siki  baglantilarla  baglanmiglardir.Sertoli  hiicreleri “gap junction” denilen
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birlesmelerle de iliski kurarlar ve bu yola hiicrelerin iyonik ve kimyasal alisverisi

saglanir. ( L. Carlos Junqueira , 1989 )

2.2.1.2.1. Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar :

A-) Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi , korunmasi ve beslenmesinin
diizenlenmesi :

Spermatogenik seri hiicreleri birbirine sitoplasmik képriilerle baglanmistir.Bu
hiicreler sebekesi fiziksel olarak , yaygin Sertoli hiicre dallanmalan ile
desteklenmigtir.Spermatositler , spermatidler ve spermatozoonlar kan-testis bariyeri
ile kan desteginden izole edildigi i¢in , bu spermatogonik hiicreler besin
maddelerinin alinip verilmesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtagtirlar.Sertoli
hiicreleri ayrica gelisen sperm hiicrelerini immunolojik saldinlardan da korur.

B-) Fagositoz :

Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi , artik cisimler seklinde
dokiiliir.Bu sitoplasmik parcalar fagosite edilir ve sertoli lizozomlar tarafindan
yikilirlar.

C-) Sekresyon :

Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tubiillere , genital kanallar yoniinde
akan ve sperm transportu i¢in kullamlan bir siv1 salgilarlar.

* Androjen-baglayici-protein sekresyonu , sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve
testesteron kontrolii altinda gergeklesirBu protein seminifer tubiil iginde
spermatogenez igin gerekli olan testesteronun yogunlagmasini saglar.

* Sertoli hiicreleri testesteronu dstradiol haline gevirebilirler.

* Bu hiicreler aym zamanda , anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salimmim

6nleyen inhibin adi verilen bir peptid de salgilarlar.
D-) Anti-Miillerain Hormon iiretimi :

¢ Miillerain inhibe edici hormon > olarak da bilinen bu hormon embriyonik gelisim

sirasinda erkek fotusta Miiller kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.
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**% Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda iireme peryodu boyunca
boliinmezler.Enfeksiyon , kétii beslenme , x-1sin1 irridasyonu gibi olumsuz kogullara
kars1 olduk¢a dayamklidir. Bu adyanikliklar spermatogenik seri seri hiicrlerine
nazaran ¢ok daha fazladir. ( L. Carlos Junqueira , 1989 )

2.2.2. INTERSTISYEL DOKU

Testisin seminifer tubiilleri arasindaki bosluklar bagdokusu birikintileri ,
sinirler , kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur.Testikiiler kapillarlar
pencerelidirler ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestge gegmesine
miisaade ederler.

Bagdokusu gesitli tipte hiicreler igerir ;

Bunlar arasinda fibroblastlar , farkhlasmis bagdokusu hiicreleri , mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur.Puberta sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale
gelir.Steroid salgilayan hiicrelerin 6zelliklerini gdsteren bu hiicreler Leydig

hiicreleridir (insterstisyel hiicreler)(Sekil-6).

Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testesteron hormonunu iiretirler.Bu hiicreler poligonal veya yuvarlak
sekilli olan ve merkezi nukleusu ve kiigiik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik

bir sitoplazmast olan hiicrelerdir. ( L. Carlos Junqueira , 1989 )
2.2.3. TESTIS’IN KANAL SISTEMI VE LOBULER YAPISI :

Tunica albuginea ve septula testis’ler arasindaki bosluklarda uzun tiiplerin
olusturdugu bez kiimeleri bulunur.Sayilar1 200-300 arasinda degisen ve lobuli testis
denilen bu bez kiimelerinin biiyiikliikleri , bulunduklar yere gére farkhidir. Testis’in

ortasinda bulunanlar daha biiyiik ve uzundurlar.

Piramit seklinde olan lobuli testis’lerin taban kisimlar1 perifere , tepe

kisimlar ise mediastinum testis’e yonelmistir (Sekil-7) . Her bir lobguk , 1 ila 3 veya
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daha fazla kiigiik tipler seklindeki bezden olugur.Kivrintili seyrinden dolayr bu
tiiplere tubuli seminiferi contorti denilir.Bu tiipler kor bir ugla baglar ve tiipler
arasinda gevsek bagdokusu bulunur.Bu tiiplerin yaklasik olarak sayis1 400-600 (bir
testis’te) , uzunluklar1 70 ila 80 cm. gaplart da 0,1-0,3 mm. kadardir. ( L. Carlos
Junqueira , 1989 )

Lobcuklarin mediastinum testis’e bakan tepe kisimlarinda , bu borucuklarin
seyri gittikge diizlesir ve birbirleriyle birleserek yaklasik 20 ila 30’a iner.Tubuli
seminiferi recti denilen bu tiiplerin gaplar1 da genisleyerek 0,5mm kadar olur.Tubuli
seminiferi recti’ler , mediastinum testis’in fibréz dokusu igine girerek arkaya ve
yukartya dogru uzamr.Bu kanallar seyri esnasinda birbirleriyle anastomoz yaparak

rete testis ( Haller ag1 ) denilen ag: olustururlar.

Rete testis , mediastinum testis’in iis bdlimiinde sayilar1 12 ila 15 arasinda
degisen kanallar gekline déniigiir.Ductuli efferentes testis denilen bu kanallar ,
testis’in arka kenarimin iist kisminda , tunica albuginea’yr delerek disariya
¢ikarlar.Disar1 ¢ikan kanallar 6nce diiz olarak uzanir , daha sonra kalinlasarak
kivrintili bir seyirle lobguklart olustururlar. Lobuli coni epididymis denilen bu
lobcuklarn yiikseklikleri yaklastk 1 cm.’dir.Bunlann tepe kisimlar testis’e , taban
kisimlart ise epididymis’e bakar.

Her bir lobguk agildigi zaman boyu 15-20cm.’yi bulan tek bir kanaldan
olugtugu goriiliirDuctuli efferentes testis’ler , capu epididymis’de ductus
epididymisdenilen kanala agilir. Tste bu caput epididymis’i , sayilar1 12-15 arasinda
degisen tubuli coni epididymis ve bunlarin agildig: ductus epididymis’in baglangig
kismi olusturur.A¢ildig1 zaman yaklasik 6cm. uzunlugunda olan ductus epididymis ,
testis’in arka kenarinda kiimeler olugturarak corpus epididymis ve caudo epidymis’i
olusturur.Epididymis’in kivrimlarim gevsek bagdokusu birbirine
baglar.Epididymis’de spermium’lar depo edilir ve olgunlagmasinin son safhasini

tamamlar ( L. Carlos Junqueira , 1989 ) (Sekil-7).

16



2.2.4. MEDIASTINUM TESTIS ( CORPUS HIGMORI ) :

Yarim bolme seklindeki bu yapr , testis’in iist ucundan alt ucuna kadar uzamr
ve yukar kismi daha genistir.Mediastinum testis’in &n ve yan kisimlarindan gikan
bolmeler , testis’i saran tunica albuginea’ya tutunurlar.Septula testis denilen bu
bélmeler testis’i piramit seklinde bolmelere ayirirlar.Tabam perifere , tepesi ise
mediastinum testis’e bakan bu bosluklarda tubuli seminiferi contorti ve tubuli
seminiferi recti denilen tiip seklindeki bezler bulunur.Mediastinum testis’den

damarlar ve kanallar girip ¢ikarlar. (L. Carlos Junqueira , 1989 )

2.2.5. KAN — TESTIS BARIYERI :

Kan ile seminifer tubiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi
testikiiler siv1 igine , kandan gok az maddenin gegmesini agiklar. Testikiiler kapillarlar
pencerelidir ve biiyiik molekiillerin serbest olarak gegisine izin verirler.Erkek germ
hiicrelerinin kanadn gelen zararli ajanlara kargi korunmasinda énemli olan bu bariyer
, sertoli hiicrelerinin arasindaki siki ve tikayici baglantilar ile olusturulur.

( L. Carlos Junqueira , 1989 )

Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglantidan meydana gelen ve kan-testis
bariyeri olarak adlandirilan bu yap: , yiizeylerinden somatik hiicrelerden farkl:
antijenler tasiyan ve yeni gelisen sperm hiicrelerini izole ederek , viicudun immun
sisteminden korurlar. Eger bu antijenler tubiil epiteli digina ¢ikip , bazal membrandan
da sizarak kan akimina karigsalardi , otoimmun bir reaksiyon meydana gelecekti.

( Gary A. Thiboudeau , 2003 )

1.7
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Interstitial
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Seminiferocus
tubute

Spermatogenic
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Sekil 5 : Testisin seminifer tubiilleri ve intestisyumun gosteren histolojik bir
kesit. ( Gary A. Thibedeau ,2003)

Sekil 6 : Sertoli hiicrelerinin bazal laminayla iliskisini , miyoid hiicreleri ve

interstisyel hiicreleri gosteren sematik sekli { L. Carlos Junqueira , 1989 ).
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Sekil 7 : Testisin lobiiler yapisim ve seminifer tubiillerin Rete testis’e aciisim

gosteren sematik cizim. ( Gary A. Thibodeau ,2003)

2.3. Testislerin makroskobik yapis: :

Testisler memeli ¢ogunda eksternal ( yani skrotal ) bir organ iken balik |
amfibi , stiriingen ve kuslarda intraabdominal bir yerlesim gosterir. Ancak yine balina
ve yunus gibi deniz memelilerinde intraabdominal bir konumdayken , fok
baliklarinda inguinal bir yerlesime sahiptir. ( Gray’s Anatomy , 1995 )

Funiculus spermaticus’a asith durumda bulunan , testisler sagh-sollu bir ¢ift
olup , scrotum iginde bulunurlar (Sekil-8). Iri birer badem biiyukliginde olan
testisler yaklagik 4-5cm. uzunlugunda , 2.5 cm genigliginde , 3 cm kahnhginda ve
10-14 g. agirhgindadir ( K. Arnmnci, 2001 ) (Sekil- 9).

Testisin Ust ucunda yukandan agagiya dogru uzanan kiigiik yassi bir cisim
gorilir. Appendix testis denilen bu cisim Miller kanalinin abdominal ucunun

arti@idir ve kadinlarda tuba uterina’nin abdominal ucuna tekabiil eder. Buna benzer
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ikinci kiigik bir uzanti ise testis’in 6n kenarmin yukan kisminda epididymis’in
basindan asagiya dogru sarkar.Appendix epididymis denen bu olusum mezonefroz’a
ait embriyonal bir artiktir. (1. Veli Odar , 1979)

Testis’in facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii , margo
anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenar1 , extremitas superior ve extremitas
inferior olmak tizere de iki ucu vardir.Testislerin uzun eksenleri tam vertikal yénde
bulunmaz.Ust ucu biraz 6nde ve dista , alt ucu ise biraz arkada ve igte
bulunur.Konveks 6n kenar1 biraz daha disa-agagiya dogru , daha diiz olan arka kenan
da , biraz yukari-ige dogru bakar.Buna gore uzun ekseni yukaridan asagiya , distan

ice ve 6nden arkaya meyilli olarak bulunur.

Testis’in 6n kenar1 , her iki yiizii ve uglarnt diiz olup , visceral periton
(epiorchium) ile kaphdir.Arka kenarinin sadece lateral ki peritonla
ortiiliidiir. Peritonsuz olan medial béliimiine , epididymis tutunur ve buradan damar-

sinirleri ve kanallan geger. ( K.Arnc1, 2001 )

2.3.1 TESTIS’IN TABAKALARI :

Testisi saran katmanlar olarak yiizeyden itibaren ; deri , m.dartos ,
fascia perinealis superficialis , fascia spermatica externa , fascia cremasterica , fascia
spermatica interna , tunica vaginalis’in lamina parietalis ve visceralis’i , tunica
albuginea ve tunica vasculosa’yr sayabiliriz.Ancak bunlardan son 3’ii testis kapsiilii
ad1 altinda ayrica gruplandinlir.Rat ve tavsanlarin isole edilmis testikiiler kapsiilleri
incelendiginde , bunlarin kolinerjik ve adrenerjik ajanlara karst spontan

kontraksiyonlar gosterdigi goriilmiistiir. ( Gray’s Human anatomy ,1995)

Testis ; lamina visceralis ( epiorchium ) , tunica albuginea ve tunica vasculosa

olmak tlizere 3 tabaka ile sarilidir.
2.3.1.1. Tunica vaginalis testis

Fascia spermatica interna’nin i¢ , testis’in de dig yiiziinii saran seréz bir

zardir.Embriyonik dénemde karm boslugunu déseyen parietal periton , scrotum’a
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dogru bir cep seklinde ¢ikinti génderir. Saccus vaginalis denilen bu ¢ikinti ,
scrotum’un tabakalarindan en igte bulunan fascia spermatica interna’ya gevsek
olarak tutunur.Daha sonra periton kesesinin siginda scrotum’a inen testis , saccus
vaginalis’e arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir.Bdylece saccus vaginalis’in
, bir testisi érten lamina visceralis ( epiorchium ) kismut , bir de fascia spermatica
interna’ya yapisan lamina parietalis ( periorchium ) kismi olusur.Eriskinlerde bu iki
yapraga tunica vaginalis testis denilir.Saccus vaginalis’in testis’in iist ucundan anulus
inguinalis profundus’a kadar olan béliimii kapanarak bir kordon seklini alir ve karin
boslugu ile olan baglantist kesilir.iki yaprak arasinda kalan kilcal araliga ise cavum
serosum scroti denir ve iginde eklem sivisina benzer bir miktar kaygan sivi bulunur.
(K.Armci, 2001 )

2.3.1.2. Lamina visceralis (epiorchium)

Epididymis’in biiyiik kismu ile arka kenarinin medial béliimii harig , testisi
orter ve bu iki olusumu birbirine baglar.Testis ve epididymis’in arka kenarlarindan ,
lamina parietalis olarak fascia spermatica interna’nin i¢ yiiziine geger.Epididymis’in
bag kismuni testis’in iist ucuna baglayan tunica vaginalis béliimiine lig.epididymis
superius , kuyruk kismini testis’in alt ucuna baglayan tunica vaginalis boliimiine ise

lig.epididymis inferius denir. ( K.Arinc1, 2001 )

2.3.1.3. Lamina parietalis ( periorchium )

Peritoneum’um fascia spermatica interna’yr ddseyen kismudir.Funiculus
spermaticus’un on ve i¢ kismunda yukariya dogru biraz uzar.Bu nedenle lamina
visceralis’den daha genistir.Lamina parietalis’in i¢ yiizii diizdiir ve mezotel ile
kaphdir.

Saccus vaginalis’in oblitere olan iist boliimii , genellikle gevsek bagdokusu
icinde bir kordon seklinde goriiliir.Bazen karin boslugunu déseyen peritonu , tunica
vaginalis testis’e baglayan bir bag seklinde goriilir.Bazen de yavas yavas
kaybolur.Bazen oblitere olmaz ve bunun sonucu olarak , karin boslugu ile cavum
scroti birbiriyle baglantili olur.Bu gibi durumlarda bir nevi indirekt fiitk olusmus
sayilir. ( K.Arinct , 2001 )
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2.3.1.4. Tunica albuginea

Testis’i saran mavimsi beyaz renkli , siki yapili fibréz bir tabakadir.Bu
tabakay1r olusturan beyaz fibréz demetler , farkli yonde uzanarak birbirinin igine
girer.Tunica albuginea’yr arka kenari hari¢ olma iizere , distan tunica vaginalis
testis’in lamina visceralis’i (epiorchium) orter.Peritonun bulunmadigt arka kenara
epididymis tutunur ve buradan testis’in damar ve sinirleri girip gikar. (K.Armet ,
2001)

Tunica albugine’a kollagen lifler i¢ermesi nedeniyle kapsiilde bir elastikiyet
ve genisleme saglar.Yirtildigi zaman ise testis kanalciklan diganiya tasar.Bu olay
testisin i¢ basmcimn fazla oldugunu ve tunica albuginea’min bu basinca karst
koydugunu gostermektedir.Tunica albuginea testis’in arka kenarinda bez igine
sokulur ve tam olmayan vertikal bir bélme meydana getirir ( mediastinum testis ) .

Bu bolmeye corpus higmori de denir. ( Ahmet Cimen , 1996)

2.3.1.5. Tunica vasculosa

Tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde bulunan damar ag tabakasidir.Damarlar
arasinda kalan araliklart da gevsek bagdokusu doldurur.Tunica vasculosa , tunica
albuginea’nin i¢ yiiziinii ve tiim bdlmelerin yiizlerini doser.Béylece testis’in igindeki
tiim lobuli testis’i de sarmug olur. ( K.Arinct , 2001 )

2.3.2. TESTIS > IN ARTERYEL KANLANMASI

Testikiiler arterler uzun bir seyirle aorta abdominalis’in antero-lateral
kismindan ve renal arterlerin hemen asagisindan ¢ikarlar.Oblik bir yonelimle
retroperitoneal olarak ilerlerler , iireterleri ve eksternal iliac arterlerin inferior
kisimlarim1 énden gaprazlarlar ve anulus inguinalis profundus’a gelirler.Canalis
inguinalis’e girer ve anulus inguinalis superficialis le kanali terk ederler ve testisleri
beslemek tizere spermatik kord’a dahil olurlar(Sekil-10).
( Keith L. Moore , 1999 )

Scrotum’ da kivrintili bir seyir gésteren a.testicularis birgok dalina aynlir.Bu
dallardan 2-4 tanesi ductus deferens boyunca uzanarak epididymis’i besler
(rr.epididymales) ve a.ductus deferens ile anastomoz yaparlar.Diger dallari tunica

albuginea’nin  arka  kismumi  delerek  testis’e  girer ve bu  organi
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besler.A.testicularis’den ayrilan 1-2 ince dal iireter’i ( rr.ureterici ) , inguinal kanalda

verdigi 1-2 dal da m.cremaster’i besler. ( K.Annc1 , 2001 )

2.3.3. TESTiS’IN VENOZ DRENAJI )

Erkeklerde bulunan bu ven kadinlardaki v.ovarica’larm karsiligidir. Testis’in
arka kismindan ¢ikan birgok dal , epididymis’ten ¢ikan dallarla birleserek plexus
pampiniformis denilen kivritih bir ven plexus’u olusturur (Sekil-10). Hacim
itibartyla plexus pampiniformis , funiculus spermaticus’un 6nemli bir kismim

olusturur. ( K.Annci, 2001 )

Plexus pampiniformis bezi sabit bir sicaklikta tutarak , ayn1 zamanda testis’in

termoregiilator sisteminin de bir pargas: olmaktadir. ( Keith L. Moore , 1999 ).

Birgok venin olusturdugu bu plexus , ductus deferens’in én tarafinda yukari
¢ikar ve anulus inguinalis superficialis’in hemen agagisinda , 4 veya 5 adet ven
sekline doniisiir. Bu venler anulus inguinalis profundus’tan karin bosluuna girerken
birleserek sayilar1 2’ye iner. Peritoneum ile m.psoas major’un On yiizii arasinda ,
a.testicularis’lerin yan taraflarinda uzanirken tekrar birleserek tek bir ven haline
doniigtirler.V.testicularis dextra dar bir a1 ile v.cava inferior’a , v.testicularis sinistra
ise dik ag1 ile v.renalis sinistra’ya agilir. ( K.Arinct , 2001 ).

% 8 olguda da sag v.testicularis , v.renalis’e dokiiliir.V.testicularis’in
vv.scrotales post. , vv.pudenta ext. ve v.cremasterica ile anastomozlari vardir.

( Mehmet Yildirim , 2000 )

2.3.4. TESTIS’IN LENFATIK DRENAJI

Testis’lerin lenfatik drenaji esas itibariyle lumbar ( lateral aortic ) ve preaortik
lenf nodlarma yapilmaktadir. ( Keith L. Moore , 1999 ).

Detayl inceleyecek olursak ; Testis’in lenf damarlan yiizeyel ve derin olmak
tizere 2 grupta toplamirlar.Yiizeyel olami , tunica vaginalis’den , derin olam ise
epididymis ve testis’in kendisinden bagslar. Bu lenf damarlar1 6nce funiculus
spermaticus i¢inde , sonra da a.testicularis’lerle birlikte seyrederler (Sekil-10). 4-8

toplayic1 damar seklinde a.testicularis’in iireteri c¢aprazladifi seviyeye kadar ,
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m.psoas mojor’un 6n yuzii boyunca uzanir ve nodi lumbales grubuna dahil olan nodi

aortici laterales ve nodi preortici’lere agilirlar.( K. Arnct , 2001 ).
2.3.5. TESTIS’iIN OTONOM INNERVASYONU ;

Testis ve funiculus spermaticus , plexus testicularis , plexus hypogastricus ve
plexus vesicalis’lerden gelen liflerle innerve olurlar Plexus testicularis esas olarak
plexus aorticus’dan tiirer.Iginde sempatik postgangliyonik ve visceral afferent lifler
vardir Bu plexus’un pregangliyonik lifleri , splanchnic sinirler icindedir.Testis’i
innerve eden pregangliyonik lifler 10. ve daha yukandaki torakal segmentlerden

cikarlar. Affrentler 1.lumbal ve daha st segmentlere giderler. ( Fahri Dere , 1999,)
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Sekil 8 : Testisleri skrotum icerinde , funiculus spermaticus vasitasiyla asih

haldeki durumunun sematik ¢izimi. ( David T. Lindsay , 1996 )
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Sekil 9 : Testisin scrotum icindeki transilluminasyon ydntemiyle goriintiilenmis

fotografi. ( Gary A. Thibodeau ,2003)

plexus pampiniformis  atesticulans

ductus deterens

a.ductus deferantis

thisiuli efierentes issiis

Sekil 10 : Funiculus spermaticus icindeki yapilar gosteren sematik ¢izim
( Richard S. Snell , 1995)



2.4.Testislerin fonksiyonu ve spermatogenezis:

Testislerin 2 temel fonksiyonu vardir :

1- Spermatogenezis 2- Hormon sekresyonu

2.4.1. Spermatogenezis

Spermium ilk olaak pubertedeyken olusur ve ileri yaslara kadar yapimi
stirekli devam eder.Erkekte reprodiiktif hayatin kesin bir sonu yoktur. (Nuran
Gokhan , 1986)

Normal spermatogenezis , testisin karin boslugundaki 1sidan daha diisiik 1s1da
olmasi ile gergeklesebilir.Testisler scrotumda yerlestikleri zaman , karin 1sisindan
3C® daha diisiik 1s1da bulunurlar.Scrotum igindeki testikiiler s1 kontrolii tam olarak
anlagilamamigtir ; fakat m.cremaster ve m.dartos’un kasilmalan refleks olarak scrotal
derinin yiizeyel alanin1 degistirebilir.Son zamanlarda anlasildigi iizere , funiculus
spermaticus igindeki v.testicularis’ler plexus pampiniformis’i olustururlar ve
a.testicularis’lerin  dallar1 ile birlikte uzanirlar.Olasilikla testislerin 1sismIn
sabitlenmesinde ters yonde 1s1 degisim mekanizmasi ile katkida bulunurlar.Buradan
anlasilacag tizere karindan sicak olarak arterle gelen kanmn 1s1s1 , venler tarafindan

alindigindan , 1s1s1 diigiik olan kan testise ulasabilir.( Richard S. Snell , 1995)

Seminifer tubiillerde , spermatogonia adt verilen ¢ok sayida germinal epitel
hiicresi bulunmaktadir.Spermatogoniumlar , tubiiler yapmmn dis kenarinda , 2-3
tabaka halinde yer almaktadir.Bu hiicreler siirekli proliferasyonla kendilerini
yenilerler.Hiicrelerin  bir bélimii , spermiyumlarin olusumunu saglayan son
agamalara kadar farklilasirlar.Spermatogenezin ilk evresinde , germinal epitelin bazal
membranina bitisik olarak yerlesim gosteren tip-A spermatogonium hiicreleri , 4 kez
béliinme gegirerek , kiigiik farkliliklar gosteren 16 hiicre grubu olusturur.Bu hiicreler
tip-B spermatogoniumlardir (Sekil-11).

Bu asamada spermatogoniumlar merkeze yonelik sertoli hiicreleri boyunca

yerlesirler. Sertoli hiicreleri oldukga biiyiik hiicrelerdir. Tubiil merkezinde , liimene

giden tiim yollardaki spermatogonium hiicre dizilerini , sitoplazmik uzantilariyla
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kugatarak onlara destek olurlar. Sertoli hiicreleri birbiriyle , bazal ve yan
bélgelerindeki membranlarin siki baglantilariyla yakilik kurarlar.Bu baglantilarla
olusan membran duvarlan , tubiiller gevresindeki kapillarlar arasinda bir bariyer
olusturur.Bu duvar sayesinde spermatogoniumlarin , spermatozoa’ya déniisiimiinii
engelleyebilecek immunoglobulinler gibi biiyiik protein molekiillerinin , tubiil i¢inde
yol almalar1 6nlenir.Bu sirada , spermatozoa’ya doniisecek spermatogoniumlar , bu
engeli asarak Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik uzantilariyla baglanti kurarlar.Sertoli
hiicreleriyle bu yakin iliski spermatozon geligsiminin ileri evrelerinde de devam eder.
(Guyton&Hall , 1996)

2.4.1.1. MAYOZ

Ortalama 24 giinliik bir siireg iginde , bariyeri asarak Sertoli hiicre tabakasina
ulagan her bir spermatogonium , biiyiik bir degisim evresine girer ve biiyiik bir
“primer spermatosit” olusturmak iizere genislerler.Bu 24 giinliik evre sonunda , her
primer spermatosit , 2 “sekonder spermatosit” i olusturmak tizere boliiniirler.Bu
normal bir béliinme degildir.Bu nedenle béliinmeye “ ilk mayotik bolinme * adi
verilir.(Sekil- 11)

Béliinmenin ilk agamasinda 46 kromozomdaki tiim DNA’lar ikiye katlanir.46
kromozomun herbiri ,sentromerde birarada bulunan bagh kromatidler halindedir.Bu
iki kromatid’de kromozomlarin genleri ikiye katlanmigtir. Bu anda primer spermatosit
, 2 sekonder spermatosit haline doniisiir:Kromozomlarin herbir ¢ifti , herbiri 2
kromatid tasiyan , 23 kromozom halinde dagilarak , sekonder spermatositin birine
yerlesirler.Ote yanda , 23 kromozom’da 6teki spermatosite yerlesir.2-3 giin iginde ,
ikinci bir mayotik bdlimme gergeklesir.Bu boliinme evresinde 23 kromozomun
herbirindeki iki kromatid , sentromerden uzak bélgeleri yerlesir.Bunun sonucunda 23
kromozomlu iki hiicre seti ortaya ¢ikar.Her dizinde , ayri ayr yavru spermatidler
bulunmaktadir.

Bu iki mayotik boliinmenin énemi , olusan her spermatid’te , orijinal
spermatogoniumlarin yari genine sahip 23 kromozomun tagimnmasidir.Bu nedenle digi
ovumu délleyen spermatozon , genetik materyalin yarisini , fertilize olan ovum ise

diger yarisin igerir. (Guyton&Hall , 1996)
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2.4.1.2. MAYOZ SONRASI SPERM GELISIMIi :

Mayozdan sonra ilk bir iki hafta i¢inde , her spermatid kendisini kusatan Sertoli
hiicreleri tarafindan , fiziksel olarak yeniden sekillendirilir.Bu sekillenme ;
1- Sitoplazmadan bir miktar kayip
2- Nukleusunda kromatin materyalin , yogun bir bas olusturmak igin yeniden
organize olmasi
3- Kalan sitoplazma ve hiicre membranlarimin , bir kuyruk olusturmak iizere ,
hiicrenin bir boliimiinde toplanmasi
sonucunda , spermatid’in yavas yavas bir spermatozon(sperm) haline gelmesiyle
sonlanir. (Guyton&Hall , 1996)

Total anlamda spermatogenezis ‘in bu asamalardan gegmesiyle meydana gelen total

stire 65-70 giindiir. ( Mehmet Yildirim , 2000 )
2.4.1.3. SPERMIN OLUSUMU
Spermatidler ilk olusum doneminde , epiteloid hiicre karakterleri
tagirlar. Ancak kisa bir siire iginde , her bir spermatid , uzamaya baglar ,
spermatozoona donistiiklerinde , bas ve kuyruk bélgesinden olusurlar.Bag kisminda
hiicrenin yogun niikleusu , ince bir sitoplazma ve gevrelerinde , hiicre membramn
bulunur.Bagin iist iki 6n ve dis tarafinda , Golgi aygitindan olugan kalin bir baslik ,
“akrozom” bulunur.Akrozom , tipik bir hiicrede lizozomlarda bulunan enzimleri
icerir.Bunlar , dokularin proteoglikan filamentlerini sindirebilen “hyaluronidaz” ve
proteinleri sindirebilen gii¢lii “proteolitik enzimler”dir.Bu enzimler spermin , ovumu
fertilize etmesinde 6nemli rol oynar. (Guyton&Hall , 1996)
Kuyruk bolgesinde “flagellum” ad1 verilen 3 énemli komponent bulunur :
1- 11 mikrotubiiliin olusturdugu merkezi iskelet , aksonema
2- Aksonema’y: kusatan ince bir hiicre membrani

3- Kuyrugun proximal kisminda , aksonema gevresinde mitokondri toplulugu
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Spermiyumlar ortam elverisli ise gok ¢abuk hareket ederler ve dakikada 3-3,6 m. yol
alabilirler.Spermiyumlarn uzunlugunun 55-60 mikron oldugunu séylersek ,bir sperm

1 saniyede kendi uzunlugu boyunca yol katedebilir demektir. ( I.Veli Odar , 1979)

2.4.1.4. SPERMATOGENEZi UYARAN HORMONAL FAKTORLER

1-Testesteron :Testislerde interstisyumda yerlesim gosteren Leydig hiicrelerinden
salgilanir.Sperm olusumunda germinal hiicrelerin béliinme ve gelismeleri igin
gereklidir.

2-Luteinizan hormon : Hipofiz 6n lobundan salgilanarak , Leydig hiicrelerini uyarir
ve testesteron salgilanmasini saglar.

3-Folikiil stimiilan hormon : Hipofiz 6n lobundan salgilanir , Sertoli hiicrelerini
uyarir. Bu stimiilasyon olmaksizin spermatidlarin , spermlare déniismesi
olanaksizdir.

4-Ostrojenler : Folikiil stimiilan hormonla uyanlmis sertoli hiicrelerinden
salgilanirlar.Spermiogenez olayinda belki de en 6nemli hormonlardir.Sertoli
hiicreleri aym zamanda 6strojen ve androjenleri baglayabilen “androjen baglayici”
bir protein de salgilarlar.Protein , hormonlari , seminifer tubiil limenindeki sivi igine
tasir ve hormonlarm her ikisi de spermin olgunlasmasina yardim eder.

5-Biiyiime hormonu : ( ve diger pek ¢ok hormon ) testislerin temel metabolik
fonksiyonu i¢in gereklidir.Biiyiime hormonu &zellikle spermatogoniumlarin erken
béliinmesini hizlandirir.Hipofizer ciicelikte oldugu gibi , hormonun yoklugunda
spermatogenez ciddi boyutlarda yetmezlik gosterir veya tiimiiyle ortadan kalkar.

(Guyton&Hall , 1996)

2.4.2. HORMON SEKRESYONU

Oncelikle testesteronun testiste interstisyel Leydig hiicrelerinden salgilanmasi
konusuna agiklik getirelim

Testisler testesteron , dihidrotestesteron , androstenedion gibi genelde
androjen adiyla tammlanan pekgok erkek seks hormonu salgilarlar. Testesteron diger

androjenlere gore daha fazla miktarda bulundugundan , en énemli testis hormonu
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olarak kabul edilebilir. Ancak testesteronun gogu olmasa bile biiyiik bir kism1 , hedef
dokularda daha aktif olan dihidrotestesterona déniisiir.

Testesteron , interstisyel Leydig hiicrelerinde olusturulur.Bu hiicreler
seminifer tubiiller arasinda interstisyel alanda yer alir ve erskin testis kiitlesinin %
20’sini olusturur.Leydig hiicreleri testislerin testesteron salgilamadigi gocukluk
doneminde , hemen hemen hig gériilmezler.Bunun yaninda yeni dogan erkek gocukta
yasamin ilk birkag ayinda ve puberte sonrasi erigkin dénemde bol miktarda
bulunurlar.Her iki dénemde de testisler bol miktarda testesteron salgilarlar. Testis
tiimérlerinin gelistigi durumlarda ise , interstisyel Leydig hiicrelerinden ok fazla
miktarda testesteron salgilanir.Son olarak testisin germinal epiteli , X-isinlaryla
tedavi sirasinda ya da agin sicak nedeniyle haraplandiinda , haraplanmayan Leydig
hiicreleri testesteron salgilamaya devam eder.Viicudun baska yerlerinde de androjen
salgilanmas1 miimkiindiir .Androjen terimi , maskiilinizan etkileri olan steroidleri
tanimlamak i¢in kullamilir. Kuskusuz , testesteronun kendisi ve testisler disinda
viicudun farkli bolgelerinde de iiretilen erkek seks hormonlari da bu tamimin
igindedir.Omegin adrenal bezler , en az 5 farkli androjen salgilarlar. Ancak bunlarin
tiimiiniin maskiilinizan etkisi normalde o kadar azdir ki ( erigkin bir erkekte total %
5’den daha az ) , kadinda bile pubis ve aksillar killarin biiyiimesi diginda énemli bir
maskiilinizan etki yapmazlar.Ancak adrenal androjen iireten adrenal hiicrelerin
tiimorlerinde , asirt diizeyde androjen salgilandigindan , erkege 6zgii sekonder seks
karakterlerinin tiimii bu hastalarda ortaya ¢ikar. (Guyton&Hall , 1996)

Cok az da olsa overlerde embriyonik kalinti halinde bulunan hiicrelerden
tiimorler gelisebilir ve bu olay kadinda asirt diizeyde androjen salgisina neden
olur.Bu tip tiimérlere arrhenoblastoma adi verilir.Normal overler de az miktarda

androjen salgilanmaktadir ancak bu 6nemsizdir.

2.4.2.1. Testesteron metabolizmasi :
Testislerden salgilandiktan sonra testesteronun yaklasik % 97 ‘si zayif

baglarla plazma albumini ya da daha siki bir sekilde , seks hormonu baglayan

globulin alarak bilinen f - globulinlere baglanirlar.
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Bagli hormonun dolasim sisteminde kalis siiresi 30 dakika , 1 saat bazen de
daha uzun olabilir.Bu siirenin sonunda testesteron ya dokularda fikse olur , ya da
inaktif {iriinlere déniigerek viicuttan atilir.

Dokularda fikse olan testesteronun goZunlugu hiicre iginde ,
dihidrotestesterona doniisiir.Bu olaymn gergeklestigi hedef organlar ise eriskinlerde
ozellikle prostat bezi , erkek fetusta eksternal genital organlardir. Testesteronun baz
etkileri bu déniisiime bagldir ancak diger etkilerde bu déniigiimiin rolii olmaz.

Testeronun yikimi ve atilmasi su sekilde 6zetlenebilir :

Dokularda fikse olmayan testesteron , karacigerde baglica androstenon ve
dehidroepiandrosterona doniigtir. Ayn1 anda her iki yapt glukronidlerle veya
siilfatlarla birleserek bagh hale gelirler.Bunlar da safra iginde sindirim kanalindan

veyahut da idrarla bobreklerden atilirlar. (Guyton&Hall , 1996)
2.4.2.2. Testesteronun fonksiyonlari :

Testesteron genel olarak , viicudun belirgin erkek karakterlerinn olusumundan
sorumludur. Fotal yasam siirecinde ,  testisler plasentada olusan koryonik
gonadotropinlerle uyarilarak , orta diizeyde testesteron salgilarlar.Bu hormon fetal
geligim periyodunda ve hatta dogumdan sonra 10 ya ad daha ¢ok haftalar siiresince
viicutta bulunur.Bu nedenle ¢ocukluk ¢agi boyunca 10-13 yasma kadar testesteron
iiretilmez.Daha sonra puberte déneminde 6n hipofiz gonadotropik hormonlarin
uyaristyla testesron yapimu hizla artar. 50 yasindan sonra da hizla diismeye baglar.80

yaginda maksimum diizeyin % 20 — 50 ’sine ulasir.(Sekil-12) (Guyton&Hall , 1996)
2.4.2.3. Fetal gelisim siirecinde testesteron iiretimi :

Testesteron erkek fetus testislerinde , embriyonik hayatin yaklasik 7.
haftasinda yiikselmeye baglar.Erkek ve kadin seks kromozomu arasinadaki en énemli
fonksiyonel farklilk , erkek kromozomunun gelismekte olan genital plaktan
testesteron , kdain kromozomunun ise dstrojenlerin sekresyonunu saglamasidir.Gebe

hayvanlara yiiksek dozda erkek seks hormonlar1 enjekte edildiginde , fetus disi bile
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olsa , erkek seksiiel organlarimin gelistigi goriiliir. Aym sekilde erkek fetusta erken
evrede testislerin gikarilmasi , disi seks organlarmin gelismesine neden olur.

Bu nedenle ilk 6nceleri genital plaktan , daha sonra fetal testislerden
salgilanan testesteron hormonu erkek viicut karakterlerinin gelismesinden
sorumludur.Ornegin vajina ile klitoris yerine , penis veya skrotumun olusmasini
saglarlar. Ayni gekilde prostat bezi , seminal vezikiiller , erkek genital kanallarinin
gelisimini kolaylastirirken , bunun yaninda disi genital organlarinin baskilanmasma
neden olurlar. (Guyton&Hall , 1996)

2.4.2.4. Testesteronun testisin inmesindeki etkisi

Testisler genellikle gebeligin son 2-3 ayinda yeterli diizeyde testesteron
salgilanmastyla , skrotuma inerler.Erkek gocuk testisleri normal oldugu halde
,skrotuma inmemis olarak dogmussa , testesteron verilerek genellikle olagan bir
sekilde skrotuma indirilebilir. Ancak inguinal kanallarin etstislerin gegebilmesi igin ,
yeterince genis olmasi gereklidir. Yeni dogmus gocugun testislerinde Leydig
hiicrelerini uyaran gonadotropik hormonlarin uygulanmasi kosulunda da |
testresteron salgilarlar.Bu da , testislerin inmesini saglayabilir.Boylece testislerin
inmesini uyaran faktoriin , testesteron oldugu , testesteronun fetal yasam sirasinda ,

erkek seksiiel gelisimi igin 6nemli bir hormon oldugunu géstermektedir.
(Guyton&Hall , 1996)

2.4.2.5. Testesteronun primer ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi iizerine

etkisi :

Puberte sonrasinda , testesteron salgismin yeniden baslamasi ile penis |,
skrotum ve testislerde 20 yasindan énce , yaklagik 8 kat kadar biiyiime goriiliir.Buna
ek olarak , testesteron sekonder seks karakterlerini gelistirir. Bu olay , puberteden
itibaren baglar ve olgunluk doneminin sonuna kadar siirer. Sekonder seks karakterleri
, sekstiel organlara ek olarak asagida belirtildigi sekilde , erkekle kadimin ayriminda

yardimcdir.
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- Viicut killarinin dagiliminda etkileri

Testesteron killarin biiyiimesine neden olur.Bu killar (1) pubis gevresinde ,
(2) yukar: dogru linea alba gevresinde bazen gobege ve daha yukan dogru , (3) yiizde
, (4) genellikle gogiiste ve (5) daha az 6l¢iide de viicudun sirt gibi diger bolgelerinde
bulunur.Aym sekilde viicudun farkli béliimlerinde de killarin belirginlesmesini
saglar.
- Kellik

Testesteron , basin tepe kisminda saglarm biiyiimesini yavaslatir.Bir kisi eger
fonksiyonel testislere sahip degilse kel olmaz.Bunun yaninda pekgok erkek asla kel
olmaz , ciinkii kellik 2 iki faktSre bagh ortaya gikar. Ilki , kelligin gelisimi icin
genetik bir zemin olmahdir. Ikincisi , bu genetik zemin iizerine yiiksek miktarda
androjen hormonun eklenmesi diisiiniilebilir.Uygun genetik altyapisi olan bir kadinda

, uzun siire androjenik bir tiimor gelisiyorsa , erkekte oldugu gibi kellik baslar.

- Sese etkisi

Testesteron testislerin salgiladig1 ya da viicuda enjekte edildiginde , larenks
mukozasinin hipertrofiye ugramasma ve larenksin genislemesine neden olur.Bu
durum , 6nce rolatif olarak akortsuz “gatlak™ bir sesin olusumuna yol agar.Fakat ses

giderek degisir ve tipik bas erkek sesi karakterini alir.

- Deri ve akne gelisimine etkisi

Testesteron tiim  viicutta derinin kalinlagmasi ve deriali dokusunun
giiclenmesini saglar. Testesetron , yag bezlerinin bir kisminda veya tiimiinde
sekresyonu arttirir.Yiizdeki yag bezlerinin fazla salgi yapmasi , ozellikle gok
6nemlidir , ¢iinkii bu bezlerin asin sekresyonlari akneye neden olur.Bu nedenle erkek
viicudunun ilk kez testesteron ile karsilastgi adélesan evrenin en tipik ozelligi

aknelerdir.Deri , yillar sonra testesterona adapte olur ve aknelerden kurtulur.

- Protein olusumu ve kas gelisimine etkisi
Erkege 6zgii en 6nemli karakterlerden biri , piiberte sonrasinda kaslarin ¢cok
fazla gelismesidir.Oyle ki kas kitlesindeki bu artis , kadinlara oranla hemen hemen %

50 daha fazladir. Bu , viicudun 6teki boliimlerinde de , protein igeriginin artmasi ile
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birlikte gériilmektedir.Derideki degisimlern pekgogu , protein depolanmasina bagh
olarak gelisir ve hatta sesin degismesi de testesteronun anabolik etkisine baghdir.
Viicudun kas yapisma etkisi nedeniyle , testesteron ( veya onun yerine
sentetik androjen ) atletlerde , kas performansim yiikseltmek igin gokga
kullanilmaktadir.Ancak  bu uygulamaya siddetle karst gikilmaktadir.Ciinkii
testesteron kullammumin , uzun vadede harap edici etkileri bulunmaktadir.Bunun

yaninda testesteron , ileri yaglarda “genglik hormonu
sertligini korumak igin de kullamlmaktadir.

olarak kas giiciinii ve

- Kemik biiyiimesi ve Kalsiyum depolanmasina etkisi

Puberteyi izleyerek ya da uzun siireli testesteron enjeksiyonlarindan sonra ,
kemiklerin kalinliklari artar ve biiyiimeleri yaminda , kalsiyam tuzlanmin da énemli
Slgtide depolandig goriiliir. Boylece testesteron hem kemik matriksin total mgktarini
arttiir , hem de kalsiyum depolanmasimi saglar.Kemik matriksindeki artisin ,
testesteronun proteinler iizerinde genel anabolik etkisi sonucunda olustugu |,
kalsiyum tuzlarmn birikiminin ise , kemik matriksin artmasina bagh sekonder bir
etki oldugu sanilmaktadr.

Son olarak testesteron pelvis iizerinde de spesifik etkiye sahiptir. (1) Pelvisin
daha dar ve (2) daha uzun olmasim saglar. (3) Kadindaki genis , oval pelvis yapisi
yerine , huniye benzer sekil almasina yol agar ve (4) pelvisin yiik tasimaya karsi
direncini ¢okga arttirir. Testesteron yoklugunda , erkegin pelvisi kadiminkine benzer
bir sekilde gelisir.

Testesteron ayrica uzun kemiklerde epifizlerin erken kapanmasina neden
olur.Boylece biiyiimenin hizli olmasina ragmen , epifizlerin erken kapanmas: , hig
testesteron salgis1 olmadan erigecegi uzun boya sahip olmasim engeller.Hatta normal
erigkin erkeklerin boyu da , piberte éncesi kastre edilmis kisilerin boyundan biraz
daha kisadir.

-Bazal metabolizmaya etkisi :

Yiiksek dozda testesteron enjeksiyonu , bazal metabolizma hzim , % 15

kadar arttirabilir. Hatta adélesan ve erken erigkinlik donemlerinde testislerden

salgilanan normal testesteron miktar1 bile , bazal metabolizmay: testislerin aktif
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olmadigi doneme gore % S ile 10 oraminda hizlandirabilir. Metabolizma tzerine bu
hizlandiner etki , muhtemelen etstesteronun protein anabolizmasi tzerine etkisinin
indirekt sonucudur. Protein miktaninin , o6zellikle enzimlerin artist tim hiicrelerde
aktiviteyi arttirmaktadir.
- Eritrositler tizerine etkisi

Kastre edilmis bir erigkine , normal dozda testesteron enjekte edilecek olursa
, mm* deki eritrosit sayist % 15- 20 artig gosterirBunun yaninda , erkeklerde
eritrosit sayisinin , kadinlardaki ortalamaya gore yaklagik 700.000 daha fazla oldugu
bilinmektedir.Bu farklilik , testesteronun eritrosit yapimindaki direkt etkisinden gok ,
belki de testesteron uygulamasindan sonra , metabolik hizin artigina bagh olabilir.
- Elektrolit ve su dengesine etkisi

Birgok steroid hormon bobregin distal tubiiliislerinde Na reabsorbsyonunu
arttirabilir. Testesteron da aym etkiye sahip bir hormondur.Ancak adrenal
meneralokortikoidlerle  kargilastirildiginda ,  etkisinin  ¢ok  kiigik  oldugu
anlasihr.Bununla beraber puberte sonrasi erkekte , kan ve ekstraseliler sivi hacmi |
agirliklarina oranla daha fazla bulunur. (Guyton&Hall , 1996)
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@ Type A spermatogonia, diploid
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Secondury spermatocytes,
haploid

Meiosis 1l

i Spermiogenesis

Sekil 11: Spermatogenez’deki boliinme evreleri . (David T. Lindsay , 1996)
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Sekil 12: Cesitli yaslardaki testesteron sekresyonunu yalklagik degerleri.
(Guyton&Hall , 1996)

2.5. APOPTOZIS NEDIiR ?

Hiicre olimi farkli sekillerde ortaya cikabilmektedir. Temel olarak kabul
edilmis 3 tipte hiicre dlumi vardir : Onkozis , nekrozis ve apoptozis... ( Murat Tosun
, 2002)

Bu hiicre dlimii tiplerinden Apoptozis , Yunanca kokenli bir kelimedir ve

yerinden aynlarak sessizce diismek ” anlamina gelir.

Nekrozda genellikle yanyana bulunan bir grup hiicre olir. Apoptozis'de
sagilmug halde tek tek hiicrelerin , atik birakmadan 6liima bahis konusudur. Apoptozis
, hiicrenin nukleusu ile beraber kondansasyon gostermesi , sonra membranla cevrili
pargaciklara ayrilmasi ve pargaciklanin fagosite edilip sindirilmesidir. Apoptozis’de
hiicrelerde once biiziilme , sitoplazmamn yogunlagmasi , hiicre memranmmn girintili
cikintilh hal almasi ve nukleus’ta buziilme gorilir.Bundan sonra hiicre pargalara

ayrilir. ( Minevver Yenerman, 1994 )
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Apoptozis’e giden hiicrenin 3 karakteristik niteligi ; (1) kromatin
yogunlasmas1 ve membran kabarciklarimin olusmasi , (2) DNA’nm niikleozom
boyutunda  pargalanmasi ve (3) RNA ve protein sentezi bu sonuncu olaymn
“programli hiicre 6liimii” veya hiicre intihari olarak ek tarifine gerek gostermektedir ,
¢linkli 6lmekte olan hiicrelerdeki aktif metabolizmay1 belirtir. Apoptozise yol agan
olaylar dizisi ¢ok acik degildir, fakat giiniimiizde endojen endoniikleazn belki de
sitozolik kalsiyamu arttirarak DNA’nin  pargalanmasi ve sonugta hiicresel

degisikliklere neden olmasiyla bagdaslastirilabilir. ( Vinay Kumar ,1995 )

Apoptozis , genellikle fizyolojik bir olaydir.Emriyonal yasamda ve postnatal
dénemde , normal kosullarda ve kimi hastaliklarda gériilebilir.intrauterin yasamda
kullamlmayan ve gereksiz olan hiicreler 6lir ve atik birakmadan ortadan

kalkar.Bylece hiicrelerin mitoz ile gogalmalar: dengelenir.

Embriyonik dénemde , erigkin tipteki dokularin olusumunda apoptozis
onemli bir mekanizmadir.Kimi teratojenlerin , embriyolojik gelisme sirasinda
program dis1 masif hiicre apoptozis’ine neden olabilecegi ve boylece kimi kongenital
anomalilerin olusabilecegi iler siiriilmektedir. ( Miinevver Yenerman , 1994 )

Apoptozis bu 6zelligiyle , hiicre populasyonunu kontrol altinda tutan
biyolojik bir mekanizmadir.Bu regiilasyon mekanizmasi , normal kosullarda selektif
hiicre delesyonu olay1 bi¢iminde goriiliir. Apoptozis ‘de &len hiicrelerde agikta otoliz
olmaz ve hiicrenin pargalanma iiriinleri gevreye yayilmaz. Oysa nekrozda hiicrenin
pargalanmas ile ¢cevreye iltihab1 baglatan maddeler yayilir.

Apoptozis postnatal yasamda , atrofide , tiimdriin biiyiimesi ve gerilemesinde
rol oynar. Apotosis , radyasyon ve radyomimetik sitotoksik ilaglarla da meydana

gelebilir. ( Miinevver Yenerman , 1994)

2.5.1. MORFOLOJI :

Hiicrelerin nukleus pargaciklari ve intakt organellerini igeren sitoplazma
kisimlar1 , membran ile sarilarak degisik ¢apta yuvarlak veya oval cisimleri olusturur.
Bu cisimcikler serbest halde veya hiicreler i¢inde bulunurlar.Bunlara apoptozis

cisimcikleri denilir.Organelleri igeren sitoplazma pargaciklan g¢ok kiiciik degillerse ,
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151k mikroskobunda H-E boyamas: ile eozinofil , eger sitoplazma ribozomlardan

zengin ise , bazofil cisimcikler halinde gériilebilir.

Nukleus pargaciklar1 , gevrelerinde dar bir sitoplasma igerirler ve 151k
mikroskobunda aym boya ile mor noktalar halinde segilebilirler.Mor nokta bigi
goriinen bu cisimcikler , lenf gangliyonlarinda , follikiillerin germinatif
merkezlerindeki makrofajlar tarafindan alimir ve béylece Flemming’in boyanabilen
cisimciklerini igeren hiicreler meydana gelmis olur.Bu cisimler folikiillerin
merkezlerinde serbest halde de goriilebilirler.

Baz1 apoptozis cisimcikleri , sitoplazma igerisinde dagilmus kromatin
igerirler.Apoptozis cisimcikleri , yalmz makrofajlar degil , gevredeki baska hiicreler ,
omegin epitel hiicreleri tarafindan da alinabilir , habis tiimér hiicreleri iginde de
goriilebilirler Hiicreler igindeki apoptozis cisimcikleri , lizozomlarda sindirilebilir.
Sindirilemeyen  kalintilar lizozomlarda atik cisimcikleri olustururlar.Elektron
mikroskobu ile hiicre disinda ve igindeki cisimcikler daha da kolay

goriilebilir. Apoptozis cisimciklerine nekroz alanlarimin ¢evresinde de rastlanir.

2.5.2. PATOJENEZ :

Apoptozis’de once nukleus ve sitoplasma daralir ve koyu boyanir.Bu nedenle
buna eskiden * biiziilme nekrozu  denilirdi.

Hiicrelerin nukleus ve sitoplazmalaninda tomurcuklanma bigiminde ¢ikintilar
meydana gelir.Bu ¢ikintilar apoptozis cisimeiklerinin olusumuna énciiliik eder.Daha
sonra hiicrenin nukleus pargaciklari , invaginasyonlar olusturan nukleus membrani ,
infarkt organelleri igeren sitoplazma kisimlari ise , derin invaginasyonlar meydana
getiren sitoplazma membran ile sarilir ve hiicre degisik gapta veya oval pargaciklara

ayrilir.Hiicrelerde bu olay birka¢ dakikada tamamlanir.

Apoptozis cisimcikleri makrofajlar tarafindan alimir.Membranla sarih bu
pargaciklar yeni yerlerinde fagozomlan olusturur ve lizozom enzimleri ile lizis olur.
Boylece ortamda , serbest halde hiicre artiklari bulunmaz ve devaminda
yangisal bir reaksiyon da izlenmez. Bu cisimciklerin hiicreler igine alinmasi ,

sindirilip 151k mikroskobunda gériinmez hale gelmesi olay: birkag saat siirer.
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Apoptozis olayr , dokulardaki kinetik maddelerin etkisindedir.Fizyolojik
apoptozis , gevresel etkilerle baslatlir ve normal doku gelismesine yardim eder.

Apoptozis’i kontrol altinda tutan faktdrler tam olarak bilinememektedir.
** Nekroz dejeneratif bir fenomendir.Nekrozda plazma membrammin fonksiyonel
devamlihig kesintiye ugramuistir, ATP 6nemli 6lgiide azalmigtir.Hiicre fonksiyonlar
geri gelmeyecek bigimde durmustur.Apoptozis’de ise hiicrenin kendi kendisini
destriiksiyona ugratmasi i¢in enerjiye ve makromolekiiler senteze ihtiyaci vardir.
Apoptozis’in erken doéneminde ATP diizeyi normaldir. Hiicre , sodyum ve
potasyumunun plasma membranindan gegisi gibi enerjiye bagh etkinliklerini

stirdiiriir.

Apoptozis olusumunda endoniikleaz enziminin de rolii vardir.Endoniikleaz
enziminin noksan oldugu hiicrelerde apoptozis goriilmez.Nukleus’da kalsiyum ve
magnezyuma bagimhi endoniikleaz enzimi , fizyolojik veya hiicre zaran ile ilgili
stimuluslarda aktive olur ; fakat kuvvetli toksik etki , endoniikleazi yok eder.

(Miinevver Yenerman , 1994)
2.5.3. APOPTOZIS TiPLERI

2.4.3.1. Embriyonal :

Embriyonal yasamda dokularin gelismeleri sirasinda hiicreler , sayica olmasi
gerekenden fazla miktarda oldugunda , delesyona ugrarlar ve dokularm normal
gelismesi saglamr.Bu programlanmig liim , hiicreler iginde ve dokular arasindaki
etkilesim ile olur.

Daha ¢nce belirtildigi gibi kimi teratojen etkiler bu diizende bozukluk
meydana getirip , kongenital anomalilere neden olabilir.
2.5.3.2. Postnatal yasamda apoptozis

2.5.3.2.1. Normal kosullarda apoptozis

Normal lenfoid dokularda , germinal merkezlerde asidofil pargaciklar ve
boyanabilen cisimcikler denilen yapilar goriiliir. Bunlar ve normal menstruasyonda

endometrium bezlerindeki bazofilik cisimler , apoptozis ile meydana gelir.
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Memede menstriiel siklus sonunda ve corpus luteum involusyonunda
apoptozis goriiliir.

Apopitozis karaciger hiicrelerinde , siirrenal korteks , prostat , bagirsak
kriptlerindeki hiicrelerde , testiste seminifer tubiil hiicrelerinde de gériiliir. Yavas ve
hizli yenilenen apoptozis ile denge saglanir.

Timus involusyonunda da apoptozis goriiliir.

2.5.3.2.2. Patolojik kosullarda apoptozis

* Radyasyon ve sitotoksik ilaglar  : Normal dokularda ve kimi habis

tiimorlerde radyasyon ve radyomimetik sitotoksik ilaglarla ilk dozda apoptozis olur.

* Atrofide apoptozis 3 Hiicrelerin  sayillarinmm  azalmasinda
apoptozisin de rolii vardir.Bu tip atrofilerde piknoz ve Karyoliz gosteren hiicrelere
rastlanir.Bu degisiklik apoptozis’e ait 6n degisiklik olabilir.

Ductus pancreaticus ‘un baglanmas: ile , eksojen asinar hiicrelerde apoptozis
olur ve pankreas atrofisi goriiliir.

Hormona bagimh atrofiler de apoptozis ile olur.Endokrin hormonlara bagimh
dokularmn hiicrelerinde , tropik hormonlarin azalmasi ile delesyon olur ve apoptozis
goriiliir. Ayrica kalan hiicrelerin de hacmi azalir ve atrofi meydana gelir.

Glukokortikoidlerin verilmesi ile meydana gelen timus atrofisinde ve baska

lenfoid dokularin kiigiilmesinde apoptozis’in rolii vardir.

* Hiicresel immunite ve apoptozis 7 Hiicresel — immunitede  ¢esitli
yollarla apoptozis olur.Hiicre 6liimii , graft-versus-host hastaliginda oldugu gibi
lenfosit infiltrasyonu ile birliktedir.Deneysel ¢aligmalada T-lenfositleri ve dogal
6ldiiriicti (NK) hiicreler , hedef hiicrelerinde apoptozis’e neden olabilirler.Bazi deri
hastaliklarinda , epidermin bazal katmanlarinda hiicrelerden kimileri yerlerinden
kopup derm igine diiser. Liken planus’da goriilen civatte cisimcikleri béyle
olugur.Civatte cisimcikleri gevresinde lenfosit topluluklarimin gériilmesi , olusumda

hiicresel immunitenin roliinii diistindiirmiistiir.
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Kronik aktif hepatitte giive yenigi gibi olan nekrozun gevresindeki lenfosit
infiltrasyonunun bulundugu yerlerde apoptotik hiicre cisimcikleri gdriilmiigtir.
(Miinevver Yenerman , 1994). Bu apoptotik hiicre pargaciklarina , Councilman
cisimeikleri de denir ve bunlar hepatit’de karaciger hiicrelerinde bulunurlar. (Vinay

Kumar , 1995)

* Habis tiimorde apoptozis Tritiyumlu  timidin ile igaretleme y$ntemi
kullanilarak habis tiimérlerde hiicrelerin gogalma hizi incelenir ve tiimoriin biiyiime
hiz1 ile kiyaslanirsa , her zaman ikisi arasinda uygun bir paralellik gériilmeyebilir.Bu
gozlemler tiimériin biiyiimesinde spontan hiicre kaybinin énemli bir kontrol faktérii
oldugu fikrini geligtirmistir.

Birgok tiimérlerde spontan hiicre kaybi , nekroz , dokiilme ve migrasyon
diginda apoptozis ile de olur. (Miinevver Yenerman , 1994)

NOF{MAL
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NECROSIS APOPTOSIS
Sekil 13 : Hiicrenin apoptozis ve nekrozda ugradigi morfolojik degisimleri gosteren

sematik ¢izim.
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3. MATERYAL ve METOD:

3.1. Hayvanlarn yetistirilme asamas:

Calismamiz alkolik rat testisi dokusuna &zel bir ¢alisma oldugundan , ilk ve
oncelikli hedefimiz kronik alkolik rat temin edebilmektiBu amagla Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Dr.Gokalp Yildiran Deneysel Arastirma ve Hayvan
Laboratuvant ’nda (DETAB) iiretilen Sprague-Dawley 1rki 20 adet rat
kullamldi.Calisma ve kontol gruplan igin denekler , 10 alkolik 10 kontrol olmak
tizere 2 gruba aynldi ve yetistirmelerine bu yénde devam edildi. Asagida ayrintilarimi
verdigimiz tim ¢aligma asamalar1 sirasinda , Helsinki Deklerasyonu ’na titizlikle
uyuldu ve Kocaeli Universitesi Etik Kurulu’dan , 394 / 6 no’lu karar yazisi

alinmasiyla da ¢alisma ile ilgili her tiirlii izin alinmis oldu.

Ergin kontrol grubu ratlar ; 22 + 3 C° sicaklifinda ve 62 £ 7% nisbi rutubet
kontrollii oda kosullannda yetistirildi.Bu siireg iginde odanin 1giklandirmasi 12 saat
karanlik ,12 saat aydinhk esasmma gore yapild: (Saat 8:00 am. - 8:00 p.m. arasi
aydinlik olacak sekilde)

( T.Utkan , 2001)

Kontrol grubunun bakimi i¢in , rat yetistirmek iizere tasarlanmig 32 x 25 x 15
cm dlgiilerinde sert plastik aksamli ve tist kismu yemlik ve suluk i¢in sekillendirilmig
kafesler kullanildi. 5 kontrol grubu rat igin tek bir kafes kullamlmas: yeterli oldu
(toplam 2 kontrol , 2 alkolik grup kafesi kullanildi). Sivi gida olarak 500ml. ‘lik
suluklarla normal igme suyu verildi.Kati gida ise izokalorik rat pelet yemleri ile
karsilandi.Su ve kati yem her giin aym saatte ( 11:00 am) tazelenmek iizere
degistirildi.

Alkolik rat grubu ise S5’erli iki ayn kafese alindi ve bu sekilde
yetistirildi.Kafesler ve kat1 gida beslenmesi , yukarida bahsettigimiz gekilde kontrol
gruplarinda uygulandifn gibiydi.Tek fark , hayvanlarin kronik olarak alkolik hale
getirilmesi amaciyla , siv1 gida diyetinde yapilan degisiklikten ibaretti.
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Kronik alkolik hale getirme islemi yaklasik 12 hafta siirmekteydi.Bu siire
igerisinde hayvanlan igme suyuna konulacak alkol oranin % 5 ‘den % 20 ‘ye kadar
tedrici olarak arttiriimas: gerekliydi ( Thomas C.K. Chan, 1983 ).

Bu periyodun baslangicinda hayvanlarnn igme suyu , 475 ml. suya 25ml.
ethanol  olacak sekilde hazirlandi. Bu % 5 lik siv1 alkol diyeti hayvanlara 2 hafta
stireyle verildi.Daha sonra alkol diizeyi tedrici olarak 12. haftamn sonuna kadar su

sekilde arttinildi:

Sivi diyetin uygulandigi hafta Siwvi diyetteki alkol orani
0 — 2. haftalar arasi %5
2 — 4. haftalar arasi 06735
4 — 6. haftalar aras % 10
6 — 8. haftalar arasi 9612,5
8 — 10. haftalar arast % 15
10 — 12. haftalar arasi % 20

3.2. Kandaki ethanol miktarmin saptanmasi asamasi:

12. haftanin sonunda hayvanlarin kronik alkolik olup olmadigimin anlasiimas:
gerekliydi. Bunun i¢in de hayvanlarda plazma - alkol diizeyi tespit edilmeliydi. Bu
amagla hafif ether anestezisi altindaki hayvanlardan , intrakadiyak yolla 0,5 ml. kan
aldik. Bu kan , sadece plazmada ¢aligilacag: i¢in normal kan tiipiine ( anti-koagiilan
igermeyen ) konuldu ve alkol 6l¢iimii Kocaeli Universitesi Uygulama ve Arastirma

Hastanesi Laboratuvari’nda yapildi.
Analizin yapilabilmesi i¢in Beckmann CX-9 cihazindan yararlanildi. Test igin
de Bucher ve Redetzki’nin enzimatik metodunun Sigma Diagnostic Alcohol

(procedure No:332-UV) tarafindan modifiye edilmis kitiyle ¢aligildi.

Bu kitin prensipte ¢alisma prensibi ; serum , plazma , total kan veya idrardaki

ethanoliin 340nm. dalga boyunda enzimatik determinasyonu esasina dayanir.
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Kit ¢alismaya basladiginda agagidaki kimyasal reaksiyon meydana gelir :

ADH
Ethanol + NAD ————=5= Acetaldehyde + NADH

Bu reaksiyon su anlama gelirKitte bulunan ADH ( alcohol dehydrogenase ) ,
dmnekteki ethanoliin , acetaldehyde’e oksidasyonunu katalize ederken , aym zamanda
yine kitte yer alan NAD ( nicotinamide adenine dinucleotid ) ‘yi de NADH’a
rediikler.Olusan NADH , 340 nm. dalga boyundaki 1sm1 absorbe ectme
ozelligindedir. Absorbe edilen 1510 miktari NADH miktarin , bu deger de dolayli
yoldan okside olan ethanol miktarim ( yani 6mekteki ethanol konsantrasyonunu)

bize verecektir. (Sigma Diagnostic Chemical Company , 1995)

Bu ydntemle hazirlanan , 28.02.2003 tarihli , 127 no’lu Technicon opeRA
Analiz raporuna gore kandaki , plazma - alkol seviyesi 49 mg / dl. idi.

3.3. Perfiizyon ve dokularin tesbit edilme asamasi

Bu bulgularin ardindan artik rat dokularmin vaskiiler perfiizyona tabi
tutulmas: ve viicut digma alinmasi gerekiyordu ki bunun i¢in de énce hayvanlarin
anestezisi saglanmaliydi. Bu amagla ; 35 cm. ¢apinda , kapag: dahil tiim cephesi cam
olan , yalmzca tabaninda ethere batirilmis pamuk igeren bir hazneye sahip bir

anestezi diizenegi temin edildi.

Ayrica dokularin vaskiiler perfiizyonu igin de ayrica bir perfiizyon diizenegi
hazirlandi. Bu diizenekte 1 adet serum standi , 1’er litrelik 2 adet % 0,9 ° luk
izotonik NaCl soliisyonu , 4 litre kadar hazirladigimiz % 10’luk formol soliisyonu , 4
adet serum seti , diseksiyon amagh tel 1zgara , dokular: saklamak i¢in yine iglerinde
%10’luk formol iceren saklama kaplan , bistiri , makas , pens , aletlerin
sterilizasyonu igin zefiran soliisyonu , eter anestezinin devamlihg i¢in iginde eterli

pamuk bulunan genis agizh tiip yer almaktaydi.



Tlk olarak kendi saglik giivenligimiz i¢in 6nliik , maske ve eldivenler giyildi
ve kullanacagimiz tim non-steril disseksiyon materyali % 96’lik etil alkolle
temizledikten sonra , zefiran soliisyonunda bekletildi.

Her iki rat grubundan da ( alkolik ve kontrol ) denekler , sirayla énce ether
kavanozuna alindi. Denekler yaklasik 30-40 saniye sonra ether inhalasyonu sebebiyle
derin anesteziye girdiler.Anesteziye girdiginden ve reflekslerinin kayboldugundan
emin oldugumuz denekler énce , supine pozisyonda olacak sekilde disseksiyon
1zgarasma yatirildi. Anesteziden uyanmamasi igin , yine énceden hazirladigimz
icinde eterli pamuk bulunan genis agizlikh tiip hayvanin agzi ve burnunu igine alacak
sekilde yerlestirildi.Hayvanlarin el ve ayaklan iyice yanlara agilarak 1zgaraya
penslerle tutturuldu. Bu sekilde havvann diseksiyonu perfiizyonu sirasinda bize daha
rahat bir ¢alisma alam olustu. Hayvanlar bu siire zarfinda abdominal tip solunum
yapmaya devam ediyorlardi.

Disseksiyon islemi 6ncelikle arcus costalis’in altindan transvers bir insizyonla
bagladi.Daha sonra bir pens ile processus xiphoideus yakalandi ve bunun her iki
yamndan kostalar , supero-lateral yénde makasla kesilmeye baslandi. Sonuncudan ,
birinciye dogru tiim kostalar1 kestikten sonra processus xiphoideus yukariya
kaldirarak torakal kavite tiimiiyle agiga ¢ikarildi. Kalp bu esnada normal ritmini
stirdiirmekteydi. Ancak diaphragma , diseksiyon sirasinda kesildiginden dolay:
hayvam bu gekilde uzun siire yasatamayacaktik ki bu da bizim agimizdan vaskiiler

perflizyona baslamak i¢in daha az bir siire demekti.

Once kalp , basis’inden bir pensle sabitlendi ve vakit kaybedilmeden % 0,9
‘luk izotonik NaCl soliisyonu ihtiva eden serum setinin iZnesi kalbin sol
ventrikiilinden igeri batirildi. Ardindan serum agildi ve kalbin kendi sistoliinden
faydalanarak bu izotonik soliisyonun tiim viicuda yayilmas: saglandi. 5-10 saniye
sonra kalbin sag atriumunda makasla bir kesik olusturuldu ve geri dénen kanin digar
akmasi saglandi.

Bu yo6ntemin amaci sol ventrikiilden verdigimiz sivimin tim viicudu
dolagmast , geri donen kamn ise sag atriumdan akarak viicudu terk
etmesiydi.Boylece biiyiik dolagimi  kullanarak izotonik soliisyon ile kanin yer

degistirmesi saglandi.
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Islemin ilk dakikasinda gérdiigiimiiz ilk belirti akcigerlerin pembe rengini
kaybederek mermer beyazi bir renk almasiydi.Ciinkii dokularda artik kan yerine
serum fizyolojik soliisyonu dolasiyordu ve ilk olarak akcigerin bu tiir tepki vermesi
ise kii¢iik dolagimin , biiyiik dolasimdan daha &nce ve cabuk devir-daim etmesiyle
agiklanabilirdi. Daha sonra ise ilk renk degisimi , albino olan ve normalde koyu
kirmizi g6z rengine sahip olan bu ratlann gozlerinde meydana geldi.Gozler
seffaflast ve cam gériiniimii aldi. Bu renk degisiminin ardindan kisa bir siirede kalp
de zayifladi ve (disseksiyonun baglamasindan yaklasik 1,5 dk. sonra) durdu. Artik
sag atriumdan da ¢ok daha agik renkte bir kan gelmekteydi.Kalbin durmasi ve
pompalama vazifesinin sona ermesinin ardindan, stvinzin ilerlemesi , yiiksekte
duran soliisyonun sahip oldugu daha yiiksek atmosferik basing ile miimkiin oldu. Bu
islem sag atriumdan tamamen seffaf renkte soliisyon gelene kadar siirdii. Artik
karaciger gibi daha koyu renkte ve daha periferde yer alan organlar da mermer
rengini almaya baglamisti. NaCl verme siirecine bu noktada son verildi ki bu da
perflizyonun baglamasindan sonraki 4. dakikaydi.

‘ NaCl ile dolasim sistemi tamamen yikandiktan sonra artik dokularin fikse
edilmesi i¢in artik aym yolla % 10’ luk formol soliisyonu verilmeye
bagladik.Izotonik NaCl soliisyonu verilmesine son verildi ve aym yiikseklikte duran
ve formol igeren soliisyon , ayr bir serum setiyle yine sol ventrikiilden igeri
verilmeye baslandi. Bu yolla daha énce izotonik tuzlu su ile yikadigimiz , kandan
annmus dokularda % 10 ‘luk formol dolagsmaya ve sonunda da sag atriumdan disan
akmaya basladi.Bu islem de yaklagik 5 dk. kadar siirdii.

Izotonik NaCl soliisyonu ile yikamadan farkh olarak bu safhada gozledigimiz
; formol veriliminin yaklagik ikinci dakikasindan itibaren , énce masseter kaslarinda
baslayan , ardindan intercostal kaslara yayilan ve daha sonra da ekstremitelerde
kendini belli eden klonik konviilziyonlardi. Hayvan ¢6ldiikten 4-5 dk. sonra goriilen
bu konviilziyonlar da formoliin sinir dokusu iizerine olan eksitan etkisiyle

agiklanabilirdi.
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Formol verilmeye bagladiktan 5 dk. sonra tiim seti kapatildi. Artik dokularda
formol soliisyonu bulunmaktaydi.ilk etapta abdominal kaviteye median hatta bir
kesit atildi.Bagirsaklar disan almarak pelvik kavite iyice agiga ¢ikarild. Testisler ,
skrotumdan itilerek pelvis’den kargilandi.Tam tersi bir islem yani skrotumdan
kesiyle testise ulasmak daha zahmetli olacakti zira bu esnada testis’i de kesme
riskine dikkat etmek zorunda kalinacakti. Testis , abdominal kaviteye kadar gekerek
funiculus spermaticus gevsetildi. Ve sonunda funiculus spermaticus da kesilerek
testis ‘1 viicut digma gikanldi. Her testis bu yolla cikarildiktan sonra , bir siire
bekleyecegi % 10 formol igeren saklama kaplarina alindi.

Kontrol grubu ratlara da aym perfiizyon islemi uygulandi , ancak
kansmamalan igin , onlarin dokular: alkolik ratlarnkinden farkli saklama kaplarina

alind1.
3.4. Dokularmn preparat haline getirilmesi asamasi

Kontrol ve alkolik gruplara ait fare testisler , ilk is olarak saklama
kaplarindaki formolden artabilmek igin izotonik soliisyonla yikandi.Daha sonra her
bir dokuya bistiiri ile sagital bir kesit attildi ve dokular bu sekilde 2 esit yarima
aynldi.Dokular her iki yarimim igine alacak sekilde kartuslara yerlestirildi. Kartuslar
silindir seklinde kiigik bir konteynere alindi.Bu konteyner de takip cihazina
yerlestirildi. Bu takip cihazi Leica TP1020 idi.Bu takip cihazi bir anda 12 adet
konteyneri alabilecek sekilde dizayn edilmis , silindirik bir sistemdi.Burada her bir
konteyner sirasiyla alkol , aseton , xylol ve parafin’den gegiriliyordu.Bu gegis sirasi
ve siiresini makine sirayla her 12 konteyner i¢in de otomatik olarak

diizenlemekteydi.Bu sistemde dokularimiz 1 gece kaldu.
Ardinda dokular takip cihazindan ¢ikarildi ve Leica ‘nin  EG1160 model
dokiim aletine alindi1.Burada her bir kartus ve i¢indeki dokunun parafine gémiilme

islemi yapildi.Bu sekilde bloklanmis dokularin uygun kalinlikta kesitleri alindi.

Kesit alma islemini Leica SM2000R markali mikrotomda yapildi.Elimizdeki

tiim 6rneklerden , 5pm. kalinlikta kesitler alindi ve lam iizerine aktarild.
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Lamun iizerindeki bu doku etiive ( NUVE FN500 ) alind1 ve 56 C° *de 1 gece
bekletildi.Ancak bu , dokunun parafin bloktan sonra alinmus kesitiydi ve dolayisiyla
icerdigi parafin maddesinden de ayrilmasi gerekliydi. Bu amagla preperatlarimizi
parafinden antmak igin sirasiyla xylol’den , absulut alkolden ve % 96 ‘lik alkolden
gegirdik ve preparatlarimizi deparafinize etmis olduk.Bu soliisyonlarin preparatta
birikmemesi i¢in preparati distile suyla yikadik. Bu haliyle dokumuz lamm iizerinde
yapismus ve bloklandig1 parafin maddesinden de annmus sekildeydi ve artik boyama

islemine hazirdi.
3.5. immunositokimyasal boyama asamasi

Preparatlarimiz i¢inde sitrat buffer soliisyonu bulunan bir kaba alind1 ve 30dk.
mikrodalga firmda firnland:.( 10 dk. high , 10 dk. med-high , 10 dk. high temprature

olmak tizere).

Sitrat buffer soliisyonunu daha énceden su sekilde hazirland

>

A soliisyonu B soliisyonu
2,1 gsitrik asit 4 g. NaOH tuzu
50 cc. distile suda ¢oziilecek 50 cc. distile suda ¢oziilecek

Sitrat buffer olusturmak iizere A soliisyonun tamami ve B soliisyonunun da
13 cc.’si kanstirldi. Bu karisim 1 It.suya tamamlandi. ( Ortaya ¢ikan soliisyonun

pH’s1 yaklasik 6 olmalidir.)

Bu sekilde hazirlanmus sitrat buffer ‘li soliisyonda 30 dk mikrodalgada 1sitilan
preparatlar daha sonra disar: alindi ve bu kez yine aym kabin igerisinde 20dk. kadar
oda 1sisinda ( 24 C°) sogumaya birakild.

Daha sonra preparatlarimiz tris buffer soliisyonuna almdi.

Bu soliisyonu da su sekilde hazirladik
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A soliisyonu B soliisvonu

6,1 g. tris 4,5 cc. HCI
50 cc. distile suda eritilecek 50 cc’ye distile suyla
tamamlanacak.

A soliisyonunun tamami ve B soliisyonunun da 37 cc.” si karistirildi ve distile suyla
1 litreye tamamland1.(Tampon amagh olarak hazirladigimiz bu soliisyonun da pH’s1
7,6 idi. )

5 dk.sonra preparatlarimiz bu soliisyondan ¢ikarildi ve dokularin gevresini
hidrofobik 6zellige sahip olan Super Pap-pen kalemiyle daire igine alindi.

Bu kalemle ¢evreledigimiz alanin i¢ine hidrojen peroksit damlatildi . 5 dk
bekledikten sonra iizerindeki hidrojen peroksit dokiildii ve tekrar preperatlar tris
buffer’dan gegirildi ( yine 5 dk. ).

Bu islemin ardindan preparatimiza Ultra-Block-V soliisyonu damlatildi .Daha
sonra preparatlarimiz bu soliisyondan da uzaklastirildi ve tizerine 1/100 olarak diliie
ettigimiz antikorumuz damlatildi. (Nabil A.S.Eid et al ., 2002)

Kullandigimiz antikor Rabbit kdkenli poliklonal bir antikor olan Caspase-3
Ab-4 CPP32 ‘dir . Neomarkers'in immunositokimyasal boyama (formalin/parafin) ,
Western Blotting ve immunopresipitasyonda yaygin sekilde kullamm imkani bulan
bir antikorudur.Hiicresel lokalizasyonu , agirhkli olarak sitoplazma olmak iizere bazi
niikleer boyamalar1 da kapsar.(Neomarkers data sheet , Rev.110602H )

Ek bir bilgi olarak ; Caspase’lar , apoptotik reaksiyon sonucu ortaya gikan 3
ana komponentten biridir.Diger ikisi Bcl-2 ailesinden proteinler ve Apaf-1/CED-4
proteinlerdir. Tiim apoptotik caspase’lar , kan pihtilagsmasinda rol oynayan
zymojenlerin analoglar olarak , normal hiicre i¢inde inaktif enzimler seklinde zaten
bulunurlar.Ne zaman ki hiicre apoptozis’e dogru bir gidisat gosterir , o zaman bu
enzimler 1-2 asamali proteolitik bir mekanizmanin neticesinde agiga ¢ikan bazi
peptidlerce aktif hale gelir(Imawati Budihardjo et al. , 1999) .

Bizim kullandigimiz antikor olan Caspase-3 Ab-4 antikoru da , apoptotik bir

hiicrede aktif hale gegen caspase’lar ile reaksiyona girer ve bu hiicreler periniikleer
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veya niikleer olarak boyanir.Bu tip boyama hiicrenin caspase + oldugu sonucunu

verir.

Antikorun damlatilmasindan sonraki islemler :

§-

2-

3.

4-

S

7=

Preparatlara Caspase-3 Ab-4 CPP32’nin damlatilmasimn ardindan 1 saat bu
sekilde beklendi.

Daha sonra preparatlar distile suyla yikandi ve yine 5dk.’lik tris buffer
soliisyonuna alindi.

Tris buffer banyosundan ¢ikanlan preparatlara bu kez de Biotinylated Goat
Anti-Rabbit damlatild: ve 10 dk. da bu sekilde beklendi.

Preparatlar yikand: ve tekrar tris buffer soliisyonunda beklemeye alindi.

( Buffer da kalma siiresi yine 5 dk. )

Daha sonra preparatlara Streptavidin peroxidase damlatildi. Bu madde de
preparatlarin lizerinde 10 dakika kaldi.

Preparatlar tekrar yikand: ve tekrar 5 dakikalik tris buffer banyosuna alindi.
Preparatlarin {izerine kromojen damlatma safhasma gelindi ki bu amagla TA-
007-HAC chromogen ‘i kullamldi.Totali 7 ml. olan bu konsantre kromojen
soliisyonunu , kendi 6zel substrati (Large volume AEC Substrat — TA-125-
HAS) ile her cc. diliient soliisyona 1 damla/ kromojen olacak sekilde
sulandirildi.Elde ettigimiz kromojen de her preparata 1 damla olacak sekilde
preparatlara damlattildi. Kromojen , doku iizerinde 10 dakika kadar kaldi. Bu
siire iginde dokulardaki boyanma kendini gosteriyordu ki bu da
antikorumuzun ¢alistiginin kanitrydi.

Kromojen kullamminin ardindan tekrar preparatlar distile suyla yikandi.
Preparatin zit boyamasini yapmak igin de biz Mayer- hemotoxylen-eosin
kullamld1.Preparatlar , yaklasik 3 dakika kadar hemotoxylen-eosin banyosuna
tabi tuttuldu ve ardindan da ¢ikarilip yine distile suyla yikandi.

10- Bu haliyle doku mikroskobik inceleme igin uygundu.Uzerlerine lamel

yapistrmak i¢in Ultramount (TA-060-UM) yapistinicr damlatip iizerlerini
lamelle kapattildi.
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3.6. Preparatlarin incelenmesi , degerlendirilmesi ve fotograflanmas) asamas: :

Preparatlarimmzi incelemek igin Olympus-Optica model U-DO  marka
mikrometreli 15tk mikroskobundan yararlamldi.Once kontrol ve alkolik gruplara ait
preparatlar Caspase-3 reaksiyonu yoniinden genel incelemeden gegirildi. Apoptotik
bolgeler tammlandi. Daha sonra gordiigiimiiz apoptotik ve non apoptotik hiicreler
Nikon coolpix 995 model dijital kamera ile x 200 ve x 400’lik biiyiitmelerde
fotograflandi. (Resim1,2,3,4.5)

Ardindan ¢alismamzin istatistiksel kismi igin gerekli verileri elde etmek
amaciyla ilk olarak her iki gruptaki seminifer tubiillerin gaplari , mikrometreli
mikroskobumuzda 6lgiildii.Bu 6l¢iim x 100 biiyiitmeyle yapildi.

Alkolik ve kontrol gruplarina ait 10’ar preparattan , rastgele segtigimiz 20’ser
seminifer tubiillin gap1 6l¢iildii ve bu verilerden kaba bir gizelge elde edildi.
Dolayisiyla her iki grubumuz igin de elimizde 200’er tane seminifer tubiil cap
6lglimii oldu (Tablo 2 ve Tablo 3). (x 100 biiyiitmede , mikrometrenin 100 birimi , 1
mm.’ye karsilik gelmektedir.

Apoptotik hiicre saymu igin de yine preparatlann herbirinden rastgele
segtigimiz 10 alanda , 151k mikroskobunda x 400 biiyiitmede hiicre sayimi
yapildi.(Mallat et al. , 1997. , Lydia Nakapoulou et al. , 2001).

Apoptozis igin pozitif reaksionun , hiicrenin niikleer ve periniikleer
bolgelerindeki kahverengi / siyah renklenme ile karakterize oldugu bilinmektedir ki
bu tip hiicrelerin sayisal degerlendirmesini yapabilmek i¢in de , segtigimiz 10 alanda
, X 400 biiylitmede , toplam 1000 adet germ hiicresi sayild1 (apoptotik ve non-
apoptotik) (Keith F. Izban et al. , 1999. , Nabil A.S.Eid et al., 2002).

Apoptotik hiicre miktar1 igin de , bu 1000 hiicre igindeki apoptotik
hiicrelerin  sayisal kayd: ayrica tutuldu. Bu sekilde 10 alkolik — 10 kontrol olmak
tizere 20 preparattan 1000’er hiicre sayilmis ve bunlardaki apoptotik ve non-

apoptotik germ hiicrelerinin sayisal degerlerine ulagilmig oldu (Tablo-1).
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Bu cahsmada apoptotik hiicre incelemeleri sadece germ hiicrelerine yonelik
yapildi . Leydig hiicreleri veya sertoli hiicrelerindeki apoptozis olgulari kapsam
diginda birakildr.

Elde ettigimiz degerlerin istatistiksel anlamim agiklayabilmek igin bilgisayar
ortaminda bu tarz verileri degerlendirebilmek igin hazirlanmig bir software olan
SPSS programi kullamld:. Verilerimiz , bu programa girilerek hem seminifer tubal
gaplarn , hem de apoptotik germ hiicresi sayilani igin p degeri , Mann-Whitney U
degeri ve Wilcoxon W degerleri elde edildi.

%
e ms ’!’* Y

Resim 1 : Alkolik gruba ait 1 No’lu preparatin x 400 biyitmedeki
goruntisii. Apoptotik germ hiicreleri oklarla gosterilmistir.
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Resim 2: Kontrol grubuna ait 8 No’lu preparatn x 400 biiyitmedeki
fotografi. Apoptotik hiicre gorilmemekte dolayisiyla germ hiicrelerinde belirgin bir
Caspase boyamast da izlenmemektedir.

-
-

Resim 3 : Kontrol grubuna ait 5 No’lu preparatin x 200 biyiitmede cekilmis
fotografi. Tim ST igerisindeki tek bir apoptotik germ hiicresi ok ile gosterilmistir.
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Resim 4: Alkolik rat grubuna ait 10 No’lu preparatin x 200 bityiitmedeki fotografi.
Apoptotik germ hiicre grubu oklarla gosterilmistir.

B

Resim 5: Alkolik rat gmbuna ait 2 No’lu preparatta x 400 bityiitmede izlenen bir dizi
apoptotik germ hiicresi oklarla gosterilmigtir.
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4 BULGULAR :

Yapilan Slgiimlerde elde edilen verilerin tablo ve grafikler agagidaki gibi
diizenlenmistir.

Alkolik grup Kontrol grubu
1.6rnek 88 28
2.6rnek 132 44
3.6rnek 72 32
4.6rnek 108 40
5.6rnek 124 32
6.6rnek 78 44
7.6rnek 80 36
8.6rnek 96 28
9.6rnek 97 40
10.6rnek 100 36

Tablo 1 : Alkolik ve kontrol grubu ratlardaki apoptotik hiicre sayilari. ( Degerler
preparat bagina 1000 hiicre saymmi sonucunda gézlenen apoptotik hiicre adedini
vermektedir.)

Alkolik rat grubuna ait preparatlar ' a ait ¢caplar ( pm.)

ST 6rnedi | A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A9 | A10

1 6rnek 240 220 230 | 240 | 220 250 220 220 290 | 240

. 6rnek 260 250 | 230 230 | 230 240 220 230 280 | 270

. 6rnek 220 300 | 230 230 | 260 | 240 230 230 | 230 | 270

. 6rnek 250 260 250 240 250 240 280 230 280 240

2.
3.
4. 6rnek 260 300 260 240 260 230 270 260 240 | 240
5.
6

. 6rnek 300 240 260 240 250 290 280 250 250 270

|7, ornek 270 220 260 | 250 | 230 250 250 260 240 | 320

8. 5rnek 250 270 230 230 230 290 250 250 260 260

9. 6rnek 240 260 | 220 280 | 220 | 230 230 250 260 | 270

10. 6rnek 200 280 270 290 | 200 240 240 250 230 280

11. 6rnek 250 250 250 290 250 240 320 260 290 310

12. 6rnek 260 290 240 310 | 280 | 240 240 280 310 | 310

13. 6rnek 300 300 230 260 240 250 230 270 250 | 270

14. 6rnek 220 240 230 | 260 | 220 270 220 | 230 260 | 260

15. 6rnek 270 250 220 220 230 230 240 250 280 280

16. 6rnek 230 230 300 280 250 270 250 260 270 300

17. 6rnek 220 220 260 | 270 | 260 | 210 250 240 270 | 270

18. 6rnek 200 240 270 | 250 | 210 260 290 230 260 | 280

19. 6rnek 240 240 280 220 280 270 290 230 270 280

20. 6rnek 250 230 300 240 240 290 280 250 320 320

Tablo 2: Alkolik gruba ait preparatlarda yapilan random 6rnekleme iizerinden ,
segilen seminifer tubiil (ST) ¢aplarimi mikrometre (um.) biriminden gosteren tablo.
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Kontrol rat grubuna ait preparatlar ' a ait caplar ( um.)

STérnedi | K-1 | K2 | K3 | K4 | K5 | K6 | K7 | K8 | K9 | K10
1.6rnek | 300 | 340 | 340 | 350 | 300 | 330 | 300 | 300 | 290 | 330
.6rnek | 320 | 330 | 300 | 320 | 300 | 300 | 300 | 310 | 280 | 330
3.6rnek | 320 | 300 | 320 | 320 | 320 | 330 | 310 | 320 | 300 | 320
4.6rnek | 350 | 320 | 330 | 320 | 340 | 310 | 310 | 320 | 310 | 300
|5.6rnek | 350 | 340 | 340 | 300 | 310 | 310 | 290 | 310 | 300 | 280
l6.6rnek | 300 | 340 | 340 | 340 | 300 | 340 | 280 | 330 | 320 | 270
7. 6rnek 290 | 320 | 370 | 310 | 300 | 350 | 300 | 310 | 300 | 300
|8.6rnek | 300 | 290 | 390 | 310 | 310 | 330 | 300 | 340 | 340 | 310
9.6rnek | 320 | 330 | 300 | 300 | 310 | 310 | 310 | 320 | 320 | 300
10.6rnek | 320 | 320 | 290 | 350 | 310 | 300 | 310 | 340 | 300 | 320
11.6mek | 300 | 310 | 320 | 340 | 350 | 320 | 320 | 330 | 290 | 340
12.6rnek | 340 | 280 | 340 | 310 | 340 | 300 | 350 | 350 | 310 | 310
13.6rnek | 340 | 300 | 350 | 320 | 340 | 300 | 350 | 300 | 300 | 270
14.6rnek | 320 | 350 | 350 | 320 | 360 | 300 | 310 | 310 | 320 | 300
15.6rnek | 350 | 320 | 300 | 330 | 330 | 320 | 310 | 310 | 320 | 310
16.6rnek | 300 | 360 | 310 | 350 | 330 | 300 | 300 | 320 | 310 | 320
17.6mek | 310 | 300 | 340 | 340 [ 310 | 310 | 200 | 310 | 330 | 310
18.6rnek | 350 | 320 | 300 | 300 | 310 | 340 | 300 | 310 | 300 | 300
19.6rek | 320 | 320 | 320 | 300 | 300 | 330 | 320 | 310 | 300 | 280
20.6rnek | 360 | 300 | 310 | 300 | 320 | 290 | 300 | 320 | 290 | 310 |

Tablo 3: Kontrol grubu ratlara ait preparatlarda yapilan random 6rnekleme
tizerinden , segilen seminifer tubiil (ST) ¢aplarim1 mikrometre (um.) biriminden

gosteren tablo.

Alkolik grup

Kontrol grubu

Ortalama ST caplar ( pm.)

254,2

316,6

Tablo 4 : Kontrol ve alkolik gruplara ait ratlarin seminifer tubiil (ST) g¢aplarinin

ortalamasim mikrometre (um.) biriminden gésteren tablo ortalamalan

ALKOLIK GRUP

KONTROL GRUBU |

Ortalama apoptotik germ hiicresi

97,55555556

36

Tablo 5 : Kontrol ve alkolik gruplara ait ortalama apoptotik germ hiicresi sayilarim
veren tablo. (degerler preparat bagma 1000 hiicrenin sayimi sonunda elde edilen

ortalama degerdir.)

56




Mann-Whitney (Wilcoxon
p degeri U W
Apoptotik germ hiicresi sayilan icin| 0,000 0,500 56,0
Seminifer tubiil gaplan igin 0,000 0,500 67,5

Tablo 6 : Alkolik ve kontrol ratlarin karsilastirmali apoptotik hiicre sayilarina
ve seminifer tubil caplarina gére p degerlerini , Mann-Whitney U degderlerini
ve Wilcoxon W degerlerini gésteren tablo.

GRAFIKLER

316,6
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Grafik 1 : Alkolik ve kontrol grubu ratlar i¢in ortalama seminifer tubul (ST)
gaplanm , mikrometre biriminden gosteren grafik.
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Grafik 2 : Alkolik ve kontrol grubuna ait ortalama apoptotik hiicre yiizdelerini (%)

gosteren grafik.
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5. TARTISMA :

Gilintimiizde alkolizm , insan saghfm dogrudan etkileyen tehdit
unsurlarindan birisidir.Diinyada alkolizmin yayginlagmasi , arastirmacilan , alkoliin
insan viicudu iizerine etkilerini arastirmaya itmistir.Bu ¢alismalar ilk dnceleri alkoliin
tipik klinik etkilerinin gozlendigi karaciger lizerine yogunlasirken , daha sonra
alkoliin karaciger disindaki viicut organlarm da etkileyebilecegi diisiiniilmiis ve

calismalarin kapsamlar1 bu baglamda genisletilmistir..

Biz bu galismalardan esinlenerek alkoliin ; erkek primer cinsiyet orgam olan
testisler lizerindeki etkisini incelemeye karar verdik.Bu incelemeyi yaparken de
ozellikle testisin lobiiler yap: taslarindan biri olan seminifer tubiillerin ve
spermatogenezis’te temel rol oynayan germ hiicrelerinin , alkolin dejeneratif
etkisinden ne derece etkilenecegini arastirdik.Bizim diisiincemize gore testisin bu
komponentlerinin alkolden goérdiigii zararlari anlamanmn en iyi yolu da , hem
tubiillerin hem de tubiiller icindeki germ hiicrelerinin apoptozis egilimlerini
aragtirmakti.

Genel anlamda apoptozis , nekrozdan morfolojik ve biyokimyasal olarak
kesin olarak ayrilmis bir hiicre 6liimii tipidir.Apoptozis konsepti bundan 26 y1l énce
(1972) Kerr ve arkadaglan tarafindan tammlanmis olsa da apoptozis’in nasil
olustugunun mekanizmasi giiniimiize kadar pek agiklanamamisti.Son 5 yilda bu
hiicre i¢i 6liim programindaki anahtar komponentlerin molekiiler identifikasyonun
sonucunda apoptozis’i anlayabilme iizerine bilyiik asamalar katedildi. (Imawati

Budihardjo , 1999)

Son 20 wildir apoptozis’le ilgili 24000’den fazla makale yaymlanmistir.
Bunlarin 21000’inin son 5 yilda yayinlanmig olmasi bu alana olan ilgideki giincel
patlamay: agiga g¢ikarmaya yeterlidir.Testis ve apoptozis’in birlikte incelenmesi de
ise Oysaki 1970-1994 yillar1 arasindaki testis-apoptozis incelmeleri igin yaymlanan
toplam makale sayis1 50’yi bulmamaktadir.( bu veriler Medline iizerinde yapilan

“testis ve apoptozis” taramasi ardindan olugmustur) (John Richburg , 2000). Bu
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veriler bizim galigmamizin giincel bir ¢alisma oldugunu ve son 5 yilda iizerine sik¢a

egilinen bir konuya temas ettigini gdstermektedir.

Alkol ve erkek iireme sistemi iizerine Mary Ann E. (2001) yaptig1 ¢alismada
alkol kullanimmin erkek iireme sistemindeki etkilerini agiklamaya galismistir.Bu
aragtirmac: alkol kullamminin , erkek iireme isitemindeki hormonlar ve endokrin
bezlerin ortak bir sistemi sayilabilecek hipotalamo-hipofizyo-gonadal eksendeki
(HPG) , her iig komponenti de etkiledigini sdylemistir. Aym arastirmaci alkol
kullammimin , diisiik testesteron ve iireme hormonlanimn ¢ok az salimmiyla
karakterize bir durum yarattigim dile getirmistir. Ratlardaki kronik alkol kullanimi da
yine ratlarin kendi treme yeterliliklei ve délleme saglklarim da derinden
etkilemektedir ( Mary Ann E. (2001)).Biz de kendi ¢ahsmamizda kronik alkol
alimmin ratlarin testisleri iizerine yikici etkisi oldugu ; hem apoptotik germ hiicre
sayisinin alkolik ratlarda daha fazla olmasi , hem de seminifer tubiil ¢aplarmin daha

daralmis oldugunu gostererek ortaya ¢ikarmaya gahgtik.

Alkoliin erkek iireme sistemine etkisi ile ilgili birgok galisma ratlar iizerine
yapilmustir.Ciinkii rat modelleri kendi bedenlerinde insan iireme sistemini taklit
eder.Baz1 aragtirmacilar géstermistir ki hem akut hem de kronik alkol uygulamalar ,
ergin ve pubertal ratlardaki diisiik hypothalamik LHRH ve hypophysial LH
seviyeleriyle iligkilidir.Ve daha sonraki ¢alismalar da alkoliin testislerideki
testesteron salimmim inhibe ettigini éne siirmiistiir. (Mary Ann E., 2001 ) Biz de

aym sebeplerden dolay: galigmamizda rat modellerini kullandik.

Rat testislerindeki germ hiicrelerinde olusan apoptozis’in yasla veya diyet
kisitlamasiyla artip artmayacagim ortaya koymaya ¢alisan calismalara da
rastladik.(Christopher J. Barnes , 1999). Aym arastirmada 4 - 13 ve 23 aylik ratlara
kontrol grubuna adlibitum yem verilirken , ¢alisma grubuna ise % 40 yem
kisitlamas1 uygulanmustir. Apoptozis , yapilan PAS boyamanin ardindan x400
biiylitmede bakilarak degerlendirilmigtir. Sonuglar gostermistir ki adlibitum yem
verilen ratlarda yas artisina bagh olarak apoptotik seminifer tubiil sayisinda anlamh

bir artis bulunurken , apotozis-pozitif tubiillerdeki apoptotik germ hiicresi sayisinda
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ise bir azalma vard1.23 aylik ratlardaki normal ve diyet kisitlamas1 yapilmis gruplar
arasi yapilan karsilagtirmada ise ; kisitlanmig grupta hem apoptotik seminifer tubiil
yiizdelerinde , hem de bunlardaki apototik hiicre sayilarinda anlamh bir arti
vardi.Artan yas , diyet kisitlamasi yapilmasa bile , apoptotik germ hiicre apotozis’i
yiizdesinde anlaml bir artiga neden olmustur ( Christopher J. Barnes , 1999) .Bu da
bize ¢alismanmzdaki gibi sadece alkoliin apoptotik hiicre sayisim degistirmeyecegini
bununla beraber yukaridaki aragtirmacinin da belirttigi gibi yaslanma ve diyetin de
hiicrelerdeki apoptozis’i etkiledigini gdstermistir. Buradan yola ¢ikarak biitiin ratlarmn
diyet , oda sicakhig , yas ve yasadiklan ortam aym oldugu igin ratlar esit olmasi
gerektigini kabul ettik. Ay yastaki ratlara izokalorik anlamda ve miktarca esit diyet
vererek , yas ve diyetin apoptozis iizerindeki etkisini ortadan kaldirdik.Bu sekilde
ethanol uygulanmus ratlardaki artmis apoptozis tablosunun tek sorumlusunun , oral

yolla verdigimiz alkol soliisyonu oldugunu kabul ettik.

Krista E. ve arkadaglan (1997) , testesteronun erigkin insan seminifer
tubiillerindeki apoptozis’i regiile etmesini aragtrmistir. Bu ¢alismada eriskin insan
testislerindeki apoptozis’in gelisiminin incelenebilmesi ve identifikasyonu igin in
vitro bir model gelistirilmistir.Ornekler prostat veya testis kanserli ve orsidektomi
yapilmig bireylerden alinmistir.Seminifer tubiiller bu 6rneklerden izole edilmis ve
serumsuz sartlar altinda saklanmis daha sonra testesteron ortaminda birakilmistir.ilk
4 saatlik , 0,000001 ve 0,0001 mol/L konsantrasyonda testesteron inkubasyonun
ardindan , apoptozis’de anlamli bir baskilanma tespit edilmistir.Apoptozis’in
incelenmesi igin yapilan immunositokimyasal ¢aligmada antikor olarak anti-DIG-AB
, Boehringe Mannheim ; 1:10000 soliisyonu kullanilmig ve vakalar hem 151k hem de
elektron mikroskobunda incelenmigtir  (Krista  E. ve  arkadaglan
(1997)).Calismamizda da interstisyel dokuda leydig hiicrelerinde benzer apoptotik
tablolara rastlanmis ancak bu hiicrelerin apoptotik egilimlerindeki farklilasma

galismamizin kapsamimn diginda birakilmustir.
Michiharu Miaura ve arkadaslari (2002) , rat testislerinde sicaklik

uygulamasimn ardindan olusan apoptozis’i ve apoptozisle ilgili genleri incelemistir.

Bu g¢aligmada fare testisine 1s1 uygulamanin ardindan gelisen  apoptozis’in
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diizenleyicileri agiklanmaya galigiimus ve 1s1 stresine bagli germ hiicre apoptozis’inin
molekiiler mekanizmast tartisilmustir. Apoptozis incelenmesi igin anti-Bel-2 (1:1000 )
, anti-Bel-xl (' 1:1000 ) rabbit poliklonal antikorlari ve anti-Fas ( 1:200 )
kullamlmigtir. Bcl-x1 seviyesinde anlaml bir farkhlik izlenmemistir.Ancak Bcl-2
seviyesi 151 uygulamasindan 7 giin sonra anlamli bir diisiis gdstermistir.Fas-1 1s1
uygulamasindan sonraki 1-3 giin igerisinde anlaml bir artis géstermistir. seviyesi ise

Genel bakista testise 1s1 uygulanmasindan 3 giin sonra , bilateral testis
agirliklarinda anlaml bir azalma meydana gelmistir. Apoptotik hiicre sayilarinda ve
apoptotik tubiil yiizdelerinde ise 1 giin igerisinde anlamli bir artis tespit edilmistir.
Yaptigimz galigmada biitiin ratlar esit oda sicakhginda (22 + 3 C°) , esit nem
ortaminda ( 62 + 7% ) , esit ebatlardaki kafeslerde (32 x 25 x 15 cm.boyutlarda ve
kafes bagma 3 adet rat olacak sekilde) beslenmistir.Bu sekilde de 1sinm rat

testisindeki germ hiicreleri tizerindeki etkisi de ekarte edilmistir.

Literatiir taramamiz sirasinda , bizim ¢aligmamiza amag , method ve elde
edilen sonuglar yéniinden en yakin olan ¢alisma Nanil A.S. ve arkadaslarimin (2002)
yaptig1 “ Fas sistemi ve aktif Caspase’larin , ethanol uygulanmus ratlarm testikiiler
germ hiicresi apoptozis’indeki etkileri “baslikli c¢alismaydi. Bu arastirmacilarin
deyimiyle Fas , ¢esitli dis zorlamalara maruz kalmis deney hayvanlanindaki , testis
hasariyla ilintili germ hiicresi apoptozis’inin diizenlenmesine karigan bir
sistemdir.Arastiricilar artan testis apoptozis’inin diizenlenmis Fas sistemi tarafindan
yonetildigi ve aktif caspase’larin ethanol uygulamasina bagh testis dokusu hasarinda
rol alabilecegi hipotezini test etmiglerdir. 12 hafta boyunca Wistar ratlari hem
Lieber-DeCarli’nin ethanollii siv1 diyetiyle , hem de isokalorik normal diyetle 12
hafta boyunca beslemislerdir.Ethanol uygulanmus ratlarin (ETR) testislerindeki
sertoli hiicresi vakuolizasyonu ve germ hiicre dejenerasyonunu , hem 1stk hem de
elektron mikroskobunda gézlemlenmis , bu gézlemler sonucunda seminifer tubiil
(ST) gaplan agisindan kontrol grubunda ortalama 261 + 46,2 pm , alkolik gruptaki
ratlar (ETR) ig¢in de 160,5 £ 23 pum degerlerini bulmuglardir. Buna gore ST
¢aplarimin ETR’da , kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azaldigini (p < 0,01 )
ortaya koymuglardir (Nanil A.S. ve arkadaglari , 2002 ). Bizim ¢alismamizda benzer

yontemle hem kontrol hemde kronik alkolik hale getirilmis ratlarin testis seminifer
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tubtil (ST) ¢aplari arasmda , ETR’da kontrol grubuna kiyasla , azalma yéniinde
anlamli bir fark bulduk (p<0,01).Bu bakimdan sonuglarmmiz ile Nabil ve
arkadaglarmin elde ettigi sonuglar arasinda paralellik bulunmaktadir. Nabil ve
arkadaslarinin (2002) , aragtirma sonuglarina gére apoptotik ST ‘lerin ve apoptotik
germ hiicrelerinin yiizde degerleri de, ETR ‘da kontrollere oranla anlamh bigimde
artmisti  (p < 0,01). Bu ¢alismanin ana bulgusu , ETR’daki artmis germ hiicre
apoptozis’inin , uyarilan Fas sistemi ve artan Caspase-3 , -8 ve -9 aktiviteleriyle
iliskili olmasidir.Bizim galijmamizin sonuglari da apoptotik germ hiicresi degerleri
yoniinden yine bu arastirmacilarin sonuglanyla paralellik gosteriyordu.Biz de aym
sekilde ETR ratlardaki apoptotik germ hiicresi sayilari ile kontrol grubu ratlardaki
apoptotik germ hiicreleri sayisma oranla anlamh bir artis tespit ettik (p < 0,01). Oyle
ki Nabil ve arkadaslarimn buldugu apoptotik germ hiicresi yiizdeleri kontrol gruplart
igin yaklasik % 2,5 , alkol uygulanmug ratlar (ETR) i¢in ise yaklasik % 10 gibi bir
degerdeydi.Bizim sonuglarimiz da bu degerler kontrol grubu igin % 3,8 , ETR icin
ise % 9,6 olarak tespit edildi.Bu aragtirmadan farkli olarak biz farkli Sprague-Dawley

wrka ratlarla , farkli bir ethanol diyetiyle ve sadece Caspase aktivitesi tizerine galistik.

Baz1 aragtirmacilar Caspase-3’iin apoptotik hiicrelerde ne tip bir
lokalizasyona yoneldigini ¢aligmalarinda belirtmis ve Caspase-3 pozitif reaksiyon
veren apoptotik  bir  hiicrenin  mikroskop altinda nasil  izlenecegini
belirtmiglerdir.Bunlardan biri Keith F. Izban ve arkadaglarimin (1999) , * Interleukin-
1P gevirici enzimin , Ced-3 ailesi protease’larin ve Caspase-3/CPP32 ‘in Hodgkin
hastaliginda , karakterizasyonu” isimli ¢alismasiydi. Keith F. Izban ve arkadaglari
(1999) , 11 tane NLPHD (nodular lymphocyte predominance Hodgkin’s disease)
vakasindan alinip , formalinde fikse edilip , prafin bloklara gémiilmiis dokular
tizerinde ¢alismislardir.Bu dokulan , 4 mikron kalinhiginda kesitlere ayirarak , 1:200
dilisyonda hazirlanmis Caspase-3 CPP32 ile immunositokimyasal boyamaya tabi
tutmusglardir.G6zlemlerine gore ; apoptozis’e yonelik Caspase positif reaksiyonu ,
hiicrenin niikleer ve periniikleer bélgelerinde goriilen kahverengi/siyah renkli
boyama ile karakterize bir tablodur.Bu tarzdaki apoptotik hiicreler x400 biiyiitmede
1000-hiicre saymmu iizerinden degerlendirilmistir.Dokularda , normal dokular ile

kiyaslandiginda anlamli bir apoptotik hiicre sayis1 ve Caspase-3 reaksiyonu
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gdzlenmistir.Biz de bu aragtirmacilar gibi apoptozisin immunositokimyasal yontemle
identifikasyonu igin Caspase-3 (CPP32) antikorunu kullandik.Sonugta da Caspase-3
‘in hiicre i¢i lokalizasyonu agisindan benzer bir goriintiyle karsilastik.Aynca
hiicrelerimizi sayarken de tipki Keith F. Kezban ve arkadaglan gibi x 400 biiyiitmede
1000 hiicre sayim yaptik.

“Alkoliin erkek iireme sistemine etkisi” konulu ¢alismalarinda Wright ve
arkadaglan (1991) , alkoliin erkeklerde , libido kayb1 , impotans ve steriliteye neden
oldugunu , testikiiler hiicrelere ve beyindeki kontrol merkezlerine verilen direkt
zarann bu seksiiel disfonksiyonu agiklamaya yeterli oldugunu séylemislerdir.Alkol
kullanimi ve reproductive fonksiyon kaybi arasindaki iligki uzun zaman énce kabul
edilmistir.Eksik seksiiel fonksiyonun ( hipogonadizm ) , sterilite , libido kayd: ,
impotans, prostat bezindeki hacim azalmasi ve sperm iiretimindeki azalmayla
karakterize olan belirti ve semptomlar , alkol kullanimuyla ilgilidir. Hypogonadizm ;
alkoliin testis {izerine olan direkt etkisinin yaninda , beynin gonadal fonksiyonlari
regiile eden kisimlari iizerine olan etkisiyle de ilgilidir.Testisin sperm {iretiminden
sorumlu hiicreleri tiim testis hacminin %95’ini olugtururlar.Bu nedenle sperm

tiretimindeki bir bozukluk testis atrofisiyle de karakterize bir tabloya neden olabilir .

Arastirmacilar alkoliin , testisin her iki fonksiyonuna olan direkt etkisini
aragtirmuslardir.izole edilmis Leydig hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda , alkol
metabolizmas iriinii olan acetaldehyde’in bu hiicreler iizerine digerlerinden daha
gok zaran oldugunu bulmuslardir.Spermatogenez igin de Gavaler ve Van Thiel ,
kronik alkolik insan ve ratlarda ¢alismis ve seminifer tubiillerdeki germ hiicreleri
sayilarim incelemislerdir (Wright ve arkadaglan (1991)) . Biz de kendi ¢aligmamizda
alkoliin seminifer tubiillerdeki germ hiicrelerini apoptozis yéniinden inceledik.Ancak
model olarak sadece rat testislerini kullanmamiz miimkiin oldu.Bizim bulgularimiza
gore alkol kullanimi , germ hiicrelerin apoptozis’e egilimini arttirmisti ve bu da daha
az saglam germ hiicresi ve dolayis: ile daha az sperm iiretimi demekti.Bu sebeple ,
Wright ve arkadaglarinin alkol kullamminin sperm iiretimini baskiladigi yoniindeki

agiklamalarini , kendi bulgularimiz 1s1ginda desteklemekteyiz.
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Aym aragtirmacilar bu zararin neden meydana geldigini ise su sekilde
agiklamiglardir : Alkol metabolizmasi kendi bagina testis hasari meydana
getirir. Alkoliin temel metabolik dongiisii , alkoliin , karacigerde bulunan alkol
dehidrojenaz (ADH) enzimiyle , asetaldehit’e déniismesidir.Giiniimiiz ¢alismalar
gostermistir ki testis , karacigerdeki ADH enziminden daha farkli yapida bir ADH
igermektedir. Bu testikiiler ADH , retino] (vit-A formu) ‘ii , normal spermatogenezde
esansiyel bir bilesik olan retinal’e geviriren bir fonksiyon gosterir. Ne zaman ki
ADH alkolii metabolize etmek igin asir1 oranda kullamilirsa , spermatogenez de
retinal ‘in sentezinin bloke olmasiyla birlikte indirekt olarak bloke edilir.Testiste
Acetaldehyde iiretimi , siilfiir igeren bir bilesik olan glutathione’un seviyesini de
azaltir.Glutathion’un ana gérevi , membranlar1 ve diger bazi yag dokulanm lipid
peroxidasyonundan korumaktir.Bu da uzun siire alkol kullanimi neticesinde ,testis
hasan meydana getirmektedir(Wright ve arkadaslar1 (1991)). Tiim bu bulgular bizim
dokularimizda alkol kullamimi neticesinde neden boyle bir apoptotik egilim oldugunu

ispatlar niteliktedir.

Draga Stiblar ve arkadaglan (2001) , apoptozis’i gelisim sirasinda izlenen bir
major fenomen olarak nitelendirmisler ve apoptozis’in doku hemostazinda da kritik
bir rol oynadigina dikkat ¢ekmislerdir. Bu ¢alismayi yaparken Draga ve arkadaglar ,
insan testisi biopsilerinden hazirlanan &rneklerde apoptotik germ hiicre varhg ve
sikhgim gozlemlemislerdir.Dokular , azoospermili , anejekulasyonlu , oligo—astheno
ve teratospermili toplam 55 hastada yapilan testis biopsileriyle elde edilmis. Sonuglar
germ hiicre apoptozis’i varhigini kanitlamakla birlikte , sertoli hiicrelerinde apoptotik
bir bulgu olmadigim gdstermistir. Artmis apoptotik index , normalle karsilastirilan
azoospermili bireylerde gozlenmistir.Bu caligmanin neticesi , infertil insanlardan
alinan testikiiler dokularda , germ hiicre apoptozis’i oldugunu ispatlamis ancak
sertoli hiicrelerinin ise apoptotik olmadigi goriilmiistiir.Bu arastirmacilara gore ;
apoptozis , ¢ok sayida patolojik durumda da izlenmektedir(Draga Stiblar ve
arkadaglar1 (2001)). Biz deneyimizde uzun siireli oral alkol vermek suretiyle bu
patolojiyi kasith olarak yarattik ve apoptozis yoniinden kontrol gruplarina gore

anlamh bir artig tespit ettik.
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Draga Stiblar ve arkadaslar1 (2001) spermatogenesis’i de , germ hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonuna ait dinamik bir islem olarak tanimlamislar ve
normal spermatogenez boyunca , ¢ok sayida testikiiler germ hiicresi de apoptozis’e
maruz kaldigin belirtmislerdir.Biz de deneyimiz sonucunda kendi yetistirdigimiz ve
normal spermatogenezis gdstermesi gereken kontrol grubu ratlarimizda %3,9
oraninda apoptotik germ hiicresine rastladik ki bu sonucumuz da Draga ve

arkadaglarinin sonuglariyla benzesmektedir.

John Richburg ve arkadaglan ( 2000 ) ‘na gére germ hiicrelerinin apoptozis
yolu ile eliminasyonu normal fizyolojik kosullar altinda spontan bir sekilde meydana
gelmektedir ve kimyasal kokenli testis hasarlarinda da bu durum artmayla birlikte
izlenir.Gergi ¢ok sayida degisik apoptozis-bagmntilh madde testislerde inceleme yeri
bulmustur ancak tertikiiler germ hiicre apoptozis’ini regiile eden molekiiler ve
selliiler mekanizma tam anlamiyla anlagilamanustir.Bu g¢ahgmada germ hiicre
apoptozis’inin spermatogenezdeki etkisi ve apoptozis’deki olas1 anahtar regiilatorler
agiklanmisgtir.  Calismada  goriilmiistir ki ; germ hiicre proliferasyonu
diferensiasyonu ve apoptozis arasindaki balans , spermatogenez iizerinde kritik bir
rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamiz , John ve arkadaglarinin kendi ¢ahgmalarinda
bahsettigi kimyasal kokenli testis hasar1 olusturma prensibine dayaniyordu ve onlarin

bahsettigi apoptozis’deki artisi biz de kendi ¢galismamiz neticesinde gordiik.

Zhu Q ve arkadaslar ( 2000 ) , kronik alkol alimmn testikiiler atrofiye ve
erkeklerde infertiliteye neden oldugunu belirtmislerdir. Arastirmalarinda kronik alkol
uygulamasi igin Sprague Dawley irki ratlarimi Liber-Decarlie sivi ethanol diyetiyle 9
hafta boyunca beslemislerdir.Akut ethanol uygulamasi igin ise az bir voliimde
%20’lik  ethanol  ¢ozeltisini  intratestikiiler  injeksiyon  yoluyla  ratlara
vermislerdir. Apoptozis’de devreye girecek proteinlerin tamimlanabilmesi igin ise
reverse-polymerase-chain-reachion ( rPCR ) ve Western blotting yontemlerini
kullanmuslardir.

Sonugta gérmiislerdir ki ethanollii diyetle beslenen gruptaki ratlarda ,
izokalorik yemle beslenen kontrol grubuna oranla testikiler DNA

fregmantasyonunda bir artig goriilmiistiir. Ethanol ayrica spermatogonialarin ve
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spermatositlerin sayisinda da bir azalmaya sebep olmustur.Direkt intratestikiiler
ethanol verilimi de yine DNA fregmantasyonunda ve germ hiicre apoptozis’inde bir
benzer bir artisa sebep olmustur. Biz , yaptigimiz ¢aligmada akut alkol veriliminin
doguracag: sonuglar incelemesek de , kronik alkol diyeti uygulamasimin ardmdan
Zhu ve arkadaslarmin bulgularim destekler nitelikte bir germ hiicre apoptozis’i

gordiik.

Tim bu literatiir kargilagtirmalarinin , degerlendirmelerinin iizerine , bizim
¢alismamizin bulgularim da ekleyerek gérdiik ki , alkol kullammu testislerde gozle
goriiliir bir hasara neden olmaktadir. Alkoliin metabolize olmasiyla ortaya gikan yan
riinler agik bir sekilde testikiiler germ hiicrelerini apoptozis’e siiriiklemekte bu da
sperm tUretimini dogrudan baskilamaktadir. Alkol metabolitlerinin , seminifer
tubiilleri de apoptozis’e siiriikledigii ve ¢aplarim daralttign gergegi de biz ve birgok

aragtirmaciya ait ¢aligmalarda ortaya atilan ortak bir goriis olmugtur.
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6. SONUCLAR :

f

Elde ettigimiz bulgular 1siginda gordiik ki kronik alkol kullanimi erkek
gonadlaninda , germ hiicrelerindeki apoptozisi indiiklemekte ve apoptotik
germ hiicresi yiizdesinde anlaml bir artis meydana getirmektedir (p<0,05).
(Alkolik grupta tespit edilen apoptotik germ hiicrelerinin toplam germ
hiicresine oram1 % 9,8 , kontrol grubu igin ise bu deger % 3,6 olarak
bulunmustur.)

Saglikli germ hiicrelerinin azalmasi, dolayh olarak erkegin sperm iiretimini

sayica ve kalite anlaminda geriletmektedir.

Bu ¢alismayla yine agi1ga gikmustir ki , testisin lobiiler yapisindaki en énemli
yapitas1 sayilabilecek olan seminifer tubiillerin gaplan da alkol kullanimina
bagl olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0,05).

(Alkolik grupta ST ¢aplarinin ortalama degeri 254,2 um. , Kkontrol grubu i¢in
ise 316,6 um olarak bulunmusgtur.)

Hem seminifer tubiil ¢aplari hem de germ hiicrelerindeki apoptozis artigina

bagh bulgulanmz géstermistir ki uzun vadede alkol kullanimi erkegin iireme

yeteneginde gozle goriiliir bir gerilemeye yol agacaktir.
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