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1.0ZET

Etanol (etil alkol) testis toksini olarak bilinmektedir. Elettaria
cardamomum (Cardamom) ise lilkemizde kakule adi ile bilinen tohumlar1 baharat
olarak da kullanilan bir bitkidir. Cardamomun baslica anti-inflamatuar ve
antioksidan olmak tizere dokulara bir¢ok olumlu etkileri bulunmaktadir.

Bu c¢aligmada etanol ile olusturulan testis hasarina karst Cardamom’un
koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Caligmada 21 adet eriskin Wistar
Albino tipi erkek sican kullanildi. Siganlar 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna; 10
giin boyunca her giin intraperitoneal ( i.p.) yolla 5 ml serum fizyolojik, Etanol
grubuna; 10 giin boyunca her giin ayni voliimde i.p. yolla 5 ml serum fizyolojik +
etanol (3 g/kg) ve Etanol + Cardamom grubuna; 10 giin boyunca her giin i.p. yolla
serum fizyolojik + etanol (3 g/kg) ile birlikte oral olarak Cardamom (500 pL/kg)
uygulamasi yapildi. Deney sonunda testis dokular1 ¢ikarilip rutin histolojik
takipler yapildiktan sonra histolojik boyamalar ve TUNEL metodu uygulandi.

Etanole maruz kalan sicanlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda testis
dokularinda peritiibiiler vaskiiler konjesyon, seminifer tiibiillerde dejenerasyon,
tiibiil bazal membraninda invaginasyonlar ve olgunlasmasini tamamlamamis
spermatogenetik seriye ait hiicrelerin liimen i¢ine dokiilmeleri gézlendi. Etanol ile
birlikte Cardamom uygulanan grupta ise peritiibiiler vaskiiler konjesyon, tiibiil
bazal membran invaginasyonlarinda diizelme gozlenmesine ragmen seminifer
tiibiil dejenerasyonu ve spermatogenetik seriye ait hiicrelerin liimen igine

dokiilmelerinde belirgin bir iyilesme goriilmedi.



Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Etanol verilen grupta seminifer tiibiillerdeki apoptotik hiicrelerde belirgin bir artig
vardi. Etanol ile birlikte Cardamom verilen grupta ise seminifer tiibiillerdeki
apoptotik hiicrelerin etanol verilen gruba gore azaldigi belirlendi.

Sonu¢ olarak; Cardamom’un Etanoliin testis seminifer tiibiillerinde
meydana getirdigi apoptotik hiicre artisina karst koruyucu olumlu etkilerinin
oldugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Etanol, Testis, Cardamom, Apoptozis



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF ELETTERIA CARDAMOMUM
ON THE APOPTOTIC ALTERATIONS INDUCED BY ETHANOL IN

RAT TESTES

Ethanol (ethyl alcohol) is known as a testicular toxin. Elettaria
cardamomum (cardamom) known as kakule in our country and seeds of it are used
as a herbal spice. Cardamom has benefical effects on tissues such as anti-
inflammatory and anti-oxidant properties.

The aim of this study was to investigate preventive effects of Cardamom
on testicular damage induced with ethanol. Twenty-one adult male Wistar rats
were used in the study. The rats were divided into 3 groups, saline-treated group,
ethanol(3 g/kg)-treated group, ethanol (3 g/kg)-and Cardamom (500 pL/kg)-
treated group. Ethanol was administrated daily (in 5ml saline) intraperitoneally for
10 days, and the same volume of saline was administrated for the controls.
Cardamom was administrated orally for 10 days. At the end of the experiment,
testes tissues collected from the animals were processed by using routine paraffin
techniques. The sections of testes were stained by histological dying and TUNEL
method.

Peritubular vascular congestion, degeneration in seminiferous tubules,
invaginations of tubular basement membrane and sloughing of immature germinal
cells to the lumen were observed in ethanol-treated group compared to the
controls. Althought peritubular vascular congestion and invaginations of tubular

basement membrane were improved, degeneration in seminiferous tubules and



sloughing of immature germinal cells to the lumen were not significant
improvement in Ethanol and Cardamom treated group compared to the controls.

TUNEL-positive cells were markedly increased in the seminiferous
tubules in ethanol-treated group compared to the controls. TUNEL-positive cells
were decreased in the seminiferous tubules in Cardamom treated group compared
to the ethanol-treated group.

In conclusion, it was determined that Cardamom had protective positive
effects on apoptotic cell increment in seminiferous tubules induced by ethanol.

Key Words: Ethanol, Testis, Cardamom, Apoptosis



3. GIRIS

3.1. Testis Anatomisi

Erkeklerde temel lireme organi olan testisler, sagli sollu bir ¢ift olup
scrotum igerisinde funiculus spermaticus araciligiyla asili olarak bulunurlar. Her
bir testisin facies medialis ve facies lateralis olmak tizere iki yiizii, margo anterior
ve margo posterior olmak lizere iki kenari, extremitas superior ve extremitas
inferior olmak tizere iki ucu vardir. Sol testis sag testise gore genellikle 1 cm daha
asagida bulunmaktadir (1).

Oval sekilli ve yanlardan biraz basik olan testisler, yaklagik olarak 4-5 cm
uzunlugunda, 2-3 cm kalinliginda, 2-3 cm genisliginde ve 10-14 gr agirhiginda
olup septum scroti ile birbirlerinden ayrilirlar. Testisler, distan ige dogru olmak
lizere tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa olmak iizere {i¢ tabaka

ile sarilirlar (2-4).

3.1.1. Tunica vaginalis testis

Tunica vaginalis testis, fascia spermatika internanin ig, testisin de dis
yiiziinii saran serdz peritoneal zardir. Iki yapraktan olusur. I¢ yaprag: olan lamina
visceralis testis epididymis’in lizerini Orterken; dis yapragi lamina parietalis ise
scrotumun i¢ yliziinii Orter. Lamina visceralis ve lamina parietalis embriyonal
hayatta testislerin karin boslugundan scrotum’a inerken onlerinde stiriikledikleri

peritoneumdur (2, 3, 5).
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Sekil 1. Insan testisinin midsagittal kesiti (6).

3.1.2.Tunica albuginea

Testisi yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile ¢evreleyen siki
yapili, mavimsi-beyaz renkli, fibroz bir tabakadir. Bu tabakayi olusturan beyaz
fibr6z demetler, farkli yonlere uzanarak birbirlerinin ig¢ine girerler. Tunica
albuginea, testis arka yiizlinde kalinlasarak mediastinum testis ad1 verilen yapiy1
olusturur. Mediastinum testiste testise ait damar ve sinirler ile beraber, rete testis

ad1 verilen sperm kanalciklar1 bulunur (2, 3, 5).



3.1.3. Tunica vasculosa

Tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde yerlesmis bir damar ag1 tabakasi olup,
Tunica albuginea ’nin i¢ ylizlinii ve tim bolmelerin yiizeylerini orter. Boylece,
testis’in i¢indeki tiim lobuli testis’i de sarmis olur (2-4). Tunica albuginea’nin ig
yiiziinden ¢ikan, bag dokusundan olusmus septula testisler, testis parankimasini
yaklasik olarak 250 kadar lobiillere ayirirlar. Piramit bigiminde olan bu lobiillerin
taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlar1 ise mediastinum testise yonelmistir. Her
bir lobguk i¢inde tubuli seminiferi kontorti adi verilen kivrintili seyirli 3—4 adet
kanalcik bulunur. Bu tiipler kor bir ugla baslar ve tiipler arasinda gevsek bag
dokusu bulunur. Bu tiiplerin yaklasik olarak sayisi her bir testiste 400 - 600,
uzunluklar1 70 - 80 cm, ¢aplar1 da 0,1-0,3 mm kadardir. Lopguklarin mediastinum
testise bakan tepe kisimlarinda bu borularin seyri gittik¢e diizlesir ve birbirleriyle
birleserek sayilart 20- 30 ’a iner. Tubuli seminiferi rekti denilen bu tiiplerin,
caplart da genisleyerek 0,5 mm olur. Tubuli seminiferi rektiler mediastinum
testisin fibroz dokusu icine girerek arkaya ve yukari dogru uzanir. Mediastinum
testise ulasan bu kanalciklar seyri esnasinda birbirleriyle anastomoz yaparak rete
testis denilen ag1 olustururlar. Mediastinum testisin iist boliimiinde rete testisten
ayrilan sayilar1 12-14 arasinda degisen kanallar ductuli efferentes testisleri
yaparlar. Bu testisin arka kenarlarinin iist kisimlarinda tunica albugineay1 delerek
disar1 ¢ikarlar. Bunlar da caput epididymis’i meydana getirirler. Ductuli efferentes
testisler kaput epididimiste ductus epididimis denilen kanala ag¢ilir. Epididimiste
spermiyumlar depo edilir ve olgunlagsmasinin son sathasini tamamlar (2, 4, 5).

Testis ve epididymis, aorta abdominalis’in dali olan a.testicularis’ten

beslenir. a. testicularis, a. renalislerin biraz asagisinda aortanin 6n yiiziinden



ayrilan bir ¢ift arterdir. a. testicularis bir¢cok dala ayrilir. Bu dallardan 2 ve ya 4
tanesi ductus deferens boyunca uzanarak epididimisi besler. Diger dallar1 tunica
albugineanin arka kismini delerek testise girer ve bu organi besler. Testis ve
epididimisin  venleri ise Once funiculus spermaticus’u saran pleksus
pampiniformis’i, daha sonra da birbirleri ile birleserek v.testicularis’i olustururlar.
Sagdaki v.cava inferior’a dokiiliirken sol taraftaki ise v.renalis sinistra’ya agilir. T
10- 11. medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan sempatik lifler, damarlarin
cevresindeki pleksuslar araciligi ile gelir. Pleksus testicularis erkeklerde a.
testicularis etrafinda testise uzanir, dallar1 da epididimis ve duktus deferense
gider. Ust boliimii pleksus aorticus abdominalis ve pleksus renalisten, alt boliimii

ise pleksus hypogastricus superior ve inferiordan lifler alir (7).

3.2.Testis Embriyolojisi

Urogenital sistem, embriyonun dorsal viicut duvarindan kdken alan ara
mezodermden gelisir. Dordiincii hafta basinda embriyonun horizontal planda
katlanmasi1 sirasinda ventrale ¢ekilen bu mezoderm somitlerle olan baglantisini
kaybeder. Dorsal aortun her iki yaninda uzanan longitiidinal mezoderm kabartisi
lirogenital kabart: olarak adlandirilir. Urogenital kabart1 nefrojenik kordon olarak
adlandirilan kismi {riner sistemi, gonadal kabarti olarak adlandirilan kismi ise
genital sistemi meydana getirir. Nefrojenik kordonun servikal ve yukari toraksik
bolgelerinden pronefrozlar, asagi toraksik, lumbar ve sakral bolgelerinden ise
mezonefrozlar ve metanefrozlar gelisir. Pronefrozlar fonksiyonel olmayan
yapilardir ve insan embriyosunda ilk olarak dordiincli haftanin baglangicinda

ortaya ¢ikarlar. Mezonefrozlar, olduk¢a geniglemis ve uzamis bosaltict organlardir



ve dordiincii haftanin sonuna dogru rudimenter yapilar olan pronefrozlarin
kaudalinde ortaya ¢ikarlar. Daha iyi gelismis olan mezonefrozlar kalic1 bobrekler
olusuncaya kadar, yaklagik dort hafta boyunca ara bobrekler olarak embriyoda
islev goriirler. Metanefrozlar, kalici, esas bobrekleri olusturan sistemdir (8).
Gelisimin ilk safhalar1 besinci haftada ortaya c¢ikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotel epitelinde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik-
gonadal kabarti- olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar —gonadal
kordonlar- altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede Dbiiyirler.
Farklilanmamis gonad artik, dista yer alan bir korteks ve igte yer alan bir
medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip
ise, farklilanmamis gonadin korteksi overe differensiye olur, medullasi geriler.
Embriyo XY seks kromozom kompleksini igermekteyse, medulla testise farklanir,

korteks bir takim kalintilart disinda geriler, dejenere olur (8).

Glomerdl gacaltim kanali

Mezonefrik
kanal

: Aorta—
Barsak £ | RSE Mezonefroz
y !
- y
Dorsal 7‘( A "\t
. S mezenter ‘ Genital Mezonafrik
Gonad 1 Mezonefrik sislik sislik
kanal B

Sekil 2. A. Genital kabariklik ve mezonefroz arasindaki iligkiyi gosteren ¢izim.
B. Mezonefroz ve genital kabarikliktan A’ da belirtilen seviyeden gecen

transvers kesit (6).



Gelisimin dordiincii haftasinda biiyiik yuvarlak primordial germ hiicreleri
allantoisin baglangi¢ yerine yakin, vitellus kesesi duvarinda endodermal hiicreler
arasinda goriilmeye baglarlar. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda vitellus
kesesinin dorsal pargasi embriyo i¢ine alinir. Bu alinma islemi gergeklesirken
primordial germ hiicreleri arka barsagin dorsal mezenteri yoluyla gonadal
kabartilara go¢ ederler (Sekil 2). Primordial germ hiicrelerinin goglerinden hemen
once ya da gogleri esnasinda gonadal kabartinin s6lom epiteli tekrar ¢ogalir ve
altindaki mezensime yayilarak diizensiz primitif seks kordonlarini olusturur.
Altinct hafta sirasinda primordial germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine

girerler ve primer seks kordonlarina dahil olurlar (8).

B germ
% hicreleri

Foreglu‘t“__h(‘ Hindgut Genital _—" 5
- e, . - - >
T f o sislik & F ¢
= © 4. Allontois
[N o) iy
115, \- ory .- :u‘ -—-“"(/f ;

Sekil 3.A. Uc¢ haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allontois
baglantisina yakin bir yerde primordial germ hiicrelerini gosteren sematik ¢izim.
B. Primordial germ hiicrelerinin, son barsak ve dorsal mezenter boyunca genital

kivrima dogru giden gog¢ yolu (6).
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acel mesonephric kanal

paramesonephric kanal

primer
sex
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mesorgiyum
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kanal
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seminifer

seminifer tuni kord ~
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Sekil 4. Testis gelisiminin sematik gosterimi (9).

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen
sperm tiirline baglhh olarak fertilizasyonda belirlenir. 'Y kromozomu,
farklilanmamis gonadin medullasi ilizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir. Testis
belirleyen faktor geni TDF - testis determining factor- igin gerekli olan SRY
geninin-sex determining region of the Y choromosom- Y kromozomunun kisa
kolu iizerindeki cinsiyet belirleyen bolgesinde yerlestigi saptanmistir. SRY geni
farklilanmaig gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu
gormektedir. TDF primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklilanmamaig
gonadin medulla derinlerine uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Seminifer
kordonlarin kalin bir fibréz kapstil olan tunica albuginea gelistikten sonra ylizey

epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Giderek genisleyen testis, gerileyen
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mezonefrozdan ayrilir ve mezorsiyum denilen kendi mezenteri ile asili durur.
Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar.
Seks kordonlari, bu evrede, primordial germ hiicrelerini ve sdlom epitelinden
koken alan sertoli hiicrelerini icerirler. Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri
(Leydig hiicreleri) olusturan mezensim ile ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren
Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedion)
salgilamaya baglarlar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis genitallerin
maskiilin olarak farklanmasini1 uyarirlar. Testosteron iiretimini insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik
donemde en yiiksek degerine ulagsmaktadir (8).

Fetal testiste sertoli hiicreleri glikoprotein bir hormon olan antimiillerian
hormon (AMH) veya miillerian inhibitér madde (MIM) ad1 verilen bir hormonu
da salgilamaktadir. AMH sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir ve hormonun
salgilanmasi puberteye kadar devam eder daha sonra ise seviyesi azalir. AMH,
paramezonefrik duktuslarin gelisimini baskilar (8).

Testisler yaklasik yirmi altinci haftada posterior karin duvarindan
skrotuma inerler. Testisin konumundaki bu degisme, embriyo bedeninin uzamasi
ve pelvis genislemsi ile birlikte olur. Ayrica testislerin alt kutuplarini gelisen
skrotuma baglayan, testosterona duyarli ligamentum gubernakulumun, testosteron
salinimiyla kisalmast da etkilidir. Testisler, abdominal kavite ve skrotum arasinda

dar bir gecit olan inguinal kanaldan gegerek skotuma inerler (8, 9).
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3.3. Testis Histolojisi

Testisler, dis tarafta bulunan siki bag dokusundan olusmus tunica
albugineadan uzanan septalar araciligi ile lobullere ayrilir. Her lobiil igerisinde
spermin iretildigi 1-4 adet seminifer tiibiil ve Leydig hiicrelerini (interstisyel

hiicreler) igeren bag doku stromast (Sekil 5) yer almaktadir (10).

Sekil 5. Testis dokusu kesitinde seminifer tiibiiller ve bunlarin arasina

yerlesmis Leydig hiicreleri izlenmekte (6).

Seminifer tibil, yaklasik 150-200 pm ¢apta ve 20-80 cm uzunlukta

oldukca kivrintili kanalciklardir. Seminifer tiibiiller, anastomoz gdsteren kivrimlar

seklinde baslar, mediastinuma dogru birbirlerine yaklasarak kisa bosaltma kanali

13



olan tubuli rektiyi yaparlar. Iki ucu U seklinde olan bu tiibiiller de rete testise
acilirlar (10).

Seminifer tiibiiller, fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal (seminifer) epitelden olusur. Seminifer tiibiil epiteli, sertoli
(destek) hiicreleri spermatogenik hiicreler olmak f{izere iki temel hiicre
populasyonundan olusan ¢ok katli yassi epiteldir. Seminifer tiibiillerin goérevi
spermatozoonlari liretmektir ve bu olay spermatogenez olarak adlandirilir. Sertoli
hiicreleri, spermatogenez serisindeki hiicreleri saran uzun, piramidal hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin tabanlari bazal laminaya tutunurken apikal uglar ise siklikla
seminifer tlibiiliin liimenine uzanir. Sayilar1 az olup diizenli araliklarla yerlesen bu

hiicrelerin apikal ve lateral hiicre membranlarinin siirlar1 oldukca diizensizdir (4)

Sertoli hiicreleri seminifer epitelin tiim kalinligi boyunca yer alir. Bu
karmagik bi¢im rutin Hematoksilen & Eozin ( H& E) preparatlarda gézlenmez.
Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde bu hiicrelerde siklikla {iggen
biciminde uzamis olan c¢ekirdek, belirgin olarak secilen ¢ekirdek¢ik ve az
miktarda heterokromatin bulunur. Sertoli hiicrelerindeki belirgin olan ¢ekirdek, bu
hiicrelerin arasinda ve cevresinde siralar halinde yersemis olan spermatogenik
hiicrelerden kolayca ayrilmalarin1 saglar. Organel bakimindan zengin olan sertoli
hiicrelerini  7-9 nm kalimhiginda bir flaman kilifi niikleusu sitoplazmik
organellerden ayirir. Sitoplazmada ¢ok sayida endoplazmik retikulum, az graniillii
endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondri, degisen
miktarlarda mikrotiibiiller, lizozomlar, lipid damlalari, vezikiller, glikojen

graniilleri ve flamanlar bulunur (11).
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Yan yana bulunan sertoli hiicreleri, bazolateral bdlgelerinde siki
baglantilarla birbirlerine tutunarak kan-testis bariyerini olustururlar. Bu
baglantilar, seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki
kompartmana bdlerler. Bu bariyerin altinda yer alan bazal kompartmana
spermatogonyumlar yerlesmistir. Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumlarin
boliinmesi sonucu olusan bazi hiicreler bu baglantilardan bir sekilde gecerek,
bariyerin ilizerinde yer alan adluminal kompartmana ulasirlar. Sertoli hiicreleri,
gap junction adi verilen birlesmelerle de iligki kurarlar ve bu yolla hiicrelerin
kimyasal ve iyonik aligverisini saglarlar. Bu da seminifer epitel siklusunun
koordinasyonunda Onemlidir. Kan-testis bariyeri kanda bulunan zararl
maddelerin seminifer epitele gecisini engeller ve gelisen spermiyumlardaki
membran antijenlerinin kana ve bagisiklik sistemine ge¢mesini kisitlar. Bu yolla
ferdin kendi spermine karst otoimmiin bir cevabini, antikor olusmasini ve

kisirligin uyarilmasini 6nler (12).

Sitoplazmik kopruler
Gec il

Spermatidler z : ok O Lo
Gec spermatidle f} Fi \ 25 “D & Q '
Q . Sertoli - ) \ ‘

rken spermatidler

Sekonder
spermatositler

Mayo 1- w faed
Primer
_ spermatositler
Bazal lam{la;g *Q——Spermatogonyum
Flbroblast/,.;~ o
N\ s

o
b ’ A
_c@ 2 kapiller &7

Intertisyel hucreler

Sekil 6. Cevre doku ile birlikte semnifer tiibiiliin bir pargasi (13).
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Sertoli hiicreleri, gelismekte olan spermatogenetik hiicreleri destekler,
korur, besler; spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan artik
cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre kisimlarinin lizozomlar tarafindan
fagositozunu ve sindirimini saglar; kasilarak olgun spermatidlerin tiibiil liimenine
salinimini1 kolaylastirir ve liimene iyon ve proteinlerden zengin bir sivi salgilar.
Sertoli hiicreleri, folikiil uyarict hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda
androjen baglayici1 protein (ABP) sentezler. Bu protein, spermatogenez igin
gerekli olan testosteron yogunlugunu saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu
oOstradiol haline ¢evirebilir. Ayn1 zamanda bu hiicreler FSH iizerine negatif feed-
back etkisi olan inhibin ve pozitif feed-back etkisi olan aktivini de salgilarlar (14).
Sertoli  hiicreleri, embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta miiler
(paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan anti-
miillerian hormon iiretimini de gerceklestirir. Bu hiicreler ayrica apoptoza giden
spermatogenik hiicrelerin fagositoz edilmesinden de sorumludur (15). Sertoli
hiicreleri igerisindeki androjen, kismen seminifer epitel mikrogevresini kontrol
ederek germ hiicre farklilasmasini diizenlemektedir (16).

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinin diger hiicreleri olup
diizenli olarak ¢cogalip matiir sperme farklilasirlar. Bu hiicreler vitellus kesesinden
koken alan primordial germ hiicrelerinden gelmektedirler. Spermatogonyumlar,
en immatiir spermatogenik hiicreler olup bazal lamina {lizerinde yerlesmislerdir.
En olgun spermatogenik hiicreler ise spermatidlerdir ve sertoli hiicrelerinin apikal
kismina tutunup tiibiil liimeninin kenarini olustururlar (6).

Peritiibiiler doku olarak da bilinen tunika propria, birka¢ fibroblast

katmanindan olusmustur. Bazal lamina yapisik olan en icteki katman, diiz kas
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Ozellikleri de gosteren yassilagmis miyoid hiicreler igerir. Ultrastriiktrel diizeyde
miyoid hiicreler diiz kas hiicrelerinin 6zelligi olan ¢ok sayida aktin flamani igerir.
Ayrica fibroblast yoklugunda kollogen sentezlediklerini belirtecek sekilde ¢ok
sayida graniillii endopalzmik retikuluma sahiptirler. Miyoid hiicrelerin ritmik
kontraksiyonlari, spermatozoa ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden bosaltici
kanal sistemine akisina yardimei olan peristaltik dalgalanmalar1 olusturur. Miyoid
tabakanin disnda, Leydig hiicreleriyle birlikte genis lenf damarlar1 ve kan
damarlar1 da bulunur (9).

Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler), yuvarlak ya da ¢okgen sekilli,
cekirdegi merkezde, eozinofilik sitoplazmasi  bulunan, kiiciik lipit
damlaciklarindan zengin hiicrelerdir. Bu hiicrelerde lipofuksin pigmenti ve ¢ubuk
sekilli sitoplazmik kristaller olan reinke kristalleri de bulunur. Leydig hiicreleri,
mitokondrilerinde ve diiz endoplazmik retikulumlarinda bulunan enzimler
tarafindan testosteronu firetirler. Testosteron salgilanmasi, embriyonik gelisim,
seksiiel olgunlagma, iireme fonksiyonu ve fertilite (17) igin gereklidir. Bu
hiicreler, erkek fetiisiin erken farklilasma doneminde aktiftir ve fetal hayatin
besinci ayindan itibaren inaktif hale gelir. Inaktif Leydig hiicrelerini
fibroblastlardan ayirt etmek giigtiir. Pubertede gonadotropik stimiilasyona ugrayan
Leydig hiicreleri yeniden androjen salgilayan hiicreler haline gelirler ve yasam

boyu aktif kalirlar (9).

3.3.1. Spermatogenez

Spermatogonyumlar seminifer tiibiillerin bazal membranlarina bitisik

olarak yerlesmislerdir (12, 18). Cinsel olgunluk c¢aginda spermatogonyum
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hiicreleri mitoz boliinmeyle ¢cogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur. Genellikle
i¢ tlir spermatogonyum fiiretilir. Soluk spermatogonyum A’ larin sitoplazmalari
acik boyanir ve soluk, ince graniillii kromatin i¢eren yuvarlak veya oval niikleusa
sahiptirler. Koyu spermatogonyum A soluk spermatogonyum A’ya benzer; fakat
kromatini daha koyu olarak boyanir. Spermatogonyum B’ler farkli miktarda
kromatin iceren kiiresel cekirdege sahiptir ve c¢ekirdekgikleri merkezi olarak
yerlesmistir. Spermatogonyum A’lar germinal epitelin kok hiicreleri olarak gorev
alirlar ve diger spermatogonyum A’lar ile spermatogonyum B’lere doniisiirler.
Spermatogonyum B’ler son mitoz boliinmelerinden sonra primer spermatositleri
verirler. Primer spermatositler, c¢ekirdeklerinin farkli kromatin aktiviteleri
nedeniyle farkli goriiniim yansitirlar. Bu hiicreler olgunlagmalarindan hemen
sonra birinci mayoz boliinmenin profazina girerler. Bu boliinmenin profaz
asamast yaklasik yirmi iki giin siirdiigii i¢in, kesitlerde goriilen spermatositlerin
¢ogu bu asamada izlenir. Primer spermatositler seminifer tiibiillerde gézlenen en
belirgin ve en biiyiilk germinal hiicrelerdir. Bu hiicreler germinal epitelin orta
kismina yerlesmislerdir. Sitoplazmalarinda kaba kiimeler halinde veya ince
iplikler halinde kromatin i¢eren biiyiik bir ¢ekirdek goriiliir. Primer spermatositler
birinci mayoz boliinmesini gegirerek cekirdekleri daha yogun kromatin igeren,
daha kiigiikk hiicreler olan sekonder spermatositleri verirler. Sekonder
spermatositler, olustuktan kisa bir siire sonra ikinci mayoz boliinmesi gegirirler.
Bu nedenle seminifer tiibiil kesitlerinde g¢ogunlukla gézlenmezler. Sekonder
spermatositlerin boliinmesi spermatidlerin olugsmasiyla sonuglanir (11).
Spermatidler primer ve sekonder spermatositlerden oldukga kiigtiktiirler.

Bu hiicreler sertoli hiicreleri ile siki iligskide olacak sekilde, seminifer tubullerin
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liimenine yakin kisimlarinda gruplar halinde yerlesmislerdir. Bu bolgede
spermatidler spermiyogenez adi verilen islem ile spermatozoonlara farklilasirlar.
Spermiyogenez agamasinda once flagellum sonra akrozom gelisir. Olgunlagsmakta
olan spermatidlerin kii¢iik, koyu boyanan bas kisimlar1 sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalar1 i¢ine gomiiliidiir. Kuyruk kisimlari ise seminifer tiibiil liimenine
dogru serbest olarak uzanir (12).

Spermatogenez, hipofiz bezinin adenohipofiz kisminda yerlesmis olan
gonadotrop hiicreler tarafindan iiretilen FSH ve liiteinlestirici hormon (LH) ’larin
uygun diizeylerinde gerceklesir. LH interstisyel Leydig hiicrelerinden testosteron
tiretilmesini uyarir (12). FSH testiste, sertoli hiicrelerindeki kendi reseptorlerini
etkiler ve spermatogenezin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar (19). Bu hormon
sertoli  hiicrelerini uyararak ABP’in {iretilmesini saglar. ABP normal
spermatogenez  i¢cin  gerekli olan testosteronun seminifer tiibiillerde
yogunlagmasini saglar. Spermatogenezin normal devami i¢in seminifer tubullerde
yiiksek diizeyde testosterona gereksinim vardir (12). ABP’in asir1 iiretimi, testis
i¢ci androjen seviyelerini diisiirmekte ve sonug olarak spermatogenezde ilerleyen

bir bozukluk goriilmektedir (20).
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Sekil 7. Seminifer (germinal) epitelin ultrastriiktiirel yapisi. Spg:
Spermatogonium, Psp: Primer spermatosit, Ssp: Sekonder spermatosit, St:

Spermatid, SC: Sertoli hiicresi (21).

Inhibin hormonu hipofizden FSH iiretimini baskilar veya onler. Erkek
sekonder seks karakterlerinin gelismesi kadar, yardimci lireme bezlerinin yap1 ve
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi de yeterli testosteron diizeyine baglidir.
Hormonlardan baska testisin 1si1s1 da spermatogenezde Onemli rol oynar (12).
Normal spermatogenez igin, skrotum 1sist viicut isisindan daha diisiik olmalidir
(12, 22). Bu 1s1 bazal viicut 1sisindan 2-3 °C daha diisiik diizeydedir. Testisin
skrotumda yerlesmesi bu 1s1 diisiikliigiini, bir dereceye kadar saglar. Ayn1 sekilde,
vendz pampiniform pleksus (sarmasiga benzer ag), testikiiler arterleri sararak zit

yonde 1s1 degisimini gerceklestirir. Testikiiler arterlerle testise giden kan
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sogutulur; buna karsilik testisten venlerle viicuda donen kan ise sitilir (12).
Memeli sperminin, fertilizasyon i¢in uygun hale gelebilmesi igin, testisten
ayrildiktan sonra mutlaka fizyolojik degisim serilerinden ge¢mesi gerekmektedir

(23).

3.4. Etanol (Etil Alkol)

XIV. yiizyildan itibaren ilag olarak kullanilan etanol, kimyada mayalanmig
ickilerin damitilmasi ile elde edilen sivi olarak tanimlanir. Etanoliin zararl etkileri
XVIIL. yiizyildan itibaren anlasilmaya baglanmis ve ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konmustur (24). Etanol ilk metabolit iiriinii olan asetaldehid yolu ile mutajenik
etkisini gosterir. Asetaldehid, DNA zincirleri arasinda baglant1 bolgelerini ve
kardes kromatidleri degistirir, kromozamal aberasyonlara neden olur (25). Etanol
alindiktan sonra, mide ve ince bagirsaktan degismeden emilmekte daha sonra, kan
diizeyi oraninda viicudun tiim dokularma ve sivilarina gegmektedir. Emilen
alkoliin % 10’undan daha az1 degismeden idrar, ter ve solunumla atilmaktadir.
Etanol, akut alkolizmde asil etkilerini merkezi sinir sistemi {izerine yapar ve alkol
alim1 devam etmediginde gerileyen hepatik ve gastrik degisiklikleri baglatabilir.
Kronik alkolizmde, 6zellikle karaciger ve mide olmak iizere, viicudun tiim organ
ve dokularinda morfolojik degisiklikler olusur (26). Karacigerde siroz (26),
midede iilser, beyinde serebellar atrofi ve dejenerasyon, gézde optik néropati (26)
, kalpte kardiomyopati ( 26-28), iskelet kasinda miyopati, pankreasta akut veya
kronik pankreatit (26) goriilmektedir.

Testis disardan verilen veya alinan toksik maddelerden kolaylikla
etkilenmektedir. Degisik toplumlarda yaygin olarak kullanilan etanol reprodiktif

toksin olarak kabul edilen bir ajandir (29) ve etanol toplumlarda yaygin olarak
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kotiiye kullanilan ilaglar arasindadir. Deney hayvanlari ve insanlarda iireme
fonksiyonu ve cinsel davranisi baskilar. Ayrica etanol testislerde oksidatif stres
tizerinden testikiiler hasara neden olmaktadir (29). Yapilan birgok ¢alisma etanol
uygulamasin insanlarda ve hayvanlarda erigkin testis fonksiyonlarinda inhibitor
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Erkeklerde kronik etanol kullanimi testislerde
atrofiye sperm iiretiminde azalmaya ve testosteron diizeyinde diisiise neden olur
(30). Etanol kapasitasyon siiresince, kapasitasyon islemini spesifik olarak
etkileyerek spermatozoonlarin dolleme yetenegini azaltmaktadir (31). Ayrica
histolojik incelemelerde seminifer tiibiil ¢aplarinda azalma ve germ hiicrelerinde
kayip rapor edilmistir. Kronik etanol kullanimi gonadal disfonksiyona neden olur,
spermatogenetik olaylar1 baskilar, seminifer tiibiil siklusundaki tiim asamalarda
spermatogonyumlarin proliferatif aktivasyonunu azaltir (32, 33). Insan ve
laboratuar hayvanlarinda yapilan calismalar, kronik etanol alinimi sonucunda
erkek tiremesinde gesitli patolojik degisiklikler oldugunu gostermistir (34, 35). Bu
degisiklikler, spermatogenez ve sperm motilitesinde bozulmalari, testis aksesuar
bezi morfolojisi bozulmalarini, reprodiiktif organ agirliginin azalmasini, kauda
epididimal sperm igeriginde azalmalar1 ve epididimal sperm matiirasyonunda
bozulmalari igerir. Ayrica reprodiiktif hormonal homeostazi degisimleri, libido
azalmasi, bosalma problemleri ve iktidarsizlik erkeklerde alkol bagimlilig: ile
iliskili olmustur (36, 37).

Hayvanlarda yapilan c¢aligmalarda etanoliin yetiskin sican testislerinde
germ hiicrelerinin apoptozisinde artisa neden oldugu gosterilmistir (32, 38, 39).
Etanole maruz kalmanin laboratuvar hayvanlari ve insanlarda erkek iireme

sistemine olumsuz etkileri oldugu ve testis dokusunda apoptozisi arttirdigi
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bilinmektedir (32). Ayrica alkoliin testosteron iiretimini inhibe ettigi ve testis
atrofisine yol actig1 da belirlenmistir (40, 41). Etanoliin farkli hiicre tiplerinde
apoptozisi arttirma mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Bu donemde artan
apoptozisin, yetiskinlerde anormal spermatogeneze neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Cilinkii neonatal donemde germ hiicrelerinin normal gelisimi
yetiskinde saglikli spermatogenezis siireci i¢in 6nemlidir (42). Insan viicudunda
beslenme kokenli bir savunma mekanizmasi gibi ¢esitli antioksidanlar vardir (43,
44). Insan beslenmesi radikal temizleme aktivitesi dahil olmak iizere, antioksidan
kapasitesine sahip olan farkli bilesikler dizinini igerir (45). Beslenme antioksidan
temsilcilerinden en Onde gelenler; karotenoidler, askorbat, tokoferol ve
flavinoidlerdir (45).

Alkolle indiiklenen toksik etkilerden testisi koruma amacli olarak
uygulanan antioksidanlarin olumlu etkileri g6z 6niine alindiginda, bu ¢alismanin
sonucunda bitkisel kokenli bir antioksidan olan Cardamom’un alkoliin testis
dokusunda arttiracagi apoptozise karsi bu apoptozisi azaltacak olumlu etkilerinin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

3.5. Apoptozis

Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanman apoptozis, bir hiicrenin
tek basmma c¢evre doku ve hiicreleri etkilemeden yasamina son vermesidir.
Apoptozis ile hiicre 6zgiil gelisimi sirasinda veya c¢evresel uyaranlara yanit olarak
dlciilii ve genetik kontrolii olan bir siire¢ sonunda yok olur. Olen bu hiicreler ise,
fagositoz yapan hiicreler tarafindan temizlenirler (46, 47).

Apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre

Olimiidiir. Bu siireg, programli hiicre O6liimii olarak adlandirilir ve doku
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homeostazinin korunmasinda énemli bir role sahip oldugu gibi, fetal gelisim ve
eriskin dokulardaki pek c¢ok fizyolojik olayda da Onemli rollere sahiptir.
Fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihari, hiicre kaybi terimleri de ayn1 anlamda
kullanilabilen ve literatiirde yer alan diger ifadelerdir.

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk tanimlanan terim nekroz olmustur.
Programlanmis hiicre Oliimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptozis terimi ise ilk kez 1972 yilinda J. F. K. Kerr tarafindan (48) iskemiye
maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan farkl olarak gerceklesen diger bir 6liim
sekli i¢in tamimlamustir (49, 50). Kerr, fizyolojik olarak o&len hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin parcalarini gozlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir (48).

Hiicre 6liimii genellikle apoptozis ve nekroz olarak iki ana baslik altinda
siiflandirilir. Nekroz; pasif, katabolik bir siire¢ olup her zaman patolojik bir
olaydir. Histolojik bulgular1 mitokondrial ve niikleer sisme, organellerin
bozulmasi, niikleus etrafindaki kromatinin yogunlagsmasi seklinde devam ederek,
DNA’nin niikleer ve sitoplazmik membraninda bozulma ile giden bir siirectir (51,
52). Apoptozis ise nekrozun tersine, multiselliiler organizmalarda fizyolojik
kosullarda olusur. Gelisimin normal bir pargasidir ve enerji gerektiren aktif bir
stirectir (51, 53, 54). Apoptozis degisik doku ve hiicre tiplerinde olusabilecek
morfolojik ve biyokimyasal seyri ile kompleks bir olgudur (55, 56). Teorik olarak
apoptoz, cesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive
edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla

hiicre 6limiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak
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tanimlanabilir. Béylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon
ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel
lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin
apoptozise neden oldugu sodylenebilir (57). Fizyolojik bir islem olarak apoptozis,
normal gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribi
esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludur. Apoptotik hiicre sayisi
kisinin ya da organizmanin saglikli ya da hasta olusunu belirlediginden,
apoptozisin fonksiyonel mekanizmalari hiicrede denge unsurudur (58). Bu da
demektir ki; apoptozis oraninin azalmasi ile hiicre sayisi artar aksine eger
apoptozis orani artarsa hiicre sayisi azalir ve istenmeyen doku tahribati meydana
gelir. Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmasi gereken hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir (59, 60).

Apoptotik Oliim sinyali alan hiicrenin kromatini yogunlasmaya baslar.
Benzer sekilde sitoplazma da yogunlasir ve hiicrenin boyutlar1 kiiclilmeye baslar.
Bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcik denilen daha kiiciik pargalara boliiniir. Bu
parcaciklarin en biiyiik ozelligi, fragmente olmus niikleuslarin ve pargalanan
hiicreye ait tim yapilarin plazma membrani ile kaplanarak immiin sistemi
inflamasyon yoniinde uyarmamasidir. Apoptotik cisimcikler, yiizeylerinde yeni
sinyal yapilar1 ortaya cikarir ve bu sinyalin uyarisi ile yandaki hiicre tarafindan
fagosite edilerek ortadan kaldirilir (56, 61).

Apoptozis tek hiicreli organizmalarda hiicre 6limiiniin tek yoludur (62).
Cok hiicreli organizmalarda ise genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi
ya da hiicrenin tamamen yok edilmesi apoptozis vasitasiyla gergeklesir. Boylece

hasarin yayilmasi ve tiimor olusumu gibi zararli olasiliklar engellenmis olur (63).
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Apoptozis normal gelisimsel siire¢ icerisinde embriyogenez (64, 65),
normal menstruel siklusda endometrial hiicrelerinin yikimi (66), barsak kripta
epitelleri gibi siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi (65)
, timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmas: (65)
gibi pek c¢ok fizyolojik olayda gorev alir. Apoptotik hiicre Olimi
regiilasyonundaki defektler hiicre birikiminin oldugu kanser, restenoz gibi
hastaliklara yol agabildigi gibi, hiicre yikimimin arttigi otoimmiin rahatsizliklar,
norodejeneratif hastaliklar, alzheimer gibi rahatsizliklara da yol acabilmektedir
(67, 68). Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da
apoptozis goriiliir. Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize
radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gosterilebilir (69). Bu anlamda apoptozis
spesifik bir uyarana maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi
diizenleyici bir cevaptir (60). Apoptozisli hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis
sekilde bulunur (65).

Apoptozisin indiiklenmesi bir¢ok hiicrenin sitoplazmasinda inaktif olarak
bulunan kaspaz (cysteinyl aspartate-specific proteinases) adi verilen sitozolik
enzimlerin aktivasyonuyla olmaktadir. Kaspazlar intraselliiler proteazlar olup;
apoptozisin gerek direkt, gerekse indirekt morfolojik ve biokimyasal
degisikliklerinden sorumlu apoptotik hiicre 6liimii esnasinda énemli rol oynayan
multigen ailesinden olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Hiicre olimi
sirasinda meydana gelen pek cok selliiler ve morfolojik degisimler, bu enzimlerin
rol oynadig1 birtakim siirecler neticesinde gelisir (70).

Kaspaz aracili apoptozisin aktivasyonunda ii¢ ayr1 yolun varlig

bilinmektedir;
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. Mitokondri / Sitokrom-C aracil1 apoptozis
. Hiicre yiizey reseptorleri aracilig ile tetiklenen apoptozis

. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis

Mitokondri / Sitokrom-C aracili apoptozis; Mitokondri normal sartlar
altinda adenozin tifosfat (ATP) olusturmak iizere sitokrom-c ihtiva eder.
Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hucre
olusumunda kaspaz-3 aktivasyonu i¢in dnemli rol teskil eder (71 -73). Bu yolda
mitokondri tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)
ve kaspaz-9 bulunmaktadir (74- 76). Ko-faktor nukleotid trifosfat (d-ATP ve
ATP) ile aktive edilen sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u aktive eder.
Aktive kaspaz—9 da kaspaz-3’u aktive ederek diger kaspaz kaskadinin

tetiklenmesini saglar (76, 77).

indtiathon of caspase activation and apoptosis

APOPTOSES

chromatin condens ation
cytoplasmic recrganisation

Sekil 8. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozisin tetiklenmesi (76) .
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Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer alir
(78, 79). Bcl-2, Apaf-1 proteininin bir molekulunu baglar. Bcl-2 neden oldugu
internal hasarla mitokondride catlaklar olusturarak Apaf-1 ve Sitokrom-C

salmmimina yol agar. Bu iki protein kaspaz—9 molekullerine baglanir (74, 76, 80).

internal
death

signal apoptosome

e = 4
4 tgﬂ,,o,,m.s

@ Bcl-2

& Apaf-1

& caspase 9

# cytochrome ¢

Sekil 9. Apoptosom (76) .
Bu proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi,

kromozomal DNA'nin degradasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir (72, 77, 81).
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Sekil 10. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi (77).

Hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile tetiklenen apoptozis; Birbirini
tamamlayan 6lim faktorlerinin (Fas- ligand ( Fas-L) ve Tumor necrosis factor (

TNF) hiicre ylizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya

kaspaz-8'i aktive eden sinyaller yayilir ( Sekil 11).

Kimyasal, fiziksel ya da viral enfeksiyonlarla hasar gormiis hiicrelerde,
interlokin-1 (IL-1) gibi pro-enflamatuar sitokinlerin etkisi ile hiicre yiizey Fas
ekspresyonu baglar. Bu slire¢ Fas antijeninin up-regiilasyonu olarak adlandirilir ve
bu siire¢ sirasinda sitotoksik T hiicreleri de Fas-L yapimi i¢in uyarilirlar ve Fas-
FasL baglanmasi ile prokaspaz 8 ve 2' nin aktivasyonu saglanir (82) . Boylece
hiicrenin apoptozise gitmesi indiiklenmis olur (83). Fas-Fas-L etkilesimi FADD

(Fas bagimli 6liim domain proteini) araciligiyla olur (84). Bir yandan da, ilk kez
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graniilositlerde kesfedildigi i¢in Graniilosit-enzim kelimelerini birlestirerek ifade
edilen Granzim B (GrB), sitotoksik T hiicrelerinden salgilanarak GrB
reseptorlerine baglanir. GrB bir serin proteaz enzimidir. Sitoplazma ic¢ine alinan

GrB, kaspas kaskad: lizerinden apoptozisi baslatir (85-88).

| 7

A W i

Sekil 11. Hiicre yiizey reseptorleri aracilig ile tetiklenen apoptozis (77).

Endoplazmik retikulum aracili apoptozis; Endoplazmik retikulum (E.R.),
hiicre ici kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini i¢eren
bir¢ok siirecte kritik 6neme sahiptir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri yiikseldiginde
ER membraninda lokalize olan prokaspaz-12 aktiflesir ve sitoplazmaya ydnelir.

Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek kaspaz kaskadini aktive eder (89, 90).
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3.5.1. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi tespit etmek i¢in ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa giiniimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda
apoptozise 0zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3
tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. Apoptozisin

belirlenmesinde kullanilan yontemler séyledir (91). ( Tablo 1)

Tablo 1. Apopitozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

l. Morfolojik goriintiileme yontemleri
Il. Immiinohistokimyasal yontemler
1. Biyokimyasal yontemler
V. Immunolojik yéntemler

V. Molekiiler biyoloji yontemleri

3.5.1.1. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

3.6.1.1.1. Isik Mikroskobu Kullanimi

3.5.1.1.1.1. Hematoksilen boyama

Hematoksilen boyama hem hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda hem de doku
boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda
genellikle ilk metot olarak baslanmasi uygundur ve cesitli acilardan (6rn. ilk
degerlendirme, maliyet) diger metotlara kars1 avantaj saglar. Hematoksilen

boyamada, hematoksilen boyast kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler
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nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgii degisiklikler iyi bir

boyama yapilmigsa kolayca gozlenebilir (92, 93).

Sekil 12. Normal ve Apoptotik Insan Lokosit Hiicresi (92).

3.5.1.1.1.2. Giemsa boyama

Giemsa ile boyamada hematoksilen ile boyamada oldugu gibi niikleus
morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler tanmir. Sitoplazma smirlar
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen

boyamaya belirgin bir tistiinliigii yoktur (94).

3.5.1.1.2. Floresan Mikroskobu/Lazerli Konfokal Mikroskop
Kullanimi

Floresan boyalar DNA'ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini
dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir. Bu boyama ydntemindeki prensip
sudur: Bu yontemlerde canliligin belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin
(hiicre zarmnin) intakt olup olmadigidir. Membrani intakt olan (canli) hiicreler

propidium iyodur gibi sadece membran biitiinliigli bozulmus (6lii) hiicreleri
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boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya canli tiim
hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak o6lii veya canli
hiicre ayrimina olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir floresan
mikroskobu ile taninabilirler. Kuskusuz bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canhi
oldugu anlasilabilir ama olii hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle Oliip
Olmediklerinin ayrimi hematoksilen boyamada oldugu gibi niikleus morfolojisine

bakilarak yapilir (92, 94).

3.5.1.1.3. Elektron Mikroskobu

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir yontemdir.
Sitoplazmik kii¢lilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin biitiinliigiiniin

bozulup bozulmadigi gibi subselliiler detaylar da incelenebilir (94).

3.5.1.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu
Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, flask veya
plate’lerde biiylitiildiigii ¢alismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek

amaciyla kullanilir (92).

3.5.1.2. Immiinohistokimyasal Yontemler

3.5.1.2.1. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiizlinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan

PS molekiilleri hiicre zarinin dig yiiziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan
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PS'ler, floresan bir madde (6rn. F1TC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak
gorliniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur. Bu yer
degistirme hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin
erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine transloke
olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn.

FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre gériiniir hale getirilebilir (95-97).

3.5.1.2.2. TUNEL Yontemi

DNA kiriklarinm in situ olarak taninmasini saglar (94, 98, 99). Parafin
bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya "plate"lere
ekilmig, ya da lameller lizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varlig
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase- mediated deoxyuridine

triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metoduyla saptanabilir (92) ( Sekil 13).

Sekil 13. TUNEL metodu uygulanmis rat testis dokusunda kahverengi

boyanmis apoptotik hiicreler (92).
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Bu yontemle, DNA kiriklarinin  serbest 3’OH uglart  modifiye
nukleotidlerle enzimatik olarak isaretlenir. DNA fragmantasyonundan kdkenlenen
bu yeni DNA uglari, morfolojik olarak goézlenebilen nukleuslarda ve apoptotik
cisimciklerde bulunurlar. Bu yontemle kromatin kondensasyonu olusmus ve DNA
kiriklar1 bulunan erken evre apoptozise 6zgilidiir. Daha sonra nukleusda major
morfolojik degisiklikler olusmaya baslar (100, 101).

TUNEL metodu, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis
niikleotidler kullanilarak serbest 3’OH uglarinin isaretlenmesi prensibine dayanir.
Reaksiyon tamponuna eklenmis olan niikleotidler, terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak enzimatik olarak DNA’ ya baglanmasi saglanir. TdT
tek sarmalli ya da ¢ift sarmalli DNA’nin 3’OH uglarina serbest olarak eklenen
nukleotid trifosfatazlar1 katalizler. Serbest olarak bulunan nukleotidler
digoksigenin-konjugat eklenmesiyle bir 24 oligomer olustururlar. Daha sonra
digoksigenin ile konjuge olan niikleotidler peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-
digoksigenin antikoru ile baglanmas1 gerceklesir. Boylece baglanmis peroksidaz
antikoru, immunohistokimya ve immunositokimya hassas goriinlim saglayan
kromojenik substratlarla baglanmasi1 saglanir. Sonu¢ olarak apoptotik
cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve spesifik

boyanmas: gergeklesir (102) ( Sekil 14).
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Sekil 14. TUNEL metodunun prensibinin sematik gosterimi (103).

3.5.1.2.3. M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18'in kaspazlarin etkisiyle
kirllmasi sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18'i eksprese

eden dokularda kullanilmasi miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynaklh

dokulardir (92, 104).
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3.5.1.2.4.Kaspaz—-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
IIIC metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin
bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3'i kirip

kirmadigimin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metodla

tespit edilebilirler (92, 95).

3.5.1.3.Biokimyasal Yontemler

3.5.1.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA Fragmentasyonu: DNA kiriklarinin  gosterilebildigi bir bagka
yontemdir. Apoptoziste DNA, 180 baz ¢ifti ve bunun katlarina karsilik gelen
noktalardan (interniikleozomal bdlgelerden) kirildigr icin merdiven goriintiisii
"ladder pattern" olusur. Bu bulgu apoptozisin karakteristik o6zelligidir ve
nekroziste goriilmez. O yiizden apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali

yontemlerden biridir (92).

3.5.1.3.2. Western Blotting

e Substrat kirtlmalar

e Aktif kaspazin belirlenmesi

e Sitokrom c saliverilmesi

Bu metot yardimiyla apoptozise 6zgili bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin  (6rn.  kaspaz-3)
saptanmast miimkiindiir, sitokrom c'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin

belirlenmesi de bu metotla belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde once alt-
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fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlari
ayrilir. Ardindan, normalde sitoptazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen
sitokrom c¢’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise

gittikleri anlasilir (94).

3.5.1.3.3. Flow Sitometri

e DNA azalmasi

e AnnexinV

Flow sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir
olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan
klinikte apoptozis deteksiyonu agisindan kullamshdir. Ozellikle iki sekilde
apoptozis deteksiyonu yapilir;

1. Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

2. Anneksin V kullanilarak (92, 95, 105,106).

Birincisinde, kompleks bilgisayar iglemlerinin kullanilarak hiicre boyutu
ile igerdigi DNA miktarmin kiyaslanarak, azalan DNA miktarmin apoptozis
lehine oldugu gerceginden hareketle, apoptotik hiicre popiilasyonu tayin edilir

(92).

3.5.1.4. Immiinolojik Yontemler

3.5.1.4.1. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

¢ DNA fragmentasyonu
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o M30 duzeyi
ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayn1 sekilde

M30 diizeylerinin 6lgiimii de miimkiindiir (92, 95).

3.5.1.4.2. Flourimetrik Yontem

o Kaspaz aktivasyonu (Hiicre kiiltiirii)

Kiiltiirti  yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu
"plate"lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra
ortama Kaspazlarin pargaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir
substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan

floresanin siddeti fluorimetre ile dlgiilerek kaspaz aktivitesi saptanir (92).

3.5.1.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

3.5.1.5.1. DNA Microarrays

e Gen ekspresyon dereceleri (MRNA)

e Hiicre oliim reseptorleri

e Kaspazlar

DNA microarray teknolojisi heniiz ¢ok yeni ve ¢ok pahali bir yontemdir.
Fakat yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bicimde degistirme iddiasi
tasityan bu teknoloji ile ayni anda ve kisa bir siire i¢inde (6nceden aylarca
stirerken) yiizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA' larinin)

tespiti miimkiin olabilecektir. Boylece, apoptozise 6zgii hiicre yiizey O6liim
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reseptorlerinin ekspresyon durumlart hakkinda genis bilgi edinme olanagi

dogacaktir (92).

3.5.2. Apoptozisin Spermatogenezdeki Rolii

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik
boliinmeler sonucu hiicre farklilagsmasi ile olgun sperm olusmasidir. Normal
Spermatogenez icinde, hiicre gelisimi ve farklilasmasina ilave olarak germ hiicre
oliimi de goriiliir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar (107, 108) . Apoptozis,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli hiicre
oliimiine yol agar. Germ hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin normal gelisimi
icin mutlak gereklidir (109).

Testiste, defektif germ hucrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde
erkek germ hiicrelerinin % 75 'i apoptozise maruz kalir (110). Spermatogenezde
testikiiler germ hiicre apoptozisinin hormonal kontrol altinda gergeklestigi
bildirilmistir (111, 112). Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi disinda
maturasyon arresti ve hipospermatogeneze yol agan tiim klinik durumlarda da
apoptozis goriilebilir (113). Seminifer tiiblil epitelinin 1s1, radyasyon veya
sogutma gibi faktorlere olan sensitivitesi de germ hiicrelerinin programlanmis
hiicre dliimlerini arttiran diger bir faktordiir (114). Sonucta, testikiiler fizyolojiyi
bozan ekzojen stimulanlarin varliginda fizyolojik olmayan diizeyde apoptozis
gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir (48,

65, 115).
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3.6. Elettaria cardamomum

Elettaria cardamomum (Cardamom) iilkemizde kakule adi ile bilinen
zencefilgiller ailesinden Bat1 ve giiney Hindistan gibi sicak bolgelerde yetisen,
tohumlar1 baharat olarak da kullanilan bir bitkidir. Yakin Dogu iilkelerinde
tohumu kahve tohumu ile birlikte toz haline getirilerek kullanilmaktadir (116).
Cardamom'un baslica anti-inflamatuar ve antioksidan olmak {izere dokulara
birgok olumlu etkileri bulunmaktadir (45, 117- 120).

Pek ¢ok hastaligin tedavisi icin bitkilerin kullanimina olan ilgi giderek
artmakta ve bitkilerle tedavi yaygilasmaktadir. Bitkilerle ve bitki ekstreleri ile
yapilan ¢alismalarin sayisindaki artis da bu disiinceyi desteklemektedir.
Beslenme antioksidani temsilcilerinden en 6nde gelenler; karotenoidler, askorbat,
tokoferol ve flavinoidlerdir (45).

Zencefilgiller ailesinden olan (maton) iilkemizde “kakule” adi ile bilinir
(116). Giiney Asya kokenli, ¢cok yillik, ¢alimsi, 2-4 m boylu, biiyiik yaprakli,
beyaz cicekli bir bitkidir. Cardamom, baslica Giliney Hindistan, Sri Lanka,
Tazmanya ve Guatemala’ da yetismektedir (121). Meyveleri 7-15 mm uzunlukta
ve 6-8 mm genislikte, oval, ii¢ koseli, sari-yesil kapsiilliidiir. Her meyvede 3 mm
uzunluk ve 2 mm genislikte, kirmizimsi siyah, koseli, 15-20 adet tohum bulunur.
Tatlimsi, aromatik, keskin bir kokusu vardir ve acimsi bir lezzete sahiptir.
Baharat1 ugucu yag, sabit yag ve rec¢ine icerir. 100 g baharatta 311 kcal enerji, 8.3
g su, 10.8 g protein, 6.7 g yag, 68.5 g karbonhidrat, 11.3 g lif, 5.8 g kiil, 383 mg
Ca, 14 mg Fe, 229 mg Mg, 178 mg P, 1119 mg K, 18 mg Na, 7 mg Zn ve 1 mg
Niasin bulunmaktadir. Ugucu yag 1,8-sineol (% 25-45), a-terpinil asetat (% 28-

34), a-terpineol, jeranil asetat, nerolidol, linalol, linalil asetat, nerol, borneol, metil
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heptenon, neril asetat ve monoterpenlerden olusmaktadir (122). Cardamom Mg,
Al, Si, P, S,Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe,Cu ve Zn gibi degisken bilesimler igermektedir
(123). Ugucu yag da sineol igermektedir.

Istah acic1 ve gaz soktiiriicii etkileri bulunan Cardamom Yakin Dogu
iilkelerinde kakule tohumu, kahve tohumu ile birlikte toz edilerek kakuleli kahve
olarak tiiketilmektedir (116). Cardamom'un anti-inflamatuar ve antioksidan
etkileri bulunmaktadir.

Halk tibbinda zihne kuvvet verici, nezleyi sokiicli, bulanti ve kusmay1
kesici, agiz kokusunu giderici, sara (epilepsi) hastaligin1 tedavi edici ve
hazimsizlig1 giderici olarak kullanilmaktadir (124, 125). Ayrica kakulenin bas
agris1 ve kas tutulmalar {izerinde etkili oldugu ileri siiriilmektedir (126, 127).
Cardamom’un tohum kabugundan ayrilan daha koyu renkli tohumlar1 toz haline
getirilerek yemek baharati olarak kullanilir (121). Antik ¢aglarda Hindistan ’da
kullanilan Cardamom, tarih boyunca tiim baharatlarin sultan1 (128) olarak bilinir.
Kakule bir baharat olarak, mutfaklarda kori; kahve, kek, ekmek, tatli yemekler ve
igecekler i¢in tatlandirict olarak kullanilir (128). Tohum ve ugucu yagi, alkollii ve
alkolsiiz igecekler, dondurulmus tathilar, sekerlemeler, firin {riinleri, pudingler,
cesniler, et suyu iceren besinler, et ve et iirlinleri de dahil olmak {izere cesitli
gidalarin aromasinda bilesen olarak kullanilir, ayn1 zamanda bir baharat olarak
Fas’ a 6zgili giive¢ yapiminda ve genellikle et iceren yemeklerde yemekleri daha
da lezzetlendirmek igin kullanilir (121). Cardamom, bir gaz giderici olarak
kullanilir ve Kuzey Avrupa’da pisirme ve pasta yapiminda kullanilir. Cardamom

yag1 ise ¢ok sayida kozmetik tiriinlerde kullanilir. Ayrica mumyalama sirasinda
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anti-gtirik olarak kullanilir (121). Son yillarda Cardamom esansiyel yaginin
biyolojik aktivitesi lizerine bazi ¢alismalar yayinlanmistir.

Cardamom’ un geleneksel bagka bir kullanim alan1 da Cin ve Hindistan’
da barsak gazlarmin tedavisi i¢in ve sindirim ilac1 olarak kullanilir (128).
Cardamom yag giizellik iirlinlerinin bircogunda kullanilir (129). Ayn1 zamanda
masaj yaglaria ve losyonlara eklenir ayrica sabunlara, deterjanlara ve parfiimlere
rahatlatic1 6zellikler katar (128). Cardamom’un trombosit agregasyonunu Onleyici

aktivite gosterdigi belirtilmistir (131).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 14.10.2010 tarih ve
2010/108 Sayili karari ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Calisma biitgesinin
tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

(FUBAP)’ nin T.F. 11. 09 proje no’ lu karar1 geregince karsiland.

4.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde kullanilan 21 adet 8 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek
sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda bulunduklari ortamin sicakligi 2225 °C arasinda sabit tutularak
12 saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanlikta takip edildi.
Sicanlar 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi.
Tim hayvanlara ayni standart sican yemi verilerek add libitum su ve yiyecek
alimlart saglandi. Yemler; celik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Hayvan yemleri Elazi§ Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda

hazirlandi. Yemlerin terkibi Tablo 2’ de gosterildi.
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Tablo 2. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi.

Bugday (%) 15
Masir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0, 8 mg K3, 0, 8 mg By, 2, 4 mg B,, 1, 2 mg Bg, 0.006
mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3, 2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg D-
Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,

8 mg |, 0,2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

4.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Calismada ortalama 250 gr agirliginda 21 adet Wistar Albino erkek
sicanlar kullanildi. Siganlar her grupta 7 adet olacak sekilde 3 gruba ayrildi.

Grup I (Kontrol Grubu): 10 giin boyunca siganlara her giin i.p. olarak 5 ml
serum fizyolojik uygulanan grup. (n=7)

Grup Il (Etanol grubu):10 giin boyunca si¢anlara her giin i.p. olarak 5 ml
serum fizyolojik + etanol karistmi (3gr/kg etanol) (Etanol: Cas No: 64-17-5,

Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. A.B.D.) uygulanan grup. (n=7)
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Grup 111 ( Etanol + Cardamom grubu):10 giin boyunca si¢anlara her giin
i.p. olarak 5 ml serum fizyolojik + etanol karisimi (3gr/kg etanol) ile birlikte oral
olarak 500 puL/kg Cardamom (Cas No: 8000-66-6, Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO. A.B.D.) uygulanan grup. (n=7)

Tiim gruplardaki siganlar deney sonunda ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) i.p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan si¢anlarin testis dokular1 hizla ¢ikarilip bouin soliisyonu ile tespit edildi

ve ardindan histolojik ve histokimyasal incelemelere baslandi.

4.3. Histolojik Cahismalar

Her gruptan alinan testis dokulari bouin soliisyonunda tespit edildikten
sonra sirastyla % 50°lik, % 60°lik ve % 70’lik alkollerde yikandi. Yikanan dokular
rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 3) gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolde
parlatilip parafin bloklara (Sigma- paraplast embedding media, Stenheim,
Germany) gomiildii. Parafin bloklardan 5-6 pm kalinlifinda kesitler alindu.
Kesitler Hematoksilen & Eozin (H&E) boyasi ve Periyodik Asit Schiff (PAS)
metodlar ile boyandi. Hazirlanan preparatlar aragtirma mikroskobunda ( Olympus

BH-2) incelenip fotograflandi.
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Tablo 3. Histolojik takip serileri

1 %70 Alkol

2 %80 Alkol

3 %96 Alkol |

4 % 96 Alkol Il

5 %100 Alkol 1

6 %100 Alkol 11

7 Alkol + Xylol

8 Xylol |

9 Xylol 11

10 Yumusak parafin + Xylol
11 Yumusak parafin

12 Yumusak parafin + Sert parafin
13 Sert parafin

14 Gomme

2 saat
1,5 saat
30 dakika
30 dakika
30 dakika
30 dakika
15 dakika
15 dakika
15 dakika
45 dakika
1 saat
1,5 saat

3 saat

4.4. TUNEL Boyama

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara

alindi. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In

Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak

apoptoza giden hiicreler belirlendi.
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Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% °‘lik proteinase K
ile 10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
icin % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular
yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli
ortamda ¢alisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) ile 60
dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Peroxidase ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme
dokusu kullanildi. Negatif kontrol dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer
kullanildi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus-BH2)
incelenerek  degerlendirildi  ve  fotograflandi. TUNEL  boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler
normal, kahverengi niikleer boyanma goOsteren hiicreler apoptotik olarak
degerlendirildi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir

(Tablo 4).
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Tablo 4. TUNEL boyama prosediirii.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri sinirlayict kalem ile ¢izilie. L
6 1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer 60 dakika
+ %30 TdT Enzyme ) 37°C’de
12  Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas
alindi. TUNEL boyamanin yayginligi 0’dan +4’e kadar say1 ile semi-kantitatif

olarak skorland1 (Tablo 5).

Tablo 5. TUNEL boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok

+1 Cok Az
+2 Az

+3 Orta

+4 Siddetli
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5. BULGULAR

5.1. Histolojik Bulgular

Tim gruplarin Hematoksilen & Eozin ve Periyodik Asit Schiff ile boyali
preparatlarinin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubu testis
dokusunda seminifer tiibiil kesitleri, Leydig hiicreleri ve tiibiil bazal membrani
normal yapida izlendi (Sekil 15, 16).

Kontrol grubu (Sekil 15, 16) ile karsilastirildiginda etanol verilen grupta
testis dokularinda peritiibiiler vaskiiler konjesyon ($ekil 17), cok sayida atrofik ve
dejenere seminifer tiibiiller (Sekil 18) ve bununla birlikte seminifer tiibiil bazal
membraninda invaginasyonlar ayirt edildi (Sekil 19). Ayrica bazi tiibiillerde
spermatogenetik seriye ait hiicrelerinin liimen i¢ine ddkiilmeleri gdézlendi (Sekil
20).

Etanol ile birlikte Cardamom uygulanan grupta ise peritiibiiler vaskiiler
konjesyon (Sekil 21, 24) ve tiibiil bazal membraninda invaginasyonlarda (Sekil
22) diizelme gozlendi. Ancak, seminifer tiibiillerde dejenerasyon (Sekil 23) ve
spermatogenetik seriye ait hiicrelerinin liimen i¢ine dokiilmeleri (Sekil 24) daha

az sayida tiibiilde izlenmekle birlikte devam etmekteydi.
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Sekil 15. Grup I. Testis dokusunda normal yapida seminifer tiibiiller ( <+ )

ve interstisyel Leydig hiicreleri ( = ). H & E 400 X

Sekil 16. Grup 1. Testis dokusunda normal yapida seminifer tiibiiller ( <)

ve tiibiil bazal membrani (  =). PAS 400 X
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Sekil 17. Grup II. Testis dokusunda peritiibiiler alanda vaskiiler konjesyon

(wmp). H & E 400 X

Sekil 18. Grup II. Testis dokusunda atrofik ve dejenere seminifer tiibiil

epiteli ( =>). H&E 400 X
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Sekil 19. Grup II. Testis dokusunda seminifer tiibiillerde bazal membran

invaginasyonlar1 ( —)). PAS 400 X

Sekil 20. Grup II. Testis dokusunda seminifer tiibiillerde spermatogenik

seriye ait olgunlasmasini tamamlamamis hiicrelerde liimene dokiilmeler ( =)).

PAS 400 X
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Sekil 21. Gruplll. Testis dokusunda peritiibiiler vaskiiler konjesyon

( = ). H&E 400 X

Sekil 22. Grup III. Testis dokusunda tiibiil bazal membraninda

invaginasyonlarda azalma ( =)). PAS 400 X

55



Sekil 23.Grup III. Testis dokusunda seminifer tiibiillerde dejenerasyon

(—>). H & E 400 X

Sekil 24. Grup II. Testis dokusunda olgunlagmasini tamamlamamis
spermatogenik seriye ait hiicrelerde liimen igerisine dokiilmeler ( =—=> ). Kan

damar ( +)H & E 400 X
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5.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yayginliginda gozlendi (Sekil 25). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda etanol
verilen grupta belirgin bir artig vardi ve +3 yogunlugunda oldugu goriildi (Sekil
26). TUNEL pozitifligin Cardamom verilen tedavi grubunda ise etanol verilen
gruba gore azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 yogunlugunda
degerlendirildi (Sekil 27). Negatif kontrolde TUNEL pozitifligin saptanmadigi

goriildi (Sekil 28). Pozitif kontrol i¢in meme dokusu (Sekil 29) kullanildu.

Sekil 25. Grup 1. TUNEL pozitif hiicre ( =). TUNEL 400 X
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Sekil 26. Grup II. Artmis TUNEL pozitif hiicreler ( =). TUNEL 400 X

Sekil 27. Grup III. TUNEL pozitif hiicre ( =). TUNEL 400 X
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Sekil 28. Negatif kontrol. TUNEL 400 X

Sekil 29.Pozitif kontrol. Meme dokusu ( =) TUNEL 400 X
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6. TARTISMA

XIV. yiizyildan itibaren ilag olarak kullanilan etanol, kimyada mayalanmig
ickilerin damitilmasi ile elde edilen sivi olarak tanimlanir (24). Kronik
alkolizmde, ozellikle karaciger ve mide olmak iizere, viicudun tiim organ ve
dokularinda morfolojik degisiklikler olusur (26) . Kronik alkolizmde, Karacigerde
siroz (26) , midede iilser, beyinde serebellar atrofi ve dejenerasyon, gozde optik
noropati (26) , kalpte kardiomyopati ( 26-28), iskelet kasinda miyopati, pankreasta
akut veya kronik pankreatit (26) goriilmektedir. Ayrica etanoliin bir erkek iireme
sistemi toksini (130), ozellikle de bir testis toksini oldugu bilinmektedir (132-
135). Kronik etanol alan erkeklerde, tireme bozukluklar: (135-137), testis atrofisi
ve testis agirliginda azalma, sekstiel bozukluklar, spermatogenezis bozukluklari
(138) ve fertilite bozukluklar1 (138, 139) goriilmektedir. Kronik etanol kullanimi,
alkolik erkeklerde hipotalamus-hipofiz-gonad aksini bozmakta (38), plazma
testosteronunu ve testosteron yapim oranini diisiirmekte (140) ve infertiliteye
neden olmaktadir.

Etanol kullanimi  spermatogonyumlarin  ¢ogalma aktivitesini ve
spermatogenetik aktiviteyi de azaltmaktadir (32). Onceki calismalar etanoliin
seminifer tiiblil dongiisiiniin biitiin evrelerinde spermatogonyumlarin ¢ogalma
aktivitesini dislirdiigiinii géstermistir (33).

Etanoliin bu etkilerinin olusumunda oksidatif stresin Oonemli bir rolii
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle oksidatif strese karsi antioksidan tedavi
secenekleri Onerilmektedir. Alkolle indiiklenen toksik etkilerden testisi koruma
amagl olarak uygulanan bazi antioksidanlarin (curcumin, resveratrol, apricot)

(141-143) olumlu etkileri go6zonline alindiginda, bu c¢alismanin sonucunda
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antioksidan etkisi oldugu bilinen Cardamom’un alkoliin testis dokusunda oksidatif
strese bagli gelisebilen apoptozisi azaltacak olumlu etkilerinin diisiincesinden yola
cikilmustir.

Cardamom’un anti-inflamatuar, antioksidan (117-120), anti-mikrobiyal ve
analjezik etkileri bilinmektedir. Ayrica Cardamom’un lipit peroksidasyon
tirtinlerini, kismen yok ettigi séylenmistir (120).

Hayvan deneylerinde kronik alkol kullanimi germ hiicre hasar1 gibi
dejeneratif degisikliklere yol actigr gozlenmistir. Etanol farelerde, testis agirligi
(137, 144-147), testosteron diizeyi (145), spermatogonium, spermatosit, spermatid
(148), epididimal sperm (144, 148) ve motil spermatozoa sayisinda (144, 146,
147) azalmaya; testis ve seminifer tiibiil ¢aplarinda kiiciilmeye (148); immatiir
germ hiicrelerinin seminifer tiibiil liimenine dokiilme siklig1 (137, 146) ve sperm
morfoloji bozuklugunda (146) artisa neden olmustur. Etanol siganlarda, plazma
FSH diizeylerinin (149) artmasina; plazma testosteron diizeyleri (132, 149, 150),
testis agirligi (149, 150) ve germ hiicreleri sayisinin (149) azalmasina; testis
atrofisi olusumuna (132, 138, 150), seminifer tiibiiller (150) ve bunlarin limen
caplarinda (144) kii¢iilmeye neden olmustur.

Arastirmamizda histolojik olarak, etanol verilen grupta testis dokularinda
peritiibiiler vaskiiler konjesyon, atrofik ve dejenere seminifer tiibiiller, tiibiil bazal
membraninda invaginasyonlar ile spermatogenetik seriye ait hiicrelerin
olgunlagmalarini tamamlamadan liimen igine dokiildiikleri gézlendi. Etanol ile
birlikte Cardamom uygulanan grupta ise peritiibiiler vaskiiler konjesyon ve tiibiil
bazal membraninda invaginasyonlarinda belirgin diizelme gozlenmesine ragmen

seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve spermatogenetik seriye ait hiicrelerinin
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liimen icine dokiilmeleri devam etmekteydi. Calismamizdaki histopatolojik
bulgular literatiirlerde gdzlenen bulgularla uyumluydu.

Viicutta oksidan madde diizeylerinin artmis ve enzimatik ya da enzimatik
olmayan antioksidan kapasitenin azalmis olmas1 olarak tanimlanan oksidatif stres,
son yirmi yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir (151). Serbest
radikaller i¢in bir substrat gorevi géren malondialdehit (MDA) (152), doymamis
yag asitlerinin yikimlanmasi sonucu olusan dokulardaki lipid peroksidasyonun
son {rlniidiir. Glutatyon (GSH), hiicre metabolizmasina katilan, hiicre
biitiinligiinliin muhafazasi i¢in esansiyel bir bilesiktir (153, 154).

Oksidatif stres erkek infertilitesi etiyolojisinde 6nemli bir faktordiir. Etanol
metabolizmast testislerde testikiiler MDA artist ve testikiiller glutatyon
diizeylerindeki azalmayla kendini gosteren oksidatif stresi olusturur (29). Etanol
metabolizmasinin bir sonucu olarak lipid peroksidasyonu olusmaktadir (155).
Lipid peroksidasyonu, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak bilinen
MDA’nin (156) olusumu ile olgiilmektedir (29). Testisler seviyesinde, oksidatif
stres Leydig hiicrelerinin steroidojenik kapasitesini bozabilir bunun sonucunda da
germinal epiteli normal spermatozoadan farklilagtirir (157).

Etanol, Sertoli hiicrelerinin sekretuvar fonksiyonunu olumsuz etkilemekte,
testis icinde oksidatif stresi; apoptotik spermatositler ve spermatogoniumlarin
sayisini artirmaktadir. Emanuele ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda etanoliin testiste
oksidatif stres olusturdugunu ve hiicre Oliimiinii arttirdigini tespit etmislerdir
(158). Bu yiizden alkol suistimaliyle, germ hiicrelerinde etanol kaynakli apoptozis
artist ve testikiiler atrofi erkeklerde kisirliga neden olabilir (38). Etanoliin hem

kimyasal hem de fiziksel olarak hiicre membran hasarina yol agtigr bilinmekte
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olup alkol aragtirmalar1 etanol ile uyarilan biyokimyasal mekanizmalar {izerinde
yogunlagmustir (159).

Daha 6nceki caligmalar etanoliin 6nemli derecede biitiin spermatogonia ve
spermatositlerdeki apoptotik hiicre sayisini arttirdigini goéstermistir (32). Zhu ve
arkadaslar1 da etanole maruz kalimmasmin spermatositler, spermatogonialar ve
testikiiler germ hiicrelerinde apoptozisi arttirdigini ifade etmislerdir (38).

Calismamizda ise apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL
boyamanin 151tk mikroskobu altinda incelenmesi sonucu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda literatiir bilgilerine uyumlu bir sekilde etanol verilen grupta
seminifer tiibiillerdeki apoptotik hiicrelerde belirgin bir artis vardi. Etanol ile
birlikte Cardamom verilen grupta ise etanol verilen gruba goére seminifer
tiibiillerdeki apoptotik hiicrelerin yogunlugunun azaldig1 ve kontrol grubuna daha
yakin oldugu izlendi.

Etanole maruz kalmanin laboratuvar hayvanlarinin yani sira insanlarda da
erkek {ireme sistemine ciddi olumsuz etkileri oldugu ve testis dokusunda
apoptozisi arttirdigi bilinmektedir (32).

Apoptozis viicudumuzda bir ¢ok dokuda diizenleyici rolii olan fizyolojik
bir olaydir. Normal spermatogenezin gerceklesebilmesi i¢in de belli bir oranda
gereklidir. Testislerde germ hiicrelerinin apoptozisi fizyolojik sartlar altinda
meydana gelir ayrica anormal germ hiicrelerinin matiirasyonu ve normal germ
hiicrelerinin asir1 liretimini 6nlemeye yardimci olur (160). Patolojik sartlar altinda
baz1 cevresel toksinlere maruz kalma apoptozis araciligi ile germ hiicrelerinin
bliylikk bir boliimiiniin dejenerasyonuna, spermatogenezde bozulmalara ve

infertiliteye neden olur (160).
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Calismamizda da TUNEL metodu uygulayarak, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Etanol verilen grupta literatiire uyumlu bir sekilde apoptozis
aracilign ile germ hiicrelerinin dejenerasyonunda belirgin bir artis oldugunu
gozlemledik.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ nin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 onlemek i¢in viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir.
Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinirler. Antioksidan molekiiller
endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin neden
oldugu hasar1 hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirilirler. ~ Hiicre ic¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-
transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom
oksidazdir (161, 162).

Dhuley ve ark. yaptiklari ¢alismada siganlarda Cardamom kullanimi
sonucu antioksidan enzim aktivitesinde Oonemli bir artis bulundugu icin GSH
igeriginin de Onemli derecede yenilendigini ifade etmislerdir (120). Abdel-
Wahhab ve arkadaslar1 ise Cardamom ve karanfil ekstraktlarinin MDA
diizeylerinde 6nemli azalmalara sebep oldugu géstermislerdir (163).

Calismamizda apoptozisin belirlenmesi i¢in uyguladigimiz TUNEL
metodu sonuclarimiz literatiir bilgileri ile uyumlu olmakla birlikte, tedavi olarak
verdigimiz Cardamom’un apoptozis {lizerine olumlu etkilerinin antioksidan
Ozelligine bagl olabilecegini diistinmekteyiz.

Sonu¢ olarak; etanoliin testiste belirgin histopatolojik degisiklikler

olusturdugu, bu histopatolojik degisiklikleri Cardamom’un azaltti§i fakat
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tamamen iyilestirmedigi gézlenmistir. Ayn1 zamanda, etanoliin testiste apoptozisi
anlamli olarak arttirdigi, Cardamom’un bu apoptozis artisina kars1t koruyucu
olumlu etkilerinin oldugu, ileride Cardamom’un klinik olarak kullanilmasi
amaciyla etonol ve Cardamom doz ve siireleri ile ilgili daha genis calismalarin

yapilmas1 gerektigi kanaatine varilmistir.
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