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1.GIRIS

Dunyada cesitli alanlarda kullanilan ylizbinden fazla kimyasal
pazarlanmakta ve bunlar hakkinda bilgilendirmeler oldukga yetersiz
kalmaktadir. Kimyasallara dusuk dozlarda etkin kalma bile, 6zellikle gebe
ve cocuklar gibi duyarli gruplarda, geri donisumsuz hasarlara neden

olabilmektedir. 2

Sentetik endokrin bozucular grubunda yer alan di-n-bdtil
fitalat (DBP) da bu zararli kimyasallar arasinda 6ne gikmaktadir.® DBP’nin
emzik, biberon, oyuncak, kan torbasi, i.v. infuzyon tupu ve diger medikal
malzemelerden, besin ambalaj materyali, tekstil, kozmetik ve yapi
malzemelerine degin cok cesitli kullanim alani bulunmaktadir.*>®" Yapi
malzemeleri ve ev egyalarindaki asiri kullanim nedeniyle i¢ ortam

havasinda dahi saptanabilmektedir. Ev tozunun da énemli bir parcasidir.®

Disiik miktarlarda da olsa icme suyunda bile kirletici olarak saptanmistir.®
Duasuk molekul agirhigina sahip olmalari nedeniyle, sudaki ¢ozunurlik
degerleri altindaki derisimlerde, su ve topraktaki mikroorganizmalar igin
akut ve slUregen toksisiteye sahiptir ve ¢ozunurlikleri arttikga toksik etkileri
artar.” Son zamanlarda yapilan birkag calismada fitalat ve baslica

metabolitlerinin insan viicudunda varligi bildirilmistir.1%**

USEPA tarafindan fitalatlarin ¢evreye ve insan sagligina

zarali oldugu bildirilmis ve dncelikli kirleticiler listesine alinmislardir .*?

Son yillarda yapilan ¢alismalarla fitalatlarin cocuklarda alerjik
hastaliklar ve astima, yetiskinlerde cilt sorunlarina neden oldugu
bulunmustur. Bunun yaninda DBP’ nin organlara zarar verdigi ve Ureme

sisteminde hasarlar olusturdugu bildirilmigtir.  Ayrica hormon



duzeylerinde, karaciger metabolizmasinda ve bagisiklikta ciddi hasarlara

neden oldugu da bilinmektedir.®**

DBP’ nin embriyonal gelisimi olumsuz etkiledigi saptanmistir.
Organogenezis surecinde  maternal uygulanmanin yavru siganlarin
gelisimini olumsuz yoénde etkiledigi goérilmustir.** Ayrica embriyonun
canlihgr  Uzerine  zararh  etkisi  saptanmistir. DBP, uterusta

desidualizasyonu da olumsuz etkiler ve disiklere neden olur.™

DBP’ nin olgun ve olgunlasmamis siganlarda testikuler
disfonksiyona neden oldugu bilinmektedir. Pek c¢ok arastirici fitalat
esterlerinin baslica hedefinin sican testislerindeki seminifer tubduller

oldugunu belirtmistir. *°

DBP ve diger fitalat esterlerinin olusturdugu testikiler hasarin
yasa kosut oldugu belirlenmistir.*”*® Ayrica DBP’ye etkin kalmada dozun
onemi blyuktir; yuksek doz uygulamada spermiyum sayilarinda azalma
ve Ureme sistemi bozukluklari ile birlikte Greme verimliliginde dusus

gozlenirken, diisiik dozlarda bu etkilerin ender oldugu vurgulanmistir. **2°

Gunluk yasamin hizh ve yorucu temposu, dengesiz
beslenme, uyku dizensizligi, yogun stres ile toksik maddeler ve bunlarin
vicudumuzda olustudugu oksidatif hasar gin gectikce daha ciddi
boyutlara ulasmaktadir. DBP de bu kosullari olusturan énemli etkenlerden
biridir. Tim bu olumsuz kosullara karsi antioksidan olarak adlandirilan bir
grup madde, insan hayatini kolaylastirma ve olusan hasarlari belli dlgude
engelleme, hatta tedavi edebilme yetisine sahiptir. Son ddénemde
antioksidanlar ve etkilerinin arastirlmasina hiz verilse de aslinda bazi

antioksidanlar yuzyillardir halk arasinda kullaniimaktadir. Yakin ge¢gmisten



gunumuze, etkinligi ve yararlihd1 Uzerinde en ¢ok durulan antioksidan

Resveratrol’ dir.

Resveratrol (3,4,5’-trans-trihidroksitilben) UGzim ve kirmizi
sarapta bulunan dogal antioksidan, trombosit ve |0kosit iglevini engelleyici

ve endotel reaktivitesini arttirici 6zellikler tasiyan®!, antikanserojen®?3

ve
antiinflamatuar?® etkili bir fitoaleksindir. Bu etkileriyle Resveratrol, iyi bir
antiaterosklerotik®* ve antihipertansifdir.®> Antioksidanligi, hiicre koruyucu
ozelliginden kaynaklanmaktadir.?® Tim bu &zelliklerinin yani sira,

Resveratrol DNA hasarini azaltarak, kanser riskini de onlemektedir.?’

Resveratrol’in biyolojik etkileriyle ilgili calismalar her gegen
gln artmaktadir. Resveratrol’lin 6strojen benzeri ve Ostrojen antagonisti
etkiler gosterdigi bildiriimekle birlikte, Ostrojenle etkilesimi tam olarak

bilinmemektedir. '

Calismalarda, Resveratrol'in erkek Ureme sisteminde
spermatogenezisi arttirdigi, herhangi bir etki ile olusan hasar durumunda,
hasarin zararli etkilerini durdurdugu, hatta  seminifer tubul epitel

doénglisiinii uyardi§i ve apopitozu engelledigi saptanmigtir, 28293031

Calismamizda, bir endokrin bozucu olan Di-n-batil fitalat'in
(DBP) testiste olusturabilecegi hasarda antioksidan olarak yeglenen
Resveratrol’'in olasi tedavi edici etkilerinin  immunohistokimyasal
yontemlerle incelenmesi amaclanmistir. Bu erekle anormal proliferasyon
belirteci olan c-kit, etkilesimin hormonal dizeyle olup olmadigini
belirlemek igin Ostrojen reseptdor a, Leydig huacrelerinin  etkilenme
derecesini ortaya koyabilmek icin AT1 ve apoptozisi simgelemek igin

TUNEL ydntemi ile inceleme yapildi. Seminifer epitel kalinhklari ve tlbul



caplari dlgulerek gruplara gore farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Veriler kaynak bulgulari ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1.TESTiS EMBRiYOLOJiSi

Bir canlinin gelisimi, Ureme hucrelerinin dollenme ile
olusturduklari cinsiyet kromozomlari (XX, XY) ile belirlense de erkek ya da
disi gonadlarina ait yapisal O6zellikler embriyonal gelisimin belirli bir
evresine dedin ayirt edilemezler. Bu slrece farkllasmamis evre, bu

evredeki gonadlara da farklilasmamis gonad denir.3%3

ilkel Greme hicreleri biyik, yuvarlak sekilli hiicrelerdir.
Gelisimin 4. haftasi basinda allantois kesesine yakin vitellus kesesi
endoderm hucreleri arasinda belirirler. Embriyonun katlanmasi sirasinda
vitelliis kesesinin dorsal kismi embriyonun icinde kalr. ilkel (reme
hucreleri arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca genital sigkinliklere
go¢ ederler. Gelisimin 6. haftasinda ilkel Ureme hacreleri alttaki

mezensime sokulup, ilkel cinsiyet kordonlari igine girerler.3%33343°

ilkel Greme hicrelerinin gonadlara ulasmasindan hemen
once ve o sirada genital sigkinliklerin epiteli gogalir, epitel hicreleri alttaki
mezensim igine gomullrler ve ilkel cinsiyet kordonlari denilen dizensiz
sekilli kordonlar vyaparlar. ilkel cinsiyet kordonlari vyiizey epiteliyle
baglantidadir. ilkel gonadlar dista korteks, icte medulla bélgelerinden

olusur. 323334

Embriyo XY kromozom cifti igeriyorsa medulla testisleri
olusturmak icin ileri farklanirken, korteks dejenere olur. Y kromozomunun
kisa kolu Uzerindeki testis belirleyici faktorler icin SRY geni, farkhlagsmamis
gonadin testis olarak gelisiminde anahtar islevi gorir.



Testis belirleyici faktor (TDF), ilkel cinsiyet kordonlarini
uyararak, farklanmamis gonad medullasinin derinlerine dogru uzamalarina
neden olur.®***% Kordonlar mediastinum testiste dallanip birbirleriyle
anastomozlasarak rete testisi olustururlar. Kalin fibroz bir kapsul olan
tunika albuginea gelistikten sonra cinsiyet kordonlarinin, ylzey epiteli ile
olan baglantilari kaybolur.3*3® Bilyiiyen testis asamali olarak dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorsiyuma asili hale
gelir. Seminifer kordonlar, seminifer tlbullere, tubuli rekti ve rete testise

farklanirlar.®’

Seminifer tubuller, arasindaki mezensimden interstisyel
hicreler (Leydig hucreler) farklanir, mezensimden ayrilirlar. 8. haftadan
sonra Leydig hucreleri, androjenik hormonlar (testosteron ve andosteron)
salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik ve dis genital kanallarin
farklanmasini uyarir.®®* insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu
testosteron Uretimini arttirir, hormonun miktari 8-12 haftalik evrede en
yuksek degerine ulasmistir. Testosterona ek olarak fotal testisler
glikoprotein bir hormon olan Mduller kanallarini baskilayici madde (MIS) ya
da Antimullerian hormon (AMH) denilen bir hormonu da salgilamaktadir.
Mdaller kanallarini baskilayici madde, Sertoli hUcrelerince salgilanir.
Hormonun salgilanmasi puberteye degin surer, daha sonra ise duzeyi
azalir. AMH, paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.>*®’ Seminifer
tubdller, puberteye dedin kapalidir, puberteden sonra lumen agilir.

Seminifer tibul duvarinda iki tip hlicre bulunur:

. Sertoli hiucreleri; destek hucreleri olarak da adlandirilan

bu hiicreler, testisin ylizey epitelinden gelisirler.3¢®

o Spermatogonyum; ilkel spermiyum onculleridir, ilkel

treme hiicrelerinden farklanirlar.®®



Fotal testiste, Sertoli hucreleri, tubullerde ¢ogunluklu olan
hicrelerdir. ilerleyen evrelerde, testisin yiizey epiteli yassilagir ve yetiskin
testisinin dis ylzeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentesi
olusturan 15-20 adet mezonefrik tubdller ile devam eder. Bu kanallar,

duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar.3*%

28. haftada testisler karin arka duvarindan ayrilarak inguinal
kanalin derinligine dogru yer degistirirler. Genelde de dogumdan &énce

skrotuma inmis olurlar 333373

2.2. TESTIS ANATOMISI

Testisler, iki uyluk arasinda deri ve fibromuskuler bir torba
olan skrotum igerisinde yerlesmis ve birbirlerinden septum scroti ile ayrilan
oval sekilli bir ¢ift organdir. Testislerin her biri 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm
eninde, 2-3 cm kalinhdinda ve 10-14 gr agirhgindadir. Bir testisin iki kenari
(margo anterior ve posterior), iki ylizi (facias lateralis ve medialis) ve iki

ucu (extremitas superior ve inferior ) bulunur. %4142

Testisler funiculus spermaticus araciligi ile skrotum icinde
asihidirlar. Sol funiculus spermaticus daha uzundur bu nedenle sol testis,
sa§ testisten biraz daha asagi yerlesimlidir.** Funiculus spermaticus’u
icten disa dogru fascia spermatica interna, m.cremaster ile fascia
cremasterica ve fascia spermatica externa sarar.’’ Testislerin skrotum
igindeki duruglar boyuna kosut olmayip, organin uzun ekseni yukaridan

asagl ve 6nden arkaya egik durumdadir.*?

Testis distan ice tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica

vaskulosa olarak (g kilif ile sarilidir,3#36:3840:43



Tunica vaginalis, skrotumun i¢ yUzuni ddseyen lamina
parietalis (periorchium) ve testisin Uzerini 6rten lamina visceralis
(epiorchium) olarak iki katmandan olusur.** Bu iki katman arasinda, az
miktarda ser6z sivi bulunur. Tunica vaginalis, fotal yasamda testislerin

karin boslugundan skrotuma inerken siiriikledikleri periton katmanidir.*°

Tunica albuginea, testisi digstan saran, mavimsi-beyaz renkli,
siki fibréz yapili bir katmandir. Bu katmani olusturan bag dokusu lif
demetleri, farkli yonlere uzanarak birbirlerinin igine girerler. Tunica
albuginea, testisin arka yuzinde kalinlasarak mediastinum testis’i
olusturur. Mediastinum testis’te, testise ait damar ve sinirler ile, rete testis

ad verilen kanalciklar bulunur.*?

Tunica vasculosa, tunica albuginea’ nin i¢ yuzinde bulunan
damar agi katmanidir.** Damarlar arasinda gevsek bag doku bulunur.
Tunica vasculosa, tunica albuginea’ nin i¢ yuzunu ve tubullerin arasini
doser. Boylece testisin igindeki tum lobuli testisi sarmig olur. Her bir
testiste sayilari 250-400 arasinda degisen lobuli testislerin buyudklUkleri
bulunduklari bolgeye gére degisir.>**%*! Testisin kenarinda yerlesmis olan
lobull testislere karsin, testisin ortasindakiler daha buyuk ve uzundur. Her
bir lopguk icinde 1-4 arasi kivrintili tibul bulunur. Bu yapilara tubuli
semineferi contorti (seminifer tiiblil ) denir.** Her seminifer tiibil 30-80 cm
uzunlugunda ve 15-250 ym c¢apindadir. Lobguklarin mediastinum testise
bakan tepe kisminda bu tupler gittikgce duzlesir, birbirleriyle birlesip tubuli
seminiferi recti’yi olustururlar.*® Tubuli seminiferi rectiler mediastinum
testis igine girerek arka ve yukariya dogru uzanir, birbirleriyle anastomoz
yaparak rete testis denilen agi yaparlar. Rete testis mediastinum testis’in
ust bolumidnde ductuli efferentes denilen kanallara déonusur. Bu kanallar
testisin arka kenarinin Ust kismindan tunica albuginea’yl delerek organi

terk eder.



2.2.1.Testisin Damarlari ve Sinirleri

Testis, aorta’nin dali olan a.testikullaris’den beslenir. Bu arter
2.lumbal vertebra dizeyinde aorta abdominalis’ten ayrilarak karin arka
duvarinda asagi dogru uzanir. Daha sonra canalis inguinalis’ ten gecerek

testisi besler.*?

Testisin venleri testisin arka kenarindan c¢ikarak, funiculus
spermatiucus’'u saran plexus pampiniformis adi verilen genis bir ven agi
olusturur. Plexus pampiniformis yukariya dogru c¢ikarken oylumunu
azaltarak annulus inguinalis profundus duzeyinde tek bir vena
testicularis’e donusur. V.testicularis karin arka duvari Uzerinde yukariya

dogru uzanarak solda v.renalis’e, sagda ise v.cava inferior’ a dokiiliir.*°

Testisin lenfatik bogalimi yuzeyel ve derin olarak iki gruptur.
Yuzeyel lenfatikler tunica vaginalisin Uzerinde, derindekiler ise epididimis
ve testisin icinde bulunur. Bunlar 4-8 damar seklinde funiculus
spermaticus ile birlikte karin bosluguna girerler. V.testicularis’i izleyerek
birinci lumbal vertebra duzeyinde aortanin her iki yaninda bulunan lenf
digumlerine (nodi lymphatici lumbales= paraaortik lenf nodulleri )

acilirlar.*%4!

Testisi sinirlendiren sinirler medulla spinalis’in @ T10-11.
segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus aorticus ve plexus renalis iginden
gecer ve testisleri besleyen damarlarin gevresinde dolanarak organa

ulagir. Duyusal lifler de sempatik sinirlere eslik ederler.*



2.3.TESTIiS HiSTOLOJISI

Erkek Ureme sistemi; ureme hucrelerini Ureten testisler, bu
hicreleri ileten bosaltim kanallari ile sisteme ait yardimci bezler ve
penisten olusur. Tubuli rekti ve rete testis, testis ici bogsaltim kanallarini;
duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatorius ve Uretra, testis
disi bosaltim kanallarini olusturur. Bu yollara salgilarini bosaltan bir cift
vezikula seminalis, prostat ve bir ¢ift bulbolretral bez olmak Uzere Ug¢

yardimci (aksesuar) bez bulunur,3436:3843:45.46.47,48.49

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alirlar.
Bu yerlesimleri, testislerin vicut 1sisindan 2-3°C derece diusuk bir i1sida

olmalarini saglar. Normal spermatogenezis 34°C-35°C’de olaylanir.>*%¢

Testisler, bilesik tubuler, ekzokrin ve endokrin iglevi olan bir
cift bezdir. Testislerin ekzokrin Grinu esey hicreleri olan spermiyumlar,

endokrin Uriini ise Leydig hiicrelerince uretilen testosterondur.3**°

Her bir testis, tunika albuginea denilen, diz kas hucreleri
iceren diizensiz siki bag dokudan bir kilif ile cevrilidir.*® Bu kilifi, testisin 6n
ve yan yuzlerinde peritondan kdken alan, serdz bir kese olan, iki yaprakli
tunika vaginalis 6rter.*” Tunika vaginalisin dis yapragi skrotum duvari, ic
yapragl tunika albuginea ile deginmektedir.®® Tunika albuginea, testisi
koruyan bir kilif olmasi yaninda, icerdigi lifler ve diz kas hucrelerinin
kasilmalari sonucu olusturduklari basingla seminifer tlbullerde olusan
spermiyumlarin, tasiyici kanallara ydnelmesini saglar.>* Tunika albuginea,
dinamik bir kapsul olup, periyodik kasilma erkindedir. Bu kapsulun i¢ kismi
tunika vaskuloza adi verilen kan damarlarindan zengin gevsek bag dokusu
katmanidir. Tunika vaskuloza, organ igine dogru uzanir ve testisin

intersitisyel dokusunu olusturur.®
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Tunika albuginea, testisin arka yuzeyi boyunca organin
parankimasi igine sokularak tg¢gen bigimli bir kalinlasma yapar. Buna
mediastinum testis denir.** Kan ve lenf damarlari ve genital bosaltim

kanallari mediastinum’dan testise girer ve gikar.*®

Her bir testis, kapsulden isinsal olarak ¢ikan siki bagdoku
bdlmeleri (septula testis) ile yaklasik 250 lopguga (lobuli testis)
bolunmustur. Lopguklarin  tabanlari  testisin dis yuzune, tepeleri ise
mediastinum testis’e bakar.*® Septalar tam olmadigindan, piramit sekilli
lopguklar birbirleriyle iligkilidir. Her bir lopguk, seminifer tibul (tubulus
seminiferi convolutus, tubulus seminiferus contortus) denilen; kor bir ugla
baslayip sayilari 1-4 arasinda degisen kivrimli tibller igerir.®* Tibdller,
mediastinum yakininda sonlanirken lumenleri daralir ve dizlesirler. Bu
bélime diiz tiibiil ya da tubuli rekti (tubulus seminiferi recti) denir.>® Testis
ici  bosaltim yollarindan olan tubuli rekti; seminifer tibdulleri,
mediastinum‘da anastomozlasan kanallar sistemi olan rete testis’e
baglar.*® Buradan duktuli efferentes denilen, yaklasik 10-12 adet kanal
tunika albuginea’yl gegerek testis disina ¢ikar. Kivrintili olan bu kanallar

birbiriyle birlesirler ve tek bir kanal olan duktus epididimis’i olustururlar.®*

2.3.1.Seminifer Tlbiiller

Spermatogenezisin  olaylandigi  yapilar olan seminifer
tubdllerin her biri yaklagik 30-80 cm uzunlugunda ve 150-250 pm
capindadir.*® Her iki testiste ortalama 1000 adet bulunur. Tiibillerin toplam
uzunluklari yaklasik 0.5 km kadardir ve testisin % 92’sini olug,turular.43

Seminifer tubullerin duvar dista, tunika vaskuloza’dan kéken
alan damar ve sinir aglarindan zengin tunika (lamina) propria denilen bag

doku ile sarilidir. Iki seminifer tiip duvarinda iki tip hiicre bulunur;*®
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1) Sertoli hucreleri (Epitheliocytus sustenans, destek

hicreleri),

2) Spermatogenik hicreler (spermatogonyumlar,

spermatositler ve spermatidler)

Seminifer epitel bir bazal membran ve kollajen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir myoid hicrelerden olusan bir kilifla
cevrelenmigtir. Myoid hucreler hareketsiz spermiyumlari rete testise

iletmek igin gerekli ritmik kasiimalarla yikiimliidir.*

Tldbuller arasindaki gevsek bag dokuda, testosteron
hormonu sentezleyen Leydig(intersitisyel htcreler), ince kollagen ve
retikller lifler, fibroblastlar, mast hicreleri, az sayida makrofaj, lenfatik
kapillerler, kan damarlari ve sinirler bulunur. Testis lopguklarini dolduran
seminifer  tlbdller ile Leydig hucreleri testisin  parankimasini

olustururlar.*°

2.3.2.Sertoli Huicreleri

Destek hucreleridir. Prizmatik bicimli  Sertoli hucreleri,
seminifer tubulin bazaline oturur ve cevrelerinde yer alan spermatogenik
hiicreler arasindan limene degin uzanirlar.*® Spermatogenik hiicreler ile
metabolik etkilesime girerek spermatogenezise desteklik saglarlar.>* Bu
hicreler; puberteye degin seminifer epitelin baskin hicreleriyken,
puberteden sonra seminifer tibul epitelindeki hicrelerin yaklasik % 10’'unu
oIU§tururIar.33 Sertoli hlicre sayisi ile gunlik spermiyum Uretimi arasinda

da pozitif bir iligki vardir.
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Sertoli hucre c¢ekirdegi, bazalde vyerlesik, oval sekilli ve
okromatikdir. Belirgin c¢ekirdekgik igerir. Sitoplazmada c¢ok sayida
mitokondriyon, yogun vezikulli Golgi kompleksi, lipid damlaciklari ve
lizozomal erke ait ¢ok sayida vezikul bulunur. Ek olarak ¢ok sayida
granllsiz endoplazmik retikulum, az olarak da grandlli endoplazmik
retikulum icerir.>> Hicre iskeleti vimentin, disik molekdl agirhkli
sitokeratin 18 ve 19, geliskin aktin filaman agi, ara filamanlar ile
mikrotubuluslardan olusur ve bu iskelet yapisi GUreme hucrelerine desteklik
yapar.®* Sertoli hiicre sitoplazmasinda ayrica icerik ve islevleri heniiz
tanimlanmamis olan Charcot Bottcher kristaloidleri denilen inklizyon

cisimcikleri tanimlanmistir.*>*’

Hucrelerin apikal ve lateral zarlar duzensizdir. Apikal hicre
zarinin yaptigi girintiler gelismekte olan spermatogenik hicrelere ev

sahipligi yaparlar.*°

Komsu Sertoli hlicreleri bazo-lateral bolgelerinde yerlesik siki
baglantilar (zonula okludens) ile birbirleriyle iligki kurarlar. Bu iliski kan-
testis bariyerini olusturur. Boylece gelismekte olan dUreme hucreleri
bagisiklik sistemi hucreleriyle etkilesmez. Bu hucrelerin yan yuzlerinde

bulunan oluklu baglantilar da iyon ve kimyasal alisverisi saglar.3*3¢:46:4°

Seminifer tubuller kan-testis bariyeri ile ¢evre dolagsimdan
soyutlanir. Sertoli hicrelerinden madde gegisi ¢ok siki denetlenir. Sertoli
hacreleri tubuler siviyr salgilarken, salginin igerigininin denetimiyle
yukamlidar. Tubdler sivi, gevre intersitisyel sividan oldukga farklidir;
tubdler sivida bol miktarda androjenler, ostrojenler, potasyum ve amino
asitler bulunur.®® Kan- testis bariyeri, intersitisyel sivi ile tibiler sivi
arasindaki farkliligi koruyabilmek eregi ile gereklidir. Gelismekte olan

spermatogenik hudcrelere 6zgu olarak zarlarinda sperm- 6zgu antijen
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bulunur. Kan- testis bariyeri iglevini tam olarak yerine getiremediginde, bu
antijen sayesinde bagigsiklik sistemi uyarilarak hicrelerin yok edilmesi

saglanir.*®

Kan-testis bariyeri, Greme hucreleri ile destek hucrelerinin

olusturduklari seminifer epiteli kendi icinde 2 bolgeye ayirir:

1. Bazal bdlge: Seminifer tibul bazal membranina yakin

bdlgedir. Spermatogonyum ve genc spermatositleri icerir.3

2. Adluminal bolge: Seminifer tubul lumenine yakin

bdlgedir. Spermatosit ve spermatidleri igerir.

Bu bolmeler spermatogenik hucrelerin mikro ¢evre icinde
birbirlerinden ayriimadan es zamanli olarak buyuyup gelismelerine yardim

eder.

Sertoli hucreleri arasindaki baglanti bolgelerinde diger epitel
hicreleri arasinda gorulmeyen oOzellikler vardir. Bunlar; karsilikh gelen
zarlarin birlesmesiyle elli ya da daha fazla birbirine kosut hattin olusmasi,
siki  baglanti birimlerinin bulundugu bdlgede hicre zarina kosut
yassilasmis endoplazmik retikulum sisternalarinin bulunmasi, hicre zari
ile  endoplazmik retikulum sisternalari arasinda altigen seklinde

diizenlenmis aktin flamanlarinin yer almasidir.®

Sertoli hlcrelerinin iglevleri :

o Gelismekte olan Ureme hicrelerine fiziksel destek ve
besin saglamak; seminifer tubul duvarinda bazal bdlgeden Iimene degin

uzanan ve sitoplazmalari boyunca vyakin iliskide bulundugu Ureme
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hicrelerine desteklik saglarken, ayni zamanda peritubller kapillerlere

uzak olan spermatogenik seri hiicrelerine besin maddelerini iletirler. >

o Spermiyogenezis sirasinda, artik sitoplazma

pargalarinin fagositozunu saglamak.*°

o Kan-testis  bariyerinin  olusturulmasi ve bdylece
gelismekte olan Ureme hucrelerinin immunolojik olarak taninmasinin

engellenmesi.*

. Androjen bagdlayici protein (ABP), sentezlemek ve
salgilamak. Androjen baglayici protein, Leydig hicrelerinden salgilanan
testosteronu baglayarak bu hormonun seminifer tibdl Iimenine ve oradan

da epididimise iletiimesine yardimci olur. 3

o Anti-Mdllerian  (Mdllerian  inhibe edici) hormonu
sentezlemek ve salgilamak. Bu hormon embriyonik gelisimde, erkek

fétusta Miiller ( Paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglar.*?

o inhibin ve aktivin denilen peptid yapidaki maddeleri
sentezlemek ve salgilamak. inhibin, hipofiz bezi 6n lobundan FSH sentez

ve salinmasini baskilarken, aktivin bu durumu uyarir.>

o Testikiler  transferrin’i sentezlemek ve salgilamak.
Demir bu madde sayesinde dis ortamdan alinarak ureme hucrelerine

iletilir.*®

. Grantulsiz endoplazmik retikulum sisternalari,
mikrotubulus ve mikrofilamanlari araciligi ile farklilagsmasini tamamlayan

spermiyumlarin limene atiimasinda rol oynarlar.>
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Sertoli hucreleri tum seminifer epitel boyunca uzandigindan
tubulin yapisal duizenleniminin  korunmasinda da etkilidirler. Sertoli
hicreleri, spermatogenik hlcrelere karsin, enfeksiyon, kétl beslenme ve

X isinlari gibi gesitli etkenlere daha dayaniklidir.®*
2.3.3.Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenezis

Spermatogenik seri hlcreleri, bazal lamina ve tibadl lGmeni

arasinda 4 ile 8 katman olarak dizenlenmistir.

Ureme hiicreleri ya da spermatogenik hicreler, Sertoli
hacreleri ile birlikte seminifer tubdl epitelini olusturan, duizenli olarak
cogalan ve olgun spermiyumlara farklanan hicrelerdir.*® Olgunlasma
asamalarindaki bu hucreler bazalden lumene dogru spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatit ve spermiyum olarak

siralanir **(Sekil 1).

Sitoplazmik kopruler

i P\f“ rken spermatidler
RS

Gec spermatidler ’5‘ % . O‘ Sekonder
Sertl & spermatositler

]\13),0 [I'Lcreﬂx (/(J
?’ @ Primer
: -\_% ?& ‘ spermatositler

| £—Spermatogonyum
A M
X

Gec
Spermatidler

Intertisyel hucreler

Sekil 1. Spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri®®
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Spermatogenezis, spermatogonyumdan olgun spermiyum
olusmasina degin gegcen c¢ogalma, buyume, olgunlagsma ve baskalasim
evrelerini iceren bir siirectir.*® Testiste spermatogenezis hormonal denetim
altindadir. Spermatogenezis hipofizden salgilanan FSH (Folikal uyaran
hormon) tarafindan duzenlenirken, spermatogenezisin surekliligi igin
gerekli olan ve Leydig hucrelerince salgilanan testosteron duzeyi de yine
hipofizden salgilanan LH (Luteinize eden hormon) tarafindan

denetlenmektedir.®*

Spermiyum Uretimi puberte ile baslar ve bir testiste gunlik
ortalama 50-150 milyon spermiyum dretilir. Olgunlasma sureci 64 glinde

tamamlanir.*®

Spermatogenezis 3 evreye ayrilir.

1) Spermatogonyal evre (Spermatositogenezis):
Spermatogonyumlar, mitoz bdélinmelerle sayilarini arttirirlar ve primer

spermatositlere farklanirlar.3°

2) Spermatosit evresi (Mayoz bolinme): Primer
spermatositler ardi ardina iki mayoz bolunme gegirerek kromozom
sayllarini ve DNA’larini indirgerler. Sonugta haploid kromozoma sahip

hiicreler olan spermatidler olusur.>*°

3) Spermatid evresi (Spermiyogenezis):Spermatidler

olgun spermiyumlara farklanirlar.¢>°
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Spermatogonyumlar bazal bdlgede bazal membran ile
dogrudan iligkide olan 12 um g¢apinda, diger spermatogenik seri hucreleri
icerisinde kuguk, diploid spermatogenik hicrelerdir. Kan-testis bariyerinin
disinda yer alirlar.®*® Spermatogonyal kok hiicreden kdken alirlar.
Puberteye degin dinlenmede kalip, bu evrede testosteron hormonunun
etkisiyle uyarilarak hiicre déngiisiine girerler.*® Spermatogonyumlar cok
sayida boélinmeler gegirerek spermatogonyum serilerini olustururlar.

insanda yapisal olarak ayirt edilebilen 3 tip spermatogonyum vardir.

Bunlar:

o Koyu A Tipi (Ad) spermatogonyumlar

o Acik A Tipi (Ap) spermatogonyumlar

o B Tipi spermatogonyumlar

Acik A tipi spermatogonyumlar; B tiplerinden daha azdir.
Oval veya yuvarlak sekillidirler. Bazal membran Uzerine otururlar. Hicre
sekliyle uyumlu yuvarlak ya da oval ¢ekirdek dkromatiktir. Genelde tek bir
cekirdekgik gorulur. A tipi spermatogonyumlarda organeller sitoplazmada
dagiimistir; yuvarlak mitokondriyonlar ¢ekirdek yakininda bulunur, belirgin
Golgi kompleksi ve ribozomlar izlenir. Agik A tipi spermatogonyumlar depo
hicrelerdir.  Gerektiginde spermatogenezi baslatmak icin devreye

girerler.3*3°

Koyu A tipi spermatogonyumlar; bazal membran ile
baglantilari daha fazla olan kuguk, uzamis spermatogonyumlardir. Koyu
bazofilik boyanan, oval heterokromatik ¢ekirdek icerirler. Seminifer epitelin
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kok hucreleridir. DUzensiz araliklarla bolinerek, yeni koyu ve acgik A tipi

spermatogonyumlari olustururlar. 34360

Spermatogonyumlarin en yaygin bulunan tipi, B tipidir.
Bunlar da bazal membran’a otururlar. Ancak bazal membran ile
baglantilari daha azdir. Hucre c¢ekirdedi yuvarlaktir ve merkezde
yerlesmistir. Cekirdekte bir ya da iki koyu boyanan c¢ekirdekgik bulunur.
Sitoplazmada A tiplerine karsin daha ¢ok ribozom bulunur. Mitoz bélinme

ile primer spermatositleri olustururlar.®**®

Koyu ya da acgik A tipi spermatogonyumlar kok hucrelerdir.
Bolunerek yeni agik ve koyu A tipi spermatogonyumlari yaparlar. Koyu A

tipi spermatogonyumlar da B tipi hiicreleri olusturmak icin boltndrler.

B tipi spermatogonyumlar son mitoz bolunmelerinden sonra
primer spermatositlere  farklanirlar. Bdylece spermatositogenezis

tamamlanir ve mayoz béliinme evresi baglar.>*3*>

Primer spermatositler; spermatogenik serinin en sik goértinen
ve en iri hucreleridir. 18 pm buyuklugundedirler, vezikuler goérunumlu
belirgin bir c¢ekirdek igerirler. Primer spermatositler baslangigta 46
kromozom sayisina ve 2n DNA'ya sahiptirler. Kisa surede Mayoz l'in
profaz evresine girerler ve DNA'’ larini 4n’e c¢ikartirlar. Profaz evresi
yaklasik 3 hafta (22 gun) surer. Leptoten evresinde, kromozomlar uzun
silindirik iplikgikler olarak izlenirler. Zigoten’de homolog kromozomlar yan
yana gelirler. Pakiten evresinde, kisa kalin ve belirgin hale gelen
kromozomlar dort kromatidden olusan tetratlari yaparlar. Diploten’de,
homolog kromozomlar arasinda krossing over denilen gen aligverigi
gerceklesir. Pakiten evresi insanlarda yaklasik 16 gun sirer. Profaz

asamasindan sonra ¢ekirdek zari ortadan kalkar ve homolog kromozomlar
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Metafaz I'de ekvatoryal duzlemde dizilirler. Anafaz 1’de kutuplara gekilen
ve birbirinden ayrilan iki kromatidli kromozomlar, Telofaz I'de haploid
sayilda kromozom iceren iki adet sekonder spermatositi olusturur.
Sekonder spermatositler hizla komsu Sertoli hucrelerinin arasindan

gecerek adluminal bélgeye dogru yer degistirmeye baslarlar.3436:4349:50

Olusan sekonder spermatositler ktiglk hicrelerdir ve yeniden
DNA eslesmesi yapmadan (interfaz evresine girmeden) dogrudan mayoz
II' nin profaz evresine girdiklerinden, seminifer epitelde sik izlenemezler.
Ortalama 8 saatlik bir yagsam sureleri vardir. Sekonder spermatositteki
kromatidler, bélinme sonunda ayrilarak her biri bir spermatide gider.
Sonugcta n kromozom sayisina sahip 4 adet spermatid olusur *3#"4° (Sekil
2).

[I. Mayoz bolinme sonunda spermatidler Sertoli hicrelerinin
apikal sitoplazma girintilerine gomulu, kuyruklari lGmene uzanmis olarak
dururlar. Spermatidler olustuklarinda yuvarlak bir ¢ekirdek ve c¢ok iyi
gelismis Golgi kompleksi, bol miktarda granulli endoplazmik retikulum ve
mitokondriyonlari ile dikkat ¢ekerler. Yuvarlak spermatidler yaklasik 8 pym
capinda hucrelerdir. Spermiyumlara dontsurken bol hidrolitik enzim

depolayarak, organellerini azaltirlar. Sitoplazmalarinda kayiplar olur.3*
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Sekil 2: Spermatogenezisin sematik gérinimi°

Spermiyogenezis limene yakin sitoplazma koépruleriyle
birbirlerine bagli spermatid hucre gruplarinin, spermiyum olusturmak icin
gecirdigi bir seri degisikliktir. Spermiyogenezisde, ©6nce yuvarlak
spermatidler uzayarak uzamis spermatidleri yaparlar. Bu suregte akrozom
olusur, cekirdek yogunlasir ve uzar, kuyruk geligir, sitoplazmanin ¢ogu
kaybolur.3* Memelilerde spermatidlerden spermiyum olusmasi 4 asamada

izlenir.

Golgi Evresi: Spermatid c¢ekirdegi  etrafinda Golgi
kompleks bolgesinde vezikulli yapilar ¢ogalir (proakrozomal vezikuller).
Bunlar birlesince buyuk bosluklu akrozomal vezikul denilen yapilar olusur.
Bu bdlgede gekirdek yogunlugunda artis goriliir.*
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Cekirdegin bir kutbunda belirginlesen veziklller icinde
akrozomal granul goérular ve bunlar giderek koyulasip buydr. Sentriol gifti
cekirdegin karsi kutbuna hareket eder. Sitoplazmadaki mitokondriyonlar

hiicre ceperine dogru dizilirler.*

Baslik (Kep) Evresi: Akrozom, c¢ekirdegin on kutbunda
kalirken, akrozom vezikull genigleyerek c¢ekirdegin On yarisina yayilir ve
bas bélgesinin 2/3’ Gnu kaplar. Bu evre sonunda ¢ekirdegin 6n kismini

kaplayan akrozomal baslik olugur.®®

Akrozomal Evre: Akrozomal enzimleri igceren granuller
vezikulin igini doldurur ve akrozomun yapimi tamamlanir. Akrozom
grandlleri icinde; proteaz, asit fosfataz gibi ¢esitli hidrolitik enzimler
bulunur. Bu enzimler hucre igindeyken inaktiftir. Bu sirada ¢ekirdek uzar
ve yogunlasir. Sitoplazma arkaya itilir. Distal sentriyolden ¢ikan ve uzayan
fibril demeti uzayarak ortada iki, cevrede dokuz cift merkez fibrillerini
olusturur ve kuyruk bigimlenir. Kuyrugun proksimal pargasi c¢evresinde

mitokondriyonlar toplanir ve orta parca denilen bélgeyi yaparlar.3*>°

Olgunlagma Evresi: Spermiyogenezin son evresidir.
Spermatid tire 6zgu seklini alirken Sertoli hiicrelerinden ayrilarak [imene
verilirler. Sitoplazma artiklari Sertoli hlcrelerince fagosite edilir. Limene
verilen spermiyum henlz doéllenme yetenegine sahip degildir ve kendi
basina hareket edemez. Fertilizasyon i¢in gereken olgunlasma ve hareket

erki epididimiste kazanihr.3*4°

Tarler arasinda, olgunlasmig spermiyum yapisinda bazi

ayrimlar gorulse de, tumu bas, boyun ve kuyruktan olusur.
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insan spermiyumunun boyu yaklasik 65 um’ dir.*’ Cekirdek
ve akrozomu igeren bir bag, kisa bir boyun pargasi ve hareketi saglayan
uzun bir kuyruktan olusur.*® Kuyruk; baglayici parca (boyun) , orta parca,

esas parga ve son pargadan yapilidir.>*%%°

Bas (Caput): Akrozomla sariimis cekirdekten olusur.*®
Cekirdek yassilasmis ve heterokromatiktir. insanda acik renk vakuolleri
icerir. Yogun kromatin yapisi igindeki kromatinden yoksun bu aydinhk
bdlgeler ¢ekirdek vakuolleri olarak adlandirilir. Bas, 4-5 pm uzunlugunda,
2,5-3 ym genigliginde ve 1um kalinhdindadir. Cekirdegin 2/3 6n kismini
akrozom orter.*® Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom; akrozin
denilen tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz, hyalurodinaz ve

néroaminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir.3*3%43

Boyun: Spermiyumun hareket merkezi olarak kabul edilen
boyun parcasi kisadir. Bir ¢ift sentriyol igerir. Proksimal sentriyolden ¢ikan
mikrotubuluslar 9+2 ( kinosilyum) dizenlenimi ile aksonemi yaparlar.
Aksonemin c¢evresi yogun fibroz yapida halkalarla cevrilidir. Bu bodlgede

sitoplazma artiklari gézlenir.3*>°

Kuyruk: insanda 55 upm uzunlugundadir. Aksonem
boyundan baslayip kuyrugun son kismina degin uzanir. Kuyruk U¢

parcadan olusur; orta parca, esas parga ve son parca.3*3%4°

Orta Parca ( Pars intermedia ): Aksonemin (9+2) gcevresinde

9 adet dig lifler, onun da gevresinde kuyruga enerji saglayan spiral olarak

yerlesmis mitokondriyonlar bulunur. Ortalama uzunlugu 5-7 ym’ dir.>°

Esas Parca ( Pars principalis ) : Kuyrugun en uzun

bdlimudur. Yedi dis yogun fibril ile sarili merkezi aksonem ve bir fibroz
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kiliftan olugur. Hem dis yogun lifler hem de fibroz kilif spermiyumun 6ne
hareketi sirasinda mikrotubuler kayma ve kivrilma igin gerekli saglam bir

iskelet olusturur.3

Son Parca ( Pars terminalis ) : Aksonemi kapsar. Kisa bir

sonlanma bolimidur.®

Sonugta bir diploid kromozom vyapisina sahip bir
spermatogonyumdan haploid kromozoma sahip dort olgun spermiyum

olusur. Bu siirec ortalama 64 giin sirer.3+3043

2.3.4.intersitisyel Doku ve Leydig Hiicreleri

Seminifer tlbuller arasindaki bosluklar, kollajen lifler, kan ve
lenf damarlari, sinir lifleri ve g¢esitli hiicrelerce doldurulmustur. Bu hlcreler
fibroblastlar,  makrofajlar, mast hlcreleri ve testisin  Leydig

hiicreleridir 34349

Leydig hacreleri endokrin iglevleri nedeniyle kilcal
damarlarla iligkili yerlesim gosterirler ve degisen sayilar i¢ceren topluluklar
yaparlar. Bu hucreler steroid hormon sentezleyen hucrelere 6zgu organel
ve enzimlerden zengindir. Leydig hucreleri ¢ok kdseli, yaklagik 15 um
capinda ve genelde tek cekirdekli hucrelerdir. Cekirdek c¢ogunlukla
ekzantrik duruslu olup 1 ya da 2 cgekirdekgik bulunur. Cekirdek
kromatinden yoksundur, bu nedenle soluk boyanir. Sitoplazma asidofiliktir.
Sitoplazmalarinda iyi gelismis Golgi kompleksi, mitokondriyonlar ve lipid
damlaciklari igerir. Cok iyi gelismis granllsiz endoplazmik retikulumlari
vardir. Sitoplazmada peroksizom ve lizozomlar ve yas ilerledikge artan
oranda da lipokrom pigmenti bulunur. Leydig hucrelerinde iglevleri

bilinmeyen, insana 06zgu olan renksiz, azokarmin ile boyanan ve
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bayuklUkleri degisebilen Reinke kristalleri

bulunmaktadir 34,36,43,45,46,47,48,49,51

Leydig hucreleri, ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelismesinden
sorumlu olan testosteron hormonunu Ureterek spermatogenezisin
surekliligini saglar. Testosteron, mitokondriyon ve granulsiuz endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce sentezlenir. Leydig hucrelerinin erk ve

miktarlari hormonal uyarilara baghdir.3*3®

Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon
anne kanindan fetusa gecerek, androjenik hormonlari dreten fotal
testikller intersitisyel hicreleri uyarir. Hormonlar, embriyonik farklilasmada
erkek genital organlarinin gelismesi icin gereklidir. Embriyonik intersitisyel
hicreler gebeligin 4. ayina degdin farklilasmis olarak kalirlar. Daha sonra
ise testosteron sentezindeki azalmaya kosut gerilerler. Hucreler, gebelik
suresince ve hipofizden salinan LH uyarimi altinda testosteron sentezine
yeniden basladiklari ergenlik ©6ncesi doéneme dedin dinlenmede

kalirlar,3436:4°

Olgun Leydig hucreleri, dogumdan sonraki birka¢ hafta
disinda, 10 yasina degin erkek cocuk testisinde bulunmaz. Leydig
hlcrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artar, ileri yaslarda azalir. Leydig
hicre sayisi 60 yasindaki bir erkekte, 20 yasindaki bir erkekteki sayinin

yarisindan da azdir.*

2.4.TESTIS FizyoLoJisi

Testis ekzokrin ve endokrin isleve sahip bilesik tubuler bir

bezdir. Testislerin iki 5nemli islevi vardir*>49°
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1) Cinsiyet hormonlari ya da androjenlerin sentezlenmesi

(steroidogenezis )

2) Erkek ureme hucreleri olan spermiyumlarin tretilmesi (

spermatogenezis, gametogenezis )

Testisin i¢ salgilama islevi, Leydig hucrelerinin testosteron,
dihidrotestosteron, androstenedion gibi androjenler olarak tanimlanan
erkek cinsiyet hormonlarinin salgilanmasidir.>®> Testosteron en énemli
testis hormonudur. Testislerde ve bobrek Ustu bezlerinde kolesterolden ya
da dogrudan asetil koenzim A’ dan sentezlenir. Testosteronun buyuk bir

kismi hedef dokularda daha aktif olan dihidrotestosterona dénusiir.>?

Testosteron sentezinin biyosentetik asamalari su sekilde

gerceklesir:>®

Leydig hiicresi
HBL s qrB1
/ . \
Kolesterol Pregnonelon —tProgesteron
5+AR '. -I__"
:‘¢ '."‘- ¥ (1/a-hydroxylase] *"1-'"'-;'l':r'-.'l"‘.'-.a.-|.":'l:
Kolesterol o 17c-OH- 170-0H-

*
+* Pregnonelon —p,, gesteron

P450scc l o

R (17 20-lyase) I
Pregnonelon l ¥ (17.20-lyase)
bHEA — {-Androstenedion

Mitokondriyon l 4

Androstenediol—=Tastosteron

\ Endoplazmik retikulum /
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Testosteron testislerden salgilandiktan sonra, yaklasik %97’
si zayIf baglarla plazma albumini ya da gugclu bir sekilde cinsiyet hormonu
bagdlayan globulin olarak adlandirilan 1 globulinle baglanir. Bagli
hormonun dolagsim sisteminde kalis suresi 30 dakika—1 saat olabilir. Bu
sure sonunda testosteron ya dokularda tutulur ya da inaktif Grunlere
donusgerek vucuttan atilir. Dokularda tutunmayan testosteron, karacigerde
baslica androsteron ve dehidroepiandrosterona dénasur. Ayni anda her iki
yap! glukuronoidlerle ya da sulfatlarla birleserek bagl hale getirilir. Bunlar
da safra icinde ya sindirim kanalina verilirler ya da idrarla bdbreklerden

atihirlar 3>

Testosteron protein sentezini arttirir, yikimini azaltir; boylece
bayime hizini etkiler. Kemik buylmesini durdurur. Testosteron esas etki
yeri olan prostat ve diger birkag dokuda 5-a reduktaz enzimi araciligi ile,
dihidrotestosterona donugur ve sitoplazmik reseptor proteinine baglanir.
Reseptor-hormon kompleksi daha sonra cekirdege gider, burada bir
cekirdek proteiniyle baglanarak DNA-RNA kayit islemini uyarir. RNA
polimeraz aktiflesir ve prostat hucrelerinde RNA igerigi artar, bunu
hicresel protein artisi izler. Boylece testosteron vicudun her yerindeki
protein sentezini arttirmakla birlikte bu artis daha 6zgun olarak ikincil
cinsiyet Ozelliklerinin gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve

dokularda gériilmektedir.>**°

Testosteron yuksek vyerel etkiyle seminifer tubullerde
spermatogenezisi etkilerken, kana verilerek (endokrin etkiyle) hedef
organlari (iskelet kasi vb.) ve erkek Ureme sistemi yardimci bezlerinin

(prostat, vesikula seminalisler, bulboliretral bezler ) islevini diizenler.>>>®

Erkek dreme organlarinin timdndn yapisi ve iglevleri

testosteron varligina baghdir. Testosteron, erkege 06zgu ikincil cinsiyet
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Ozelliklerinin (pubik killanma, sakal-biyik, erkege 6zgu ses, kash vicut

sekli ) ortaya ¢ikmasindan sorumludur.3*3¢

Fotal yasam siresince testisler, plasentada olusturulan
koryonik gonadotropinlerle uyarilarak orta dizeyde testosteron salgilar. Bu
hormon, fotal gelisim surecinde ve dogumdan sonra 10. haftaya degin
vucutta bulunur. Yaklasik 10-13 yasina kadar testosteron Uretiimez.
Puberte evresinde testosteron yapimi hizla artar. 50 yasindan sonra ise

hizi diisiise gecer, 80 yasinda en Ust diizeyin % 20-50’ sine iner.>*

Her iki cinste de cinsel iglevler hipotalamo-hipofizer sistemin
denetimi altinda olaylanir. Hipotalamik noronlarin arkuat c¢ekirdeklerinde
yuksek yogunlukta sentezlenen gonodotropin serbestlestirici hormon
(GnRH), hipotalamik hipofizer portal kan yoluyla, hipofiz bezinin 6n lobuna
tasinir ve LH ve FSH salgilanmasini uyarir. GnRH, 1-3 saatte birkag
dakika stureyle salgilanirlar. LH ve FSH testislerdeki hedef dokular
uzerinde siklik adenozin monofosfat ikinci haberci sistemini uyarir. Bu
sistem daha sonra hedef hucrelerdeki 6zgul enzim sistemlerinin aktive
olmasini sadlar. LH, Leydig hucrelerinde 6zglin reseptorlere baglanarak
etki goOsterir. Adenohipofizden LH salgisi surekli degildir, geceleri 90
dakikalik araliklarla olur. LH disinda prolaktin ve LHRH’ da dogrudan
Leydig hacrelerini  etkileyerek testosteron salgilanmasini  etkiler.
Salgilanan testosteron dizeyi uyarici LH miktarlariyla dogru orantilidir.
yuksek dizey testosteron varligi, negatif geri bildirim etkisi ile hipotalamus
ve hipofiz 6n lobu salgisini azaltarak testosteron sentezininin
baskilanmasina neden olur ve hormon duzeyi normale gelir. Buna karsit
olarak, testosteron dizeyinin ¢ok az olmasi kosulunda hipotalamustan
yuksek dizeyde GnRH salgilanir, hipofiz 6n lobundan LH ve FSH

salgilanmasi artar ve testikiiler testosteron salgisi yiikselir.>*>*%°
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LH disinda spermatogenezisin baslamasi ve surmesinde
adenohipofizden salgilanan bir diger hormon olan FSH da etkilidir. FSH,
Sertoli hicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini uyarir ve sonugta
cAMP artigina neden olur. Ayni zamanda androjen baglayici protein (ABP)
salgilanmasini saglar. ABP, testosteron ile baglanir ve bunu seminifer
tubdl lUmenine  tasir. BOylece spermatogenezis igin gerekli oranda
testosteron yerel etkisi saglanmis olur. Bu etki spermatogenezisin
baslamasi icin gereklidir. Spermiyumlarin azalmasi FSH salgisini uyarir.
FSH salgilanmasi Sertoli hicrelerinden salgilanan inhibin hormonuyla
baskilanir. Ostrojenler, kadin (reme hormonlari, ABP’ yi baglayarak

spermatogenezisi azaltir.3*3¢>*

Testilerin dig salgisi, holokrin bir salgi Grunud olan
spermiyumlardir. insanda glinliik ortalama spermiyum Gretimi iki testisten

toplam 200 milyondur.34'43'36'5°'54

Testosteron Uretimi normal vicut sicakhiginda olaylandigi
halde normal spermiyum Uretimi yaklasik 35°C’ de gergeklesir.
Spermatogenezisin dizenlenmesinde Isi ¢ok onemlidir. Testikuler 1si
yaklasik 35°C’ dir. Zengin veno6z bir pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikuler arterin gevresini sarar. Bu anatomik dizenlenim testikuler i1sinin
surdurulmesinde Oonemli olan karsi bir 1s1 akimi saglar. Diger etkenler;
skrotumdaki terin buharlagmasi ile I1s1 kaybi ve spermatik kordondaki
kremaster kaslarinin kasiimasi ile testislerin daha yuksek bir isida

kalabilecegi inguinal kanallara gekilmesidir.3*3>4°

2.5.ENDOKRIN BOZUCULAR

Endokrin bozucular, canlida ve onun gelecek kusaklarinda

endokrin sistemin iglevini degistirerek saglikla ilgili gesitli sorunlara neden
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olan ekzojen madde ya da madde karisimlaridir.>” Endokrin bozucularin
etkisi; hormonlarin dretimi, salinimi, baglanmasi, tasinmasi, erki, yikimi ve

viicuttan atihmlari Gzerinedir.®

Canli Gzerindeki etkileri; kisinin yasina, etkin kalinan doza ve
sureye kosut degismektedir. En belirgin etki kiicuk yaslarda gortulmektedir.

Bu nedenle en yodun etkilenme anne karninda gerceklesmektedir. 8198

2002 yilinda Avrupa Birligi’'nin endokrin bozucular ile ilgili
yayinladigi raporunda Ozellikle 60 maddenin g¢evre ve insan sagligina
kesin zararl oldugu bildirilmistir. Bu maddeler arasinda fitalatlar da yer

almaktadir.>®

2.5.1.FITALATLAR

Fitalatlar, polivinil klorud (PVC) ve diger plastikleri
yumusatmak eregiyle 1920 yilindan gunumuze endustride bir¢cok alanda
kullanilan bir grup insan yapimi organik bilesendir.®® Pek cok tiiketim

malinda, ayrica yerlesim alanlarinda ve ¢evrede bulunur.”

Yapisi 1,2-benzendikarboksilik asidin dialkil ya da alkil/aril
esterleridir. Renksiz, kokusuz (veya az kokulu) yagh sividirlar. Sudaki
¢ozunurlukleri azdir, yagda iyi ¢ozunurler. Birlikte kullanildigi madde ile
kimyasal bag olugturmamalari nedeniyle kararli degildirler; 6zellikle yuksek
Isida kolaylikla ayrilabilir ve buharlasabilirler.® PVC tipi plastik Griinlerin
esnekligini ve dayanikhligini saglamak eregiyle plastiklestirici olarak

kullaniimaktadir.

Biomonitor galigmalari genel nufustan her yas tuketicinin,
fitalatlara etkin kaldigini gdstermektedir.®*
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Fitalat igeren UrUnler icerisinde yapi materyali, besin ambalaj
materyali, tekstil, oyuncak, ¢ocuk bakim Uurlnleri (biberon ve emzikler

danhil), kan torbasi, IV sivi torbasi, infiizyon seti bulunmaktadir.®

Fitalatlar kozmetik , parfum ve sabunlar dahil kigsisel bakim
urinlerinde de yaygin olarak kullaniimaktadir. Toplumun fitalatlarla
etkilesimi genellikle diyet ve kozmetik bakim Urunleri aracihgiyla
olmaktadir.”®%%® Ozellikle besinler, cesitli fitalatlara etkin kalmanin énemli

bir kaynag olarak gosterilmektedir.®*

Fitalatlar peroksizom proliferasyonu yapan ajanlardir. Akut
olarak toksik olmadiklari gosterilmistir. Kronik toksisiteleri laboratuvar
hayvanlarinda arastiriimigtir. Farkli fitalat esterlerinin toksisite profilleri ve
potansiyelleri farkiidir. Ozellikle tiir, deginim yolu ve yasi yoninden

farklilik gosterirler.®®°

Molekdl yapisinda farkli sayida alkol esteri ve dallanma
yapilarak kullanim alanlari farkli, cesitli fitalatlar Gretilmistir. Bunlar
icerisinde en c¢ok kullanilanlar disuk molekdl agirlikh  di-n- batil fitalat
(DBP), dietil fitalat ve daha yuksek molekul agirhigina sahip olan di-(2-

etilhekzil) fitalat, diisodesil fitalat ve diisononil fitalattir.®

2.5.2.Di-n-Biitil Fitalat (DBP)

Di-n-batil fitalat (DBP) (C16H2204) , endustride kullanilan agik
renkli yagh bir sividir. Fitalik anhidrit ve n-butanol’ un tepkimesi ile
uretiimektedir. DBP, icme suyundan c¢ocuk mamalarina kadar cesitli
ortamda bulunan disiik dizeyli bir kirletici olarak kabul edilmektedir.*®
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Cevresel bulag hava, su, ya da besinler yoluyla olabilir.
Ancak DBP’ ye oncelikle besin yoluyla etkin kalinmaktadir. DBP’ nin
perakende besinlerde gozlenmesinin nedeni, urunun stoklanma ve nakil
donemlerinde DBP iceren ortamlarda bulunmasidir.  Avrupa Birligi
besinlerle deginim halindeki maddelerde fitalat kullanimini kesinlikle
yasaklamasina karsin halen varligi gozlenmektedir. DBP plastiklere
kimyasal olarak bagli degildir ve bu nedenle ambalajlardan besinlere

gegebilme olasihgi vardir.*®®

Agiz yoluyla temaslarda hedef organlar karaciger, bobrek,
tiroid ve testistir. Laboratuar hayvanlarinda fétal 6lim, malformasyon,
karaciger hasari, antiandrojenik etki, testikller hasar, peroksizom
proliferasyonu ve Ozellikle de Ureme sisteminde toksisiteye neden

olduklari gésterilmistir.>*

Besinlerde bulunan bazi fitalik diesterlerin, erkek kemiricilerin
ve olasilikla insanlarin Greme sistemlerinde hasara neden olabilecekleri
bildirilmigtir. Bu sonuglarin; fétisde cinsiyet farkhlanmasi evresinde,
fitalatlarin  endokrin  yikici islevlerinden kaynaklanmis olabilecegi
dusiinilmektedir.’® Fitalatlara etkin kalmanin prematiire doguma neden
oldugu gosterilmistir. Fitalata etkin kalmanin gozlenen ileri etkileri; geng
kizlarda premature gogus gelisimi ile yetigkin erkeklerde semen uretimi ve

kalitesindeki diigtistir. %>

Fitalatlarin erkek ve disi sigcanlarda buyumeyi ve cinsel
gelisimi  olumsuz yonde etkiledikleri gozlenmigtir. ABD’de Ulusal
Toksikoloji Programi’'na (NTP) bagli, insanda dreme risklerinin
degerlendiriimesine iliskin merkezin (CERHR) raporuna goére, deney
hayvanlarina gebeligin 6-15. gunlerinde yuksek doz fitalat (BBP, DBP,

DEHP ve DINP) uygulamasi sonucunda yavrularda, noéral tip defektleri,
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yarlk damak ve iskelet ~anomalileri gibi = malformasyonlar
gozlenmistir. 1667688970 DBP verilen sicanlarda testiste Leydig hiicre
sayisinin  onemli derecede arttigi belirlenirken, ters orantili olarak

testesteron diizeylerinin bllylik oranda azaldi§i bulunmustur.”™

Arastirmalar siganlarin testikuler toksikanlarin etkisine en
duyarl deney hayvani tirl oldugunu gostermektedir. Uterus ici etkinligin
gebeligin 6-20. gunlerinde oldugu,15-17. gunlerin 6zellikle dnemli oldugu
bildirimektedir.”> Bu dénemde uygulanan DBP dogrudan fétal testise etki
ederek Leydig hdcre iglevlerinin ya da gelisiminin bozulmasina ve
testesteron duzeylerinin d6nemli dlgude azalmasina, dogum sonrasi evrede
ise spermatogenezisi olumsuz etkileyerek spermiyum sayisinda azalmaya
neden olur. "+ 7 Fétal dénemde fitalatlarla (DEHP, DBP ya da BBP)
etkin kalmak kriptorsidizm riskini arttirir. Bunun nedeni olarak fitalatlarin
insulin-benzeri faktér 3 (insl3)’G baskilamasi gosterilmistir. Yapilan
calismalarda insl3 geninden yoksun deneklerin timunde kriptorsidizm

saptanmistir. "

Pubertal ve erigkin siganlarda fitalat uygulamasinin, Sertoli
hicrelerini de olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. Ureme hicresi yitimi
ya da ureme hicrelerinin seminifer tip limenine erken dokulmesi gibi
olaylar fitalatlarin spermatogenik asamaya o6zgu etkilerinin oldugunu
gostermektedir.'®* Diger bir calismada, is yerinde DBP ve DEHP’ ye etkin
kalan kisilerde yuksek MBP yogunluklari belirlenirken, serbest testosteron
duzeylerinin azaldigi, ayrica LH ve serbest testosteron arasinda anlamli

bir oran bulundugu gézlenmistir.®?

DBP’nin testikiiler toksisitesinde yas 6nemli bir etkendir.'®

Geng erigkin sicanlarda Ureme toksisitesi ylksek doz etkin kalinma

sonrasinda gorulse de, testikuler hasar daha kisa uygulamalar ile ortaya
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cikar.®® Pubertal hayvanlarda eriskinlere karsin daha diisiik dozda etkin
kalinmanin tibdler atrofi ile birlikte testikller toksisite ve ciddi testis
lezyonlarina neden oldugu bildirilmistir.Ayrica fitalatlarin toksik etki
gosterebilmeleri icin 4-6 karbonluk ester yan zincir uzunluguna sahip

olmalari gerektigi belirtilmigtir.***%7%7

Hipospadias, kriptorgidizm, anogenital agiklikta azalma,
semen Kkalitesinde disme, erigkin erkeklerde fertilitenin azalmasi gibi
bozukluklara testikller disgenez sendromu” adi verilmektedir. “Fitalat
sendromu” adi da verilen bu bozukluklarin insanlarda da gorulen olgular
olmasi fitalatlara etkin kalma konusundaki endiseleri artirmaktadir. Ancak
eldeki verilerin yetersizligi nedeniyle fitalatlar ile ilgili bilimsel ¢calismalar

cok daha biyilk dnem kazanmistir.”*"®

2.6.RESVERATROL

Resveratrol, travmatik zedelenme, UV isigina etkin birakiima
ya da mantar enfeksiyona yanit olarak bazi bitkiler tarafindan sentezlenen
non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir.?”"® Fitoaleksinler,
patojenik mikroorganizmalara karsi bitkilerce korunma amagli sentezlenen
kimyasal maddelerdir, bu maddelere bitkisel antibiyotikler de
denilebilir.?”88282 gtilpenlerin alt grubunda yer alan resveratrol 3,4,5-
trinidroksi stilben yapisindadir. Trans ve cis olarak iki izomeri vardir. Trans

izomerlerinin biyolojik erkleri, cis izomerlerinden daha yiiksektir.?**

Resveratrol steroid olmayan bir bilegik olup Ostrojen benzeri
biyolojik erke sahiptir. Resveratrol’dn molekidl formuld Ci4H1,03 ‘tir.
Molekil agirhgi 228,25 g/mol ve erime sicakligi 253-255°C’ dir.?"# 1940
yilinda Veratrum album’dan izole edilmistir.?’ Trans—resveratrol ise ilk

olarak 1976 yilinda Lankcake ve Pryce adli arastirmacilar tarafindan Vitis

34



vinifera (asma)’ dan elde edilmistir. Arastirmacilar bu bilesigin bitkinin
mantar enfeksiyonuna ya da ultraviyole isinlara etkin kalmasi sonucunda
sentezlendigini gostermislerdir.®®> 1982 yilinda Japonya ve Cin’ de
geleneksel olarak kullanilan Polygonum cuspidatum (Kojo-Kon ya da
idatori gayr ) adi verilen bitkinin, mantar enfeksiyonlari, gesitli deri
yangilari, karaciger ve damar hastaliklarini tedavi edici etkisinin oldugu ve
bu bitkide resveratrol miktarinin en ylksek duzeyde bulundugu

belirtiimektedir.8®

Resveratrol uzun vyillardir bilinmesine karsin, “Fransiz
Paradoksu”’nun fark edilmesi ve 1992'de Siemann ve Creasy tarafindan
sarabin icindeki etkin madde olarak trans-resveratrol’'iin belirlenmesiyle
bilim dinyasina girmistir.2+®"# Resveratrol sarap disinda, tziim suyu,
yaban mersini suyu, yer fistigi, serbetgci otu, koyu renkli gikolatalar, kakao
likorii, sam fistigi ve kirmizi dutta da bulunmaktadir.®”® Uziimlerde
resveratrol sentezi; asmanin yetistirildigi topraga, iklim kosullarina, Botrytis
cinerea adi verilen kifle enfekte olmasina ve sarapcilikta kullanilan
yontemlere bagl olarak degisim gdstermektedir. Resveratrol, GzUmun

kabuklarinda ve cekirdeklerinde yogun olarak bulunmaktadir.®”%

2.6.1.Fransiz Paradoksu

Resveratrol’an bilim dinyasinda dikkat ¢ekmesi; Fransiz
mutfaginin son derece yuksek miktarda doymus yag, kolesterol icerikli
beslenmesi ve yogun sigara tuketimine karsin, Ozellikle Bordeaux
bolgesinde yasayanlarda, kalp hastaliklarinin yok denecek kadar az
gorulmesinin  bilim adamlari tarafindan “Fransiz paradoksu” olarak

26919293949 Bordeaux bolgesinin nemli

degerlendiriimesiyle baslamistir.
havasinda yetisen “cabernet sauvignon” cinsi UzUmlerin kabugunda

olusan kif mantarina karsi, kabukta olusan resveratrol adli antioksidan
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maddenin, yuksek kalorili ve yuksek yag oranl yiyecekler tiketilmesine
karsin, kalp hastaliklarina karsi koruyucu rolii oldugu gdzlenmistir.?® Bu
bulus sonucunda bazi bilim adamlari resveratroli “100 bin yildan bu yana

beklenen bir bulug” olarak nitelendirmistir.

Resveratol’'in  emiliminin  hizh  oldugu, dokulara kolay
tasindigi ve buyuk oranda idrar vyolu ile atildigi goOsterilmistir.

Resveratrol'tin farkli dokularda farkli etkinligi vardir.?” Bu etkiler :

e Kalp Saghgi Uzerine Etkileri

. Antioksidan Etkileri

o Antikanserojen Etkileri

. Antienflamatuar Etkileri

e  Ostrojenik Etkileri

. Antitrombosit Etkileri

o Anjiyogenezis Etkileri

o Hepatoprotektif Etkileri

o Herpes Simpleks Virlisi Uzerine Etkileri

e  Helicobacter Pylori Uzerine Etkileri

2.6.2.Kalp Saghg: Uzerine Etkileri

Resveratrol’un koroner kalp hastaliklari riskini azalttig
bilinmektedir. Ancak Resveratrol’'in kalp damar sistemi Uzerine etkileri ve
etki mekanizmalart tam olarak anlasilamamistir. Damar endotel
hicrelerinden salinan Nitrik Oksit (NO)’ in damar diz kasinda kasiima ve
gevseme vyanitlari Gzerine etkisi oldugu bilinmektedir.®” Resveratrol’iin
damar genigletici etkisinin, Nitrik oksit antagonizmasi yolu ile oldugu
dusunulmektedir. Resveratrol’in ve kirmizi garabin potansiyel kalp

koruyucu O&zelliklerinin yaninda, damar basincini dizenleme, endotel
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islevinin sirekliligini saglama gibi etkileri de saptanmistir.?’ Bir calismada
umblikal ven endotel hucrelerinin, 20 saat slresince kirmizi sarabin
ekstreleri ile inklibe edilmesi sonucunda, NO sentezinin 3 kat arttigi
gosterilmistir.”® Ayrica enflamatuar enzimlerin durdurulmasi ile de kalp
koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Resveratrol’in kalp damar sistemi
Uzerindeki olumlu etkilerini  dstrojen benzeri biyolojik erki ile

gerceklestirmis olabilecegi diistinilmektedir.*

2.6.3.Antioksidan Etkileri

Resveratrol’dn antioksidan 0zelligi ve peroksi radikal
stipuriicii etkisi ile kalbi korudugu disiiniimektedir. iskemi ve iskemi-
reperflizyon, dokuda lipit peroksidasyonunu arttirmakta, sonucgta da
peroksi radikaller olugsmaktadir. Koroner oklizyonla iskemi ile iskemi -
reperfUzyon  hasarinin  olusturuldugu bir g¢alismada resveratrol
uygulamasinin, koroner damarlarda lipit peroksidasyonunun gostergesi
kabul edilen malonildialdehit duzeyini anlamli olarak azalttigi

bildirilmistir.1%

Dusuk yogunluklu lipoprotein peroksidasyonlarinin demir ve
bakir iyonlari ile arttirildi§i bilinmektedir. Serbest radikal stpuricu etkisinin
arastirildigi bir calismada Resveratrol’'dn demir ve bakir duzeyini anlamli

olarak diisiirdigi gosterilmistir.*%*

Kronik etanol kullaniminin beyin dahil bir cok organda reaktif
oksijen turleri ve lipit peroksidasyonu ile oksidatif hasara yol actigi
bilinmektedir. Bir ¢alismada dopaminerjik néronal hucreler olan pc12
hlcrelerinde etanolun lipit peroksidasyonunu arttirarak hucre 6limuane yol
actigl, ancak resveratrol uygulamasi ile etanolin olumsuz etkilerinin

olusmadigi gdzlenmistir.’®> Bir diger calismada sicanlarda, etanol

37



uygulamasinin noronlarda, lipit peroksidasyonuna olduk¢a duyarli olan
Na-K ATPaz ve dopamin taslyl protein erkinin azaldigi bulunmustur.
Resveratrol uygulamasi ile bu nérodejeneratif degisikliklerin olusmadigi
goézlenmistir.®> Bu calismalara dayanilarak; Resveratroliin lipit
peroksidasyonunu Onledigi ve siklooksijenazi baskiladigi sonucuna

variimistir.

2.6.4.Antikanserojen Etkileri

Resveratrol tuketimi ile meme kanseri riskinde azalma

22103 Apcak insan meme

oldugu cesitli c¢alismalarda Dbelirtilmigtir.
adenokarsinoma hucreleri kullanilarak yapilan bir ¢galismada 3-10 umol/L
yogunluklarda Resveratrol’in 06strojen reseptér bagimli meme kanser
hiicrelerinin gogalmasini arttirdigi saptanmistir.’® Ayni hiicre tiplerinin
kullanildig1 bir diger calismada da, Resveratrolin 20-160 pmol/L
yogunluklarda hiicre cogalmasini baskiladigi gdsterilmistir.’®® Bir diger
calismada 25 um Resveratrol uygulanan farelerde deri timorlerinin sayisi
%98, timérli fare sayisi ise %88 oraninda azaldigi belirtiimistir.?
Hemopoetik sistemde Resveratrol’'in baskilayici etkisi kismen dénisumld,
|I6semi hiucrelerinde ise donusumsuzdur. Resveratrol’Un anti kanserojen ve
antioksidan etkisiyle 1osemi hucrelerindeki c¢ogalmayi baskiladigi
gosterilmistir.'® Kemik iligi nakli yapilan hastalarda Resveratrol timor
hicrelerini  temizleyerek yineleme oranini azaltmaktadir. Resveratrol
ayrica prostat kanseri Uzerinde, kanser hucrelerindeki androjenleri ve
reseptorlerinin iglevlerini durdurarak baskilayici etki gdsterir.’®” Bir
calismada insan endometriyumundaki kanser hucrelerinde Resveratrol
tedavisinin COX-2 ekspresyonunda azalmaya neden oldugu ve bunun da
prostoglandin Uretimini baskilayarak apopitotik hicre Slumunu tetikledigi
bulunmustur.*®® Bir diger calismada, Resveratrol'iin hiicrelerden salinmis

VEGF Uzerinde doz bagimh etki gosterdigi ve endometriyal kanser
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hdcrelerinde hipoksiye neden olarak anjiogenik etkiyi azalttiklar

izlenmistir.X%°

Resveratrol’in  antitimoér  etkisinin, apoptotik  htcre
aktivasyonunu baskilamak seklinde olabilecegi bildirilimistir. Apopitotik
hicre aktivasyonu; ribonukleotid reduktaz, DNA polimeraz, protein kinaz
C, siklooksijenaz-2 aktivitelerinin baskilanmasi ile gergeklesir. Sonug

olarak kanser olusumunun engellenmesi saglanir.?

2.6.5.Antienflamatuar Etkileri

Resveratrol’in antienflamatuar erkinin, proteazlar,
kompleman sistemi(tamamlayici sistem), bradikininler, NO, sitokinler,
adezyon molekdulleri ve prostaglandinler gibi, enflamasyondan sorumlu
tutulan maddelerin olusumunu engelleyerek gésterdigi distinilmektedir.®’
Trans-resveratrol’in antioksidan ve antienflamatuar etkisini; immun sistem
hiicrelerinde yangisal sitokinleri diizenleyerek gosterdigi bilinmektedir.®” in
vitro bir calismada trans—resveratrol’'in, dogal o&ldurtca hucrelerin
sitotoksitesini azalttigi, CD4 ve CD8 T lenfositlerinde de sitokin tretimini
disurdigi gosterilmistir.**® Bir diger calismada Resveratrol'lin hiicresel
toksisiteyi azalttigi, lenfosit cogalmasini baskiladidi, lenfosit kokenli
interlokinlerin ve timoér nekroz faktorin (TNF-a) Uretimini azalttigi
saptanmistir.'** Diger bir calismada ise; in vitro olarak Uretilen TNF-q,
interlokin -~ 18 ve interlokin 6’'nin  Resveratrol ile baskilandigi
gosterilmistir.'*? Fare karaciger ve bdbrek perfiizyon modelinde
Resveratrol’in tirozin kinaz erkini baskilayarak antienflamatuar etki

gosterdigi izlenmistir.**®
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2.6.6.0strojenik Etkileri

Resveratrol’'in 0Ostrojenik ve anti-6strojenik yetisi oldukga
dikkat gekicidir. Resveratrol, sentetik bir dstrojen olan 33—dietilstilbestrol’e
(4,4-dihidroksi-trans-dietilstilben) kimyasal olarak benzer. Bu benzerligi ile
Ostrojen reseptorlerine (ER) kolay baglanip, Ostrojen agonisti gibi erk
gOsterir. Bazi kultir calismalarinda Resveratrol'iin Ostrojen karsiti gibi
hareket etti§i de belilenmistir.'** Resveratrol, &strojenin neden oldugu
hicre ¢ogalmasi, tumor olusumu ve gelisimini engelleyerek anti-dstrojenik

etki de gostermektedir.

Son dbénemde vyapimis olan in vivo bir c¢alismada;
Resveratrol, testosteron dahil, farkh cinsiyet hormonlarinin dengeleyecisi
olarak gésterilmistir.?® Leydig hiicrelerinin de &strojen reseptorleri icerdigi
bilinmektedir.**®> Resveratrol’iin Leydig hiicreleri icinde ER aracili hiicresel

yanitlar Uzerinde es ya da karsit etkileri tam olarak aciklik kazanmamisgtir.

Resveratrol ERa ve ERB’ya baglanmaktadir, ancak ERB es
erki, daha yuUksektir. ERB reseptdrinden zengin dokular, resveratrolin es
erkine daha duyarlidir. Molekuler dizeyde degisken c¢alismalara gore
resveratrol ERa’ ya secgici olarak baglanmaktadir. Trans izomeri Cis

izomerine karsin reseptérlere daha duyarhidir.**4116.117

2.6.7.Antitrombosit Etkileri

Trans—Resveratrol’'in hlcre igi kalsiyumu azaltarak trombosit
kiimelesmesini engelledigi bildirimistir.”® Bir calismada Resveratrol’iin
TXB2 ve lipooksijenaz Urunu IOkotrienlerin  olusumunu engelledigi
gOsterilmistir.  Ayrica arasinoik asidin neden oldugu kiumelenmeyi

baskiladigi saptanmistir. Resveratrol’lin cis izomerinin kan sulandirici
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2l Resveratrol’in ADP ve

etkisinin daha belirgin oldugu bildirilmistir.
trombin ile aktive edilen trombosit yapigsmasinda baskilayici etkinligi
bulunmustur.**® Kiimelenme sirasinda artan hiicre ici kalsiyumun nedeni;
hicre digindaki kalsiyumun, kanallar araciligi ile hicre i¢ine alinmasidir.
Resveratrol hucre ici kalsiyum girigini belirgin dizeyde engellemektedir.
Farkli olarak resveratrolin trombosit endoplazmik retikulumundaki Ca+2?
ATPaz baskilayicisi olan "thapsigargin” araciligi ile kalsiyum girigini
azalttigi da gosteriimistir.**® Trombin ve ADP ile uyarilan insan
trombositlerinin kiimelesmesi lizim suyu ve sarap ile durdurulmustur.?*
Diger bir calismada ise kollagen ile uyarilan trombositlerde resveratrolin,

kiimelesmeyi belirgin oranda baskiladigi sonucuna varilmigtir.*?

2.6.8.Kan Yapici Etkileri

Resveratrol’an, noétrofil ve makrofajlardan salinan hidrojen
peroksit gibi oksidan ajanlar tarafindan salinimi uyarilan VEGF
ekspresyonunu arttirdigi  bulunmustur. Resveratrol’in kan yapimini

121 Resveratrol’iin

arttirarak  yararli  etkileri oldugu  gosterilmigstir.
siklooksijenaz enzimini baskilamasi ile COX1 Uzerinden hucre
biylimesinin durdurulmasinda etkili oldugu saptanmistir.'*® Bir diger
calismada ise kolon, prostat karsinomu, meme ve epitelyal karsinomlarda

anti anjiyogenik dzellikler gésterdigi belirtiimistir.*

2.6.9.Karaciger Koruyucu Etkisi

Bir calismada karaciger stellat hucrelerinin erkini engelleyen
bir bilesigin fibrogenezisi de engelleyebilecedi dustincesiyle; resveratrolin
stellat hicre c¢ogalmasina etkisi arastirilmigtir. Sonugta resveratrolin
sinyal iletim yolagini ve hlcre protein dongusunu baskilayarak, stellat

hiicrelerinin erkini engelledigi bildirilmistir.?° Resveratrol'in karacigerden
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lipoprotein Uretimi ve salgilanmasini baskilayici etkisi saptanmigtir.
Yapilan g¢alismalarda kirmizi Gzimuan hepatik LDL reseptor erkini ve HMG-

CoA rediiktaz yetisini arttirdi§ da gosterilmistir.*?*

2.6.10.Herpes Simpleks Viriisii Uzerine Etkileri

Herpes sympleks hominis; tip 1 ve tip 2 olarak iki tarladar.
Herpes simpleks virisu(HSV), mukozal, epidermal ve dermal deginim
yoluyla bulasir. Birincil genital herpes enfeksiyonlarinin %70-75’ inden tip
2, %25-30’ undan tip 1 sorumludur. Yineleyen enfeksiyonlarin ise % 60-
88’inden tip 2 sorumlu iken, % 14-25’inden tip 1’in yukumlu oldugu
bulunmustur. HSV-2 ile enfekte edilmis fare vajinasina, enfeksiyondan 1
saat sonra polietilenglikolde hazirlanmis %19 ‘luk topikal preparati glinde
bes kez surildiginde HSV-2 replikasyonunu on ginde durdurdugu ve
7.gunde asiklovirle hemen hemen ayni etkinlige ulastigi belirlenmistir. Ayni
uygulama ile, HSV-1 enfekte fare vajinasindaki enfeksiyonu da baskiladigi
ve ekstra vajinal lezyonlari da azalttigr bildirilmistir. Ayrica asiklovir
grubunda ve plasebo grubunda o&lumler gergeklesirken, resveratrol

grubundaki farelerde éliimlerin gergeklesmedigi bildirilmistir.*>+%°

2.6.11.Helikobakter Pylori Uzerine Etkileri

Helicobacter pylori, midede kronik yangiya ve onun
sonucunda da artan oksijen radikalleriyle DNA hasarina neden olur.
Oksidatif hasar, gastrik epitelyal hiicre dongusunun degismesine ve hlcre
olumune neden olur. Resveratrol, Helicobacter pylori bakterilerini segici
bicimde yok eder. Bununla birlikte, midede Uulser, gastrit ve kanser
gelisimine, sitotoksin iligkili gen A (CagA+) susunun neden oldugu

dusundlmektedir. Resveratrol’'le yapilan bir galismaya gore; Resveratrol’in
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in vitro ortamda Helicobacter pylori 'nin CagA+ toksininin gelisimi ve

bliylimesini durdurdugu saptanmigtir.**"*%°

Resveratrol’un  ayrica;  Staphylcoccus,  Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, dermatofitler, Penicillium expansum,
Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum,
Epidermophyton  floccosum,  Microsporum  gypseum,  Neisseria
gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis ‘e karsi antimikrobiyal etkinlik

gosterdigi saptanmistir.26:12%:130

Resveratrol’in, vyaslanmaya karsi etkinlik gOstererek,
yaglanmay! yavaslatici hatta yasam suresini uzatici etkisi oldugu
dugunulmektedir. Bu etkiyi, insulin duyarlihdini, sirtuin geninin enzimatik
erkini ve mitokondriyon sayisini arttirarak ayrica antioksidan etkisi ile

gerceklestirmektedir. ™!

Damar sertligini onleyici etkisinin; artmis metabolik hiz,
antioksidan etkinlik, azalmis lipid peroksidasyonu sonucu olabilecegi

disinilmektedir.®”

Resveratrol vucut agirhginin dizenlenmesine de yardimci
olur. Bir caligmada, resveratrolin menopoz dncesi ve menopoz sonrasi
kadinlarda arteriyel geniglemeyi belirgin olarak duzelttigi goérulmustar.
Resveratrol'in; Alzheimer hastaliginin engellenmesi, osteoporozun
durdurulmasini  sagladigi, ayrica proteinuri, hipoalbuminemi ve
hiperlipidemide belirgin diizelmelere neden oldugu bildiriimektedir.?’
Resveratrol'iin anti alerjik oldugu saptanmistir.**? C vitamininden 20 kat, E
vitamininden ise 50 kat fazla etkili bir antioksidan oldugu icin immun

sistemi gliclendirmektedir.'*
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Resveratrol son donemde her alanda arastirimaya devam
edilen bir fitoaleksindir. Pek c¢ok sistemde, pek c¢ok hastalikta, yasam
kalitesinin yukseltilmesinde hatta yasam suresinin uzatilmasinda etkinligi

kismen kanitlanmistir.

2.7.KARBOKSIMETIL SELULOZ

Karboksimetil sellloz ya da sodyum karboksimetil sellloz
(CMC) gidalarda kivam arttirici olarak kullanilan bir katki maddesidir.
Suda ¢6zunebilir bir polimer olan CMC anyonik selllozun karboksile
edilmesiyle Uretilir ve seluloz eterleri grubuna girer. Kimyasal formula
CeH;02(OH),OCH,COO,dir, beyaz ile sari arasi renkte ve lifli
yapidadir 134135136137 (ge il 3)

Sekil 3: CMC’ nin Kimyasal Formulu

Karboksimetil seliloz sicak ve soguk suda ¢ozunebilirken,
organik ¢dzuculerde ¢ozunmez. Su/alkol sistemleriyle uyumludur. CMC’nin
islevsel 6zellikleri selllozun yapisal 6zelliklerine (6rnegin; icerdigi hidroksil
gruplarina) baghdir. Kullanildigi UrUnlerde viskoziteyi jellestirmeden

arttlrlr.138'139'l4o'
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CMC’nin dogal pH'1 8.25 iken ticari olarak daha iyi cozunmesi
amaciyla 7-7,5 pH'ta Gretilir. Urlinin pH’1 dusirildikge, ¢dzUnirligi de
azalir, 4 ve alti pH’larda suda ¢6zlinmez hale gelir. Kivam arttirici, su
tutucu, sabitleyici, koloit engelleyici, ¢6zunme koruyucu, geciktirici,
akiciligi denetleyici olarak gidalarda ve diger endustrilerde kullanilir.
Yagdlara ve organik ¢ozuculere karsi dayanikli, su ve oksijen gegirgenligi

olmayan ince katmanlar olusturur, 136138141142

CMC ilk olarak |. Dunya Savasi sirasinda Almanya’ da
bulunmus ve o donemde jelatin yerine kullanilmaya baglanmigstir. Sonraki
donemde yasanan teknik zorluklar ve Uretim maliyetlerinin yuksekligi II.
Dinya Savasl’ na degin CMC duretimini geciktirmistir. 1l. Dinya Savasi
sonras! suda ¢ozunebilen zamk sikintisi yasaninca, CMC’ nin Uretimi

biyiik oranda arttirilmistir.*

CMC’ nin cesitli endustri dallarinda farkli kullanim alani

bulunmaktadir;

. Kozmetikte kivamlastirici, kivam koruyucu, koku
sabitleyici, su tutucu, katman olusturucu, jellestirici ve kopuk arttirici olarak
kullanilir. Dis macunlarinda, sampuanlarda, kremlerde, losyonlarda ve jel

halindeki Girinlerde de kullaniimaktadir, 139143144145

. Eczacilikta genig kullanim alanlarina sahiptirler. Ugucu
olmayan g6z damlalarinin igeriklerinde yaglandirici olarak kullanilir; gézde
kurumay! engeller. Krem, merhem, suruplar ve losyonlarda kivamlastirici,
sabitleyici ve film olusturucu olarak kullanilir. Jellestirici, koyulastirici,
kolloit engelleyici ve film olusturucu olarak yararlaniimaktadir. Yuksek

dayaniklilik 6zelligi ile tablet haplarda baglayicidir, 39143145146,
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. Duvar kagidi yapistiricilarinda ve lateks yapistiricilarda
koyulastirici ve su tutucu olarak kullanilir. Seramikte ve camcilikta
sirlamada, desenlerin iglenmesinde ve kaplamacilikta tutturucu,

koyulastirici, yaglayici ve yapiyi koruyucu olarak yararlanilir. "4/

. Tekstilde kumag Uretiminde baglayici ve kivam

koyulagtirici olarak kullanilir, 13144148

. Deterjanlarin igeriklerinde kiri ¢ozerek camasirlardan

uzaklastirmak ve beyaz yapiyi korumak amacli yararlanilir,139-144145.149

o Baskicilikta su koruyucu film olusturmak, su bazli
murekkeplerin kivamini ve akigkanhgi ayarlamak icin kullanilir. Kagit ve
kagit drunlerinde, hamura eklenerek, kagidin sertligi arttirihr. Kagit
yuzeylerine eklenerek, tutucu, yaga direncli kat olusturucu, gézenekli ve

dalgali yapiyi denetleyici olarak kullanilir. *4447

CMC’ nin gida sektoérinde kullanildidi alanlar;

o Unlu UrUnlerde kivami attirmak, su kaybini indirgemek
ve yaplyl gelistirmek igin kullanilir. Makarna gibi urdnlerde kirilganhgi
azaltmak eregiyle yedlenir. Unlu drinlerde ortalama %0.25-0.4 oraninda

kullanilir. 13°

o Tatlilarda koyulastirici, seker kristallerinin olusumunu
denetleyici, yapiyr gelistirici topaklanmayi engelleyici olarak kullanilir.
Tathlarda CMC % 0,3-0,8 oraninda kullanilir, kokusuz ve tatsiz 6zellikte

olmasi nedeniyle, tatlilarin kendilerine 6zgii tadini bozmaz.***4?

. Protein icerigi yuksek gidalarda su tutucu, agiz tadini

gelistirici ve kivam koruyucu olarak yararlanilir. Ayrica CMC kullanimi
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protein ayristirlmasinda uygulanan yontemlerdendir. Peynir suyundan

protein elde etmek icin kullanilir.***

. iceceklerde meyve 6zitiini korumaya yardimci, hizli
koyulastirici, agiz tadini geligtirici ve protein igerigini koruyucu olarak

kullanilir.®®

. Donmus tathlarda; buz kristallerinin  olusumunu

denetlemek, yapiyi ve adizda biraktigi tadi geligtirmek igin kullanilir, 14-142

. DastUk kalorili  GrGnlerde kivam arttirici  olarak
yeglenirken, suruplarda kivam koyulastirici ve berraklastirici olarak

kullanilir. Ayrica soslarda kivami koyulastirmaya yardimeidir.*3%14:142

. Hayvan gidalarinda yaglayici madde, film olusturucu,

su tutucu, et suyunu koyulastirici ve yapiyi koruyucu olarak kullanilir. 23>

Dondurma uretiminde % 0,15-0,27 oraninda kullanilan
karboksimetil seluloz, yuksek su tutma ozelligi ile kristallesmeyi onler ve

dondurma karisiminin déviilme yetisini arttirir, 3% 142150

CMC’ nin kullanim alanlari son derece genis olmasina
kargin, CMC’ nin saglk Uzerine etkilerini arastiran c¢alisma son derece
azdir. Bizim c¢alismamizda CMC, ¢ozucl 6zelliginden vyararlanilarak,

Resveratrol’un ¢ozucusu olarak kullaniimigtir.
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2.8.Kullanilan Antikorlar

2.8.1.C-Kit (CD117)

C-kit, insanlarda 4. kromozomun g11-q12 bolgesinde yerlesik
ve 145 kDa agirhginda bir protoonkogendir. CD117 (KIT) tip lll tirozin
kinaz reseptoru olup, bazi hicrelerde sinyal iletiminin duzenlenmesinde rol

oynar. Hiicre farklanmasi ve bilyiimesinde de énemlidir. *>*

Birbirine bagh iki formu bulunmaktadir. Birincisi kok htcre
faktoranan ¢oézinebilir formu olup; gelisimin farkh evrelerinde ve erigkin
déneminde hucre c¢ogalmasinin, yasam suresinin, farklanmasinin ve
gécuiniin diizenlenmesinde etkindir. ikinci formu ise, kdk hiicre faktoriiniin
zar bagimh formudur. C-kit reseptériiniin dengesini arttirir, kinaz erkinin
hizla azalmasini ve surdurtlmesini saglar. C-kit zar bagimh tirozin kinaz
reseptorid olmasi nedeniyle immunohistokimyasal boyamalarda hucre

zarlarinda isaretlenir.*>

C-kit; hematopoetik kok hucreler, mast hucreleri, derinin
bazal hicreleri, memenin epitel hicreleri, melanositler, interstisyel Cajal
hicreleri ve Ureme hucrelerinde eksprese edilir. C-kit normal yassi
hicrelerde eksprese edilmez. Serviks igi bez epitelinde, pankreas, prostat,
mide ve bagirsaklarda da c-kit ile boyanma olmaz. Periferik sinirlerde c-kit
ekspresyonu izlenmezken, santral sinir sisteminin bazi bolgelerinde pozitif
boyanma gdsterilmistir. Mast hucreleri c-kit ile membran6z ve sitoplazmik

boyanma gdsterir.*>3

Embriyonal gonadlarda tirozin kinaz reseptoru c-kit ve onun

ligandi “kdk hucre faktori” (Stem Cell Factor =SCF), ilkel Ureme
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hdcrelerinin yagamlarini surdurebilmeleri ve ¢ogalmalari igin gerekli olan

genlerdir.

CD117 ligandi, kok htcre faktori tarafindan aktive edilir.
Normal c-kit, liganda baglandiginda aktive olan kok hucre faktoradur.
Reseptorin aktivasyon, fosforilasyon kaskadini harekete gecirerek farkl
hicre tiplerinde degisik transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu
aktivasyon apopitozis, hlcre farklanmasi, ¢ogjalmasi, kemotaksi ve hiicre
adezyonunu duzenler. CD117’nin dimerizasyon ve otofosforilasyonu
fosfatidilinositol-3 kinaz/Akt sistemi yoluyla apopitozisi baskiladigi ve
Ras/MAP kinaz ve JAK/STA sinyali yolu ile hiicre ¢ogalmasini arttirdigi

bilinmektedir.>*

C-kit/SCF  sistemi, ilkel Ureme hacrelerinin vitellus
kesesindeki gelisim sureclerinde, gonadlara go¢lerinde, gelismelerinde ve
sag kalimlarinda c¢ok onemlidir. C-kit, farede ilkel GUreme hicrelerince
embriyolojik gelisimin 7. glnunden itibaren ekprese edilmeye baslar,
gelisimin 12. gunune degin go¢ yolu boyunca salgilanmasi surer. Bu
hdcrelerin c-kit ekspresyonu, oogenezise ya da spematogenezise gegisleri
icin mayoz bolinmeye girerken kesilir. Diside gonadlarin oositlerinde c-kit
17,5. gunde yeniden ekprese edilmeye baslarken, erkek gonadlarda c-kit

ekspresyonu ancak dogumdan sonra baslar.**

C-kit ve SCF mutant farelerde ilkel Greme hicre sayisinin
belirgin olarak azaldigi gosterilmistir. Farelerde kisirlikla birlikte anemi ve

pigmentasyon hasarlarinin da oldugu saptanmistir.**®

C-kit geni spermatogenezisin dogum sonrasi evrelerinde
onemli roller Ustlenmektedir. Erigkin  testisinde c-kit her tip

spermatogonyumdan eksprese olurken, spermatogonyal kok hicreden
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salinmamaktadir. C-kit kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda da
etkindir.

2.8.2.Anjiyotensin Il Reseptorleri

Anjiyotensin (Ang 1), Renin-Anjiyotensin Sistemi (RAS)nin
asll, aktif mediatorudur. Kan hacmi ve damar gegirgenligini dizenlemedeki
onemli rolleri nedeniyle, kardiyovaskiler homeostazda anahtar rol

oynar.*’

Ang II'nin testis, ovaryum, bobrekistu bezleri, bobrekler,
beyin, hipofiz bezi, damar duz kaslari, ve sempatik sinir sistemi gibi genis
bir doku hedefi vardir. Anjiyotensin sadece dolagsimda bulunan bir hormon
olmayip, ayni zamanda beyin, kalp, bobrek ve kan damarlari gibi pek ¢ok
dokuda da uretilir. Ang Il parakrin ve otokrin islev yapar. Hlcre bliyumesi,
¢ogalma ve hucre disi matriks olusumunda dnemli gorevler Ustlenmigtir.
Ang I, diger peptid hormonlar gibi hedef hlcrelerin zarlarinda bulunan

reseptorler araciligi ile etki eder.™®®

1980 yilindan gunumize degin yapilan calismalar
sonucunda, Anjiyotensin Il tip | reseptor (AT1) ve Anjiyotensin Il tip lI
reseptor (AT2) olarak birbirinden farkh iki alt tipi tanimlanmigtir. Daha
sonraki calismalar ise AT3 ve AT4 reseptorlerinin varligini gostermis olsa
da yeterince klonlama ¢alismalari yapilmamasi nedeniyle bu reseptorlerin

islevleri hakkindaki bilgiler kisithdir.*>°

2.8.2.1.Anjiyotensin Il Tip | Reseptoriu (AT1)

Ang II' nin testisler, ovaryumlar, karaciger, bobrekustu
bezleri, beyin, akcigerler, bobrekler, kalp ve damarlari da kapsayan c¢ogu
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organ uzerindeki fizyolojik etkilerinin hemen hemen tumu, hicre ylzeyinde

bulunan anjiyotensin Il tip | reseptorleri (AT1) tarafindan olusturulur. **°

AT1 yaklagik 40 kDa agirhgindadir ve 359 amino asitten
olugsmustur. G-eglesmis protein reseptorlerinin yedi transmembran super
ailesine Uyedir. AT1 reseptori, kromozom 3g22’de kodlanmaktadir.
Memelilerde AT1 reseptorin alt birimleri olan, AT1A ve AT1B % 95
oraninda esdes amino asit dizilimlerine sahiptir. AT1A ve AT1B
reseptorleri benzer ligand baglanimlari ve sinyal iletim o6zellikleri
gosterirlerken, doku dagilimlari ve transkripsiyonel duzenlenimleri farkhdir.

insanlarda AT1 reseptorii bulunmaktadir.*>

G protein ailesinin bir Gyesi olan AT1 Ang Il ile uyarildi§ginda
fosfolipaz, kalsiyum ve protein kinaz C’yi iceren bir dizi hlcre igi ikinci

mesaijcilar araciligi ile sinyal iletimini gerceklestirir. 1°*

Ang II'nin  vazokontriksiyon, renin  salgilanmasinin
baskilanmasi, vazopressin ve aldosteron salinimi, Na* ve su tutulumu,

ayrica lreme sistemindeki islevleri AT1 tarafindan diizenlenir.*®°

AT1 erkek Ureme sisteminde, Leydig hucre zarlarindan
eksprese edilmektedir.'®> AT1 reseptdriiniin ayrica spermatogenik epitel
ve (gelismekte olan spermiyumlarin kuyruklarinda da bulundugu
saptanmigtir. AT1’in spermiyum hareketliligi ve atiiminda onemli iglevi

oldugu da belirlenmistir.*®®
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2.8.2.2.Anjiyotensin Il Tip Il Reseptoru

AT1 reseptorlerine benzer olarak, AT2 reseptoru de 41 kDa
agirhdinda ve yedi transmembran birim reseptéridar. %32’'si AT1’e

benzerlik gdstermektedir. Tamami 363 amino asitten olusmustur.*®

Yakin zamana degin Ang II'nin biyolojik iglevlerinin AT1
tarafindan yaritildigu dusdnadlirken, son 10 yilda yapilan c¢alismalar
sonucunda AT2’nin de bu islevlerin gergeklestiriimesinde roli oldugu
ortaya cikmistir. AT2’'nin embriyonik gelisim, hicre farklilagsmasi, doku
onarimi ve programlanmig hucre olumu gibi karmasik biyolojik islevlerin

diizenleyicisi oldugu gosterilmeye baslamistir.*®

Yapilan pek cok calisma AT2 reseptorinun, AT1'e karsit
etkisinin oldugunu gostermektedir. AT2 reseptorinin AT1'e zit olarak,
bayUmeyi baskilayici, antihipertrofik ve proapoptotik 6zellikler tasidigi

belirtilmistir.*>’

AT2 ylksek oranda fotal dokuda gézlenmesine karsin, fotal
aorta, gastrointestinal mezensimal hucreler, bag doku, iskelet sistemi,
beyin ve bdbrekisti bezi medullasinda da belirlenmigtir. AT2’ nin
dogumdan sonra ekspresyonunun azalmasi, erigkinlerde patolojik
uyarimlarla sentezinin saglanabilecegini ve fotal donemde etkin oldugunu
vurgulamaktadir. AT2, ayrica, dusik oranda bdbrekte, akciger ve
karacigerde saptanmis olmakla birlikte, Ang II'nin islevindeki rolleri kesinlik

kazanmamistir. 164
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2.8.3.0strojen Reseptérleri

Hormonlarin, hedef hicrelerine ulastiklarinda etkinliklerini
gOsterebilmeleri, 6zgun reseptorlerine baglanmalari ile saglanabilir.
Hormonlar membran ya da ¢ekirdek reseptorlerine baglanarak biyolojik
erklerini gosterirler. Ostrojenler etkilerini ligand ile aktive olan ve &strojen
reseptori (ER) olarak adlandirilan transkripsiyonel faktorler araciligi ile

165166 Ostrojen reseptorleri ayrica hiicre igi ikincil

gOstermektedir
habercilerin ve membranla iligkili olan sinyal komplekslerinin aktivitesine

de aracilik etmektedir.'%®

Ostrojen reseptorleri, cekirdek transkripsiyon dizenleyicisi
olarak goOrev yapan genis bir steroid reseptor ailesinin Gyesidir ve 17[3-
Ostradiol hormonu ile aktive edilirler. Esas gorevleri, hedef genlerin

ekspresyonlarini diizenlemektir %’

Ostrojen reseptdrinin alfa (ERa) ve beta (ERP) olarak iki tipi
vardir. iki reseptor proteininin de DNA baglanma bdlgesi oldukca benzer
olmasina karsin, molekulin genelindeki amino asit benzerligi dusuktir.
Bunun sonucu olarak da farkli ligandlar her iki reseptor proteinine farkli

baglanma ilgisi gdstermektedir. 12

Ostrojen reseptorlerinin yari émrii 2-4 saat olup yaklasik
olarak 6 saatte baglanma vyetileri azalir. Bu nedenle 6strojen etkisinin
sureklilik  gosterebilmesi icin  Ostrojen variginin  devamli  olmasi

gerekmektedir °°
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2.8.3.1.0strojen Reseptoér Alfa

ERa ilk olarak 1958 yilinda Elwood Jensen tarafindan
tanimlanmis, 1986 yilinda ilk kez uterustan klonlanmistir.*®**® ERa 595
amino asit icerir ve 66 kDa agirhgindadir. ** Ostrojen reseptor alfa,

kromozom 6g25.1’de kodlanmaktadir. 172

Ostrojen reseptor alfa, testiste Leydig ve tGreme hiicrelerinde
eksprese edilirken, ayni zamanda prostat epitelinde, vezikula seminaliste,
meme dokusunda, ovaryumda, teka interna hucrelerinde, uterusun epitel

ve stromal hiicrelerinde eksprese edilmektedir "

. Ayrica epididimis,
hipofiz, bdbrek, bobrek Ustl bezi ve dedisen oranlarda da timus, kalp ve

karacigerde mRNA ekspresyonu bildirilmistir .*"*

2.8.3.2.0strojen Reseptor Beta

Ostrojen reseptor beta (ERB), 1996 yilinda kesfedilen, 530
aminoasitten olugan, cekirdek reseptor super ailesi Uyesi bir proteindir ve
ERB kromozom 14q22-24'te kodlanmaktir.'”? Heterodimerik yapisi
nedeniyle Ostrojen sinyalizasyonunda daha etkin bir dizenleyici oldugu
one siiriilmektedir.'” Heterodimerizasyon sonrasi ERa’nin  aktivitesini
baskilamaktadir. Bu nedenle antiproliferatif bir gen oldugu

disinilmektedir .27

ERB testis disinda, prostat, vezikula seminalis, meme,

ovaryum ve uterusta eksprese ediimektedir.!”

Mesane, akciger,
epididimis, hipofiz, timus, beyin ve medulla spinaliste de ER ekspresyonu

bildiriimektedir.1™
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ERa ile ERB’ nin hormon baglama ozelliklerinin benzer
olmasi ayni hormonlara birbirleri ile karsilastirilabilir dlizeyde yanit
verdiklerini géstermektedir. Otradiol’in her iki reseptére olan cekiciligi
benzerdir. Fitoostrojenler ERa’ ya ERP’ ya karsin daha fazla cgekicilik

gosterirler.*””

Hucresel duzeyde yapilan calismalarda ERa ve ERB, ER
negatif hlcrelere transfer edildiklerinde ERB’'nin ERa’y1 baskiladigi ve

hiicrelerin dstradiole duyarliligini azalttigi belirlenmistir.*™

Sigan ve farelerde vyapilan c¢alismalar testislerin fotal,
yenidogan, prepubertal ve yetigkinlik donemlerinde aromataz aktivitesi
yoluyla Ostrojen uretimine sahip  oldugunu gOstermektedir.
Immiinohistokimyasal calismalarda gosterildigi gibi ERa ve ERPB
reseptdrleri tim bu dénemlerde testislerde eksprese edilmektedir. 179180181
Ostrojen reseptdrlerinin testislerde Leydig, Sertoli ve (ireme hiicrelerinde,
duktuli efferentes ve epididimisde bulundugu gésterilmistir. Ostrojenin
hdcrelerin - gelisimi  ve islevleri Uzerinde O6nemli bir rol oynadigi
dusundimektedir. Leydig hucreleri ERa ve ERP eksprese ederken,
seminifer tubul epiteli esas olarak ER icerir. Ayrica birgok hayvan turinde
Ostrojen testis ve rete testis sivilarinda ve interstisyel sivida yuksek

diizeylerde bulunmaktadir. %2

2.8.4. TUNEL Yontemi

Apopitozis, normal fizyolojik kosullarda olaylanan hucre
élimudir. Apopitozis terimi, ilk olarak iskogyall arastirmacilar olan Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullaniimistir. Bilim adamlari
apopitozisi canli dokulardaki hiucre azalmalarindan sorumlu olan ve

yapisal olarak 6zgiin hiicre 8lim tipi olarak tanimlanmistir.’®* Apopitozis
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surecinde gereksinim duyulmayan ya da islevleri bozulmus hucreler
ortadan kaldiniir. Bu durum normal embriyolojik gelisim ya da
ovaryumdaki follikller atrezide oldugu gibi olagan fizyolojik slreclerde
olaylanabilir. Apopitozis, gelisim ve hlcresel homeostazinin korunmasi igin
gereklidir."® Apopitozisde hiicreler kendi otonom diizeneklerine gére
programlanmig 6lumua gergeklestirirler. Apopitozisde hicre zar butinlugu

korunur, bdylece hiicreler komsu hlcrelere zarar vermeden dlurler.

Apopitozise giden hucreler buazular, hdcreler arasi
baglantilarini vyitirir, yogunlasir, kromatin pargalanir ve hucre kuguk
apopitotik  cisimler olusturmak Uzere vyikilir. Apopitotik cisimler

makrofajlarca fagosite edilirler.'®

Apopitozisde DNA parcalanmasi, hicre seklindeki yapisal
degisikliklerle iligkilidir. Hicrede apopitozisi belirlemek eregi ile kullanilan
bir cok yontem vardir. Apopitozisde ortaya ¢ikan DNA parcalanmasini
gosteren yontemlerden biri  TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transpherase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end

labelling) yéntemidir.

TUNEL yontemi, kimyasal olarak isaretlenmis ve
isaretlenmemis  nulkleotidler  kullanilarak  serbest 3'OH  uglarinin
isaretlenmesi ilkesine dayanir. Reaksiyon tamponuna eklenmis olan
nukleotidlerin, terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) kullanilarak,
enzimatik olarak DNA’ ya baglanmasi saglanir. TdT tek sarmalli ya da gift
sarmalli DNA’'nin 3'OH uglarina serbest olarak eklenen nukleotid
trifosfatazlar katalizler. Serbest olarak bulunan nukleotidler digoksigenin-
konjugat eklenmesiyle bir oligomer olustururlar. Daha sonra digoksigenin
ile konjuge olan nukleotidler peroksidaz tepkimesi verebilen anti-

digoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir. Boylece baglanmis
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peroksidaz antikorunun, immunohistokimyada hassas gorunum saglayan
kromojenik substratlarla baglanmasi saglanir. Sonug¢ olarak apopitotik
cisimciklerde ¢ok ylksek oranda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve 6zel

boyanmasi gerceklesmis olur.'8"1%8

TUNEL yontemi Ozellikle apopitozisin erken evrelerin

gosterilmesi agisindan 6zel ve dnemlidir.*®°
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3.GEREG VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Bu c¢alismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetigtirme ve Deneysel Arastirma Merkezi'nden saglanan Wistar Albino

cinsi, 20 gunluk, 36 adet erkek sigcan kullanildi.

Denekler Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi'nde 21-23 °C 1sI ve Igik/zaman

ayari 14/10 saat olacak sekilde bakimlari saglandi.

Calismada kullanilan siganlar 6 gruba ayrildi:

1.Grup: Kontrol grubu (n=6)

2. Grup: Cozucu (Karboksimetilsellloz 10 ml/kg, CMC) (n=6)

3. Grup: 500 mg/kg/gin DBP (n=6)

4. Grup: 500 mg/kg/gin DBP+20 mg/kg Resveratrol+Cozucl
(n=6)

5. Grup: 1000 mg/kg/gun DBP (n=6)

6. Grup: 1000 mg/kg/gun DBP +20 mg/kg Resveratrol+

Cozucu (n=6). Uygulama gavaj yolu ile yapildi.

TUum ilag uygulamalari 30 gun suresince, gunde tek doz ve
ayni saatlerde yapildi. Otuzuncu gunin sonunda denekler intramuskiler
ketamin (45mg/kg) ve ksilazin (5mg/kg) enjeksiyonu ile uyutularak 6tenazi
gerceklestirildi. Otenazi sonrasi deneklerin kasik bélgeleri agilarak testis

dokulari alindi.
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Istk mikroskobik inceleme igin 1 cm®Ilik parcalara ayrilan
testis doku ornekleri %10’luk noétral formalinde 72 saat tespit edildiler.
Daha sonra aligilagelmis doku izleme ydntemlerden gecirilerek parafine
gomuldiler. Hazirlanan parafin bloklardan polilizinli camlara 4-5 pm
kalinhginda kesitler alinarak indirekt immunohistokimyasal yontemler ile

TUNEL yontemleri uygulandi.

3.2. immunohistokimyasal Yéntem

Calismada immunohistokimyasal yontemler ile C-kit (C-19)
tavsan  poliklonal antikoru (SC-168, Lot:E1206, Santa Cruz
Biotechnology), Anjiyotensin Il Tip 1 reseptéri (AT1) ( 306) tavsan
poliklonal antikoru (SC-579, Lot: A2903 Santa Cruz Biotechnology ),
Ostrojen Reseptdr o ( ERa) (H-184) tavsan poliklonal antikoru (SC- 7207,
Lot: G2109 Santa Cruz Biotechnology ) kullanilarak boyamalar yapildi.

Kesitler 37 °C’ deki etivde bir gece tutulduktan sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak icin etlv isisi 57 °C’ ye cikarilarak 1 saat
daha bekletildi.

Camlar deparafinizasyonu tamamlamak eregi ile 2 kez 15
dakika ksilolde birakildilar. Daha sonra sirasiyla %100 , %96, % 80’lik

alkol serilerinden 10’ar dakika gecirilerek ksilolden kurtariimalari saglandi.

Dokulardaki alkolt uzaklastirabilmek eregi ile kesitler 2 kez 5’

er dakika distile sudan gegirildiler.

ilk olarak kesitlere 15 dakika % 3’lik hidrojen peroksit
uygulanarak endojen peroksit aktivitesi bloke edildi ve PBS (fosfat

tamponlu salin) ile camlar 3 X 3 dakika yikandi. Camlar yikandiktan sonra
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Histostain Plus immunhistokimya kiti kullanildi (Histostain Plus, Lot:
724944A In Vitro Gen. Camarillo USA). Kesitlere ilk olarak Ultra V blok
solusyonu uygulanarak 10 dk bekletildi. Bloklama asamasindan sonra
camlar ylkanmadan ayri ayri C-kit ( Lot: E1206, Santa Cruz, USA ) ve AT1
(Lot: A2903, Santa Cruz, USA ) ve ER a (Lot: G2109, Santa Cruz, USA)

antikoruna etkin birakilarak 1 gece +4 ° C’ de bekletildi.

Bunu izleyerek oda isisina alinan preparatlar PBS ile
yikandilar ve 10 dakika sulreyle biyotinli sekonder antikora etkin
birakildilar.  Daha sonra yeniden PBS ile yikanip yine 10 dakika
streptavidinli peroksidaz enzim kompleksine konuldular. Camlar tekrar
PBS ile yikandiktan sonra kromojen olan DAB ( 3.3 diamino benzidin)
(Liquid DAB —Plus Substrate Kit, Lot: 720221A, In Vitro Gen. Camarillo,
USA ) uygulanarak gozle gorulebilen immun tepkimenin ortaya gikmasi
saglandi. Harris Hematoksileni ile zemin boyamasi yapilan camlar entellan
ile kapatildi. Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli gértntileme

sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi ve fotograflandi.

3.3. TUNEL Yontemi

Hucrelerde DNA pargalanmasi ve apopitotik hticre 6lumuanin
belirlenebilmesi erediyle in situ apopitozis belirleme kiti (Apoptag Plus
Peroxidase In Situ Apoptozis Detection Kit, Lot: PSO1514711, Chemicon)
kullanildi. Parafin bloklardan polizinli lamlara, 4um kalinliginda kesitler
alindi. Alinan kesitler 37 °C’ deki etivde bir gece bekletildi, daha sonra 1
saat deparafinizasyon icin 57 C’de tutulan kesitler, deparafinizasyonu
tamamlamak eregiyle iki kez 15’ er dakika ksilol'e etkin birakildi. Bunu
izleyerek 10’ ar dakika sirasiyla %100, %96 ve %80’lik etil alkol

serilerinden gegirildi.
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Kesitler, alkolden arindiriimak eregiyle 2X5’ er dakika distile
sudan gegcirildikten sonra 10 dakika 20ug/ml Proteinaz K ile etkin
birakildilar. PBS ile yikama sonrasinda 15 dakika %3’ lUk hidrojen peroksit
(Lot: K32805897 403, Merck ) uygulanan dokularda endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan kesitler 10-15 dakika dengeli
tamponda ve 60 dakika 37 °C nemli ortamda TdT enziminde ( 77pL
Reaksiyon Buffer+33 uL TdT Enzim) bekletildiler. Ardindan oda
sicakhginda onceden isitiimis durdurma/yikama tamponunda 10 dakika
bekletildi ve Anti- Digoxigenin’ de 45 dakika tutuldular. Tum agsamalarda
PBS ile yikama yapildi.Yikamanin ardindan TUNEL pozitif hucreleri
gozlemleyebilmek eregi ile DAB ile boyama yapildi. Zemin boyamasi igin 5

dakika sureyle Metil yesili uygulandi.

Boyanan camlar artan alkol serilerinden gegirilerek sudan
arindirildiktan sonra, parlamalari eregi ile 20 dakika ksilolde bekletildi.
Entellan ile kapatilan kesitler, Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar
destekli goruntileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda

degerlendirildi ve fotograflandi.

3.4. istatistiksel Yontem

Her camdan 6 bolge ve her bdlgeden bir seminifer tubul
gelisiglzel secildi. Her seminifer tubulde de 6 bdlgeden dlgumler yapildi.
Verilerin analizleri Windows igin SPSS 16.0 paket programinda yapildi.
Seminifer tubdl g¢api ve epitel kalinhgr dagilimin normale uygun olup
olmadigi Shaphiro Wilk testiyle arastirildi. Tanimlayici istatistikler ortanca
(25-75) persentil olarak gosterildi.
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Arastirma gruplari ve izlem zamanlari arasinda seminifer
tubal capi ve epitel kalinhdir yoénunden farkin énemliligi Bonferroni
Diizeltmeli Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. P<0.017 icin sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Kruskal Wallis test istatistigi sonucunda onemli bulundugu
noktalarda farka neden olan durumlari belirleyebilmek eregi ile yine
Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. P<0.0056 igin

sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1.immiinohistokimyasal Bulgular

C-Kit immiin Boyama Bulqulari

Kontrol grubu testis dokusunda; seminifer tubuller, ara bag
dokusu ve bag dokusunda yer alan damar ve Leydig hucre topluluklari
normal yapida gbézlemleniyordu. C-kit tutulumu doku genelinde zayif-orta
dizeydeydi. Spermatogonyumlarda immun tepkime son derece zayifken,
primer spermatositlerde sitoplazmik dizeyde ve daha belirgin reaksiyon
saptandi. Primer spermatositlerden lumene gidildik¢e tutulumun zayifladigi
ilgiyi cekiyordu. Leydig hlcre tutulumu da belirgindi (Resim 1). Blyuk
blyultmeli incelemelerde, primer spermatositlerde tutulumun belirgin
sitoplazmik ve zar dizeyinde oldugu izlendi. Diger hucre tiplerinde ise
daha zayif tutulum ayirt edildi. Tum seminifer epitelde zar boyanmasi da
dikkat cekiciydi (Resim 2).

CMC uygulanan gruplarda c-kit immunreaksiyonunun kontrol
grubuna karsin biraz daha az oldugu, ancak bunun tubulustan tubulusa
farklihk gosterdigi belirlendi. Tutulum tim spermatogenik epitelde zar
duzeyinde belirlenirken, primer spermatositlerde sitoplazmik tutulum da
surtyordu (Resim 3). Blyuk blyultmeli incelemelerde
spermatogonyumlarda yaygin bir tepkime gdzlenmezken, diger epitel
hdcrelerinde zar tutulumunun yogunlugu belirgindi. Leydig hicrelerinde de

boyanma saptandi (Resim 4).

500mg/kg DBP uygulanan grupta kiguk ve bluyuk blyultmeli
incelemelerde; c-kit boyanmasinin kontrol ve CMC uygulanan sham

kontrol gruplarina kargin son derece azaldigi ilgiyi ¢ekiyordu. Tutulum
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genelde zar duzeyindeydi (Resim 5). Buyuk buydltmeli resimlerde
seminifer epitel ve Leydig hlcrelerinde reaksiyon izleniyordu. Seminifer
tubdl epiteline kargin Leydig hucre tutulumunun daha yogun oldugu ilgi
cekiciydi. Bu hlcrelerde tutulum zar ve sitoplazma duzeyindeydi. Sertoli
hucrelerindeki c-kit tutulumunun sitoplazmada granuler dizeyde ve orta

dereceli oldugu dikkati gcekiyordu (Resim 6).

500mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta diger deney
gruplarina karsin tutulumun kontrol grubuna benzer oldugu dikkati
cekiyordu. Ozgiin olarak primer  spermatositlerde kuvvetli
immunreaksiyonun varligi belirgindi (Resim 7). Leydig hlcre tutulumu

kontrole esdesti (Resim 8).

1000 mg/kg DBP uygulanan grupta seminifer tubullerin
¢ogunun atrofik oldugu, sekil bozuklugu gosterdigi ve dizensizlestigi
izleniyordu. Seminifer tibullerde epitel boyunun goéreceli olarak kisaldig,
ureme hucrelerinin buyuk ¢ogunlugunun olgunlagsmadan tubul lumenine
dokuldugu dikkat gekiciydi. Yine seminifer tubul duvarinda nekroze alanlar
belirgindi. Tum seminifer epitelde, tepkimenin zar dizeyinde oldugu izlendi
(Resim 9). Limende olgun spermiyum izlenmezken, buylk buyultmeli
incelemelerde spermiyogenez asamasini gegiren bazi spermatidlerin,
Sertoli hucrelerinden ayrilip bag bdlgeleriyle [Umene dondugu ilgiyi
cekiyordu. Leydig hucreleri diger gruplarla esdes yapi sergiliyordu. Buyuk
buyultmelerde c-kit tutulumunun zar dizeyinde oldugu daha belirgin olarak

g6zlemlendi (Resim 10).

1000mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta bir Onceki
gruba karsin yapinin biraz daha korundugu; lumende olgun
spermiyumlarin varligi gézlendi. Tup duvarinda tepkimenin daha ¢ok zar

dizeyinde oldugu ve Sertoli hicrelerinde de grantler sitoplazmik
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tutulumun varhg belirgindi. Leydig hucrelerinde yogun c-kit tutulumu
dikkati cekti (Resim 11-12).

AT1 immiin Boyama Bulgulan

Kontrol grubunda AT1 tutulumunun seminifer tubul epitelinde
Ozellikle primer spermatositlerde, intersitisyel dokuda da Leydig
hicrelerinde yogunlastigi belirlendi (Resim 13). Buyuk buydltmeli
incelemelerde; seminifer epitelde primer spermatosit ve Sertoli
hdcrelerinde tutulumun agirlikh  olarak c¢ekirdek duzeyinde oldugu
izlenirken, sitoplazmik tutulumun zayif oldugu ayirt edildi. Leydig hlcre
tutulumunun da c¢ekirdek ve sitoplazma duzeyinde diger hucre gruplarina

karsin daha kuvvetli oldugu goérilmekteydi (Resim14).

CMC uygulanan sham kontrol grubunda da kuguk ve buylk
bayultmeli resimlerde boyanmanin kontrol grubuyla esdes oldugu saptandi
(Resim 15-16).

500 mg/kg DBP uygulanan grupta AT1 tutulumunun
seminifer epitelde, primer ve sekonder spermatosit dizeyinde oldugu
izlendi. Tepkimenin gekirdekte daha kuvvetli, sitoplazmada zayif derecede
oldugu gozlendi. Buna karsin intersitisyel dokuda damarlara yakin
konumlu Leydig hicrelerinin daha yodun boyandidi ilgiyi ¢ekti (Resim 17-
18).

500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta seminifer
tubule ait spermatogenik epitel ve intersitisyel alan Leydig hicrelerindeki
AT1 tutulumunun kontrol grubuna esdes gorunumde oldugu dikkati ¢ekti
(Resim 19-20).
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1000 mg/kg DBP uygulanan grupta seminifer tuabduller
incelendiginde ara bag dokuda odem ilgiyi cekerken, hucre-hucre
baglantisinin yer yer bozuldugu belirlendi. Bazi bolgelerde de hicrelerin
gruplar olusturdugu, birbirlerine yaklastiklari ve birbirleriyle birlestikleri
gorintiisu ilgingti. ilerleyen donemde bu hiicrelerin gok cekirdekli dev
hlcreler olusturabilecekleri dugunuldu. Lumende olgun spermiyum yoktu
(Resim 21). Bu grupta AT1 tutulumu incelendiginde, seminifer epitelde
immunreaksiyonun primer spermatositlerde belirgin oldugu, diger hucre
tiplerinde  goéreceli olarak azaldigi ayirt edildi. Bu grupta
spermatogonyumlarda da zayif AT1 tutulumu oldugu vardi. Leydig

hicrelerinde AT1 tutulumu yogundu (Resim 22).

1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta seminifer
tubdl [Gmenlerinin belirgin oldugu, limende dokunti hdcre gruplarinin
azaldigir dikkati cekti. Bazi tubulllerde seminifer epitel ve dolayisiyla
spermatogenezisin normale yakin goérunum sergiledigi gorultirken, bazi
tubdllerde bir onceki grupta gorulen vyapisal degisikliklerin surdugu
saptandi. Dejenere tubullerde epitelde hlcre-hlcre kaynasmasi surdigu
izlendi. Bu alanlarda hucre baglantilarinin  bozuk oldugu ve
spermiyumlarin bir grubunun bag bodlgeleriyle Iumene donuk olarak
konumlandiklari belirlendi. AT1 tutulumunun primer spermatositlerde,
sitoplazma ve zar duzeyinde zayiftan-ortaya degistigi gozlenirken, Leydig
hicrelerinde daha yogun immunoreaksiyonun varhgi ilgiyi ¢cekti (Resim
23). Buyuk buydltmeli incelemelerde spermatogonyum cekirdeklerinde de

tutulum goézlemleniyordu (Resim 24-25).

ER a immiin Boyama Bulqulari

Kontrol grubunda ERa’ nin seminifer epitel ve Leydig hucre

cekirdeklerinde yogun, sitoplazmada ise zayif oldugu ilgiyi belirlendi.
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Seminifer epitelde spermatogonyum ve primer spermatositlerde c¢ekirdek
tutulumu belirgin olarak ayirt edilirken, buyuk buyultmeli incelemelerde tum
hicre tiplerinde zar diizeyinde de yogun boyanma oldugu gézlendi (Resim
26-27).

CMC uygulanan grupta seminifer epitelde 6zellikle primer
spermatositlerde belirgin c¢ekirdek tutulumu izlendi. intersitisyel alan

Leydig hicreleri de benzer reaksiyonlari ile ayirt edildi (Resim 28).

500 mg/kg DBP uygulanan grupta agirlikli olarak primer
spermatosit ve spermatogonyumlarda gekirdek tutulumu belirginken, diger
seminifer epitel hicrelerinde tutulumun zar dizeyinde oldugu ayirt edildi.
Leydig hucrelerinde g¢ekirdek, sitoplazma ve zar dizeyinde yogun tepkime
vardi (Resim29-30).

500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta immun
tepkimenin kontrole esdes diuzeyde oldugu ayirt ediliyordu; seminifer
epitelde ve intersitisyel doku Leydig hticrelerinde ¢ekirdek ve zarda yogun,

sitoplazmada zayif reaksiyon gozlendi (Resim 31-32).

1000 mg/kg DBP wuygulanan grupta kuguk buyultmeli
incelemelerde seminifer tubdullerin atrofik gérindmleri, nekrotik alanlar ve
intersitisyel dokudaki 6dem dikkat cekiciydi. Bazi seminifer tubdullerin
birbirleri ile kaynasacak duzeyde temas halinde olduklari belirgindi. Bu
tubdllerin lGmenlerinde hucre debrisi ayirt edildi (Resim 33-34). Bu grupta
diger gruplara karsin ERa tutulumunun tim alanlarda daha zayif oldugu
dikkati ¢cekerken, hucre-hucre baglantilarinin olustugu alanlarda tutulumun
zar, sitoplazma ve cgekirdekte olduk¢a yogun oldugu ayirt ediliyordu.

Leydig hlcre tepkimesi diger gruplara benzerdi (Resim 35).
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1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta ERa
tutulumunun kontrole esdes oldugu gozlendi. Boyanma
spermatogonyumlarda cekirdek, primer spermatositlerde ise sitoplazma
duzeyindeydi. Diger seri hucrelerinde reaktivite goreceli olarak azalmigti.

Leydig hlcre tutulumu da kontrol grubuna benzerdi (Resim 36-37-38).

TUNEL Yontemi Bulgulari

Kontrol grubunda seminifer tabulllerde TUNEL pozitif
hicrelerin gogunlukla primer spermatositler oldugu ayirt ediliyordu (Resim
39).

CMC uygulanan grupta seminifer epitelde apoptotik ve
apoptozise giden hucreler degisik boyanma duzeylerinde ayirt edildi
TUNEL pozitif htcrelerin genellikle primer spermatositler oldugu belirgindi
(Resim 40).

500 mg/kg DBP uygulanan grupta seminifer epitelde ve
Leydig hucrelerinde TUNEL pozitif hicrelerin kontrol ve CMC uygulanan

sham kontrol gruplarina karsin fazlaydi (Resim 41).

Bir onceki gruba karsin, 500 mg/kg DBP+Resveratrol
uygulanan grupta apoptozisin az oldugu, ancak birlesmekte olan

hicrelerde varhigi dikkati cekti ( Resim 42).

1000 mg/kg DBP uygulanan grupta, kuguk, orta ve buyuk
blyultmelerde testis genelinde TUNEL pozitif hlicrelerin son derece arttigi
go6zlendi. Ozellikle kaynasmis hiicrelerin apoptozise gittikleri dikkati gekti
(Resim 43-44).
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1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta TUNEL
pozitif hicrelerin bir dnceki gruba karsin azaldigi ancak kontrole esdes

olmadigdi gozlendi (Resim 45).

4.2 istatistiksel Bulgular

Calismamizda istatistiksel olarak deney gruplari arasinda
seminifer epitel kalinhgr ve seminifer tlbul capi dizeylerinin degisim
gOsterip gostermedigi istatistiksel olarak degerlendirildi. Kruskal Wallis test
istatistigi sonucunun énemli bulundugu durumlarda, anlaml farka neden
olan gruplari tespit etmek amaciyla parametrik olmayan ¢oklu
kargilastirma testlerinden Tukey HSD kullanildi. p<0.05 igin sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Kruskall-Wallis testi verilerine gobre seminifer epitel
kalinhginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptandi
(p<0.001) (Tablo 1, Grafik 1).

Kontrol grubunun seminifer epitel kalinligi dizeyi sirasiyla
500 mg/kg DBP ve 1000 mg/kg DBP uygulanan gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksek olarak saptandi ( p<0.001 ve p<0.001)
(Tablo 1, Grafik 1).

Kontrol grubunun seminifer epitel kalinhginin  CMC
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak yuksek oldugu bulundu (p<0.001)
(Tablo 1, Grafik 1).
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Kontrol grubunun seminifer epitel kalinhgr 500 mg/kg
DBP+Resveratrol uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak daha dusuk
olmasina karsin, 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan gruba gore
anlamli olarak daha yuksek saptandi ( p<0.001 ve p<0.001) (Tablo 1,
Grafik 1).

500 mg/kg DBP uygulanan gruba goére seminifer epitel
kalinhginin 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta istatistiksel
olarak daha yuksek oldugu goruldi (p<0.001) (Tablo 1, Grafik 1).

1000 mg/kg DBP uygulanan gruba goére seminifer epitel
kalinhginin 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta istatistiksel
olarak daha yuksek oldugu goruldi (p<0.001) (Tablo 1, Grafik 1).

500 mg/kg DBP ve 1000 mg/kg DBP uygulanan gruplar 500
mg/kg DBP+Resveratrol ve 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan
gruplarla kargilastirildiginda resveratrol uygulamasinda epitel boyunun
yuksek istatistiksel olarak belirlendi (p<0.001) (Tablo 1, Grafik 1).

500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan gruba gore seminifer
epitel kalinhginin 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta
istatistiksel olarak daha yuksek oldugu gorilda (p<0.001) (Tablo 1, Grafik
1).

500 mg/kg DBP uygulana grupta seminifer epitel boyu
istatistiksel anlamli olarak 1000 mg/kg DBP uygulanan gruba gére daha
yuksek idi (p<0.001) (Tablo 1, Grafik 1).
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Kruskall-Wallis testi verilerine gore seminifer tubul c¢api
degerlendirildiginde ise, yine gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p<0.001).

Kontrol grubunun seminifer tibul ¢api duzeyi sirasiyla 500
mg/kg DBP ve 1000 mg/kg DBP uygulanan gruplara gore istatistiksel
anlamli olarak daha yuksek idi ( p<0.001 ve p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).

500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta seminifer
tubul capi istatistiksel anlamli olarak 500 DBP uygulanan gruba gore daha
yuksek idi. (p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).

1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta seminifer
tubul capi istatistiksel anlaml olarak 1000 mg/kg DBP uygulanan gruba
gore daha yuksek idi (p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).

CMC uygulanan grubun seminifer tubul ¢ap kontrol grubuna
karsin istatistiksel anlamh olarak daha ytksek idi (p<0.001) (Tablo 2,
Grafik 2).

500 mg/kg DBP+Resveratrol ve 1000  mg/kg
DBP+Resveratrol uygulanan gruplarda seminifer tubul cap duzeyi kontrol
grubuna karsin istatistiksel anlamli olarak daha yuksek idi. (p<0.001)
(Tablo 2, Grafik 2).

500 mg/kg DBP ve 1000 mg/kg DBP uygulanan gruplar
istatistiksel anlamli olarak 500 mg/kg DBP+Resveratrol ve 1000 mg/kg
DBP+Resveratrol uygulanan gruplara gére daha disuk idi ( p<0.001 ve
p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).
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500 mg/kg DBP uygulana grupta seminifer tubul c¢api
istatistiksel anlamli olarak 1000 mg/kg DBP uygulanan gruba karsin daha
yuksek bulundu (p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).

500 mg/kg DBP+resveratrol uygulanan grupta seminifer tubdal
cap! 1000 mg/kg DBP-+resveratrol uygulanan gruba gore istatistiksel
anlamli olarak daha yuksek idi (p<0.001) (Tablo 2, Grafik 2).
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Resim 1: Kontrol grubuna ait c-kit immunboyamasi yapilan testis

dokusunda; seminifer tibdl (ST), c¢ok zayif tutulum gosteren
spermatogonyumlar  (Sp), sitoplazmik tutulum gdsteren primer
spermatositler (PS) izleniyor. Belirgin tutulum gdsteren Leydig hlcreleri
(LH) ayirt ediliyor (imminperoksidaz & Hematoksilen, A X 100, B X 400 ).
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Resim 2: Kontrol grubuna ait c-kit boyamasi yapilan testis dokusunda

bayluk buayultmeli incelemelerde; sitoplazma ve zar tutulumu gdsteren
primer spermatositler (PS) ve Leydig hacreleri (LH) goraliyor
(immiinperoksidaz & Hematoksilen, X 1000).
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Resim 3: CMC uygulanan gruba ait c-kit boyamasinda; seminifer tubul

(ST) epitelinde zayif tutulum gdsteren spermatogonyumlar (Sp), zar ve
sitoplazma tutulumu gosteren primer spermatositler (PS) izleniyor. Leydig
hiicrelerindeki c-kit (LH) immiinreaktivitesi ayirt ediliyor (immiinperoksidaz
& Hematoksilen, A X 100, B X 400).
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Resim 4. CMC uygulanan grupta testis dokusunda; spermatogonyum
(Sp), primer spermatosit (PS) ve Leydig hucrelerinde (LH) c-kit
tutulumunun, zarda belirgin oldugu izleniyor (immiinperoksidaz &
Hematoksilen, X1000).
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Resim 5: 500 mg/kg DBP uygulanan grupta c-kit boyamasinda; seminifer
tibulde (ST), spermatogonyum (Sp) ve primer spermatositler (PS) ile
Leydig hucrelerinde (LH) zar dizeyinde c¢ok zayif tutulum gérultyor
(Immiinperoksidaz & Hematoksilen , A X100,B X400).
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Resim 6: 500 mg/kg DBP uygulanan grupta c-kit immunreaktivitesinin;

spermatogonyum (Sp) ve primer spermatositlerde (PS) zayif oldugu
goriliyor. Sertoli hiicrelerinde graniiler tutulum ({) izleniyor. Leydig
hicrelerinde (LH) ise zar ve sitoplazmada belirgin c-kit tutulumu ayirt

ediliyor (immunperoksidaz & Hematoksilen , X1000).
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Resim 7: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta c-kit

boyamasinin o6zellikle primer spermatositlerde (PS) kuvvetli oldugu
goraluyor. ST: Seminifer tlbul, Sp: Spermatogonyum, LH: Leydig hicreleri
(Iimmiinperoksidaz & Hematoksilen , A X400,B X100).
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Resim 8: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta; belirgin c-kit

tutulumu gésteren Leydig hiicreleri (LH) dikkati gekiyor (Iimmiinperoksidaz
& Hematoksilen, X1000).
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Resim 9: 1000 mg/kg DBP uygulanan grupta; atrofik ve sekil bozuklugu

gOsteren seminifer tubdller (%) ve seminifer tubul duvarinda nekroze
alanlar (#) dikkati ¢ekiyor. Sp:Spermatagonyum, PS: Primer spermatosit,
>>: Bas bolgeleri lumene donuk spermiyumlar, LH: Leydig hucreleri
(Iimmiinperoksidaz & Hematoksilen , A X400,B X100).
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Resim 10: 1000 mg/kg DBP uygulanan grupta; primer spermatosit (PS)

ve Leydig hucrelerinde (LH) zar dizeyinde c-kit tutulumu goérulayor. Bas
bolgeleri  IUmene  dénuk  spermiyumlar (>>) dikkati  cekiyor
(immiinperoksidaz & Hematoksilen , A X400, B X400).
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Resim 11: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grup c-kit

boyamasinda; primer spermatositler (PS) ve seminifer tibdl limeninde
olgun spermiyumlar (+) izlenirken, zar tutulumunun belirgin oldugu
gOruluyor. ST:Seminifer tabul, Sp: Spermatogonyum, LH: Leydig hucreleri
(immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X 100, B X 400).
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Resim 12: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta, c-kit

boyamasinda yapilan buyuk buyultmeli incelemelerde; zar tutulumunun
belirgin oldugu primer spermatositler (PS) ve Sertoli hiicrelerinde granuler
tutulum (A) dikkati c¢ekiyor. Ayni blyultmede zar dizeyinde belirgin
reaksiyon gosteren Leydig hiicreleri (LH) izleniyor (Imminperoksidaz &
Hematoksilen, X1000).
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Resim 13: Kontrol grubuna ait AT1 boyamasinda tutulumun, seminifer

tubdl (ST), primer spermatosit (PS) ve Leydig hicrelerinde (LH) oldugu
ayirt ediliyor. Sp: Spermatogonyum (immiinperoksidaz & Hematoksilen,A
X 100, B X 400).
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Resim 14: Kontrol grubuna ait AT1 boyamasinda yapilan buylk
bayultmeli incelemelerde; primer spermatosit (PS), Sertoli hicreleri (S) ve
Leydig hucrelerinde (LH) c¢ekirdek ve sitoplazma tutulumu izleniyor

(immiinperoksidaz & Hematoksilen, X 1000).
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Resim 15: CMC uygulanan grupta doku genelinde AT1 immunreaktivitesi

goraluyor. Sp: Spermatogonyum, PS: Primer spermatosit, S: Sertoli
hiicresi, LH: Leydig hiicresi (immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X 100,
B X 400).
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Resim 16: CMC uygulanan grupta AT1 immunreaktivitesinin kontrol

grubuna esdes oldugu izleniyor. Sp: Spermatogonyum, PS: Primer
spermatosit, S: Sertoli hiicresi, LH: Leydig hicresi (imminperoksidaz &
Hematoksilen, X 1000).
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Resim 17: 500 mg/kg DBP uygulanan grup AT1 immunreaktivitesinin,

intersitisyel dokuda damarlara yakin konumlu Leydig hucrelerinde (LH)
daha kuvvetli oldugu ilgiyi c¢ekiyor. ST: Seminifer tubul, Sp:
Spermatogonyum, PS: Primer spermatosit, S: Sertoli hUcresi
(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X400,B X100).
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Resim 18: 500 mg/kg DBP uygulanan grupta AT1 boyamasinda yapilan

blyuk buyultmeli incelemelerde; primer (PS) ve sekonder spermatositlerde
(SS) belirgin ¢ekirdek, zayif sitoplazmik tutulum ayirt ediliyor. Leydig hiicre
(LH) tutulumunun kuvvetli oldugu goriluyor. Sp: Spermatogonyum, S:

Sertoli hiicresi (imminperoksidaz & Hematoksilen, X1000)
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Resim 19: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grup AT1 tutulumunun

kontrole esdes oldugu izleniyor. ST: Seminifer tubdl, (PS): Primer

spermatosit, (LH): Leydig hiicreleri (imminperoksidaz & Hematoksilen, A
X 100, B X 400).
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Resim 20: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta yapilan buyuk
bayultmeli incelemelerde de AT1 tutulumunun bir &énceki bulguyu
destekledigi goruluyor. LH: Leydig hucreleri, PS: Primer spermatosit, Sp:
Spermatogonyum (immiinperoksidaz & Hematoksilen, X 1000).
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Resim 21. 1000 mg/kg DBP uygulanan grupta intersitisyel dokudaki

o6dem (ID) ilgiyi ¢ekiyor. ST: Seminifer tabal, Sp: Spermatogonyum, PS:
Primer spermatosit, LH: Leydig hiicresi (Iimminperoksidaz &
Hematoksilen, A X400,B X100).
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Resim 22: 1000 mg/kg DBP uygulanan grup AT1 boyamasinda;

spermatagonyumlarda (Sp) zayif ve primer spermatositlerde (PS) ortadan
kuvvetliye degisen AT1 tutulumu izleniyor. Leydig hucrelerinin yogun AT1
immunreaktivitesi gosterdigi gorulayor. Birbirleriyle kaynasan
spermatogenik epitel hicreleri (11) ve hicre-hicre baglantisinin bozuldugu
alanlar dikkati gekiyor (immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X400,B
X100).
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Resim 23: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta AT1
boyamasinda, normal gorunum sergileyen seminifer tubuller (%) izlenirken
hicre-hlcre kaynagsmasinin oldugu alanlar (11) ayirt ediliyor. PS: Primer
spermatosit, LH:Leydig hiicreleri (immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X
100, B X 400).
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Resim 24: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta daha blylk

blayultmelerde, hlcre-hlcre baglantisinin bozuldugu alanlar (%) ile bas
bolgeleri ile lumene donmds  spermiyumlar  (>>)  goéruluyor.
Sp:Spermatogonyum, PS: Primer spermatosit (imminperoksidaz &
Hematoksilen, X1000).
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Resim 25: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grup AT1

immanreaktivitesinin primer spermatositlerde (PS) zayif-orta duizeyde,
Leydig hucrelerinde (LH) ise daha yogun oldugu ilgiyi c¢ekiyor. Sp:

Spermatogonyum (immiinperoksidaz & Hematoksilen, X1000).
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Resim 26: Kontrol grubuna ait ERa immun boyamasinda; seminifer tubul

(St) ve Leydig hicre (LH) ¢ekirdeklerinde yogun, sitoplazmada ise zayif
tutulum izleniyor. Seminifer epitelde, spermatogonyum (Sp) ve primer
spermatosit (PS) hucre c¢ekirdeklerinde kuvvetli tutulum izleniyor.
(imminperoksidaz & Hematoksilen, A X 100, B X 400).
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Resim 27: Kontrol grubuna ait daha blyuk buaylltmeli resimlerde, ERa

tutulumunun, 6zellikle primer spermatosit (PS) ve Leydig hucrelerinde (LH)
cekirdek ve zar duzeyinde belirgin oldugu goruliyor. Sp:Spermatogonyum

(immiinperoksidaz & Hematoksilen, X1000).
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Resim 28: CMC uygulanan grup ERa boyamasinda; 6zellikle primer

spermatosit (PS) ve Leydig hicrelerinde (LH) belirgin gekirdek tutulumu
izleniyor. Sp: Spermatogonyum. (Imminperoksidaz & Hematoksilen, A
X100,B X400).

100



B i 5
o

Resim 29: 500 mg/kg DBP uygulanan grupta ERa boyanmasinin doku
genelinde azaldigi ayirt ediliyor. ST: Seminifer tubdl, Sp:
Spermatogonyum, PS: primer spermatosit (immiinperoksidaz &
Hematoksilen, A X400,B X100).
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Resim 30: 500 mg/kg DBP uygulanan grupta spermatogonyum (Sp) ve

primer spermatositlerde (PS) ERa immunreaktivitesi goruliyor. Leydig
hiicrelerindeki (LH) yogun reaksiyon dikkati gekiyor (immiinperoksidaz &
Hematoksilen, A X400,B X100).
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Resim 31: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta ERa

boyanmasinin  kismen arttigi izleniyor. ST: Seminifer tubul, Sp:
Spermatogonyum, PS: Primer spermatosit, LH: Leydig hucreleri
(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, A X400,B X100).
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Resim 32: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta ERa

boyanmasinda; c¢ekirdek, sitoplazma ve zar duzeyinde tutulum gosteren
spermatogonyum (Sp) ve primer spermatositler (PS) ayirt ediliyor.

(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, X1000).
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Resim 33: 1000 mg/kg DBP uygulanan grup ERa boyanmasinda doku

genelinde tutulumun zayif oldugu goruliyor. Dejenere seminifer tibuller
(%) ve seminifer tubuldeki nekrotik alanlar (—) ile 6demli interstisyel doku

(ID) dikkati gekiyor (immiinperoksidaz & Hematoksilen, X100 ).
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Resim 34: 1000 mg/kg DBP uygulanan grupta; limende hicre debrisi
iceren seminifer tlbdller () ilgiyi ¢ekiyor. Sp: Spermatogonyum, PS:

Primer spermatosit (immiinperoksidaz & Hematoksilen, X400).
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Resim 35: 1000 mg/kg DBP uygulanan grupta hucre-hucre baglantilarinin

olustugu alanda (11), cekirdek, sitoplazma ve zarda belirgin ERa tutulumu
dikkati c¢ekiyor. Sp: Spermatogonyum, PS: Primer spermatosit

(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, X1000).
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Resim 36: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta ERa

boyanmasinda; tutulumun zayif oldugu izleniyor. Normal yapida seminifer
tibuller (ST) ile dejenere (*) tibdlller goruliyor (imminperoksidaz &
Hematoksilen, X100).
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Resim 37: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta, primer

spermatositlerde (PS) ERa tutulumu izleniyor. Leydig hucrelerinin (LH)
cekirdek, zar ve sitoplazma tutulumu gosterdigi dikkati ¢ekiyor. SP:
Spermatogonyum. (immiinperoksidaz & Hematoksilen, X400).
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Resim 38: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grupta ERa
immunreaktivitesinin  kontrole esdes oldugu ayirt ediliyor. SP:
Spermatogonyum, PS: Primer spermatositler, LH: Leydig hacreleri
(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, X1000).
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Resim 39: Kontrol grubu testis dokusunun TUNEL yontemi ile yapilan
degerlendirmesinde seminifer tibulllerde az sayida apoptotik hicreler (—)
izleniyor (TUNEL & Metil yesil, A X 400, B X 100).
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Resim 40: CMC uygulanan grup testis dokusunun TUNEL yontemi ile
yapilan deg@erlendirmesinde; seminifer tlbdtllerde apopitotik hlcreler (—)
ayirt ediliyor (TUNEL & Metil yesil, A X 100, B X 1000).
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Resim 41: 500 mg/kg DBP uygulanan grup testis dokusunun TUNEL
yontemi ile yapilan de@erlendirmesinde; seminifer epitelde ve Leydig

hicrelerinde daha yogun oranda apopitotik hlcreler (—) dikkati cekiyor
(TUNEL & Metil yesil, A X 100, B X 400).

113



20 um

Resim 42: 500 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grup testis dokusunun
TUNEL yontemi ile yapilan degerlendirmesinde; seminifer tlibullerde, daha

az miktarda apopitotik htcreler (—) goruliyor (TUNEL & Metil yesil, A X
100, B X 1000).
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Resim 43: 1000 mg/kg DBP uygulanan grup testis dokusunun TUNEL
yontemi ile yapilan de@erlendirmesinde; 06zellikle seminifer epitelde
apoptotik hucrelerin (=) arttigi, kaynasan hucrelerin de TUNEL pozitif
oldugu ilgiyi c¢ekiyor. Leydig hucrelerinde de pozitiflik belirgin olarak
izleniyor (TUNEL & Metil yesil, A X 100, B X 400).
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Resim 44: 1000 mg/kg DBP uygulanan grup testis dokusunun TUNEL

yontemi ile yapilan degerlendirmesinde; apoptotik hucrelerin (—) diger

gruplara karsin arttig1 goruliyor (TUNEL & Metil yesil, X 1000).

116



Resim 45: 1000 mg/kg DBP+Resveratrol uygulanan grup testis

dokusunun TUNEL yontemi ile yapilan degerlendirmesinde; kismen

azalmig apoptotik hicreler (—) izleniyor (TUNEL & Metil yesil, X 1000).
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Tablo 1. Gruplara ait seminifer epitel kalinligi élgimlerine iliskin
tanimlayici istatistikler ve ylzdelik degerleri.

Tanimlayicilar

Istatistik
Ceyrekler
Ortalama Sstgn?na;t Ortanca Minimum Maksimum Arasi
GRUPLAR P Genislik
Tabul
Duvar 59,88 12,90 58,21 26,60 129,25 16,98
Kahnhgi Kontrol
500 DBP 36,36 18,48 31,44 4,08 116,37 27,38
1000 DBP 29,03 954 28,69 2,83 65,11 12,30
CMC 49,05 10,46 48,85 4,14 88,71 13,49
500 DBP + RES 71,11 17,50 68,21 37,50 161,69 21,34
1000 DBP + Res | 55.39 18,30 53,82 12,42 119,91 22,12
Yuzdelikler
Yizdelikler
GRUPLAR 25 | 50 | 75
Tukey's
] Kontrol 50,35 58,21 67,26
Hinges Tiibl Epitel Kalinhigi
500 DBP 21,84 31,44 49,19
1000 DBP 22,87 28,69 35,13
CMC 42,115 48,85 55,57
500 DBP + RES 59,09 68,21 80,425
1000 DBP + Res 42,615 53,82 64,705
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Tablo 2: Gruplara ait seminifer tibul ¢ap kalinhgi dlgiimlerine iliskin tanimlayici

istatistikler ve yuzdelik degerleri.

Tanimlayicilar

istatistik
Standart o ) Ceyrekler Arasi
GRUPLAR Ortalama Sapma Ortanca | Minimum | Maksimum Genislik
Seminifer
Tibil Gap! Kontrol 253,42 60,87 249,95 132,55 427,44 80,18
500 DBP 250,73 66,30 248,89 103,98 634,97 77,13
1000 DBP 223,02 47,17 216,14 134,35 435,53 47,76
CMC 256,74 56,86 243,28 155,67 509,29 73,20
500 DBP + RES 285,58 78,50 270,10 101,02 605,03 87,84
1000 DBP + Res 272,36 64,76 268,75 150,51 464,60 97,68
Yiizdelikler
Yuzdelikler
GRUPLAR 25 ‘ 50 ’ 75
Tukey's Hinges Seminifer Tabul Capi Kontrol 211,55 249,95 291,62
500 DBP 204,35 248,89 281,04
1000 DBP 193,70 216,14 241,33
CMC 214,99 243,28 288,09
500 DBP + RES 232,43 270,10 319,78
1000 DBP + Res 218,47 268,75 315,92
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Grafik 1: Gruplara goére seminifer epitel kalinligi degerleri.
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Grafik 2: Gruplara gore seminifer tip ¢api degerleri.
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5.TARTISMA

1920’ li yillardan bu yana endustride énemli bir yer kaplayan,
1950’ lerden sonra ise PVC uretimi ile kullanim alanini daha da arttiran
fitalat grubu, gunumuzde hayatimizin her alaninda kullaniimaktadir. Bu

grubun en 6nemli Gyelerinden biri de Di-n-butil fitalat'tir (DBP).

DBP fitalik anhidrit ile n-butanol’ Gn reaksiyonu sonucunda
uretiimektedir. DBP, PVC yapiminda plastiklestirici olarak kullaniimaz, tipik
olarak lateks yapistiricilarin bir bileseni olarak kullanilir. Ayrica kozmetik
ve diger kisisel bakim drunlerinde, boya ¢6zucu olarak ve eldivenlerden

besinlere kadar daha pek ok iiriinde kullanilmaktadir.*®*

Cogu kisi DBP’ ye oncelikle gida yoluyla etkin kalmaktadir.
DBP gidalarin igerisine, gida ambalajlamada kullanilan paketler yolu ile
geger. Paket, dzellikle yagl gidalarla temas sonrasi ¢ozunup go¢ eder.

Kozmetik ve benzeri lriinlerde ise deri yoluyla temas sz konusudur.”®*

Kohn ve arkadaglari 2000 yilinda olusturduklari derlemede,
uzman kurulla uyumlu olarak, insanlarin %95’ inin 10 pg/kg/gun’ den az
DBP’ ye etkin kaldiklari tahmininde bulunmuslardir. Ozellikle 20-40 yas
arasi kadinlarin diger cins ve yastaki kisilere gore daha fazla DBP’ ye etkin

kaldiklarini saptamislardir.®®

Blount ve arkadasglari idrar analizi yaparak, insanlarin kiguk
bir yuzdesinin 30 pg/kg/gun, hatta bazilarinin 100 pg/kg/gin oraninda
DBP’ ye etkin kaldiklarini belirlemislerdir. Yuksek oranda etkin kalmanin
parfum, tirnak cilasi, sa¢ spreyi gibi kisisel bakim urlnleri kullanimindan

kaynaklanabilecegi ileri stirtilmustiir.?°’
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DBP ile yogun etkin kalma insan sagligini énemli Olgude
etkilemektedir. Son 20 yildir fitalatlarin saglik UGzerine etkileri
arastinimaktadir. Pek ¢ok hayvan calismasinda DBP’ nin 6zellikle Greme
sistemi gelisimini olumsuz yonde etkiledigi saptanmigtir. Son yillarda
fitalatlara etkin kalma ile erkek Ureme sisteminde gorulen bozukluklari

iliskilendiren gcalismalarin sayica hizla artti§i gézlenmektedir.

Dickson-Spillmann ve arkadaslari yaptiklari arastirmada iki
amaca yonelmislerdir; birincisi tuketicilerin besin yoluyla fitalata etkin
kahslarini modellemek. ikincisi ise, tlketicilerin dogal ve saglikh bir diyete
olan ilgileri, sentetik besin kimyasallarina karsi risk algilari ve besin yoluyla
fitalata etkin kalma arasindaki iliskiyi incelemektir. Ayrica bu calisma,
besin yoluyla kirleticilere etkin kalmanin, fiziksel gercekligiyle psikolojik
boyutlarini iliskilendiren ilk disiplinler arasi ¢alisma olmustur. Calismanin
sonucunda arastirmacilar, dogal ve saglikli beslenme modelleri
surdurenlerin de, beslenme konusunda ilgisiz olanlarin da fitalata etkin
kaldiklarini  gostermiglerdir. Bu durum, besinlerle temas halindeki
maddelerde fitalat  kullanimini  kisittayacak  kurallarin ~ dnemini
gOstermektedir. Bu calisma tiketicilerin, besinler disindaki kaynaklardan
etkin kaldiklar fitalat dizeyi ile ylksek oranda fitalata etkin kalan gruplarin
belirlenmesi icin kapsamli bir risk olguimu yapilmasi ve fitalat kaynakh
saglik risklerine kargi onlem alinmasi igin yol gdsterici bir ¢alisma

olmustur.®

Yapilan kaynak taramalarinda DBP’ nin bayume, gelisme ve
ureme Uzerine etkilerini inceleyen pek c¢ok arastirmaya rastlanmigtir.
Calismalarin ¢ogunlugu DBP’ ye etkin kalan gebe siganlarin, erkek
embriyolarinda DBP’ nin Ureme sistemi gelisimi Uzerine olasi etkileri ile
ilgilidir. Yeni dogan, puberte Oncesi ve yetiskin gruplarina ait galismalar
yok denecek kadar azdir. DBP’nin testis Uzerine etkisi ve Resveratrol’'in

123



bu kosullarda olasi koruyucu oOzelliginin tartisildigi bir ¢alismaya da

rastlanmamisgtir.

Wilson ve arkadasglari uterus i¢ci DBP, DEHP ya da benzil-
butil fitalat (BBP) temasiyla kriptidorsizm oraninin arttigini ve bunun
insulin-benzeri faktor 3(insl3) etkisiyle gergeklestigini dusinmuglerdir.
insl3 testisin inisinde 6zellikle abdominal faza etkisi olan gubernakulumun
gelisiminde rol almaktadir. Calisma sonucunda DBP ve BBP’ nin, insl3
MmRNA duzeylerini DEHP’ den daha belirgin oranda dusurdigu

belirlenmistir.”

Gray ve arkadaslari DBP ve Di-etil hekzil fitalat ( DEHP)’ In
erkek Ureme sistemi Uzerindeki etkilerini karsilastirmali  olarak
incelemiglerdir. 500 mg/kg/va/gun DBP ve esmolar konsantrasyonda 750
mg/kg/va/gun DEHP gebeligin 14. gununden laktasyonun 3. gunune degin
gebe Spraque Dawley si¢anlarina uygulanmigtir. Calismanin sonucunda 2
grup igcin de benzer sonuglar ortaya c¢cikmistir. Bunlar; testis, prostat ve
epididimis agirliginda azalma, testikliler ve epididimal atrofi ve
agenezisidir. Ortaya ¢ikan sonug iki grup i¢cinde benzer olsa da, DEHP’ nin
DBP’ den daha toksik oldugu belirtilmistir.***

Kondo ve arkadaglari puberte oOncesi ve olgun sigan
testislerine di-n-butil fitalat (DBP) metaboliti olan, mono bdtil fitalatin
(MBP) yasa kosut etkilerini incelemiglerdir. Calismanin sonucunda, agiz
yoluyla MBP verilen puberte oOncesi siganlarda testis hasarinin olgun
siganlara karsin fazla oldugu belirlenmigtir. Ayrica olgunlagsmamis
testislerin MBP’ ye karsi daha hassas olabilecegi ve MBP’ nin puberte
oncesi sicanlarda testikller atrofi ve seminifer tubullerdeki UGreme

hiicrelerinin apopitozunu uyardigi saptanmistir.*?
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Bizim c¢alismamizda da siganlarda DBP’nin 500 ve
1000mg/kg dozlarinda genglikten ergenlige degin testiste etkileri
arastinlmig, Kondo ve arkadaglarinin bulgularina uyumlu olarak artan
doza kosut testiste seminifer tubul atrofisi, seminifer epitel boyunda
azalma, lumende hicre debrisinin birikimi gibi yapisal dejeneratif
degisiklikler izlenmigtir. C-kit antikoru ile spermatogenezis incelendiginde
ise DBP’nin artan dozuna kosut tutulumun azaldigi gdézlenmis, bu bulgu c-
kit yolagi Uzerinden déongunun bozuldugunun bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Ayrica yine yapilan ¢alismalara kosut, artan DBP dozuna bagli

olarak apoptotik hicre sayisinin da arttigi gosterilmigtir.

Son yillarda fitalat ile etkin kalmanin erkek tUreme sisteminde
bozukluklara neden oldugunu gdsteren c¢alismalarin sayisi hizla
artmaktadir. Fitalat temasinin belilenmesinde kullanilabilecek biyolojik
gOstergelere iligkin veriler yetersiz olmakla birlikte, idrarin iyi bir belirteg
oldugu kabul edilmekte ve fitalat metabolizmasinin hizliligi nedeniyle

{iriner metabolit diizeyleri temas gdstergesi olarak kullaniimaktadir.*%?

Cin'de insan Uzerinde yapilan bir calismada Pan ve
arkadaslari, DBP ve DEHP’ ye etkin birakilimis 74 fabrika isgisi ile bu
fitalatlara etkin kalmayan ayni yaslarda ve sigara igen 63 iscinin idrar ve
kan orneklerini incelemiglerdir. Sonucta DBP ve DEHP’ ye etkin kalan
iscilerde, etkin kalmayanlara gére mono-bditil fitalat (MBP) ve mono-2-etil
hekzil fitalat (MEHP) konsantrasyonlarinin 6nemli oélglide yukseldigi,
bununla birlikte serbest testosteron duzeylerinin ise belirgin oranda
azaldigi saptanmistir. MBP ve MEHP duzeyleri ile testosteron ve ostradiol
dizeyleri arasinda negatif bir uyum saptanirken, LH duzeyleri ile pozitif
uyum bulunmustur. LH ve serbest testosteron arasinda ise anlamli bir
uyum belirlenmistir. Testosteron duzeyindeki azalmanin LH duzeylerini

negatif geri bildirim mekanizmasini tetikleyerek arttirdigi ve artan LH
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duzeylerinin Leydig hucrelerini testosteron salgilatmaya zorladigi, ancak

LH diizeylerinin kisa siirede normale déndigi bildirilmistir.®?

Bu calismada Leydig hucrelerinin DBP uygulamasina yanitini
inceleyebilmek eregi ile bir stres isaretleyicisi olan ve Ozellikle Leydig
hucrelerinde eksprese edilen AT1 tutulumu degerlendirildiginde, artan
DBP dozuna kosut Leydig hucrelerinde AT1 immunboyanmasinin arttigi
belirlenmistir. Bu bulgu Pan ve arkadaglarinin ¢alismalari ile uyumlu olarak
DBP’nin Leydig hucrelerinde yapisal bir bozukluk ve sonugta testosteron
uretiminde  bir azalmaya neden olabilecegini dusundurmagtur.
Calismamizda testiste Ostrojen reseptor dlzeyleri incelendiginde ise
kaynak verilerinden ayricali olarak DBP ve &strojen duzeyleri ile ilgili
negatif bir uyum belirlenmis, artan DBP dozuna karsin dstrojen reseptor

immunreaktivitesinin azaldigr gézlenmigtir.

Duty ve arkadaslarinin 338 erkek Uzerinde yaptiklari baska
bir ¢calismada ise, kolonya, tras losyonu ve sag¢ bakim Urunleri kullanan
kisilerin idrarlarindaki fitalat metabolit dizeyleri arastirilmistir. Sonugta
idrarda diger metabolitlere oranla mono etil fitalat (MEP) duzeylerinin daha
yuksek, DBP metaboliti olan, mono bdtil fitalat'in ise daha az oldugu
saptanmigtir. Ayrica kolonya ve trag losyonunda diger bakim Urunlerine

oranla daha yiiksek oranda fitalat metaboliti saptanmistir.®®

Benzer bir calismada Hauser ve arkadaslari medikal ve
kisisel bakim drunleri kullanan gesitli erkeklerin idrarlarindaki, DBP ve butil
benzil fitalatin (BBP) metabolitleri olan, mono butil fitalat (MBP) ve mono
benzil fitalat (MBzP) duzeyleri ile kisilerin semen kalitesini incelemislerdir.
Sonucta fitalat metabolitlerinin semen parametreleri ile arasinda bir iliski

belirlenememistir. Ayrica bu metabolitlerin  hepsi idrarda ylksek
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dizeylerde saptanmis ve artan fitalat duzeyine bagh dusuk sperm sayisi

ve kalitesi gdzlenmistir.®

Martino-Andrade ve arkadaslar yaptiklari ¢ift doz c¢alismada
gebe sigcanlari DBP ve DEHP’ ye etkin birakip, erkek embriyonlarin dreme
sistemi gelisimini incelemiglerdir. Calismada 4 grup olusturulmustur;
Kontrol,100mg/kg/va DBP uygulanan grup, 150 mg/kg/va DEHP
uygulanan grup ve 100 mg/kg/va DBP+150 mg/kg/va DEHP uygulanan
grup. Uygulama gebeligin 13. gununden 21. gunune degin surduralmagtar.
Sonucta DBP+ DEHP verilen grubun testosteron duzeylerinde anlamli bir
dusus belirlenirken, dlzensiz seminifer tabdller ve c¢ok cekirdekli

spermatogenik hiicreler gdzlenmistir.**

Bu calismada artan dozda DBP uygulamasinin seminifer
epitel boyunu kisalttigi istatistiksel olarakta belirlenmigtir. Ayrica 6zellikle
1000mg/kg DBP uygulanan grupta seminifer tibullerde belirgin atrofi ve
sekil bozuklugu ile birlikte, limende olgun spermiyumlarin olmadigi
izlenmistir. Hauser ve arkadaslarinin galismalarina kosut bunun, semende

dusuk spermiyum sayisi sonucu ortaya ¢iktigi dusunulmustar.

Baska bir calismada Shultz ve arkadaslari uterus i¢ci DBP’ ye
etkin birakilan fotal sigan testislerindeki gen ekspresyonunu
incelemiglerdir. Gebeligin 12. ginunden 21. glinune degdin bir gruba misir
yagi, diger gruba 500 mg/kg/gin DBP ve son gruba da 50 mg/kg/gun
flutamid verilmigtir. Sonugta DBP’ye etkin birakilan grupta c-kit
ekspresyonunun dustugu, TRPM-2 (Testosterone-repressed prostate
message-2) ekspresyonunun ise arttigi rapor edilmistir. Ayni zamanda
gebeligin 19 ve 21. gunlerinde testikuler testosteron ve androstenedion
dizeylerinin azaldidi, buna kosut 19. glinde progesteron duzeylerinin de

arttigi belirlenmistir.”
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Bizim c¢alismamizda Shultz ve arkadaslarindan ayricali
olarak genclikten erginlige degin DBP uygulamasi yapiimis ve 500mg/kg
ve 1000mg/kg dozlarinda, artan doza kosut ayni arastiricilarin bulgulari ile

uyumlu olarak c-kit tutulumunun azaldigi belirlenmistir.

DBP’ nin erkek Ureme sistemi Uzerine olusturdugu etkiler
incelendiginde, DBP’ nin 6ncelikli hedeflerinin Leydig ve Sertoli hicreleri

oldugu belirlenmigtir.”>7% 74194

Benzer sekilde uterus ici DBP’ ye etkin kalan fétal sigan
testislerindeki degisikligi belirlemek eregiyle Mylchreest ve arkadaslari,
yaptiklari ¢alismada, ilk olarak testikuler Leydig hicre islevlerinin ya da
gelisiminin ~ bozuldugunu  belirlemiglerdir.  Ayrica  Sertoli  hicre
disfonksiyonu, testosteron dizeylerinde 6nemli oranda azalma, Ureme
hicrelerinde dokulme ve seminifer tubul atrofisi goézlendigi de
bildirilmistir.”*

Lehmann ve arkadaslar uterus ici erkek siganlarin Ureme
sistemi gelisiminde DBP’ nin doza bagh etkisini arastirmiglardir. Gebe
Spraque-Dawley sicanlarindan bir grup kontrol olarak belirlenip yalnizca
misir yagi verilmigtir, diger gruplara sirasiyla 0.1,1.0,10, 50,100 ve 500
mg/kg/giin dozlarinda DBP gavaj yolu ile uygulanmistir. DBP gebeligin 12.
gununden 19. gunune degin uygulanmistir. Sonugta =50 mg/kg/gun DBP
dozunun fotal testikller testosteron dizeyini anlamli derecede dusurdugu
saptanmigtir. Ayrica DBP’ nin doz bagimli olarak, kolesterol taginimi igin
gerekli anahtar gen ve proteinlerin ekspresyonlarini azalttigi, bununla
birlikte steroidogenezis gibi islevleri engelleyerek erkek Ureme sistemi

gelisimini olumsuz etkiledigi saptanmistir.*®
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Duty ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bagka bir calismada
uriner fitalat metabolitleri ile serum FSH, LH, SHBG, testosteron ve
inhibin-B dizeyleri arasindaki iligki incelenmis, monobenzil fitalat (MBzP)
dizeylerinin FSH’daki dusus ile uyumlu oldugu, inhibin-B’deki artisla
monobutil fitalat (MBP) dizeyleri arasi tam sinirda olmak Uzere bir
istatistisel iligki oldugu bulunmustur. Diger fitalat metabolitleri ile serum

hormon diizeyleri arasi bir iliski kurulamamistir.**®

Fitalatlarin testikller toksikliginde deney hayvaninin yasi
belirleyici faktordir. Geng¢ erigkin sigcanlarda Ureme sistemi gelisim
toksisitesi yuksek dozlarda gorulse de, testikuler hasarlar nispeten daha
kisa uygulama ile ortaya ¢ikar. Pubertal hayvanlarda eriskin hayvanlara
oranla daha disuk dozlarda toksisitenin ortaya ¢iktigi ve tubuler atrofiyle
beraber testikuler toksisite ve ciddi testis hasarlari goéruldigu

belirlenmistir.*?®

Bizim galismamizda da dusuk doz DBP uygulanmasinin dahi
seminifer epitelde apoptozise neden oldugu, artan doz uygulamanin

TUNEL pozitif hicre sayisini arttirdigi belirlenmistir.

Mylchreest ve arkadaslari baska bir calismada gebelik ve
sut verme dénemlerinde degisik dozlarda DBP’ye etkin birakilan gebe CD
si¢anlarinin erkek embriyonlarinda Greme sisteminde olusan degisiklikleri
incelemiglerdir. Bu erekle disi CD siganlara gebelikten dogum sonrasi 20.
gline degin, ginde 0, 250, 500 ve 750 mg/kg dozlarinda DBP
uygulanmistir. Sonu¢ olarak giinde 250mg/kg ve Usti dozda DBP’ ye
etkin kalan siganlarin erkek yavrularinda i¢ ve dig genital organlarin
yapisal olarak bozuk oldugu, kosut olarak seminifer tibul epitelinde de

geri donlisiimsiiz hasarin varligi bildirilmistir.%°
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Kim ve arkadaglari DBP’ ye etkin birakilan, yeni dogan erkek
sicanlarin Ureme sistemi geligimlerini incelemislerdir. Dogum sonrasi
5.ginden 14.gline degin erkek sicanlara 5,10 ve 20 mg/kg dozlarinda
DBP, kontrol grubuna ise misir yagi deri altina uygulanmistir. Sonugta 20
mg/kg DBP’ ye etkin kalan yeni dogan erkek sicanlarin testis, veziklla
seminalis ve Cowper bezlerinde gelisim bozuklugu belirlenmistir. Ayrica
sican testis ve vas deferenslerinde de histomorfolojik olarak oldukga
belirgin hasar saptanmistir. Arastirmacilar DBP’nin gelisimin erken
evrelerinde androjen reseptor ve dstrojen reseptor B’ yI engelleyerek anti-

androjenik bir yol izledigini 6ne stirmislerdir.”

Zhang ve arkadaglari gebelik ve sut verme donemlerinde
degisik dozlarda DBP’ye etkin birakilan gebe Spraque Dawley siganlarin
erkek yavrularinda dreme sistemini incelemiglerdir. Bu erekle gebeligin
1.glndnden dogum sonrasi 21. gine degin 0, 50, 250 ve 500 mg/kg
dozlarinda DBP glndelik yeme karistirilarak verilmistir. Calisma
sonucunda 250 mg/kg ve Ustu dozlarda DBP’ ye etkin kalan birincil erkek
soylarin Ureme sistemlerinde ciddi hasarlar saptanmistir. Testislerde atrofi,
az gelismis veya eksik epididimis, inmemis testis, epididimal sperm
parametrelerinde dusus, epididimis ve prostat organ/vicut agirhdi oraninin
azalmasi gozlenmigstir. Bu sonuglar erkek ureme sisteminin DBP’nin ana
hedef organi oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismada vucut agirligr ve
erkek uUreme sistemiyle ilgili doku bozukluguna dayanilarak NOAEL (

Olumsuz etki gdzlenmeyen diizey) 50 mg/kg/va/giin olarak belirlenmistir.”’

Hiposphadias, kriptorsidizm, anogenital acgiklikta azalma,
semen Kkalitesinde disme, erigkin erkeklerde fertilitenin azalmasi gibi
bozukluklara "testikiler disgenez sendromu” adi verilmektedir.“Fitalat
sendromu” adi da verilen bu bozukluklarin insanlarda da gorulen olgular

olmasi fitalatlara etkin kalma konusundaki endiseleri arttirmakla birlikte
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kesin kanitlarin bulunmadigi ya da verilerin yetersiz oldugu gorulmektedir.

Bu nedenle konu ile ilgili calismalar siirdiiriilmektedir.*%" %

Mahood ve arkadaslari gebelik doneminde DBP’ ye etkin
kalmanin, erkek fotuslarda anormal Leydig hicre olusumu ve
disgenezisde olasi rolinu inceledikleri galismalarinin sonucunda DBP’ ye
etkin kalmanin testis disgenezisini tetiklemede anahtar bir rol oynadigi

saptanmistir.”®

Fisher ve arkadaglar gebelik doneminde DBP’ ye etkin kalan
erkek fotuslarin, insan testikuler disgenezis sendrom (TDS) i¢in uygun bir
model olup olmayacadini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda
gozlenen Leydig hucre hiperplazisi, duglk testosteron duzeyleri ve
olgunlasmamig yada anormal gelismis Sertoli hucrelerinin varligi,
gebelikte DBP’ ye etkin kalmanin TDS’ nin tanimlanmasinda uygun bir

model olabilecegini ortaya koymustur.”

Baska bir galismada Zhang ve arkadaslari uterus ici DBP’ ye
etkin birakilan fotal siganlarin testislerinde farkh protein ekspresyonlarini
belirlemeyi amaclamiglardir. Sonugta pek ¢ok farkl protein ekspresyonu
tespit edilmistir ancak, oksidatif hasara karsi hicreleri koruyan bir protein
olan Peroksiredoksin (Prdx6) nin DBP’ ye etkin birakilan gruplarda,
kontrol grubu testislerine karsin daha fazla eksprese edildigi belirlenmisgtir.
Prdx6’ nin Ozellikle Leydig hucrelerinde ekspresyonunun arttigi
saptanmigtir. Bu ¢alisma DBP’ nin testis dokularinda neden olacagi olasi
oksidatif hasara karsi, cesitli proteinlerle anti oksidan etki yaratilabilecegi

konusunda yol gdsterici olmustur.**®

Ema ve arkadasglari gebeligin ge¢ doneminde DBP

uygulanan siganlarin erkek fotuslarda Ureme sisteminin gelisimi igin
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duyarli gunleri belirlemeyi amacgladiklari ¢aligmalarinin  sonucunda
gebeligin 15-17. glnlerinin DBP’ nin olumsuz etkilerine kargi en duyarli

dénem oldugunu saptamislardir.”

Yapilan diger caligsmalari destekler nitelikte Kleymenova ve
arkadaslarn gebelikte DBP’ ye etkin kalan siganlarin erkek fotuslarinin
ureme sistemlerini incelemiglerdir. Calismanin sonucunda DBP’ye etkin
kalan fotuslarda dusuk testosteron dlzeyleri, anormal Leydig hicre
olusumu ve c¢ok cekirdekli spermatogenik hlcreler gézlenmistir. Ayrica
DBP’ ye etkin kalmanin fotal Sertoli hucresinin vimentin hicre iskeletini
deqistirdigi ve Sertoli hucresi-spermatosit baglantisint  bozdugu
saptanmistir. Arastirmacilar DBP’ nin erkek foétusunda hedefin Sertoli
hdcresi oldugunu bununla birlikte, Sertoli hicresi ve uUreme hucreleri
arasindaki anormal etkilesimin ¢ok c¢ekirdekli spermatogenik hucre

gelisiminde bir rol oynadigini bildirmislerdir.>*°

Bu calismada da oOzellikle ylksek doz DBP’ nin seminifer
epitel boyunda kisalma, lUmende olgun spermiyumun olmamasi ve
seminifer epitel hucrelerin baglanti bdlgelerinde aciimalar seklinde
dejeneratif degisikliklere neden oldugu gézlenmistir. Kleymenova ve
arkadaslarinin bulgularina kosut olarak DBP’ nin Sertoli hucrelerini
etkileyerek hudcre-hucre badlantisini bozdugu, buna bagl c¢ok c¢ekirdekli
hdcre gruplarinin olustugu dastnulmastur. Ayrica seminifer tubullerde bas
bolgeleri ile limene donuk spermiyumlar gézlenmis, bu bulgu  Sertoli
hlcre dejenerasyonuna bagli olarak spermiyogenezisin tamamlanamadigi

seklinde yorumlanmigtir.

Ferrara ve arkadaslari calismada uterus ici etkin kalinan
DBP’ nin, fotal ve dogum sonrasi erkek Ureme hucrelerindeki gelisime,

kisa ve uzun dénem etkilerini arastirmiglardir. Calismada uterus i¢i DBP’
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ye etkin kalmanin dogum o6ncesi donemde gonosit gelisimi/farklilagmasi
ve dogum sonrasinda erkek Ureme hicresi gelisimi/gogalmasinin
zamanlamasini dogrudan degistirdigi belirlenmigtir. DBP’nin dogum 6ncesi
ve dogum sonrasi donemde erkek Ureme hucre geligsimini geciktirdigi

saptanmistir.?%*

Bu calismada da 6zellikle 1000mg/kg DBP uygulanan grupta
seminifer epitel boyunun kisa olmasi ve limende yer yer spermatidlerin
varligi Ferrara ve arkadaglarinin  bulgularina kosut, DBP’nin

spermatogenezisi yavaslattigi ve bozdugu sonucunu dogurmustur.

Gunlik hayatin hizli ve yorucu temposu, dengesiz beslenme,
uyku duzensizligi, yogun stres ile toksik maddeler ve onlarin vicudumuzda
meydana getirdigi oksidatif hasar gun gectikce daha ciddi boyutlara
ulasmaktadir. DBP de bu kot kosullari olusturan 6nemli etkenlerden
biridir. Tum bu olumsuz sartlara kargi antioksidan olarak adlandirilan bir
grup madde, insan hayatini kolaylastirma ve olusan hasarlari belli dlgude
engelleme, hatta tedavi edebilme vyetisine sahiptir. Son dénemde
antioksidanlar ve etkilerinin arastirilmasina hiz verilse de aslinda bazi
antioksidanlar yuzyillardir halk arasinda kullaniimaktadir. Yakin ge¢gmisten
gunumuze, etkinligi ve yararlihgi Uzerinde en ¢ok durulan, en dikkat gekici

antioksidan Resveratrol’ dir.

Resveratrol uzun yillardir Cin, Japonya gibi Ulkelerde degisik
hastaliklarin tedavisinde, Hindistan’da ayurveda tedavi sisteminde
kullaniimaktadir.2 Ancak tim diinyada dikkat cekmesini saglayan esas
olay Fransa’ da meydana gelmistir. Bol yagh ve kirmizi etten zengin
beslenen Fransiz toplumu incelendiginde, Fransizlarin Amerika ve
ingiltere gibi llkelerde yasayan insanlara gore kalp damar hastaliklari ve

bu nedenle gerceklesen 6lum olaylarinin anlamlh diuzeyde az oldugu
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bulunmustur.®®* Daha sonra bu durum Fransa’ daki diizenli sarap tiiketimi

ile aciklanmistir.

De Lorgeril ve arkadaslarinin arastirmalari sonucunda
Fransa’da ylUksek kan basinci ve yuksek kolesterol seviyesi gibi
nedenlerle koroner kalp hastaliklarindan o6lum oranlarinin diger bati
ulkelerine kiyasla olduk¢a dusuk oldugu bulunmustur. Daha sonra bu

durum " Fransiz Paradoksu " olarak adlandiriimistir.?%

Resveratrol’'in yapilan pek ¢ok arastirma sonucunda anti-
enflamatuvar®, antioksidan'®*, anti-apopitotik®®®, sitoprotektif***, anti-
kanser?® ve kardiyoprotektif?* etkileri bulunmustur. Resveratrol'iin erkek
ureme sistemi Uzerine etkileri 2000’ li yillardan sonra arastiriimaya
bagslanmigtir. Yapilan galismalar birbiriyle kosut olarak devam etmektedir.
Bununla birlikte Resveratrol ile ilgili halen pek ¢ok soru isareti ve

aciklanmayan konular bulunmaktadir.

Kasdallah-Grissa ve arkadaslar oksidatif stresin artisina
neden olan kronik etil alkol uygulamasi sonrasi, Resveratrol’in lipid
peroksidasyonu Uzerine etkilerini incelemiglerdir. Sonug¢ olarak,
Resveratrol’un testis, beyin, kalp gibi organlara ek olarak karacigerde de
etil alkol kaynakli lipid peroksidasyonunu engelleyebildigi ve oksidatif

hasara kars! koruyucu etkiye sahip olabilecegi belirlenmistir.?**

Eybl ve arkadaslari CD farelerinde kurkumin, Resveratrol ve
melatonin gibi dogal antioksidanlarin, kadmiyum (Cd) kaynakli oksidatif
hasara karsgi antioksidan etkilerini karsilagtirmali olarak incelemislerdir.
Sonug olarak, kurkumin, Resveratrol ve melatoninin Cd kaynakli lipid

peroksidasyonuna kargi koruma sagladiklari ve Cd uygulanan farelerin
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dokularinda kadmiyum duzeylerini duisurmeksizin, antioksidan etkinlikle

iyilesme sagladiklarini gdstermisleridir.?*®

Ara ve arkadaglarinin yaptiklari galismada siganlarda kronik
biliyer ttkanmanin neden oldugu testis hasarinda Resveratrol’in koruyucu
etkisi arastirlmigtir. Swiss albino siganlarin safra kanallari 28 gun
suresince baglanarak biliyer siroz olusturulmustur. Sigcanlar 3 gruba
ayrilmistir. Grup 1: Sham, Grup 2: Safra kanali baglanan grup, Grup3:
Safra kanali baglanan+10mg/kg Resveratrol uygulanan grup. Calismanin
sonucunda safra kanali baglanan siganlarda intraperitoneal olarak
Resveratrol verilmesinin antioksidan dizeyini arttirdi§i ve oksidatif testis

hasarini azalttigi gdsterilmistir.?%

Forgacs ve arkadasglari fare primer Leydig hicre kultirandn
testosteron uretimine Resveratrol’in etkisini incelemislerdir. Primer Leydig
hicre kulturleri, 48 saat suresince 1,56-200 uM konsantrasyonda
Resveratrol’ e etkin birakilmistir. Sonugta 12,5-50 yM Resveratrol’ un

testosteron iretimini arttirdigi belirlenmistir.**°

Baska bir calismada Juan ve arkadaslari yetiskin siganlarin
testisleri ve spermatogenezis’e, trans-resveratrol’in etkisini
incelemigslerdir. 24 adet Spraque Dawley sicani 2 gruba ayrilmistir.1.Grup;
Kontrol (karboksimetil seluloz), 2.Grup; 20mg/kg/gun resveratrol+10g/L
karboksimetil sellloz olarak belirlenmis ve deney 90 gun surdurdimustur.
Calismanin sonucunda, fotokimyasal trans-resveratrolin yeni bir aktivitesi
gOsterilmigtir.  Bu bilesigin  yetiskin siganlara gunluk agiz yoluyla
uygulanmasinin hipotalamus-hipofiz gonadal aksisin uyariimasi yoluyla,
spermatogenezisi arttirdigi g6zlenmigtir. Calisma, resveratrol

uygulamasinin saglikh siganlarda gonadotropin salgilanmasini uyardigini
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ve bu yolla spermiyumlardaki artisi gosteren ilk ¢calisma olmasi nedeniyle

de 6nem tasimaktadir.?®

Bu c¢alismada da artan dozlarda DBP’nin 20mg/kg
Resveratrol uygulanmasinda testiste koruyuculugu incelenmig, Juan ve
arkadaslarinin c¢alismalari ile uyumlu olarak seminifer epitel ve
spermatogenezisde olumlu etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu etkisinin
yluksek doz DBP uygulamasinda tam yeterli olmadidi goérilmustir. Sonug
olarak yuksek doz DBP uygulanmasinda Resveratrol dozunun arttiriimasi

gerektigi kanisina varilmistir.

Jiang ve arkadaslari, Resveratrol’lin koruyucu etkisinin olasi
mekanizmasini aydinlatmak icin tasarladiklari arastirmalarinda dogal
toksinler 2,5-hekzanadiyon (2,5HD) tarafindan zarar goren testiste,
Resveratrol’un koruyucu etkisini degerlendirmislerdir. Calismada 40 erkek
SD sigan rastgele 5 gruba ayrilmistir. Grup A normal olarak yetistirilmistir
ve Grup B, C, D ve E ilk 5 hafta suresince % 1’lik 2,5 HD ‘ye etkin
birakilmig, sonraki 9 hafta stresince Grup C, D ve E’ ye farkli dozlarda
(sirasiyla 20, 40 ve 80 mg/ [kg x d]) Resveratrol uygulanmistir. Calismanin
sonucunda, 2,5-HD nedenli diszoosperminin ardindan, Resveratrol'in
kigulmus seminifer tubullerin yeniden gelisimini destekleyebildigi, c-kit gen
ekspresyonunun yeniden baslamasinin ve c-kit proteinin yeniden
gorunmesine aracilik edebildigi gosterilmistir. Resveratrol ile gortlen bu
etki, Resveratrol’'in artan  dozda kullanimina bagh olarak
deg@erlendirilmistir. Benzer sekilde Resveratrol’'dn  yalnizca hucresel
duzeyde degil, ayrica gen ve protein duzeylerinde de iyilestirici etkiye

sahip olabilecegi gosterilmistir.*

Bizim g¢alismamizda da DBP ile birlikte 20mg/kg Resveratrol

uygulamasinin c-kit ekspresyonunu arttirdigi goézlenmistir.
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Revel ve arkadaslari, Benzo(a)piren’e (Bap) etkin kalmanin
sperm DNA’sinda hasar ve apopitoza etkisi ile dogal aril hidrokarbon
reseptor (AhR) antagonisti olan Resveratrol’'un olasi hasarlara koruyucu
Ozelligini  degerlendirdikleri  calismalarinda 2 deney duzenegi
olusturmuslardir. Oncelikle Bap'in etkilerini gdzlemleyebilmek eregiyle
Balb C fareleri 7 gruba ayrilmistir ve 5 hafta boyunca degisik dozlarda ( O,
0.5, 1, 3, 5, 10, 30 ve 50 mg/kg/hafta) Bap uygulamislardir. 5. hafta
sonunda, artan doza kosut Bap enjeksiyonunun apopitozu arttirdigi
saptanmistir. ikinci bir deney diizeneginde 2 grup olusturulmustur.1.Grup;
misir yagi+ Bap (5 mg/kg/hafta), 2.Grup; Bap + Resveratrol (50
mg/kg/hafta) olarak belirlenmistir. Calismanin sonucunda, farelerin Bap’a
etkin kalmasinin spermatogenezisde toksik bir etki olusturdugu ve sperm
yogunlugunda azalmaya neden oldugu belirlenmigtir. Bununla birlikte,
Resveratrol’in, treme islevinde, toksik maddenin etkilerinin énlenmesinde
iyilestirici iglev gosterdigi, sperm DNA hasar UrUnlerinin olusumunu ve

apopitozu 6nemli dlgiide azaltabildigi saptanmistir.®

Uguralp ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda, deneysel
testis torsiyonu sonrasi Resveratrol uygulamasinin, testikiler Greme
hlcrelerinin apopitozu Uzerine etkilerini degerlendirmiglerdir. Sonucta
Resveratrol’un  testislerde Ureme hucre apopitozunu azaltabileceqgi

gosterilmistir.**

Bu calismada da DBP’nin neden oldugu olumsuz etkiye
Resveratrol’'un koruyucu 6zelligi incelendiginde, 6zellikle yiuksek doz DBP
uygulanan grupta Revel ve Uguralp’in bulgularina kosut Resveratrol'dn
apopitozisi azalttig1 belirlendi. Ancak kaynak verilerinden ayricali olarak
bizim c¢alismamizda Resveratrol'in Leydig hlcre apopitozisini de

engellendigi gozlendi.
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Shin ve arkadaslari trans-resveratrol’in erkek ureme sistemi
islevlerine etkisini incelemislerdir. Calismada ex vivo olarak penis
ereksiyonu, in vivo olarak da sperm sayisi ve kalitesi incelenmigtir.
Calismanin sonucunda trans-resveratrol’n kan testosteron duzeylerini,
sperm sayilarini ve epididimal sperm hareketliligini arttirmanin yaninda,
penis ereksiyonunu da tetikleyerek Ureme islevinde olumlu bir etkiye

neden oldugu belirlenmistir.*’

Sonug olarak DBP uygulamasinin artan doza kosut seminifer
tubdllerde atrofi, sekil bozuklugu, nekrotik alan olusumu ve seminifer
epitelde hiucre kaynagsmasi seklinde dongusel ve hormonal degisikliklere
neden oldugu, Resveratrol’in ise doéngusel ydnden koruyucu etki
gOsterebildigi, ancak tam yeterli olamadigi, hormonal olarak ise belirgin

etkinliginin bulunmadigi kanisina varildi.
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6.SONUC

Genglikten  erginlige  degin artan dozlarda DBP
uygulamasinda Resveratrol’lin testiste koruyucu etkisini degerlendirdigimiz
calismamizda, DBP uygulamasinin artan doza kosut seminifer tubullerde
atrofi, sekil bozuklugu, nekrotik alan olusumu ve seminifer epitelde hicre

kaynasmasi seklinde yapisal dejenerasyonlara neden oldugu belirlendi.

Testiste hicre proliferasyonu, gégl ve farklanmasinin énemli
isaretleyicisi olan c-kit immunboyamalarinda artan doza kosut DBP
uygulamasinin tutulumu azalttigi, Resveratrol'in ise disuk doz DBP
uygulamasinda ekspresyonunu korudugu, ancak yuksek dozlarda yetersiz
kaldigi belirlendi. Bu bulgu, artan doza kosut DBP’nin c-kit yolagindan
hicre proliferasyon ve goéc¢uinu olumsuz etkileyerek, seminifer epitel
boyunun kisalmasi ile sonuglanan dongu bozukluguna neden olabilecegini
dusundurdd. Resveratrol uygulamasinin  ise dusuk doz DBP
uygulamasinda dongusel suregte koruyucu etki gosterdigi, ancak yuksek
doz uygulamada bozulan spermatogenezis ve spermiyogenezisi

dizeltmede yetersiz kaldigi belirlendi.

Spermatogenezis ve spermiyogenezis slrecinde seminifer
epitel ve Ozellikle Leydig hucrelerinde etkin bir stres isaretleyicisi olan AT1
immuanreaksiyonunun da DBP uygulamasi ile arttigi, Resveratrol ile
kismen geri dondugu ancak Leydig hiucre tutulumunun yiksek doz DBP ve
Resveratrol uygulanan grupta halen korundugu saptandi. Bu bulgu
DBP’nin testosteron sentezini olumsuz etkilemis olabilecegi kanisini
uyandirdi. Testosteron sentezinin bozulmasinin ise spermatogenezisi
olumsuz etkileyerek, seminifer epitel boyundaki kisalmadan ikincil olarak
yukumli olabilece@ini dusundurdd. Resveratrol uygulamasinin  AT1

dagihmi agisindan belirgin bir etkinlik gosteremedigi saptandi.
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Bir endokrin bozucu olan DBP’ nin testis dstrojen reseptor
duzeyine etkisini inceledigimizde ise gruplar arasinda c¢ok anlaml
farkhliklar olmamakla birlikte, ylksek doz DBPnin &strojen reseptor
dizeyini azalttigi, Resveratrol'in ise endokrin koruyuculuk yonunden

yeterli olamadigi kanisini uyandirdi.

TUNEL yontemi ile testiste apoptotik hicre degerlendiriimesi
yapildiginda, 6zellikle yliksek doz DBP’nin Leydig hticrelerini de icererek
tum hdcre tiplerinde apopitozisi arttirdigi belirlenirken, apopitozisin
seminifer epitelin 6zellikle kaynasmakta olan hucrelerinde oldugu dikkati
gekti. Bu bulgu, anormal hicre dongusu sonucunda dokudaki hicre
dengesini saglayabilmek adina apopitozisin artmis olabilecegdi sonucunu
uyandirdi. Resveratrol uygulamasinin ise disuk doz DBP uygulamasinda
apopitotik suregte koruyucu etki gosterdigi, ancak yliksek doz uygulamada

apopitozisi engelleyemedigi belirlendi.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede de DBP verilen
gruplarda epitel boyunun ve seminifer tubul ¢apinin diger gruplara karsin
azaldigi, Resveratrol uygulanan gruplarda ise bu azalmanin geri

donduraldugu goruldu.

Sonug olarak DBP uygulamasinin artan doza kosut testiste
olaylandirdigi dongusel ve hormonal degisikliklere, Resveratrol’in
dongusel yonden koruyucu etki gosterebildigi, ancak tam yeterli olamadigi,

hormonal olarak ise belirgin etkinliginin bulunmadigi kanisina varildi.
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7.0ZET

Bu calismada, bir endokrin bozucu olan Di-n-butil fitalat'in
(DBP) testiste olusturabilecegi hasarda antioksidan olarak yeglenen
Resveratrol’un olasi koruyucu etkilerinin immunohistokimyasal yontemlerle

incelenmesi amaclandi.

Calismada 20 gunlik 36 adet Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Her grupta 6 denek olacak sekilde 6 grup olusturuldu. I. Grup:
Kontrol, Il. Grup: Coézicu (Karboksimetilseliloz,CMC 10 ml/kg), I1l.Grup :
500 mg/kg/gin DBP , IV.Grup : 500 mg/kg/gin DBP+20 mg/kg/gun
Resveratrol, V. Grup: 1000 mg/kg/gin DBP, VI. Grup: 1000 mg/kg/gln
DBP+20 mg/kg/gin Resveratrol. Siure sonunda alinan testis dokulari
alisiimis 1sik mikroskop izlem yodntemlerinden gegirilerek parafin bloklar
hazirlandi. Bloklardan alinan kesitlere proliferasyon belirlemek amaciyla c-
kit, seminifer epitel ve Ozellikle Leydig htcrelerinin stres derecesini
gozlemleyebilmek eregiyle AT1, etkilesimin hormonal duzeyle olup
olmadigini belirlemek erediyle Ostrojen reseptér a antikorlari ile indirekt
immunohistokimyasal boyamalar yapildi. Apopitozisi simgelemek icin ise
TUNEL yontemi kullanildi. Her gruptan 6 denekte, 6 alanda spermatogenik
epitel boyu Odlgulerek Shapiro Wilk testi, Bonferroni Duzeltmeli Kruskal
Wallis testi ve Bonferroni Duzeltmeli Mann Whitney U testi ile istatistiksel

degerlendirme yapildi.

C-kit immun boyamasinda 500mg/kg ve 1000 mg/kg DBP
uygulanan gruplarda, artan DBP dozuna kosut, tutulumun kontrol ve CMC
uygulanan sham kontrol gruplarina karsin azaldigi, 500mg/kg
DBP+Resveratrol uygulanan grupta reaktivitenin kontrol grubuna benzer
oldugu izlenmistir.1000 mg/kg DBP+Resveratrol verilen grupta da

Resveratrol’un tam yeterli olamadigi saptandi.
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AT1 tutulumunun 500 mg/kg ve 1000 mg/kg DBP uygulanan
gruplarda arttigi, Resveratrol uygulanan gruplarda da bu olumsuz etkinin
kismen geri dondugu ancak Leydig hucre tutulumunun yuksek doz DBP ve

Resveratrol uygulanan grupta halen korundugu belirlendi.

DBP’ nin testis Ostrojen reseptor duzeyine etkisini
incelendiginde, gruplar arasinda ¢ok anlamli farkliliklar olmamakla birlikte,
yluksek doz DBP’ nin dstrojen reseptdr dlzeyini azalttigi, Resveratrol’iin

ise endokrin koruyuculuk yonunden yeterli olamadigi izlendi.

TUNEL yontemi ile yapilan incelemelerde, Ozellikle yuksek
doz DBP’ nin tum hicre tiplerinde apoptozisi arttirdigi belirlenmigtir.
Resveratrol uygulamasinin ise disik doz DBP uygulamasinda apoptotik
suregte koruyucu etki goOsterdigi, ancak ylksek doz uygulamada

apoptozisi tam olarak engelleyemedigi saptandi.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede de DBP verilen
gruplarda epitel boyunun ve seminifer tabudl ¢apinin diger gruplara karsin
azaldigi, Resveratrol uygulanan gruplarda ise bu azalmanin geri

donduardalduagu goralda.

Sonug olarak DBP uygulamasinin artan doza kosut testiste
olaylandirdigi dongusel ve hormonal degisikliklere, Resveratrol’'ln
dongusel yonden koruyucu etki gosterebildigi, ancak tam yeterli olamadigi,

hormonal olarak ise belirgin etkinliginin bulunmadigi kanisina varildi.
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8.SUMMARY

In this study it was aimed to observe the possible protective
effects of Resveratrol which is preferable as a antioxidant against the
damage of an endocrine disruptor di n butyl phthalate on testicles with the
help of immunohistochemical methods.

36 male albino Wistar rats,which are 20 days old are
used.They divided into 6 seperate groups.Each group has 6 experimental
subjects. I. Group: Control, Il. Group:Solvent (Carboxymethyl
cellulose,CMC 10 ml/kg), lll.Group : 500 mg/kg/day DBP , IV.Group : 500
mg/kg/day DBP+20 mg/kg/day Resveratrol ,V. Group: 1000 mg/kg/day
DBP, VI. Group : 1000 mg/kg/day +20 mg/kg/day Resveratrol. At the end
of this time,after gathered testicle tissues were observed with ligth
microscope paraffin blocks were prepared.C-kit was used on sections that
are taken blocks to observe proliferation, AT1 used in order to observe
the stress rate of seminiferous epithel especially Leydig cells and
immunohistochemical stainig with estrogen receptor a anticors used to
observe whether interaction was at hormonal level or not. TUNEL method
to sembolize apoptosis,was used.Spermatogenetic epithel length are
measured at 6 area for 6 experimental subjects per group. Shapiro Wilk
Test, Kruskal Wallis Test with Bonferroni correction and Mann Whitney U
Test with Bonferroni correction are used.

In c-kit immune staining,at groups that are treated with
500mg/kg and 1000 mg/kg DBP,depending on increasing DBP dose, the
involvements decrease extremely in contrast to control and CMC applied
sham control groups.On the other hand,at 500mg/kg DBP+Resveratrol
applied groups conversely to other groups,involvements are similar to
control group. At 1000 mg/kg DBP+Resveratrol applied group,it was
observed that Resvaratrol was not enough.
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The rise of the involvement of AT1 at 500 mg/kg and 1000
mg/kg DBP treated groups;at Resveratrol applied groups partially return of
the negative effect was observed;but involvement of Leydig cells at high
dose of DBP and Resveratrol treated groups was still preserved.

When effect of DBP on testicles and estrogen receptor level
are examined,although significant differences between groups are not
seen,lt is observed that high doses of DBP decreases estrogen level and
It is also observed that Resveratrol is not enough in endocrin protection
ability.

Observation made with the TUNEL method,it was
determined that especially high-dose of DBP increased apoptosis in all cell
types.Resveratrol application in the apoptotic process,it showed that the
protective effect with low-dose DBP but not prevention apoptosis with
high-dose application.

Also the statistical evaluation indicated that, in contrast to
other groups, at DBP treated groups ,epithelium height and diameter of
seminiferous tubules decreased but this reduction were returned back at
Resveratrol applied group.

As a result,these lead us to conclusion that the increasing
application of DBP dose negatively affects the cell cycle of the testical
structure parallelly, and Resveratrol can show cyclic protective effect
against hormonal and cyclic changes but this is not fully adequate and

there is no hormonal effects.
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11. TESEKKUR

Yuksek lisans egitimim ve tez ¢alismalarim stresince bilgi ve
deneyimlerini paylasarak, bana ayaklarimi yere saglam basmayi ogreten
kiymetli hocam Anabilim Dali Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Deniz Erdogan
basta olmak Uzere, yUksek lisansa basladigim gunden bu yana her ginu
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anlayis ve sabir timsali sevgili Tez Danismanim Sayin Dog¢. Dr. Gulnur
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renkli ve farkli yonleriyle beni hep sasirtan ve iyi ki tanimisim dedigim

sevgili ddonem arkadaslarima;

Yillarin bana iyiki de getirdigi ancak bir turli gotiremedigi
fahri kiz kardesim Aniktar’ a;bazen zorla, bazende keyifle yanimda olup
beni yalniz birakmayan DBP’nin agihmini 3 ayda ezberleyen sevgili
kuzenim ismail’e, daha fazla okumanin kimseye bir zarar vermeyecegini

bilen ve bana hep destek olan sevgili "okursever" ailelerime;

Bu zorlu yolda iyi ginde de kétlu gunde de her daim yanimda

olan, tezimi kendi tezi gibi kabullenip bu yastan sonra okula gonderip beni
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