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TURKCE OZET

“Resveratrol ve Dialil Disiilfitin Sican Testisinde Kadmiyum ile
Olusturulmus Akut Hasara Etkisi”

Bu ¢alismada, 6nemli bir ¢evre kirletici ve dokular {izerine zararh etkileri
olan kadmiyumun erkek fertilitesi {izerine olusturdugu hasara karsi resveratroliin ve
dialil distilfitin koruyucu etkileri arastirildi.

Yapilan deneyde kadmiyum toksisitesi olusturmak amaciyla kadmiyumun
suda ¢oziilen formu CdCI2 kullanildi. CdCI2 serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek
intraperitoneal enjeksiyon ile, resveratrol (RES) serum fizyolojik igerisinde
coziilerek oral gavaj ile ve dialil disiilfit (DDS) musir yagi icerisinde c¢oziilerek
intraperitoneal enjeksiyon ile uygulandi. Calismada 35 adet Wistar albino rat
kullanild1 ve 5 grup (A: kontrol, B1: CdCI2, B2 RES + CdCI2, B3: DDS + CdCl2,
B4: RES + DDS + CdCI2) olusturuldu. Histolojik degisiklikleri degerlendirmek i¢in
testis dokulari, Hematoksilen ve Eozin, Periyodik asit-Schiff (PAS) boyandi ve
modifiye Johnson skorlamasi yapildi. Gruplarda gézlenen apoptoz, TUNEL yontemi
ve aktif kaspaz-3 immunohistokimyasi ile degerlendirildi.

Elde ettigimiz bulgulara goére, Bl grubunda, kadmiyumun seminifer
tiibiillerde hasara yol agtigi, spermatogenezi durdurdugu ve germ hiircelerinde
apoptozu indiikledigi gozlendi. B1 grubu ile A grubu karsilastirildi, modifiye
Johnson skorlama sonuglarinda B1 grubunda anlamli derecede azalma ve apoptotik
indeks sonuglarinda ise anlamli derecede artig goriildii. Ek olarak, B1 grubuyla B2,
B3 ve B4 gruplar1 karsilastirdi. Modifiye Johnson skorlama sonuglarinda B2
grubunda anlamli bir farklilik goriilmezken, B3 ve B4 gruplarinda anlamli artis
goriildii. Ayrica apoptotik indeks sonuglarinda B2 grubunda anlamli bir farklilik
goriilmezken, B3 ve B4 gruplarinda anlamli azalma gorildi.

Sonug olarak, sican testisinde kadmiyum ile olusturulan akut hasarin
baskilanmasinda resveratrol ve dialil disiilfitin roliine yonelik bilgiler ortaya
konuldu. Resveratrol bu akut hasarin baskilanmasinda etkili olmazken dialil disiilfit
ve resveratrol ile birlikte kullanimi hasar1 6nlemede etkili bulundu. Literatiir
analizimize gore bu calisma kadmiyumun indiikledigi testis hasarmna karsi dialil
distilfitin koruyucu etkilerinin gosterildigi ilk ¢aligsmadir.

Anahtar Sozciikler: Kadmiyum, resveratrol, dialil disiilfit, si¢an testis hasari,
apoptoz.
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INGILIZCE OZET

“Effects of Resveratrol and Diallyl Disulfide on Cadmium Induced Acute
Rat Testis Damage”

In this study, the protective effects of resveratrol and diallyl disulfide against
damage to cadmium on male fertility, which is a major environmental pollutant and
harmful effects on tissues were investigated.

In the experiment, water-soluble form of cadmium CdCI2 was used for the
purpose of cadmium toxicity. CdCI2 was dissolved in saline and administered by
intraperitoneal injection, resveratrol (RES) dissolved in saline and administered by
oral gavage, diallyl disulfide (DDS) dissolved in corn oil and administered by
intraperitoneal injection. In the study, 35 Wistar albino rats were used and 5 groups
(A: control, B1: CdCI2, B2: RES + CdCI2, B3: DDS + CdClI2, B4: RES + DDS +
CdClI2) were cereated. Testicular tissues Hematoxylin and Eosin, Periodic acid-
Schiff (PAS) were stained and modified Johnson scoring were performed to evaluate
histologic changes. Apoptosis observed in the groups was evaluated by TUNEL
method and active caspase-3 immunohistochemistry.

According to our findings, in group B1, cadmium caused damage to
seminiferous tubules, stopped spermatogenesis, and induced apoptosis in germ cells.
Group B1 and group A were compared, modified Johnson scoring results showed a
significant reduction in the B1 group whereas apoptotic index results showed a
significant increase. In addition, B1 groups compared to B2, B3 and B4 groups.
While there was no significant difference in the B2 group in the modified Johnson
scoring results, there were a significant increase in B3 and B4 groups. Furthermore,
no significant difference was observed in the B2 group in the apoptotic index results,
but a significant decrease in the B3 and B4 groups was observed.

As a result, information on the role of resveratrol and diallyl disulfide of the
suppression of cadmium-induced acute damage in the rat testis was presented. While
resveratrol is not effective in suppressing this acute damage, Diallyl disulfide and it
with resveratrol were found to be effective in preventing of damage.

Key Words: Cadmium, resveratrol, diallyl disulfide, rat testis damage, apoptosis.
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1. GIRIS

Kadmiyum (Cd) agir metali, birgok endiistriyel siire¢ ile iligkili 6nemli bir
toksik maddedir. Viicutta yavas yavas biriken bu agir metale mesleki maruziyet
genellikle pillerin, pigmentlerin imalat1 sirasinda veya maden ocaklarinda meydana
gelirken, genel niifus atmosferden inhalasyonla veya kontamine olmus i¢me sular1 ve
yiyecekler yoluyla maruz kalr (ATSDR, 2012 ve WHO, 2000). Bununla birlikte
sigarada yiiksek konsantrasyonlarda Cd bulunmasi nedeniyle aktif ya da pasif sigara
kullanimi ile maruziyet iki katina ¢ikmaktadir (ATSDR, 2012 ve Waalkes, 2003).

Cd'a maruz kalma ¢ok sayida zararli etkiyle iliskilendirilmistir. Karaciger ve
bobrekler basta olmak iizere akciger, pankreas, testis, plasenta ve kemik gibi ¢esitli
organlarin yapilari, fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar1 da Cd’dan etkilenebilir
(ATSDR, 2012; Byber ve ark., 2016; Marettovave ark., 2015; Sarkar ve ark., 2013).
Yine Cd, direkt sitotoksik etkilere; apoptotik veya nekrotik olaylara yol agabilir
(Marettova ve ark., 2015). Cd’un dogrudan etkiledigi organlardan biri de testislerdir
ve testikiiler histopatolojide cesitli degisikliklere neden olarak kisirliga yol acar.
Spermatogenizi zayiflatir, spermatid gelisimini olumsuz yonde etkiler (Herranz ve
ark., 2010). Sertoli hiicrelerinde apoptozu indiikler (Zhang ve ark., 2010) ve Leydig
hiicrelerinde morfolojik hasar olusturabilir (Lafuente ve ark., 2004). Ayrica bazi
caligmalarda Cd’un kan testis bariyerine zarar verdigi, siki baglant1 komplekslerini
bozdugu ve spermiyogenezde basarisizliga neden oldugu gosterilmistir (Chung ve
Cheng, 2001; Siu ve ark., 2009).

Sigarada yiiksek miktarda bulunmasi, endiistriyel alanda yaygin kullanimi ve
buna bagli olarak meslek hastaliklarna neden olmasindan dolay1 Cd yaygin olarak
toksik etkileri ¢alisilan bir metaldir.

Serbest radikallerin olusumuna bagli olarak olusan oksidatif stres, Cd’in
olusturdugu toksisitenin ana nedenidir. Serbest oksijen radikalleri lipid
peroksidasyonunu uyararak hiicre membran yapilarmi  bozar ve lipid
peroksidasyonunun erkeklerde infertilite ve sperm fonksiyon bozuklugunda kilit rolii

vardir. Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu 6nleyen ve mevcut radikallerle



reaksiyona girerek daha zararl formlara doniismelerini engelleyen bilesiklerdir (Kara
ve ark., 2005; Koca ve Karadeniz, 2005; Lee ve ark., 2012).

Resveratrol (RES), patojenik bir saldiri, mordtesi 1s1ma gibi yaralanmalara
veya strese yanit olarak bitkilerde dogal olarak iiretilen bir polifenolik fitoaleksindir.
Uziim, fistik, gilek, yer fistig1, ladin, dut ve kurutulmus koklerinde bulunan bu
bilesik, bitkilerde enfeksiyon gelisimini inhibe eder (Sergides ve ark., 2016).
Insanlarda,  antioksidan, anti-inflamatuar,  antikarsinojenik,  antidiyabetik,
kardiyoprotektif ve antiagening Ozellikleri nedeniyle bir¢cok yararl etkiye sahiptir
(Aires ve ark.,, 2013 ve Bishayee ve ark., 2010). Klinik ve klinik olmayan
arastirmalarda yogun bir sekilde c¢alisilmis ve cesitli biyolojik faaliyetlerini
aciklayabilen gesitli etki mekanizmalarini kullanarak c¢esitli hedefler {izerinde etkili

oldugu bulunmustur (Sergides ve ark., 2016).

Sarmmsak (Allium sativum L.), hem hastalik onleyici hem de tedavi edici
ozellikleri nedeniyle, klinik potansiyelleri agisindan yaygin olarak kullanilan soganh
bir bitki tiirtidiir. Medikal alanda yaygin kullanilmasina ragmen agir metal toksisitesi
tizerine olan etkileri ile ilgili sinirli bilgi bulunmaktadir (Pari ve ark., 2007).
Sarmmsak hem suda ¢6ziinebilir hem de yagda ¢o6ziinebilir organosiilfiir bilesikler
icerir. Ornegin dialil siilfit, dialil disiilfit (DDS), dialil trisiilfit ve ajoene yagda
¢oziinen organosiilfiir bilesiklerdir. Bunlardan DDS giiglii bir antioksidan kapasiteye
sahiptir (Kim ve ark., 2013). Urotoksisite, genotoksisite, nefrotoksisite, hepatoksisite
tizerine gliglii protektif etkileri bildirilmistir (Fukao ve ark., 2004; Guyonnet ve ark.,
2002; Nakagawa ve ark., 2001; Pedraza-Chaverri ve ark., 2003).

Bu calismada, 6zellikle endiistriyel alanda calisan isgilerin siklikla maruz
kaldig1 kadmiyum toksisitesinin erkek fertilitesi {izerine olusturdugu hasarin
onlenmesi ya da bu toksisitenin etkilerinin en aza indirgenmesi i¢in bir koruma
yontemi bulmak amaglanmigtir. Bu amagla 6nemli antioksidan maddelerden RES,
DDS ve bunlarin kombinasyonunun sigcan testisinde olusturulan akut kadmiyum

toksisitesi lizerindeki hasar onleyici etkisi incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Testis Embriyolojisi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, X veya Y kromozomu tasiyan spermin X
kromozomu tastyan ovum ile fertilizasyonuna baghdir. Yedinci hafta sonuna kadar
dis genitallerin gelisimi, her iki cinste de birbirine benzer, genital sistem gelisiminin
baslangic donemine “seksiiel gelisimin farklilanmamis sathasi” denilmektedir.
Cinsiyet farklilagsmas1 9. haftada ortaya ¢ikmaya baglasa da 12. haftaya kadar dis
genitallerin farklilasmasi tam degildir (Moore ve ark., 2008).

4. haftanin baslangicinda, her iki cinste de kloakal membranin kraniyal
ucunda mezensim proliferasyonu sonucu genital tiiberkiil olusur. Daha sonra, kisa bir
siire igerisinde kloakol membranin her iki tarafindan labioskrotal siskinlikler ve
iirogenital katlantilar gelisir. Genital tiiberkiil hizla uzayarak bir primordiyal fallusu
olusturur. 6. haftanin sonunda, iirorektal septum kloakal membran ile birlestiginde,
kloakal membran; dorsalde anal membran ve ventralde lirogenital membran olmak
iizere ikiye ayrilir. Urogenital membran, iiretral katlantilara baglanmis, median bir
oluk olan, iirogenital olugun tabaninda yer almaktadir. Anal membran ve iirogenital
membran bir hafta sonra yirtilarak sirasiyla aniis ve lirogenital agikligi olusturur
(Moore ve ark., 2008).

Testis gelisiminde, Y krozomunun kisa kolu {izerindeki testis belirleyici
faktor (TBF) icin SRY geni anahtar rol oynamaktadir. TBF primer seks kordonlarini
uyararak, onlarn farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden
olur, Kkordonlar burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar. Seks
kordonlarinin, kalin bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, yiizey
epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Dens tunika albuginea’nin gelisimi, fetiiste
testikiiler gelisim i¢in oldukg¢a karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak

dejenere olan mezonefroz’dan ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorgiyum ile asili



hale gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testis’e
farklanirlar (Moore ve ark., 2008).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. Leydig hiicreleri 8. haftadan itibaren, androjenik hormonlari
salgilamaya baglarlar, testosteron ve androstenedione hormonlart mezonefrik
duktuslarin ve dis genitallerin eril olarak farklanmasini indiikler. Testosteron
iiretimini insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun
miktar1 8-12 haftalarda en yiiksek degerine ulasmistir. Fotal testislerden testosterona
ilave olarak glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) veya
miillerian inhibitér madde sekresyonu da saglanmaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri
(destek hiicreleri) tarafindan salgilanir ve puberteden sonra seviyesi azalir. AMH,
paramezonefrik (miillerian) duktuslarin gelisimini baskilar. Seminifer tiibiiller,
puberteye kadar solid haldedir ve seminifer tiibiillerin limeni puberteden sonra
gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur; 1) Sertoli hiicreleri; destek
hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden gelisirler. 2) Spermatogonia;
primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial germ hiicrelerinden
farklanirlar. Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde cogunlugu olusturur.
Sonrasinda, testis’in yiizey epiteli diizlesir ve yetigkin testis’in dis yiizeyindeki
mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuli’leri (duktuli efferentes) olusturan 15-
20 adet mezonefrik tiibiiller ile devam eder ve bu duktuliler, duktus epididimis’i
olusturan mezonefrik duktus ile baglanirlar (Moore ve ark., 2008).

Erkekte dis genital organlarin gelisimi, fetal testisler tarafindan iiretilen
testosteron hormonunun etkisi ile olur ve fallus adin1 alan genital tiiberkiiliin uzayip
genislemesi ile penisi olusturmasiyla karakterizedir (Sadler, 2005). Penisin ventral
yiizeyinde, iirogenital katlantilar, lirogenital olugun lateral duvarlarini olusturur.
Urogenital siniisiin fallik par¢asidan uzanan, iiretal plagin endodermal hiicrelerinin
profilerasyonu ile iirogenital olugun i¢i dosenir. Urogenital katlantilar, penisin
ventral ylizeyi boyunca birleserek spongioz iiretra’y1 olustururlar. Yiizey ektodermi,
penisin median hattinda birleserek penil rafe’yi olusturarak spongioz iiretrayr penis
icine hapsetmis olur. Glans penis’in ucunda, ektodermal kdkenli i¢ge dogru biiyiiyen,
hiicresel bir kordon meydana gelerek penis kokiine dogru biiyiir ve spongioz liretra

ile birlesir. Bu hiicresel kordon kanalize olur ve daha 6nce meydana gelen spongioz



iiretraya baglanir. BOylece, liretranin terminal pargasi tamamlanir ve dis iiretral
aciklik glans penis ucuna agilmis olur (Moore ve ark,. 2008).

On ikinci haftada, glans penisin periferinde, sirkiiler bir ektodermal ige
bliyime meydana gelir. Bu ice biiylime, kanalize oldugunda, oOrtiicii bir deri
katlanmasi olan, prepus (onderi) olusur. Penisin, corpus spongiozum ve corpora
cavernosa kisimlari, fallus mezensiminden gelisir (Moore ve ark., 2008).
Labioskrotal siskinlikler 6nce inguinal bolgede yerlesmistir. Gelisimin daha ileri
evrelerinde, kaudal yonde ilerleyerek her siskinlik kendi tarafindaki hemiskrotumu
olusturur. Hemiskrotum birbirinden skrotal septum ile ayrilmistir (Sadler, 2005).
Katlantilarin birlesme ¢izgisi, skrotal rafe olarak agik¢a goriilir (Moore ve ark,.
2008).

2.1.2. Testisin Yapis1 ve Anatomisi

Testisler, sagli sollu bir ¢ift organdir, boyutlar1 kisiye 6zgii olmakla birlikte
yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde, 3 cm kalinhiginda ve 10-14 gr
agirhigindadir. Testisin facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii;
margo anterior ve margo posterior olmak {izere iki kenari; extremitas superior ve
extremitas inferior olmak tizere iki ucu vardir (Arinci ve Elhan, 1997).

Testisler, embriyonik karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak
gelisirler. Fetlistin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum iginde spermatik
kordonlarin (Funiculus Spermaticus’a) uclarinda asili durumda bulunurlar. Karin
boslugundan gergeklestirdikleri bu gé¢ esnasinda her testis tunika vajinalis adi
verilen ve peritondan gelismis olan ser6z bir kese tasimr. Tunika vajinalis dista
skrotumu doseyen pariyetal tabaka ile siki bag dokusu yapisinda olan tunika
albugineay1 testisin 6n ve yan taraflarindan saran i¢ visseral tabakadan olusur
(Mescher, 2015). Testisin arka tarafinin sadece lateral kismi tunika vajinalis ile
ortiiliidiir. Peritonun bulunmadigi medial boliimde tunika albuginea kalinlasir. Bu
bdlgeden epididimis tutunur ayrica damar, sinir ve kanallar da buradan geger (Armci
ve Elhan, 1997). Kapsiiliin i¢ kismin1 olusturan tunika vaskiiloza ise kan damarlarini
iceren gevsek bag dokusudur (Ross ve Pawlina, 2010).

Testis ve epididimis aortanin dali olan a. testiscularisten beslenirler. Testis ve

epididimisin venleri once funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde plexus



pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek v. testicularisi olustururlar
(Armct ve Elhan, 1997). Plexus pampiniformis birbirleriyle serbest¢ce agizlasan ii¢
grup venden olusur: 1) testisten dogan ve vena cavaya girmek iizere spermatik artere
eslik eden 6n spermatik ven grubu; 2) pelvis i¢indeki venlere gitmek iizere vas
deferense eslik eden orta deferensiyal grup; ve 3) spermatik kordonun arka yiizii
boyunca seyreden arka grup. Venlerin orta ve arka gruplari i¢ spermatik venle
taginanlarin disinda kalan kanin testislerden geri doniisii i¢in bir kollateral dolagim
yolu saglar (Netter, 2012). Sag taraftaki v. testicularis; v. cava inferiora, sol taraftaki
v. testicularis; v. renalis sinistraya acilir. Testislerde yiizeysel ve derin olmak {izere
iki grup lenfatik drenaj bulunur. Yiizeyseli tunika vaginalisin ylizeyselinde, derindeki
ise epididimis ve testisin i¢inde bulunur. Bunlar 4-8 damar seklinde funiculus
spermaticus ile birlikte karin bosluguna girerler. V. testicularisi takip ederek aortanin
on ve yan tarafindaki lenf nodiillerine agilirlar. Testise T.10.-11. medulla spinalis
segmentlerinden kaynaklanan sempatik lifler, damarlarin gevresindeki pleksuslar
araciligiyla gelir (Arinct ve Elhan, 1997).

Soguk kanli canlilarda evrimsel gelisim ile ortaya ¢ikan, sperm olusumu i¢in
gerekli belirli molekiiler islemler viicut sicakliginda gerceklesmez. Bu islemlerin
ger¢eklesmesine izin veren sicaklik olan 34°C’nin skrotumda korunmasimi saglayan
cesitli mekanizmalar vardir. Her testikiiler arter testisten gelen serin kani igeren
pampiniform vendz pleksus ile sarilmistir (Mescher, 2015). Zit yonlii akis 1s1 degisim
sistemi ile bu vendz pleksus, arteriyal kandan 1s1 ¢eker. Skrotumdan buharlagsmayla
uzaklasan ter de 1s1 kaybma katki saglar. Skrotumun ince dartos kasmin skrotumun
ve spermatik kordonlarm kremaster kaslarmin kasilmasi veya gevsemesiyle
testislerin viicuda yaklastirilmasi veya uzaklastirilmasi ile testis sicakligir kontrol
altinda tutulur (Mescher, 2015).

Ratlarda testis organi oval veya silindiriktir. Abdominal, inguinal veya skrotal
olarak yerlesiktirler. Epididimisin kaput ve caudasi yag tabakasi ile siki sikiya
sarilmistir. Arteria testikiilaris 3-4 kivrim yapar. Genital organlarin eklenti ve bezleri
iyi gelismistir. Vezikiila seminalis uzun dar loplu bir goriiniistedir (Yavru ve Yavru,
1996).



2.1.3. Testis Histolojisi

Testislerin temel islevi; erkek lireme hiicreleri, sprematozoonlar1 olusturmak
ve bireye erkeklik Ozelliklerini kazandiran aldestronlar1 tiretmektir. Testisler
digaridan tunika albuginea ad1 verilen kalin fibroz kapsiil ve kendisine sikica yapigik
kaygan bir periton olan tunika vaginalis ile kaplidir (Netter, 2012). Tunika albuginea
testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis yapisini olusturur. Bu fibroz
bolgeden bezin igine uzanan ¢ok sayida septum, testisi yaklagik 250 adet piramid
seklinde lobiillere ayirir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile birlikte interstisyel
hiicreler ve sayilar1 1 ile 4 arasinda degisen ¢ok kivrimli seminifer tiibiiller bulunur

(Mescher, 2015).

2.1.3.1. interstisyel Doku

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi acisindan Oneme sahiptir.
Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel doku, fibroblast, lenf damar1 ve
pencereli kapillerin bulundugu kan damarlarmi iceren gevsek bag dokusundan
olusmustur. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler icerir; bunlar arasinda fibroblastlar,
faklilanmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur.
Pubertede bir hiicre tipi daha islevsel olarak belirgin olmaya baglar. Bu hiicreler,
testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir ve steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini
gosterir. Bu hiicreler, merkezi c¢ekirdekli, yag damlaciklar1 iceren eozinofilik
sitoplazmali, genis yuvarlak veya poligonal hiicrelerdir ve sekonder seks
karakterlerinin gelisiminden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler
(Mescher, 2015). Ayrica bu hiicrelerde lipofuksin pigmenti ve ¢ubuk sekilli ayirt
edici sitoplazmik kristaller olan Reinke kristalleri siklikla bulunmaktadir. Rutin
histolojik preperatlarda bu kristaller reflaktildirler, yaklagik 3x20 um boyutlarinda ve
hiicrenin bir protein tiriinii olduklar: diisiiniilmektedir (Ross ve Pawlina, 2010).

Leydig hiicreleri tarafindan testosteron salgilanmasi, hipofizden salgilanan bir
gonodotropin olan luteinizan hormon tarafindan tetiklenir (Mescher, 2015). Leydig
hiicreleri erken fetal yasam swrasinda farklilasarak testosteron salgilar. Testosteron
salgilanmas1 embriyonik gelisim, cinsel olgunlasma ve iireme fonksiyonu i¢in
gereklidir:

e Embriyoda, testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasi erkek

gonadlarin normal gelisimi i¢in gereklidir.



e Pubertede, testosteron salgilanmasi sperm liretiminin baslatilmasindan,
aksesuar cinsiyet bezlerinin salgilarindan ve sekonder seks karakterlerinin
gelisiminden sorumludur.

e Yetiskinde, testosteron salgilanmasi spermatogenezin ve sekonder seks
karakterlerinin, genital bosaltim kanallarmin ve aksesuar cinsiyet
bezlerinin devamliliginin saglanmasi i¢in gereklidir (Ross ve Pawlina,
2010).

2.1.3.2. Seminifer Tiibiiller

Geng yetiskinlerde, seminifer tiibiillerde giinde ortalama 2x10® sperm iiretilir.
Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil yaklagik
150-250 pm ¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam
uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tiibiiller kivrimlidir ve oldukga kisa ve dar olan diiz
tiibiiller araciligla rete testise baglanir. Rete testis mediastinum testise gomiilii, epitel
ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirenttir (Mescher, 2015). Rete testis, seminifer
epitelyumun TUriinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan
kanallar agidir (Kierszenbaum, 2012). Rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli
efferentes ile epididimisin bas kisimlarina baglanmistir (Mescher, 2015).

Her bir seminifer tiibiil, tunika propriya tarafindan ¢evrelenmis bir germinal
veya spermatogenik epitel olarak adlandirilan O6zellesmis, ¢ok katli epitelden
meydana gelmistir (Ross ve Pawlina, 2010).

Germinal epitel iki tip hiicreden olusur;

e Biiylik boliinmeyen Sertoli hiicreleri; bu hiicreler fiziksel ve metabolik

olarak gelisen sperm hiicre Onciillerine destek verir.

e Boliinebilen spermatogenik  seri  hiicreleri  (spermatogonyumlar,

spermatositler ve spermatidler) (Mescher, 2015).

Tunika propriyas1 tipik fibroblastlardan yoksun ¢ok tabakali bag dokusu
yapisinda olup peritiibiiler doku olarak da adlandirilmaktadir. Insanda seminifer
tiibiilin bazal laminasmnin diginda 3-5 tabaka miyoid hiicre ve kollajen fibriller
bulunmaktadir. Miyoid hiicreler tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen sentezleme
rollerinin isareti olan bir Gzellik olarak belirgin miktarda graniilli endoplazmik

retikulum sergilemektedir. Miyoid hiicrelerin ritmik kasilmalar1 spermatozoanin ve



testikiiler stvinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanal sistemine akigina yardim eden
peristaltik dalgalanmalar1 olusturur. Miyoid tabakanin diginda kan damarlari, yaygin

lenf damarlar1 ve Leydig hiicreleri bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2010).

Spermatogenik seri hiicreleri sayilar1 dort ile sekiz arasinda degisen
kiimelesmis hiicre katmanlarini igerirler ve ileride sperm olacak hiicreleri iiretirler.
Spermatogenez sperm iiretiminin ilk asamasidir ve kdk hiicre mitozu ile mayozu
icerir. Spermiyogenez olarak adlandirilan haploid erkek germ hiicrelerinin olusmasi

stireci ise son agsamadir (Mescher, 2015).

2.1.3.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da
bilinmektedirler (Ross ve Pawlina, 2010). Fizyolojik 6nemi ilk olarak Enrico Sertoli
tarafindan gosterilmis, uzun prizmatik ya da primidal epitel hiicreleridir. Bu hiicreler
seminifer tiibiillerin bazal laminasin1 olusturur ve apikal uglar1 liimene uzanir.
Spermatogenik serinin tiim hiicreleri Sertoli hiicrelerinin uzamis yiizeyleri ile yakin

iliskilidir ve onlardan metabolik ve fiziksel destek saglarlar (Mescher, 2015).

Ultrastriiktiirel incelendiginde, Sertoli hiicrelerinin bol miktarda graniilsiiz
ER, az miktarda graniilli ER, aniiler lamel dizileri (Ross ve Pawlina, 2010) iyi
gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida kiire sekilli ve uzun mitokondri, lipid
damlaciklari, glikojen graniilleri ve lizozom igerdigi goriilmektedir (RoSS ve
Pawlina, 2010 ve Mescher, 2015). Cekirdekleri tipik olarak oval ya da tiggen
seklindedir, bir ya da daha fazla derin ige katlantilara sahip olabilir, 6kromatik
boyanir ve belirgin ¢ekirdekgikleri vardir. 7-9 nm’lik bir filament kilifi ¢ekirdegi
sararak onu diger sitoplazmik organellerden ayirir. Bazi tiirlerde Sertoli hiicre
cekirdegi, karyozom adi verilen ve kendine has ii¢ pargali yapida, RNA ve DNA

iceren cisimcik ¢ifti tarafindan yan taraftan kusatilan bir ¢cekirdekgik igerir.

Insanda, bazal sitoplazmada karakteristik inkliizyon cisimcikleri (Charcot-
Bottcer) bulunmaktadir. Bu ince fliziform kristalloidler 10-25 um uzunlugunda ve 1
pm genisligindedirler ve rutin histolojik preperatlarda goriilebilirler. Transmisyon
elektron mikroskopi ile paralel ya da birbirine yaklasan, diiz, yogun, 15 nm ¢apinda
zayifca diizenlenmis filament demetleri olarak goriiliirler. Son ¢alismalarla

lipoprotein reseptdr proteinlerinin birikimi belirlenmistir. Bu durum, inkliizyon



cisimciklerinin  lipid transportunda ve Sertoli hiicreleri tarafindan lipid

metabolizmasinda gorevli olabilecegini diisiindiirmektedir (Ross ve Pawlina, 2010).

Sertoli hiicreleri, bazolateral hiicre zarlar1 arasinda 6zel baglant1 kompleksleri
ile kan testis bariyerini olustururlar. Memelilerdeki en siki kan bariyeridir. Bu
fiziksel bariyer sayesinde, bagisiklik sistemi olgunlastiktan ve viicudun kendi
hiicrelerine karsi toleransi gelistikten sonra ortaya ¢ikan Ozgiin spermatogenik
hiicreler, viicudun otoimmiin saldirilarindan korunur (Mescher, 2015). Bu kompleks
bir boliimiinde komsu membranlarda 50°den fazla paralel kaynagma ¢izgisi igeren
oldukca siki bir baglant1 (zonula okludens) ile karakterizedir. Bu essiz baglanti

kompleksi iki sitoplazmik komponent ile karakterizedir;

e Her hiicrenin baglant1 bolgesinde yassilagmis bir graniilsiiz ER sisternasi
plazma membranina paralel uzanir.

e (raniilsiiz ER sisternalar1 ve plazma membrani arasinda aktin filament
demetleri hekzagonal olarak paketlenmis halde yer almaktadir (Ross ve
Pawlina, 2010).

Sertoli hiiceleri arasindaki baglantilar bazal epitelyal kompartman ve
adluminal kompartman olmak {izere iki epitelyal kompartman olusturur.
Spermatagonyumlar, tiibiillerin bazal kompartmaninda kan testis bariyerinin hemen
altinda yer alirlar ve lenfositleri ve diger bagisiklik hiicrelerini iceren damarli
interstisyel dokudan yalitilmamis halde bulunurlar. Yeni olusan primer
spermatositler gegici olarak bu siki baglantilarin yapisma molekiillerini bolgesel
olarak ayirir ve tiibiiliin adliiminal kompartmanina ulasirlar. Bu sirada spermatositler
Sertoli hiicrelerine tutunmus haldedir. Spermatogonyumlar gibi, biitiin spermatositler
ve spermatidler Sertoli hiicrelerinin yiizey katlanmalarmin arasindadir. Adluminal
gb¢ kan-tetis bariyerinin islevinde herhangi bir aksamaya sebep olmaksizin
gerceklesir, bu durum germ hiicrelerinin birbiriyle hiicreler arasi kopriilerle baglantilt
oldugu diisiiniildiiglinde daha da etkileyici olmaktadir. Sertoli hiicreleri de aralarinda
iyon degisimini saglayan “gap junction” olarak adlandirilan baglantilarla birbirine
baglanmislardir. Bu baglantilar siki1 baglanti noktalarindaki gecici degisikliklerin

diizenlenmesine ve spermatogenik hiicrelerdeki etkinliklerin uyumlu bir sekilde
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yuriitiilmesine yardimei olur. Spermatidlerin flagellum igeren kuyrugu gelisirken, bu

yapilar Sertoli hiicrelerinin apikalinden uzanan piiskiiller olarak goriiliir.

Sertoli hiicrelerini kan testis bariyerini olusturmasiyla iliskili olan {i¢ genel

gorevi vardir:

a) Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinin diizenlenmesi; spermatositler, spermatidler ve gelismekte olan
spermler, plazma proteinlerinden ve besinlerden kan testis bariyeri nedeniyle izole
olduklarindan besin ve atik maddelerin iretilip uzaklagtirilmasinda sertoli
hiicrelerine bagimlidirlar. Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreleri bagigiklik
sisteminden korurken, bu hiicrelerin gelismesi ve farklilagsmasi i¢in gerekli olan
plazma faktdrlerini de saglar.

b) Ekzokrin ve endokrin salgilama; Sertoli hiicreleri siirekli olarak
seminifer tiibiillere testisten yeni iiretilen spermi disariya tasiyan bir sivi salgilar.
Testosteronun spermiyogenez i¢in gerekli konsantrasyona ulagsmasini saglayan
androjen baglayici protein (ABP) ve besinlerin tiretimi folikiil uyarict hormon (FSH)
tarafindan desteklenir. Endokrin hiicreler olarak Sertoli hiicreleri, 6n hipofiz
bezinden FSH sentezini ve saliverilmesinin geri bildirim ile Onleyen inhibin
glikoproteinini  salgilar. Fetiiste, Sertoli hiicreleri, AMH olarak adlandirilan
glikoproteini {iretir. Bu hormon, embriyonik gelisme sirasinda Miiller kanallarmin
gerilemesini saglar ve AMH’nin yoklugunda bu kanallar varligini siirdiirerek disi
iireme sisteminin bir pargas1 olur.

C) Fagositoz; spermiyogenez sirasinda artik cisimcikler olarak atilan
fazla sitoplazma fagositozla alinarak Sertoli hiicrelerinin lizozomlar1 tarafindan

sindirilir.

2.1.3.4. Spermatogenez

Spermatogenez puberteden kisa bir siire Once, pitiiiter gonadotropinlerin
seviyelerinin artmasmin etkisi altinda kok ve progenitor hiicreler olan
spermatogonyumlarin proliferasyonu ile baglar ve yagsam boyunca devam eder (Ross
ve Pawlina, 2010). Spermatogonyumlar kiiciik, yuvarlak ve 12 pm ¢apinda
hiicrelerdir. Bu hiicreler bazal membranin hemen iistiindedir ve Sertoli hiicrelerinin

yiizeyleri ile yakin iliskili durumdadirlar (Mescher, 2015).
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Spermatogonyumun  gelisiminin  farkli basamaklari, seklindeki kiigiik
farkliliklara ve ¢ekirdeginin boyanma 6zelligine bakarak tanimlanabilir. Koyu renkli
ve oval sekilli spermatogonyum kok hiicreler olarak hareket eder ve nadir bolintir.
Bu hiicrenin bolinmesi sonucunda iki tip hiicre olusur. Birincisi kok hiicre
karakterindedir. Digeri ise daha soluk boyanan, oval ¢ekirdekli ve progenitor

hiicrelerde oldugu gibi daha hizli boliinebilen hiicrelerdir.

A tipi spermatogonyumlar ¢ogu hiicre bir sinsityum halinde birbiriyle
baglantili kalacak sekilde ¢ok sayida klonal boliinme gecirir. B tipi

spermatogonyumlar ise daha kiiresel ve soluk ¢ekirdekli olanlardir.

B tipi spermatogonyumlar son bir mitoz boliinme daha gecirirler ve iki tane
yavru hiicre meydana getirirler, bu hiicreler biiyiiyerek okromatik ¢ekirdekli kiiresel
hiicreler olan primer spermatositleri olustururlar. Primer spermatositler DNA’larini
eslerler ve her bir kromozom iki kromatidden olusur. Daha sonra mayoz boliinme
gecirirler. Bu siirecte homolog kromozomlar bir araya gelerek sinaps olustururlar,

DNA rekombinasyonu olur ve iki hizli hiicre boliinmesiyle haploid hiicreler olusur.

Primer spermatositler diploiddir, 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA igerir.
Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz boéliinmenin profazina
girerler. Bu asamasi yaklasik olarak 3 hafta siirdligii i¢in, testis kesitlerinde goriilen
spermatositlerin ¢cogu bu asamada olacaktir. Primer spermatositler spermatogenik
serinin en biylik hiicreleridir ve sinaps ve rekombinasyonun ¢esitli asamalarinda

kismen sikilasmis kromozomlarinin bulunmasi ile taninirlar (Mescher, 2015).

Birinci mayoz bdliinme sonunda, homolog kromozomlar ayrilirlar ve 23
kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kii¢lik hiicreler olusur. Kromozomlardaki
bu sayica azalmaya (46’dan 23’¢e) her hiicredeki DNA miktarinin eksilmesi (4N’den
2N’ye) eslik eder. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur,
¢iinkii bunlar interfazda kisa bir siire kalan ve ¢abucak ikinci mayoz bolinmeye giren

kisa dmurli hiicrelerdir.

Sekonder spermatositlerin boliinmesiyle her bir kromozomun kromatidleri
birbirinden ayrilir ve iki tane haploid hiicre olusur. Bu hiicreler 23 kromozom igerir

ve spermatid olarak adlandirilir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler
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arasinda S fazi goriilmedigi i¢in ikinci boliinmeden sonra her hiicredeki DN A miktar1
yartya iner ve haploid (IN) hiicreler meydana gelir. Boylece, mayoz boliinme
stirecinin sonunda haploid kromozom igeren hiicreler olusur. Dollenme ile birlikte,
mayozla olusan bir haploid ovum ve sperm birlesir ve normal diploid kromozom

sayis1 korunur (Mescher, 2015).

Spermiyogenez: spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin,
erkek DNA’smn1 ovuma aktarmak icin son derece Ozellesmis hiicreler olan
spermatozoona doniisme siirecidir. Bu siirecte hiicre bdoliinmesi gerceklesmez.
Spermiyogenez, akrozom olusumunu, ¢ekirdek yogunlagsmasini ve uzamasini, kamg1
gelismesini ve sitoplazmanin biiyiik bir boliimiiniin kaybolmasini i¢ceren karmasik bir
stirectir. Bu siirecten sonra spermatidler, kiiciik boyutlari, yogunlasmis kromatin
bolgeleri iceren nukleuslar: ile ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiilde liimen yakininda

yerlesmislerdir (Netter, 2012).

Seminifer Epitel Siklusu: Farklilasmakta olan spermatogenik hiicreler
seminifer epitelde rastgele dlizenlenmistir. Spesifik hiicre tipleri bir arada
gruplanmiglardir. Bu gruplasma, her farklilasma silirecine giren tip A
spermatogonyum ¢iftinin soylar1 arasindaki intraseliiler kopriiler ve senkronize
hiicrelerin olgunlagsmanim her evresinde, o evre Ozelliklerini gostermeleri nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Bir seminifer tiibiiliin herhangi bir kisminda farklilagsmanimn tiim
fazlar1 ardisik olarak olusur ve kok hiicrelerin soylar1 sitoplazmik kopriilerle birbirine
baglhh kalirken senkronize bir sekilde mitotik ve miyotik boliinmelere ve

olgunlasmaya ugrarlar.

Tanimlanabilen her hiicre birligi, siklik siirecte bir evre olarak kabul
edilmektedir. Seminifer tiibiiliin herhangi bir bolgesinde ayni1 hiicre biriliginin ardigik
iki ortaya cikis1 arasindaki evreler serisi seminifer epitelin bir siklusunu olusturur.
Seminifer epitel siklusu insanda diizensiz yamalar seklinde ortaya ¢ikar. Insanda bir
kok hiicrenin spermatogenez siirecini tamamlamasi igin yaklasik 4,6 siklusa yaklasik
74 giine ihtiya¢ duyulmaktadir. Siklusun uzunlugu ve spermatogenez i¢in gerekli

siire sabittir ve her tiir i¢in spesifiktir (Ross ve Pawlina, 2010).
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2.1.3.5. Kan Testis Bariyeri ve Siki Baglantilar

Spermatogonyumlar farklilasirken sperme 6zgili proteinler ortaya c¢ikar.
Seksiiel olgunlagma, immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire sonra
meydana geldigi i¢in farklilasmakta olan sperm hiicreleri immiin sistem tarafindan
yabanci olarak algilanabilir ve immiin yanit gelisebilir. Kan testis bariyeri,
gelismekte olan spermler ile immiin sistem arasinda olusabilecek herhangi bir
reaksiyonu engeller. Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinglobulinlerin gegmesini
onler. Boylece, Sertoli hiicre bariyeri germ epitelini otoimmiin reaksiyonlardan
korumus olur. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar (tight junctions) bu
bariyerin temelini olusturur. Bu bariyer, kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bdlgesi
arasinda bulunur ve bariyerin bulunmasi, sivi i¢ine kandan ¢ok az maddenin
gegmesini saglar. Testiste bulunan kapiller pencereli tiptedirler ve biiyiik
molekiillerin serbest olarak gecisine izin verirler. Bu bariyer erkek germ hiicrelerinin
kandan gelen zararh ajanlara kars1 korunmasinda gorevlidir (Pelletier ve ark., 1997).

Seminifer tiibiildeki sik1 baglantilar seminifer epitelin bazaline yakin bulunan
Sertoli hiicrelerinin siki baglantilariyla olusur. Bu siki baglantilar seminifer epiteli
bazal ve adluminal kompartman olarak iki bdliime ayirir. Bazal bdliimde
spermatogonyumlar ve preleptoten spermatositler bulunurken adluminal boliimde
diger germ hiicreleri bulunur (Tenorio ve ark., 2016). Testisdeki siki baglant1
kompleksleri periferal membran proteinler dizisi ve 3 farkli siki baglant1 integral
membran proteinlerinden olusur. Bunlar; okludin, klaudin ve zonula okludens
cesitleri olan, zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2), gibi siki baglant1
proteinleridir. Sik1 baglantilari en yiizeyde olan1 zonula okludenstir. Aga benzer bir
yap1 olusturacak sekilde katlanma ve kivrilmalar gosterir. Kabart1 ve oluklarin sayisi
ve kaynagma yerleri germ epitelinin sivi aligverisi ile ¢ok yakindan ilgilidir. Siki
baglant1 komplekslerinin esas fonksiyonu oldukea siki ve gii¢lii bir tutunma meydana
getirmek boOylece epitel hiicreleri arasindan her iki yone dogru madde gecisini
engellemektir. Bazi epitellerde elektriksel potansiyeller epitelin molekiil transport
yetenegini etkileyerek molekiillerin epitelden gecisini diizenler (Lui, 2002).

OKludin, siki baglant1 bolgelerinde yer alir ve kan testis bariyerinin
regiilasyonunda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. ZO-1 ve ZO-2 komponentleri

okludin ile direkt baglantisi olan diger sik1 baglant:1 proteinlerinin arasinda bulunur
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(Tenorio ve ark., 2016). Okludinin C-terminal bolgesi, bazolateral membranda
okludinin hedefi olarak ZO-1’e baglanir ve sik1 baglantida okludin lokalizasyonu i¢in
ZO-1’in varhigr gereklidir. Farede okludin Sertoli hiicrelerinin bazal bolgelerinde
bulunur ve maturasyonla yogunlugu artar. Sigan Sertoli hiicrelerinde de benzer
bulgular gostermesine ragmen, insan ve kobayda Sertoli hiicresinde okludinin
bulunmadig1 bildirilmistir (Moroi ve ark., 1998). Testis siki baglantilarindaki okludin
izoformlar1 tiire 6zgiidiir. Testisde okludin Sertoli hiicreleri arasi baglant1 bolgesinde
bazal olarak c¢ok kuvvetli immunreaktivite gdosterir. Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda da yaygin bir immunreaktivite goriilebilir. Okludinin analog
patterni olan ZO-1 immnureaktivitesi Sertoli hiicreleri arasi baglant1 bolgelerinde,
sitoplazmasinda ve subseliiler alanda daha yogun olarak goriilmektedir (Tenorio ve
ark., 2016).

Siki Baglantilar |

Seminifer Tlbdl Idmeni

Klaudin

Okludin

Sertoli hiicresi Adluminal

>kompanman

SC SC

J U

" Sertoli hiicresi

Bazal
kompartman

Bazal lamina

H Siki Baglantilar

Sekil 1. Siki baglanti bolgeleri (Fink ve ark., 2006).
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2.2. Apoptoz Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. Apoptozun Tanim Ve Tarihcesi

Apoptoz, tiim ¢ok hiicreli organizmalarda olusan programlanmis hiicre 6limi
stirecidir (Cole ve ark., 2016). Apoptoz kelimesi Yunanca, ‘apo’ (ayr1) ve ‘ptosis’
(diismek) sozciiklerinin birlesmesiyle olusmustur. Apoptoz yunanca agactan diisen
yaprak veya ¢icekten ayrilan petal anlamina gelir. Iki veya bir buguk bin yil nce,
Hippocrates, kiriklarin bandajla tedavisinden kaynaklanan kangrenin tanimlanmasi
icin apoptoz kelimesi kullamlmustir. {lgingtir, doku (hiicre) éliimiiniin patolojik bir
formunu tarif ediyordu. Apoptoz, 1842'de kurbaga larvasi gelisimini inceleyen
Alman bilim adam1 Carl Vogt tarafindan kesfedilmistir (Caricchio, 2016). 1972'de
apoptoz terimi, Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan bilimsel literatiire tanitilmis ve
canli dokulardaki hiicre azalmasindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre
oliim tipi olarak tanimlanmistir (Stillwell, 2016).

Sydney Brenner, Robert Horvitz ve John E. Sulston adli bilim adamlar1
Caenorhabditis elegans nematodu {izerinde ¢alisarak, “programlanmis hiicre 6liimii
ve organ gelisiminin genetik olarak diizenlenmesi” konusuyla 2002 yilinda Nobel
odili kazanmiglardir. Caenorhabditis elegans nematodu, 1 mm uzunlugunda, seffaf,
¢ok hiicreli yuvarlak solucanlardir. Bu nematodlarda apoptozu, 3 gen; ced-3, ced-4
ve ced-9 kontrol etmektedir. Mutasyon ile inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini
tastyan nematodlarda apoptozun meydana gelmedigi ve normalde 6lmesi gereken
hiicrelerin yasamaya devam ettigi goriilmiistiir. Bu sebeple ced-3 ve ced-4 genlerinin
Olim genleri oldugu ve apoptozu indiikledikleri, ced-9 geninin ise Olime kars1
koruyan gen oldugunu ve apoptozu inhibe ettigi belirlenmistir. Buglin bu genlerin
insan genomundaki karsiliklar1 ced-3 igin kaspazlar, ced-4 i¢in Apaf-1 ve ced-9 i¢in
Bcl-2 gen aileleridir. Apoptoz mitoz gibi normal gelisim i¢in gerekli oldugu gibi
organizmanin biitlinligline kars1 tehdit olusturan hiicreleri yikmak ve organizmay1

korumak icin de gereklidir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
2.2.2. Apoptozun Biyolojik Siirece Etkisi

Apoptoza, programli hiicre 6liimii de denir ¢linkii kontrollii hiicre yikimi ve

Oliimiine yol acan 1yi tanimlanmis bir seri biyokimyasal olay igerir. Apoptozun kilit
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amac1 hemoastazi saglamaktir. Asir1 apoptoz, hipotropiye (hiicrelerin kaybina bagl
olarak ortaya ¢ikan bir organ veya dokunun ilerleyici dejenerasyonuna) neden
olurken, yetersiz apoptoz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna (6rn., Kanser) neden
olur (Stillwell, 2016).

Dogadaki birgok canlida; embriyonal siiregten baslayarak, organogenezise
kadar gegen tiim gelisim basamaklarinda, doku homeostazisinin saglanmasinda ve
yaslanip Oliinceye kadar gecen tiim yasam siireci boyunca apoptoz mekanizmasi
gozlenmektedir (Tomatir, 2003).

Embriyonik donemde: Memeli canlilarin embriyogenez siirecinde farklanma
siirecinde el ve ayak parmak taslaklarinin olugsmasi, ara dokunun ortadan
kaldirilmasi, kan damarlarinin sayisiin elimine edilmesi, merkezi sinir sisteminin
diizenlenmesi, fetisiin cinsel farklilanmasi sirasinda duktus sisteminin sekillenmesi
apoptoz ile gerceklesir. Kurbagalarin kuyruklari da metamorfoz evresinde apoptoz
ile kaybolur. Ayrica gelisimin ileri evrelerinde goéziin lens hiicreleri apoptozla
ortadan kaldirilir ve icleri seffaf bir protein olan kristallin ile dolar (Coskun ve
Ozgiir, 2011).

Postnatal donemde: Hemaostazin saglanmasi, istenmeyen hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi, organ sistemlerinde hiicre sayisinin kontrolii, hasarli ve zararli
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi inflamasyonun ¢oziilmesi, gibi pek ¢ok fizyolojik
olayda apoptoz goérevlidir. Kan iiretiminin dengede tutulmasi, endometriyumun
fonksiyonel tabakasinin menstruasyon sirasinda dokiilmesi, menapozda folikiil atrezisi,
laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin kiigiilmesi apoptoz ile gerceklesir.
Deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yapim-yikiminin hizli oldugu dokularda
yaslanan hiicreler apoptozla ortadan kaldirilarak yeni hiicrelere yer agilir (Tomatir,
2003).

Patolojik durumlar: Apoptoz tiimorlerde hem regresyon hem de biiyiime
asamasinda rol alir. Diyabet, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, bagisiklik
sistemi hastaliklar1, follikiiler atrezi, viral enfeksiyonlar, tiimdr olusumu, AIDS,
aterosklerozis, miyokard infarktiisii, organ transplantasyonlari, oksidatif stres,
alkolizm, X 1smnlar1 ve radyasyon canlhda apoptoza neden olur (Coskun ve Ozgiir,

2011).
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2.2.3. Apoptoza Ugrayan Hiicrelerin Karakteristik Ozellikleri

Apoptoz, membran degisiklikleri (blebbing, membran simetrisinde kayip ve
kabarciklanma), hiicre biiziilmesi, niikleer par¢alanma, kromatin yogunlagsma, DNA
parcalanmasi ve apoptopik cisimciklerin olusumu gibi ¢esitli karakteristik morfolojik
degisikliklere neden olur (Stillwell, 2016).

DNA fragmantasyonu: Cekirdekte meydana gelir, geri doniisiimsiizdiir.
DNA’nin endontikleazlar ile kiigiik oligoniikleozomal fragmanlara parcalanmasidir.
Niiklear kromatinin kiimelenir ve niiklear zarf ile smirlandirilmis fragmanlara
boliiniir. DNA parcalart kisa ve diizenli araliklarla kiimelendigi i¢in agaroz jel
elektroforezi ile "merdiven seklinde" karakteristik bir goriiniim elde edilir.

Hiicre hacminde azalma: Hiicre iskeletinin kaspazlar tarafindan par¢calanmasi
nedeniyle hiicreler kiiciiliir ve sitoplazma biiziiliir. Hiicre iskeleti elemanlar1 hiicre
ylizeyine paralel demetler halinde yeniden diizenlenlenir. Sitoplazma sikica
paketlenmis organellerle yogunlasir. Endostatik vezikiiller plazma membrani ile
kaynasir.

Membran kabarciklanmasi: Hiicre membraninda degisiklikler (6rn;
fosfotidilserin molekiillerinin membranin sitoplazmik yiizeyinden dis yilizeyine yer
degistirmesi) meydana gelir. Membranin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir ve
membran biitlinliigli bozulmaksizin kabarciklanma olusur. Plazma membrani
iizerinde blebs olarak bilinen bir¢cok ylizey yapis1 gelistirir. Blebsler, hiicre
iskeletinin apoptoz ile indiiklenen parcalanmasi nedeniyle plazma zarinda olusan
diizensiz ¢ikintilardir. Bu kabarciklar sitoplazmanin bir boliimiinii alarak hiicrelerden
koparir ve apoptotik cisimleri olusturur.

Apopitotik cisimlerin olusumu ve fagositozu: Hiicrenin pargalandigi son
basamaktir. Hiicre, membran kabarciklarindan koken alan organel ve niiklear
materyal iceren membranla ¢evrili vezikiillere parcalanir. Nekrotik hiicrelerin
hiicresel enkazinin aksine, apoptotik cisimler fagositleri uyaran kimyasal bir sinyal
gonderir. Fagositler, hiicre enkazinin sizint1 yapmadan, bitisik hiicrelere zarar
vermeden Once apopitopik hiicre cisimlerini hizla fagosite eder ve uzaklastirir
(Stillwell, 2016). Fagositoz enflematuvar yanit gelisimini engellecek kadar kisa

stirede (mitozdan 20 kat daha hizl1 bir siire¢) gerceklesir.
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2.2.4. Apoptozun Diizenlenmesinde Rol Alan Molekiiller

Bcl-2 gen ailesi: Apoptoz regiilasyonunda Bcl-2 gen ailesi gorevlidir. Bu
ailenin tanimlanmis 20 tiyesi vardir. Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi
Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer ya da homodimer formuna baghdir. Bcl-2 ailesi
birbirine zit 2 gruptan olusur; 1) Proapoptotik iiyeler ve 2) Antiapoptotik iiyeler.

Proapoptotik proteinler hiicrede fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir.
Antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir. Sitozolde yer
alan proapoptotik iiyeler Bax, Bid, Bad, BcIXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler, Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salimimini artirarak
apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1°dir. Bu
proteinler de mitokondriyon dis membraninda, endoplazmik retikiiliimde ve ¢ekirdek
zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon transportunu diizenlerler. Ozellikle
hiicredeki Ca®* oranini kontrol ederler. Ayrica kaspazlarin éncii formlariyla AIF ve
sitokrom-c salmimmi bloke ederek apoptozu inhibe ederler (Coskun ve Ozgiir,
2011).

Kaspazlar: Apoptoz, nekroz ve inflamasyonda rol oynayan 12 proteazdan
olusan bir ailedir. Sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini
kirarlar. Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler.
Hiicreyi igeriden yok eden aktive edilmis kaspazlardir. Bunlara "cellat™ proteinler de
denir.

100 farkl1 hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar. 3 tiptirler:

I- Baslatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10),

I1- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),

I11- Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14) (Coskun ve Ozgiir,
2011).
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Sitokrom-c: Sitokrom-c proteini oldukg¢a kiiglik, 104 amino asitlik tek bir
zincirdir. Sitokrom-c gevsek olarak mitokondriyal i¢ zarin dis yiizeyine baglanir.
Mitokondriden serbest birakildiginda, suda hemen ¢oziiniir. Sitokrom-c'nin temel
fonksiyonu, elektron tasima zincirinin 6nemli bir oksidan indirgeme bilesenidir.
Koenzim Q, sitokrom-c rediiktaz ve sitokrom c¢ oksidaz arasinda elektronlar transfer
eder. Sitokrom-c'nin ikinci 6nemli fonksiyonu, apoptozda olan anahtar iligkisidir
(Stillwell, 2016).

Seramid: Membrana bagl: asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir tiriiniidiir.
Plasma membran hasarina karsi bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir (Coskun ve
Ozgiir, 2011).

FAS (APO-1 veya CD95): 24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmig
iyesidir. Bagisiklik sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii
sitotoksik T hiicreleri ve naturel killer hiicreleri tizerinde bulunur. 43 kDa molekiil
agirhigindaki Fas proteini hiicre ylizeyinde kendi reseptoriine baglanir ve reseptor
trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler FADD reseptér molekiilii ile
birlesir. Bu sekilde; Fas reseptoriiniin karboksil ucuna yakim 80 aminoasitlik bolgenin
uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF alfa diginda
TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (Coskun ve
Ozgiir, 2011).

2.2.5. Apoptozun Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmas1 son derece karmasiktir. Cok asamal1 hiicre sinyalleri
tarafindan kontrol edilen c¢oklu adimlar1 ve ¢oklu yollar1 igerir. Apoptoz, hiicre
icinden veya disindan gelen ¢esitli sinyaller araciligiyla ile baslar. Bu sinyaller iki
ana apopitotik yolu aktive ederler; Ekstrinsik (hiicre disi/hiicre 6liim reseptorii) ve
instrinksik (hiicre igi/mitokondriyal) yolu (Stillwell, 2016).

Hiicre dis1 uyaricilar: Toksinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, nitrik oksit ve
sitokinleri igerir. Bunlar plazma membranini direk gecebilirler veya membran
iizerinde bulunan transmembran proteinleri ile etkileserek sinyali hiicre i¢ine iletirler.
Her iki durumda da plazma membrani dogrudan etkindir. Hiicre i¢i uyaricilar

glukokortikoidler, 1s1, radyasyon, besin yetersizligi, viral enfeksiyon, hipoksi ve
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artmig hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonunu igerir. Strese tepki olarak iretilirler
(Stillwell, 2016).

Instrinksik yol: Hiicre i¢i uyaricilar esas olarak mitokondrinin aktivasyonuna
neden olurlar. Hiicre dig1 uyaricilar ise, hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerini
granzim/perforin sistemi yoluyla etki ederler. Mitokondri, dis etkenlerle de aktive
olabildiginden apopitozun gelismesinde merkezi bir role sahiptir (Ayaslioglu, 2001).

Apoptopik sinyallerin baglica hedefi mitokondrial membranlar ve 6zellikle de
ic membrandir. Ilk apoptotik sinyaller, proapoptotik proteinlerden Bid; bir
antiapoptotik protein olan Bcl-2°yi inaktive eder, Bax ve Bak’i aktiflestirir.
Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyip zar
potansiyelini degistirir. Mitokondri memranlar1 {izerinde gozenek olusumunu
artirarak mitokondride sismeye veya dogrudan mitokondriyal zarin hasar gorerek
icerisindeki apoptotik effektorleri sizdirilmasma neden olur. Mitokondriden sizan
bilesikler arasinda, kiigiik proteinler, sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-
derived Activator of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca®* ve AIF bulunur
(Stillwell, 2016).

Normal kosullar altinda, apoptoz protein inhibitérii (IAP) sitoplazmada
serbest olarak bulunur ve IAP'ler, hiicrenin normal olarak yasamasi i¢in kaspaz-3 ve
kaspaz-8 aktivasyonunu engelleyerek apoptotik kaspaz yollarmi kapatir.
Mitokondriden sizan Smac ve sitokrom-c molekiilleri IAP'lere baglanir, onlar1 devre
dis1 birakir ve boylece apoptozun ilerlemesine izin verir. Bu nedenle, apoptoz,
dolayli olarak mitokondrial permeabilite ile diizenlenir. AIF, ¢ekirdege transloke olur
ve pargalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 parcgalar. Mitokondriyal porlardan salinan
sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktér) ve ATP’nin katilmasiyla
sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u keserek
aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’u aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3
de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive
edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise c¢ekirdekte kromatin yogunlasmasina ve
DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (Coskun
ve Ozgiir, 2011).
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Ekstrinsik yol: Apoptozun hiicre dist indiikksiyonunda yer alan iki temel
mekanizma vardir: TNF ile indiiklenen apoptoz ve Fas-Fas ligand aracili apoptoz.
Her iki yolakta da sinyal iletimi TNF reseptorii (TNFR) ailesinin tyeleri ile
gerceklesir. Apoptozun baslica hiicre dis1 indiikleyicisi olan TNF, aktive edilmis
makrofajlar tarafindan iiretilen bir sitokindir. TNF, insan viicudundaki ¢ogu hiicrede
yaygin olarak bulunan hiicre yiizey transmembran reseptorleri TNF-R1 ve TNF-
R2'ye baglanir. TNF'nin TNF-R1'ye baglanmasi, plazma membranmin i¢ yapragi
tizerinde bulunan Fas reseptoriiniin ‘Fas’a bagimli 6liim bdlgesi adaptdr proteini’
(FADD)’ni olustutur. Bunun iizerine ‘TNFR bagimli 6liim bdlgesi adaptor proteini’
(TRADD) uyarilir.

Apoptozun ekstrinsik yolunun baglica indiikleyicisi olarak bilinen Fas-ligand,
Fas-reseptoriine (Apo-1 veya CD95) baglanir ve timerik yap1 olusturur. Bu reseptor
aynt zamanda TNF reseptor ailesinin bir {iyesidir. Aktive edilmis Fas-
reseptorizasyonu FADD ftiretir. FADD, apoptoz siirecinde merkezi bir bilesentir.
FADD, daha sonra apoptozu tetikleyen kaspaz kaskadinin diger iiyelerini aktive eden
prokaspaz-8'in olusumuna yol agar (Stillwell, 2016).

Apoptozda hiicreyi pargalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu
saglayan etkenler “effektorler” olarak bilinirler. DNA tamiri ve replikasyonu ig¢in
gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin
tomurcuklanmasina neden olurlar. Apoptoz aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun
bir siire sonra DNA da tek iplikte bir ¢entikle baslayan ¢ok karakteristik ve geri

doniissiiz bir par¢alanma goriiliir (Tomatir, 2003).

2.2.6 Spermatogenezde Apoptozun Rolii

Spermatogenez sirasinda, apoptoz, spermatogonyum Ve Spermatositler
arasinda ortaya ¢ikan yaygm bir durumdur ve hiicrelerinin %75'1 apoptoza maruz
kalir. Normal testiste, uygun germ hiicresi yogunlugu, spermatogonyumlarmn belli
orandaki apoptozu ile belirlenir. Germ hiicrelerindeki bu seg¢ilim spermatozoanin
gelisimi i¢in gereklidir. Bu sekilde kusurlu germ hiicrelerinin yok edilmesi saglanir.
Apoptotik hiicre secilimi, spermatogenezin erken gelisim evresinde baslar ve sertoli
hiicreleri ile germ hiicreleri arasinda uygun sayisal oran saglamaya yonelik bir

fizyolojik yanit olarak tanimlanmaktadir (Kerr, 1992). Beumer ve ark. (2000)
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yaptiklart c¢alismayla normal testiste (apoptozu indiiklenmemis) germ hiicre
yogunlugunun BAX molekiilii ile diizenlendigi, fakat Bcl-2 ve Bcl-xs molekiillerinin
spermatogonial apoptozun dilizenlenmesi iizerine etkisinin tartismali oldugunu
bildirmiglerdir (Beumer ve ark., 2000). Ayrica, germ hiicrelerinin apoptozu,
kriptorsit testis, yiiksek sicaklik, iyonize radyasyona maruz kalim gibi dis faktorler

tarafindan da indiiklenebilir (Kerr, 1992).

2.3. Kadmiyum Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1. Kadmiyumun Genel Ozellikleri

Kadmiyum, atom numarasi 48 ve atom agirhig: 112.40°dir. Ozgiil agirhig: 8,6,
ergime 1s1s1 230,9 °C ve kaynama 1s1s1 765 °C olan II-B grubu bir metal elementtir.
Saf Cd, yumusak, giimiis-beyaz renktedir (ATSDR, 2012).

Dogal olarak olusan izotopu radyoaktif degildir. Dogada kadmiyum oksit,
kadmiyum kloriir, kadmiyum siilfat ve kadmiyum siilfit seklinde mineral formlarda
bulunur. Kadmiyum kloriir ve kadmiyum siilfat su i¢inde ¢6ziinebilir (Godt ve ark.,
2006 ve Mendez-Armenta ve Rios, 2011).

Kaynagi ¢inko ve kursun cevherleridir, ¢inko cevheri % 0.2 - 4.5 Cd igerir.
Ticari olarak Cd cevheri iiretimi ¢inko madenciligine baghdir ve ¢inkonun
rafinasyonu sirasinda yan {iriin olarak elde edilir. Cd’un, buhar basinc1 yiiksek olup

atmosferde hizla kadmiyum oksit olarak oksitlenir (ATSDR, 2012).

2.3.2. Kadmiyumun Kesfi

Cd elementi 1817 yilinda Almanya’da ikisi de kimyaci olan Friedrich
Stromeyer ve Karl Samuel Leberecht Hermann tarafindan es zamanlh olarak ¢inko
karbonat bilesigi saflastirilmasi esnasinda kesfedilmistir (Godt ve ark., 2006). Cd
maruziyetinden kaynaklanan toksik etkileri ilk olarak goézlemleyenler klinik tip
aragtirmacilaridir. Sovet adinda bir aragtirmaci, 1858 yilinda, kadmiyum karbonat
tozunu cilalama ajani olarak kullanan kisilerde, bu bilesigin hem solunmasi hem de
oral alinimi ile akut gastrointestinal semptomlarin yani sira solunum rahatsizliklarina
da neden oldugunu rapor etmistir. 1920 yilinda, Stephens, iscilerde Cd
zehirlenmesini bildirmistir (Nordberg, 2009). Eczaci olan Schwartze ve Alsberg
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(1923) Cd ile hayvan deneyleri yaparak kuslar ve kopekler de dahil olmak tizere
birgok omurgalida cesitli klinik bulgu ve organlarinda morfolojik degisikliklerin
oldugunu bildirerek Cd ile ilgili ilk toksikolojik katkiy1 saglamislardir (Schwartze ve
Alsberg, 1923).

1955 yilinda Dr. Kono’nun 17. Japon Pratik Cerrahlar Derneginde bildirdigi
“itai itai” hastaligt Cd’un neden oldugu oldukga agrili, Japonya’nin Toyama
bdlgesine endemik bir hastaliktir. Bu bolgedeki kursun ve kadmiyum filizlerinin
¢ikarildigi maden ocaklarmin atiklar1 ile Jinthuzu nehrini kirletmesi sonucu, Cd
sulama ve igme suyu yoluyla besin zincirine katilarak insanlara ulagsmustir (Tsuchiya,
1969). Yillar sonra nehrin civarinda yasayan halkta ‘itai-itai’ veya ‘ouch-ouch’ diye

adlandirilan Cd toksisitesi, siddetli romatizmal agrilarla kendini géstermistir.

2.3.3. Kadmiyumun Cevreye Etkisi

Cd ve bilesikleri; kiiresel olarak kullanilmakta ve ticaret yapilmaktadir. Cd
endiistride, % 83’ii piller, % 8’1 pigmentler, % 7’si kaplama ve kaplama levhalari, %
1,2’si1 plastik stabilizatdrleri, % 0.8’si demir harici alasimlar, fotovoltaik cihazlar gibi
tiiketici tirtinlerinde kullanilmaktadir.

Cd, topraga suya ve atmosfere ¢esitli yollarla yayilir. Ayrica suda yasayan
organizmalarda ve tarmm {irinlerinde birikebilir (ATSDR, 2012).

Cd atmosfere antropojenik olarak bakir ile nikelin rafinasyonu ve fosil
yakitlarin yanmasi ile salinmasimin yani sira volkanik aktivite, orman yangmlar1 ve
riizgarlar gibi dogal kaynaklar vasitasiyla da dagilmaktadir (Waisberg ve ark., 2003).

Cd ve bilesikleri toprakta tagmabilirligi pH ve organik madde miktar1 gibi
cesitli faktorlere bagli oldugundan kontamine oldugu ortama gore degisir. Genel
olarak, Cd, organik maddeye giiglii bir sekilde baglanir ve bitkiler vasitasiyla besin
zincirine girer (ATSDR, 2012). Topraga yiiksek konsantrasyonda kadmiyum
icerebilen fosfatli giibreler, bazi pestisitler ve kanalizasyon sular1 ile yayilir
(Thornton, 1992).

Kadmiyum bilesiklerinin suda ¢oziinen formlari, su kaynaklarina; sanayii
bolgelerinden, igme sularina ise; galvanizli ¢inko boru, lehimler ve bazi metal

baglant1 pargalari igindeki yabanci malzemelerden kontamine olmaktadwr (WHO,
2004).
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2.3.4. Kadmiyumun Toksisitesi

Cd’un diisiik miktarlarda bile dokular tizerinde son derece zararli etkileri
vardir. Cogu agir metalde oldugu gibi Cd toksisitesi i¢in de karaciger hedef organdir.
Ancak, bu metal bobrek, akciger, kemik, pankreas, duodenum ve testis dokularinda
birikip, sitolojik ve histolojik hasara sebep olmaktadir. Deneysel veya c¢evresel olarak
bu metale maruziyet sonucunda bobrek fonksiyon kaybi, karaciger hasari, testis
atrofisi, infertilite, solunum ve sindirim sistemi bozukluklar1 ile anemi gibi ciddi
rahatsizliklar meydana gelmektedir (Godt ve ark., 2006; Klaassen ve ark., 2009;
Nordberg ve ark., 1994).

Cd’un toksisitesi ultrastriiktiirel diizeyde incelendiginde, Xu ve ark.
(2017)’'nin  fare noron hiicrelerinde yaptiklar1 bir ¢alismada kadmiyumun,
mitokondrilerde sisme, pargalanma, azalma, krista yapisinda bozulma ve
mitokondriyal matriste elektron yogunlugunun azalmasi gibi anormal goriiniime,
ayrica c¢ekirdek membran hasar1 ve kromatin yogunlagsmasina neden oldugunu
bildirmislerdir (Xu ve ark., 2017).

Cd, hiicrelerin antioksidan sistemlerini degistirir ve membran lipidlerinin
peroksidasyonunu artirarak farkli dokularda oksidatif hasar1 indiiklemektedir.
Oksidatif stresi; 1) Siilthidril gruplarini inaktive etmek 2) ¢inko, selenyum Ve bakir
gibi dnemli eser metaller ile ilgili homeostazt bozmak ve 3) Ca’"’a bagh sinyal
yollarin1 kesintiye ugratmak olmak tizere ii¢ yolla olusturur (Prozialeck ve ark.,
2006).

2.3.5. Kadmiyumun Maruziyeti

Cd alimim yoluna, doza ve maruz kalma siiresine bagli olarak c¢esitli
organlara zarar verebilir. Cd maruziyeti, akciger, renal, endometrial, gogiis, gastrik
ve prostat kanseri insidansinda artis ile iliskilendirildiginden, IARC tarafindan bir
insan kanserojeni olarak siniflandmrilmistir (ATSDR, 2012 ve Kossowska ve ark.,
2013).

Mesleki maruziyette risk is yerine bagl olarak degisir. En yiiksek maruziyet
riski, Cd, alagimlar1 ve bilesiklerinin {iretimi ve igslenmesi ile elektronik atiklarin geri
dontisimiinde olusur (ATSDR, 2012). Cd’a maruz kalan iscilerde, kadmiyum

maruziyeti biiylik Olgiide soluma ile gerceklesmektedir Cd buharina akut olarak
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maruz kalinmasi, akcigerde 6dem, kanama ve inflamasyon olusumuna ayrica
karsinogenezise neden olur. Havada 10-50 pg/m® kadmiyum bulunmasi ve ¢alisma
siiresince 10 m® hava solunmas1 durumunda bir is¢inin giinliik kadmiyum alimi 100-
500 pg olarak kabul edilmektedir. OSHA, 8 saatlik i giinii boyunca Cd’un havadaki
yasal sinirini ortalama 5 ug/m3 olarak belirlemistir (ATSDR, 2012 ve Klaassen ve
ark., 2009).

Mesleki olmayan maruziyet basta bu elementin nispeten yliksek
Konsantrasyonlarini igeren sigara dumanindan kaynaklanmaktadwr (WHO, 2000).
Tiitiin bitkisi topraktan aldigi Cd’u 6nemli miktarda yapraklarinda biriktirir. Glinde
bir paket sigara i¢enlerde kan-Cd seviyesi yaklasik 1-3 pg/giin'diir. Yetiskinler igin
ortalama kan kadmiyum seviyesi 0.38 pg/L iken sigara igenlerde bu oran 1.58
ug/L’dir. Sigara igenler ile i¢gmeyenlerin viicut dokularindaki Cd diizeylerinin
karsilastirilmasiyla sigara igenlerde kan kadmiyum seviyesinin kabaca iki katina
¢iktig1 dogrulanmaktadir(ATSDR, 2012; Waalkes, 2003).

Sigara igmeyenlerde kadmiyum maruziyetinin ana nedeni kontamine olmus
gida ve i¢me sularidir. Gidalar ile alinan giinlik Cd miktar1 ortalama 10-25 pg

kadardir, ancak ¢evresel Cd oranlari ile degisiklik gosterebilir (WHO, 2000).

2.3.6. Kadmiyumun Metabolizmasi

Cd uzun bir biyolojik yarilanma Omriine (insanlarda ~20-40 yil) sahip
oldugu i¢in viicutta birikir (ATSDR, 2012; Mendez-Armenta ve Rios, 2011; Sarkar
ve ark., 2013; WHO, 2000). Viicuda pulmoner veya gastrointestinal yollarla giren Cd
emildikten sonra baslangigta albumin ve diger biiyiikk proteinlere baglanarak
plazmada tasmir. Ulasilan ilk organ karacigerdir ve akut Cd maruziyetinin ana
organidir. Cd-albiimin kompleksi karacigerde ayristirilir. Serbest birakilan Cd,
karacigerde metalotiyoinin sentezini baglatir (Nordberg ve ark.,, 1994).
Metalotiyoinler, cogunlukla metal detoksifikasyonuna katilan diisiik molekiil agirlikl
sistein aminoasidi bakimindan zengin proteinlerdir ve yiiksek afiniteli bir sekilde
Cd’u kendisine baglayarak zararsizlastirir (Klaassen ve ark., 2009). Hepatositlerde
nekroz ve apoptoz olusturduktan sonra Cd-metalotiyoin kompleksleri siniizoidlere
gecer. Buradan, emilen Cd’un bir kismi, kadmiyum-glutatyon konjugatlari seklinde

safra yoluyla entero-hepatik dongiiye girer. Biliyer sistemde enzimatik olarak Cd-
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sistein kompleksine indirgenmis olan kadmiyum yeniden ince bagirsaklardan geger
(Godt ve ark., 2006).

Cd-metallotionein kompleksinin bir kismi ise diisik molekiil agirligindan
dolay1 plazma i¢inde serbestce hareket eder. Diger organlara ve Oncelikli olarak
bobrege ulasir. Bobrekte glomeriiler membrandan kolayca taginarak tiibiiler siviya
gecer. Burada proksimal tiipiin fircamsi kenarli hiicreleri tarafindan hiicre igine
alinan kompleks lizozomlar da ayristirilir, Cd serbest birakilir (Nordberg ve ark.,
1994). Sonugcta tiibiiler hiicrelerde nekroz olusturur. Bobrek uzun siireli Cd
maruziyetinin ana organidir (Godt ve ark., 2006).

Serbest Cd basit diflizyona ek olarak, hiicre membranlarinda bulunan
tastyic1 proteinler vasitasiyla hiicre igine alinir. Tasiyici proteinlere, kalsiyum ve
cinkoya benzerligi nedeniyle yarigmali olarak baglanir. Cd’un, ¢inko, demir ve bakir
gibi elementlerle ayn1 mekanizmayla hiicre igine alinimi bu esansiyel elementlere
olan ihtiyacin karsilanamamasina ve sonucunda eksikligine neden olur (Brzoska ve
Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Lekesizcan ve Sonmez, 2016). Ayrica, Cd’un, Ca?
baglayici glikoprotein yapida bir transmembran olan E-Cadherinin konformasyonunu
degistirebildigini gosteren calismalar mevcuttur (Waisberg ve ark., 2003). E-
Cadherin, 6zellikle epidermal hiicrelerde hiicre-hiicre adezyonlarinda énemli bir rol
oynamaktadir. Bu sonuglar, E-cadherinin kadmiyum toksisitesi igin direkt bir

molekiiler hedef olabilecegini gostermektedir (Godt ve ark., 2006).

2.3.7. Kadmiyumun Testis Uzerine Etkileri

Insan ve gesitli memeli tiirlerinde yapilan bircok ¢alisma, Cd'un testikiiler
histopatolojide c¢esitli degisikliklere neden oldugunu ve kisirhiga yol actigini
gostermektedir. Testislerde Cd toksisitesinin baglangici hizlidir. Cd enjeksiyonundan
24 saat sonra testisler siser ve 6dem izlenir ayrica hemorajik inflamasyon ve nekroz
olusur (Klaassen ve ark., 2009; Siu ve ark., 2010).

Kadmiyumun germinal epitel tizerine etkisi: Cd maruziyeti ile seminifer
tiibiillerde vakuolizasyon, germinal hiicrelerde dejenerasyon, nekroz ve apoptoz
goriilmektedir. Dejenere olan germimal hiicreler seminifer tiibiil limenine dokiiliir
(Goyer ve ark., 2004, Marettova ve ark., 2015). Disiik doz Cd’un tekrarh

enjeksiyonlari da spermatogenezi zayiflatir. Diisiik dozlarda uzun siire CdCl; alinimu,
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sican testisinde belirgin morfolojik veya proliferatif degisiklikler olmadan germinal
epitelin apoptotik indeksini artirir ayni zamanda spermatogonyum ve spermatosit
sayisinda azalma meydana getirir (Herranz ve ark., 2010). CdCl,, spermatidlerin
gelismesinde hiicre polaritesinin kaybedilmesine ve yanlis yonlenmesine neden olur
(Marettova ve ark., 2015).

Kadmiyumun Sertoli hiicreleri {izerine etkisi: Cd uygulamasi Sertoli
hiicrelerinde genis bir yelpazede yapisal ve morfolojik degisiklikler meydana getirir.
Doza bagl bir sekilde CdCly’nin Sertoli hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
ve biliylimeyi olumsuz yonde etkiledigi ayrica ince yapiy1 bozdugu bildirilmistir. Cd
uygulamasinin Sertoli hiicrelerinde neden oldugu bu morfolojik degisiklikler DNA
hasarmi1 ve apoptozu indiikler (Zhang ve ark., 2010). Cd’a maruz birakilan
sicanlarda, Sertoli hiicrelerinin cekirdeginde; kromatin yogunlagmasi ve ayrilmis
nikleer densa bolgeler, endoplazmik retikulumda; lamel genislemesi,
mitokondrilerinde; sisme ve sitoplazmada patolojik vakuoller rapor edilmistir
(Bizarro ve ark., 2003).

Cd'un Sertoli-Sertoli hiicre arayiiziinde bulunan siki baglant1 kompleksleri
iizerindeki etkisi doza bagli olarak geri doniisiimliidiir. Diisiik doz Cd, hiicre sayisini
ve canlihgmi etkilemeden, Sertoli hiicresi siki baglantilarmi secici olarak
bozabilmektedir. Yiiksek doz Cd, baglantt komplekslerinin yapisini olusturan
okliidin, N-cadherin ve vimentin proteinlerinin yapisini tamamen bozar ve
proteinlerin sentezini inhibe ederek baglantinin yeniden kurulmasini engeller
(Bekheet, 2010). Setchell ve Waites’in yaptig1 bir ¢alismada, Cd toksisitesinin kan
testis bariyerine verdigi hasar, interstisyumda bulunan mikro damarlardan daha 6nce
olustugundan, kan testis bariyerindeki siki baglanti komplekslerinin, mikro
damarlardaki siki baglantilara gore Cd toksisitesine karsi daha savunmasiz oldugu
gosterilmistir (Setchell ve Waites, 1970).

Kadmiyumun Leydig hiicreleri iizerine etkisi: Cd, testis dokularini, testis
fonksiyonunu bozarak ve androjen sekresyonu Onemli Olciide diisiirerek etkiler.
Erkek kemirgenlerde Cd, testosteron, LH, FSH hormonlarinin dolasimdaki
seviyelerini onemli Olgiide degistirmistir. Uzun siire diisiik doz Cd maruziyeti Leydig
hiicrelerinde morfolojik hasar olusturabilmektedir (Lafuente ve ark., 2004). Cd

maruziyetinden 12 ay sonra, hiicrelerde ultrastriiktiirel olarak, mitokondrilerde sisme
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ve krista kaybi, niikkleer kromatinde yogunlasma, sitoplazmada vakuolizasyon gibi
dejeneratif goriintiiler ortaya ¢ikmistir (Blanco ve ark., 2010). Leydig hiicreleri
mitokondri ve mikrozom membranlarinin yiiksek oranda lipid igerigi nedeniyle Cd

kaynakli lipid peroksidasyona karsi daha duyarlidir.

2.4. Resveratrol Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1. Resveratroliin Genel Ozellikleri

Cesitli dogal iirtinler, hem hastalik 6nleyici hem de tedavi edici 6zellikleri
nedeniyle, klinik potansiyelleri agisindan incelenmektedir. Bu bilesikler arasinda,
giiclii anti-fugal 6zelliklere sahip viniferinler ve bitki antibiyotikleri olarak bilinen
fitoaleksinler bulunmaktadir (Pervaiz, 2004). Fitoaleksinler, bitki savunma
mekanizmalarinin {rtinleri ve sekonder (ikincil) metabolitlerdir. RES (3,5,4-
trihidroksistilben) stilben ailesine ait bir polifenoldiir ve yapis1 bir metilen kopriisii
ile birlesen iki aromatik halkadan olusturur. Basit kimyasal yapisi nedeniyle bu
bilesik, gesitli reseptorler ve enzimlerle etkilesime girebilir ve bu sayede bir dizi
yolakta aktivitor veya inhibitor gibi davranir. Cis veya trans konfigiirasyonunda ve
glikosile edilmis formda bulunabilir (Bhat ve ark., 2001; Soleas ve ark., 1997).
RES’iin baz1 6zellikleri tablo 1°de yer almaktadir.

Tablo 1. RES’iin fiziksel 6zellikleri (Sigma Aldrich a).

Kapali formiil C14H1203

HO O
Acik formiil Z

.OH

OH

Trans-resveratrol

Sinonimleri 3,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene,

5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-benzenediol

Molekiil Agirhig: 228.24

Coziiniirliik Suda kolayca ¢oziiniir
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2.4.2. Resveratroliin Kesfi

RES ilk kez Michio Takaoka tarafindan 60 yil 6nce Veratum grandiflorum
(Yalanci Helleborus)'un reginesinde kesfedilmistir. 1977'de Langcake bu bilesigin
mantar enfeksiyonuna veya ultraviyole 1siga maruz kalma durumunda iiziim
asmalarmm (Vitis vinifera) yaprak dokular1 tarafindan yanit olarak sentezlendigini
bulmustur (Le Corre ve ark., 2005). Daha sonralari, yer fistigi, ¢ilek, poligonyum
kokleri ve geleneksel oryantal ilag bitkileri gibi pek ¢ok bitkide bulunmustur. RES'iin
Ostrojenik ajan dietilstilbestrole yapisal benzerligi nedeniyle fitoostrojen oldugu

bildirilmistir (Bhat ve ark., 2001).

Fransa’nin Giineyinde yasayan Fransizlarin yaglh bir diyetle beslenmeleri ve
sigara aligkanliklarmma ragmen koroner kalp hastaligina bagh 6liim orani oldukga
diigiiktiir. Fransiz paradoksu olarak adlandirilan bu durum kismen sarap tiiketimine
atfedilmistir, 6zellikle kirmiz1 sarap (Hung ve ark., 2000). Diizenli sarap aliniminin,
HDL'de artisa, LDL'de ve pihtilasmada azalmaya neden olarak kardiyovaskiiler
hastaliklarla ilgili risk faktorlerini %32 azalttig1 goriilmiistiir. Bu durum kirmizi
sarabin i¢erdigi polifenollerle, 6zellikle damar diiz kaslarin1 gevsetici etkisi olan RES
ile aciklanabilir. Uziim kabugu ve ¢ekirdeginde bulunan polifenoller kirmiz1 sarap
yapilirken alkolle fermantasyon sirasinda saraba gecger. Beyaz sarabin iceriginde
polifenol konsantrasyonu olduk¢a azdir. Ciinkii yapiminda iiziim, kabuk ve

cekirdeklerinden fermentasyon oncesi armdirilir (Katircioglu, 2007).

2.4.3. Resveratroliin Metabolizmasi

RES oral yoldan viicuda alindiktan sonra, biiyiik oranda jejenumdan, az bir
miktarida ileumdan olmak {izere yaklasik %70'c geri emilirken kalani fecesle disar1
atilir. Absorbe edilen resveratrol kisa bir siire de kan dolasimma katilir. RES
enterositlerden ¢oziinebilir bir formda salinir. Dokulara alblimin ile tasinir. RES
hidrofilik konjuge hale gelerek hiicre i¢ine kolayca pasif diflizyon ve tasiyici aracili
gecis ile almir. RES biyotransformasyonu esas olarak karaciger mikrozomlarinda az
miktarda da bagirsaklarda gergeklesir. insan hiicreleri iizerine yapilan bir calismada,
resveratrol agirlikli olarak siilfat konjuge olarak ve ¢ok az miktarda glikuronid

konjligat1 olarak salinirken, si¢canlarda RES metabolizmasmin biiyiik ¢ogunlugu
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glukuronidasyonu igermektedir. insan sindirim sistemi, polifenolleri oksitleyen
enzimler icerir. Glikozilasyon, resveratroliin enzimatik oksidasyonunu inhibe eder,
boylece biyolojik aktivitesini korur ve stabilitesini ile biyoyararlanimini arttirir

(Signorelli ve Ghidoni, 2005).

2.4.4. Resveratroliin Biyolojik Etkileri

RES biyolojik olarak oldukca genis yelpazede aktiviteye sahiptir. Bunlardan
en iyi bilinenleri; antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojen, kardiyoprotektif,
noroprotektif, vazodilator, dstrojenik, kan yapici, karaciger koruyucu ve yaslanmayi
onleyici etkileridir.

Resveratroliin Antioksidan Etkisi: RES’iin dogal antioksidan rolii ¢esitli
antioksidan mekanizmalarla agiklanabilir. RES canli hiicrelerde oksidatif strese bagl
gelisen zararlh etkileri; 1) Mitokondride olusan siiperoksit ve hidroksil radikallerini
yakalayarak, 2) Fenton reaksiyonu iriinleri tarafindan indiiklenen lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek, 3) Koenzim Q ile yarisarak ve ROS olusum yerinde
oksidatif zincir kompleksini inhibe ederek azalttig1 diisiiniilmektedir (Soleas ve ark.,
1997).

Resveratroliin Fitoostrojen Etkisi: Fitoostrojenler, dogal olarak olusan bitki
bilesiklerinin ¢esitli bir grubudur. Yapisal olarak Gstradiole benzerdirler ve bu
nedenle Ostrojenik veya antiostrojenik etkilere neden olabilirler (Svechnikov ve ark.,
2010). RES’iin 6strojenik ve anti-Ostrojenik karakteri oldukga dikkat ¢ekicidir. RES,
sentetik bir Ostrojen olan dietilstilbestrol (4,4-dihidroksi-trans-dietilstilben)’e
kimyasal olarak benzemektedir. RES'in fitodstrojenik karakteri, Ostrojen-duyarli
hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen endoplazmik retikulum (ER) iizerinde
bulunan o ve B Gstrojen reseptorlerine aktif baglama kapasitesi ile dogrulanmis olsa
da RES'in ER'ler iizerindeki etkileri hala tartismahdir. Ornegin, MCF-7 Kkiiltiir
hiicrelerinde, Gehm ve ark. (Gehm ve ark., 1997), RES'un E2 (dietilstilbestrol:
sentetik Ostrojen) ile kombine edildiginde bir siiperagonist gibi davrandigini, Lu ve
Serrero (Lu ve Serrero, 1999) ise RES’in, E2 varhiginda ve yoklugunda E2
tarafindan indiiklenen progesteron reseptdr ekspresyonunun baskilanmasiyla goriilen
antiostrojenik aktiviteye neden oldugunu bildirmistir. Son zamanlarda, farkli hiicre

tipleri ve RES’iin farkli dozlariyla yapilan ¢aligmalar sonucunda, RES'in bir ER
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agonisti olarak hareket etme kabiliyetinin farkli hiicre tiplerine ve doza bagli olarak
degistigi ve RES’lin se¢ici bir ER modiilatorii olarak islev gordiigii sdylenebilir
(Bhatve ark., 2001; Le Corre ve ark., 2005).

Resveratroliin Kardiyoprotektif Etkileri: Polifenollerin 6zellikle antioksidan
gibi genis spektrumlu biyolojik aktivitelerinden dolayr kardiyovaskiiler etkileri
oldugu diistiniilmektedir (Bhat ve ark., 2001). RES, kalp damar hastaliklar1 iizerine;
1) koroner damarlar1 genisleterek, 2) ventrikiiler aritmiyi azaltarak, 3) trombosit
agregasyonunu ve diiz kas proliferasyonunu inhibe ederek, 4)glikoz metabolizmasini
iyilestirerek ve 5) lipit profilini diizelterek koruyucu etki gosterir (Soleas ve ark.,
1997). Sato ve ark. (2000)’m yapmis oldugu bir ¢alismada resveratroliin, sigan izole
kalp modelinde, kalbi iskemik hasardan korudugunu gosterilmistir. Ek olarak lipit
peroksidasyonunu gdstermek i¢in uygun bir belirte¢ olan malonaldehit diizeylerine
bakildiginda ise malonaldehit diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (Sato ve ark.,
2000). Damar tikanikligina neden olan LDL oksidasyonu veya platelet toplama gibi
atherogenesis’in farkli bolimlerine karsi iyi bir ajandir. Resveratrol'un hem
selatlayic1 hem de serbest radikal siiplirme mekanizmalar ile LDL peroksidasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (Bernhard ve ark., 2000). Ayn1 zamanda RES’iin bakir
selatorti olarak diger flavonoidlerden daha etkili oldugu bilinmektedir (Ulrich ve
ark., 2005).

Resveratroliin Terapdtik ve Kanseri Onleyici Etkileri: Kanser kemopreventif
ajanlari, bir veya daha fazla karsinogenez evresine miidahale ederek tiimorigenez
insidansmi azaltmak iizere tasarlanmistir. RES’iin kanser Onleyici ve terapotik
potansiyeli son yillarda yogun olarak incelenmistir ve ¢ok c¢esitli hiicre hatlarinda
yapilan sistematik ¢aligmalarda, kemopreventif ajan olarak kullanilmaya baslanmistir
(Bhat ve ark., 2001). Hayvan modellerinde, tiimor baslangicina etkisi, antimutajen ve
serbest radikalleri inhibe etmesi ile antioksidan 6zelliginden kaynaklanmaktadir.
Timor gelisimini uyaran bir enzim olan COX-1’in inhibisyonu ile timor ilerleme
aktivitesini azalttig1 gozlenmektedir. RES, COX-1 enzimini %98 oraninda inhibe
etmektedir (Yar ve ark., 2010).

RES kanserojenezin farkli asamalarinda cesitli yollar1 etkiler, hiicre
dongiisiinii modiile eder ve gesitli kanser hiicresi dizilerinde apoptoza neden olur

(Bhat ve ark., 2001).
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Jang ve ark. (Jang ve ark., 1997) tarafindan fare meme organ kiiltiirii modeli
iizerinde yapilan ¢alismada RES’{in kanserojenezin ii¢ biiyiilk asamasini etkiledigi ve

prenoplastik lezyonlarin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir.

2.4.5. Resveratroliin Apoptoz Uzerine Etkileri

RES’iin insan meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve canliligmi in
vitro olarak dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir. RES ile indiiklenen hiicre
proliferasyonunda azalma, ayn1 zamanda hiicre 6liim oranlarinin da artmasma neden
olmustur. RES’iin ¢esitli diizenleyici mekanizmalar yoluyla, meme kanseri hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ise RES
apoptozu indiiklemedigi i¢in, apoptoz indiiksiyonunun, hiicre tipine spesifik oldugu
distinilmistiir (Le Corre ve ark., 2005).

Timor Onleyici p53, hiicre dongiisiiniin durmasi ve apoptozun aktivasyonu
yoluyla hiicre biiylimesini engeller. Kanser hiicrelerinde p53'iin RES ile indiiklenen
serin fosforilasyonu, p53'in asetilasyonu ile gen ekspresyonunu saglar. RES ile
indiiklenen p53 aracili apoptoz esas olarak mitokondriyal yolagi aktive eden bagimli
ve bagimsiz mekanizmalar yoluyla olusur. RES, proapoptotik Bax ve Bak
ekspresyonunu arttirir ve antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL'yi inhibe eder. RES
uygulamasiyla, proapoptotik molekiillerin artip, antiapoptotik molekiillerin azalmas1
apoptoz indiiksiyonuna katkida bulunur. Kaspazlar apoptoz yolagmin oOnemli
bilesenleridir. Hiicre oliimii programinin aktivasyonunda hayati Oneme sahip
basamak kaspaz-9'un ve kaspaz-3'in aktivasyonudur. RES uygulamasi, meme
kanseri hiicre hattinda kaspaz-3'ii aktive eder. Aym1 zamanda, kanser hiicrelerinde
kaspaz-3 geninin delesyonundan dolay1 prokaspaz-3'ten yoksun olan MCF-7 hiicre
hattinda kaspaz-9 aktivitesini uyarmaktadir. RES'in bu antiproliferatif aktivitesi,
apoptotik hiicre Oliimiiniin indiikklenmesinden ve hiicre dongiisii kontroliiniin

bozulmasmdan kaynaklanmaktadir (Le Corre ve ark., 2005)
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2.5. Dialil Disiilfit Hakkinda Genel Bilgiler

2.5.1. Dialil Disiilfitin Genel Ozellikleri

Dialil distilfit (DDS ya da 4,5-ditiya-1,7-oktadien) sarimsagin yagda ¢6ziilen
organosiilfiir bilesiklerinden 6nemli bir tanesidir. Sarimsagin buharla damitilmasiyla
sarimsl, suda ¢éziinmeyen ve giiclii bir kokuya sahip sarimsak yag1 elde edilir. Dialil
disiilfit sarimsak yaginda dialil trisiilfit ve dialil tetrasiilfit ile birlikte bulunur.

Sarimsagm ezilmesi sirasinda salinan allisin’nin ayrigmasiyla tretilir (Yi ve Su,

2013).

Fiziksel olarak, DDS’in yogun sarimsak kokusu vardir. % 80 saflikta agik sar1
olan bu siv1 138-139 °C'de kaynar, yaklasik 1,0 g/ml yogunluga ve 20 °C'de 1 mmHg
buhar basincina sahiptir. Non-polar oldugundan suda ¢oziinmez, kat1 yaglar, sivi
yaglar, lipitler ve heksan ya da toluen gibi non-polar ¢oziiciiler i¢cinde ¢oziinebilir

(Sigma Aldrich b).

Kimyasal olarak, DDS kolayca H,O, ya da parasetik asit ile allisine oksidize
edilebilecegi gibi allisin de sirasiyla dialil disiilfit ve trisiilfit'e hidroliz olabilir. S1v1
kiikiirt ile DDS reaksiyona girdiginde neredeyse 22 kiikiirt atomu igeren uzun dialil
polisiilfit zincirlerinin bulundugu bir karisim olusturur (Yi ve Su, 2013). DDS
isitildiginda kompleks bir karisim vererek bozunmaktadir. DDS’in karbon-kiikiirt
baglari, kiikiirt-kiikiirt baglarmdan 16 kcal mol™ daha zayif oldugundan, 1sitildiginda
DDS’in ¢ift baglarmin kirilmasiyla allyldithio radikalleri olusur, sonraki reaksiyonlar
damitilmis sarimsak yaginda eser miktarada bulunan diger ¢esitli organosiilfiir
bilesiklerini iiretir (Block ve ark., 1988). Bir katalizor varhiginda, DDS, 1-alkiltio-3-
aliltio-1-propen ve 1,3-di (alkiltio) propen olusturan alkil halojeniirle kombine
edilebilir (Amosova ve ark., 1986).

HZCwS/SWCHQ

Sekil 2. DDS’in kimyasal gosterimi (Sigma Aldrich b)
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2.5.2. Dialil Disiilfitin Biyolojik Etkileri

DDS’in etkileri; kanserojenlerin detoksifiye edilmesi, DNA adiiktlerinin
olusumunun bastirilmasi, antioksidan olarak ROS iiretiminin baskilanmasi, hiicre
dongiisii kontrol noktalarinin diizenlenmesi, apoptoz ve hiicre farklilasmasinin
uyarilmasi, histon modifikasyonu, anjiyogenezin ve hiicre invazyonunun inhibisyonu

gibi metabolize edici enzimlerin aktivasyonunu igerir (Yi ve Su, 2013).

DDS, saglikli hiicrelerde toksik etkilere neden olmadig1 ve kansere karsi ¢cok
hedefli tedavi veya koruma 6zelligi oldugu igin prospektif bir ajandir.

Dialil disiilfitin kanser Onleyici etkisi: Bilylik epidemiyolojik caligmalar,
sarimsagm kanser prevelansmin azaltilmasmnda oOnemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Galeone ve ark. (2006), Giiney Avrupa'da sarimsak alim siklig1 ile
birkag yaygmn kanser riski (Oral kavite ve farinks, 6zofagus kanseri, kolorektal
kanser, larinks kanseri, gogiis kanseri, yumurtalik kanseri, prostat kanseri ve bobrek
hiicresi kanseri dahil olmak iizere) arasinda ters bir iliski oldugunu bildirmislerdir

(Galeone ve ark., 2006).

Sarimsak icerisindeki organosiilfiir  bilesiklerin  bazilar1 kanserojen
aktivasyonu inhibe eder, faz II detoksifikasyon islemlerini hizlandirir, hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olur; Apoptozu indiikler, histon asetilasyonunu arttirir,
hiicresel redoks durumunu modiile eder ve ¢oklu ilag direnci gelisimine katilir (Yi ve

Su, 2013).

Deney hayvanlar1 c¢aligmalari, DDS'in  sitokrom P450'ye  bagh
monooksigenazlarm modiilasyonu, kanserojen aktivasyonunun inhibisyonu veya faz-
Il enzimlerinin indiiklenmesi ve kanserojen detoksifikasyonunun hizlandirilmasi
yoluyla cesitli kimyasal kanserojenler tarafindan indiiklenen kansere karst koruma
saglayabilecegini kanitlar (Arunkumar ve ark., 2007). Buna ek olarak, DDS kanser
metabolizmasinda yer alan enzimlerin modiilasyonu yoluyla olas1 kanserojenezin ilk

asamasinda koruyucu etki gostermektedir (Siess ve ark., 1997).

Dialil distilfitin hiicre dongiistine etkisi: Hiicreler, DNA hasarmma karsi
karmasik ve Ozellesmis cevaplar gelistirmistir. Bu yanitlarin merkezinde, hiicre

dongiisiiniin ilerlemesini durduran ve onarim siirecini kolaylastiran DNA hasarmin
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"kontrol noktalar1" vardir. Caligmalar birgok insan kanser hiicre hatlarinda DDS'in
antiproliferatif 6zelliginin, G1 fazindaki hiicrelerin oranini azaltma ve G2/M
fazindaki hiicreleri bloke etme kabiliyetiyle iliskili oldugunu gostermistir (Yi ve Su,
2013). DDS uygulamasi histon hiperasetilasyonunu hizli bir sekilde indiiklemektedir.
Histon hiperasetilasyon ile antiproliferatif etkilerde (G2/M fazinda hiicre

dongiisiiniin durmasi) artmaktadir (Druesne-Pecollo ve ark., 2008).

Dialil disiilfitin antioksidan etkisi: DDS, artan oksitatif stres karsisinda,
manganez siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan enzimlerin konsantrasyonlarinda ki azalmay1 6nlemektedir. Ayrica, nitrik
oksit iiretimini inhibe etmektedir (Pedraza-Chaverri ve ark., 2003). Ek olarak DDS,
MDA konsantrasyonunda belirgin bir diisise neden olarak lipid peroksidasyonuna

kars1 da koruyucu etki gosterir (Kim ve ark., 2015).

Dialil distilfitin anti-inflamatuar etkisi: DDS, NF-xkB ve MAPKSs gibi sinyal
yolaklarinin inhibisyonu ve proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini diizenleyebilme
yeteneginden dolayi anti-inflamatuar etki gostermektedir (Kim ve ark., 2015 ve Park
ve ark., 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Bu c¢alisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)’nun 26.05.2015 tarih ve 2015-07/05 sayil1 karar1 ile etik yonden uygun
bulunarak yapilmistir. Calisma biitcesinin tamami Uludag Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi KUAP(T)-2015/45 proje no’lu karar1 geregince

karsilanmistir.

Calismaya 35 adet, 400-500 gr agirliginda, Wistar albino cinsi eriskin erkek
sican alindi. Deneyler siiresince sicanlar, 12 saat aydmlik 12 saat karanlik ortamda,
her bir kafeste en fazla 4 adet sican olmak kosuluyla barindirilarak, serbestce

beslenmeleri ve su igmeleri saglandi.

3.2. Kimyasallar

Yapilan deneyde Cd toksisitesi olusturmak amaciyla Cd’un suda ¢oziilen
formu CdCl, kullanildi. Etken madde olarak kullandigimiz, kadmiyum kloriir
(CdCly), resveratrol (RES) ve dialil disiilfit (DDS) Sigma’dan temin edilmistir.
CdCl; serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziilerek intraperitoneal (i.p) enjeksiyon ile,
RES SF igerisinde ¢oziilerek oral gavaj (Palsamy ve Subramanian, 2011) ile ve DDS
musir yag1 (Pedraza-Chaverri ve ark., 2003) igerisinde ¢6ziilerek i.p. enjeksiyon (Di

ve ark., 2015) ile uygulanmustir.

3.3. Deney Gruplan
Deney hayvanlar1 her grupta 7’ser adet olmak iizere 5 gruba ayrildi.

Grup A (kontrol grubu): Herhangi bir uygulamaya maruz kalmayan denekler.

Grup B (deney grubu): Akut kadmiyum toksisitesi olusturulan deneklerin yer aldigi

gruplar.
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Grup B1 (CdCl,): 5 giin boyunca her giin oral gavaj ile 1 ml SF ve i.p olarak
0,5 ml misir yagi verildi. 6. giin 1 mg/kg CdCl; i.p olarak uygulandi ve 48
saat sonra sakrifiye edildi.

Grup B2 (RES+CdCl,): 5 giin boyunca her giin 1ml SF igerisinde 5 mg/kg
RES oral gavaj ile uygulandi. 6. giin 1 mg/kg CdCl; i.p olarak uyguland1 ve
48 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup B3 (DDS+CdCly): 5 giin boyunca her giin 0,5 ml misir yag1 igerisinde
50 mg/kg DDS i.p olarak uygulandi. 6. giin 1 mg/kg CdCl, i.p olarak
uyguland1 ve 48 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup B4 (RES+DDS+CdCI;): 5 giin boyunca her giin 1ml SF igerisinde 5
mg/kg RES oral gavaj ile ve 0,5 ml misir yagi igerisinde 50 mg/kg DDS ip
olarak uygulandi. 6. giin 1 mg/kg CdCl; i.p olarak uygulandi ve 48 saat sonra
sakrifiye edildi.

3.4. Dokularin Alinmasi

Deney baglangicinda hayvanlarin  viicut agirliklar1 uygulanacak madde
dozlarm1 belirlemek tizere tartildi. Hayvanlar 8. giinde de viicut agirliklar1 6lciiliip
kaydedildikten sonra derin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. Hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi. Cevre dokularindan
iyice temizlenen testislerin agirliklar1 tartilip kayit edildi ve 1sik mikroskobik

incelemeler i¢in hazirlandi.

3.5. Testis Agirhk indeksi Hesaplamasi

Deney hayvanlarina ait sag ve sol testis agirlig1 toplami asagidaki formiile
gore hesaplanarak her bir hayvan icin testis agirlik indeksi (TAI) asagidaki formiile
gore hesaplandi (Sahinturk ve ark., 2007);

TAI: [(sag+sol testis agirhklar1 toplami)/viicut agirhigi] x 100

3.6. Isik Mikroskopik Preparasyon

Tiim gruplardan 151k mikroskopik incelemeler i¢in alinan testis doku drnekleri
%10’luk formalin ile fikse edildi. Dokular fikse olduktan sonra doku takibi islemine
gecildi (tablo 2).
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Tablo 2. Doku takibi.

Sira Islem Siiresi
1 % 50°lik alkol 2 saat

2 % 70°lik alkol 2 saat

3 % 90°lik alkol 2 saat
4 % 96’lik alkol-I 2 saat

5 % 96’lik alkol-11 Gece boyu
6 Ksilen | 1,5 saat
7 Ksilen- 11 1,5 saat
8 Parafin-I 1,5 saat
9 Parafin-I1 1,5 saat
10 Parafin-111 1 saat
11 GOomme

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alman kesitler, genel morfolojik
degerlendirme ve kantitatif analiz yapabilmek i¢in Hematoksilin-Eosin (H&E)
boyamasi ve bazal membrani degerlendirebilmek igin Periyodik Asit-Schiff
+Hematoksilen (PAS +H) boyamasi ile boyand:.

3.6.1. Hematoksilen-Eozin ve Histolojik Skorlama
H&E boyama i¢in alinan kesitler 1 gece boyunca 60°C’lik etiivde bekletildi

ve ksilen ile deparafinize edildi (tablo 3).

Tablo 3. H&E boyamasi.

Sira islem Siiresi

1 % 96°lik alkol 3dk

2 % 90’11k alkol 3dk

3 % 70’lik alkol 3dk

4 Cesme suyu 3dk

5 Harris’in Hematoksileni 10 dk

6 Cesme suyu Suyun rengi seffaf olana kadar
7 Asit alkol 1dip

8 Cesme suyu 3dk

9 Amonyakli su 1 dip

10 Cesme suyu 3dk

11 Eozin 2 dk

12 Cesme suyu Suyun rengi seffaf olana kadar
13 % 70’lik alkol 7 dips

14 % 90°lik alkol 7 dips

15 % 96°1ik alkol 7 dips

16 Ksilen-I ve Ksilen-1 20 dk

18 Lamlarin kapatilmasi
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H&E ile boyali kesitlerde 40x biiylitmede, rastgele secilen 10 seminifer
tiibiilde Erdemir ve ark. (2012) tarafindan degistirilmis, modifiye Johnsen skorlama
sistemi ile degerlendirildi (Erdemir ve ark., 2012) (tablo 4).

Tablo 4. Modifiye Johnsen Skorlamasi.

Skor Modifiye Johnsen Skorlamasi

=
o

Tam spermatogenez ve tam tiibiil

Seminifer epitel mevcut ama dagmik, bircok ge¢ spermatid

Sadece birkag ge¢ spermatid

Hig ge¢ spermatid yok ancak bir¢ok erken spermatid

Birkag erken spermatid, spermatogenezin spermatid agamasinda durmasi
Hig spermatid yok, bir¢ok spermatositler

Birkag spermatosit, spermatogenezin primer spermatosit agamasinda durmasi
Sadece spermatogonyum

Hig¢ germ hiicresi yok, yalnizca sertoli hiicreleri

P N W b OO N 00 ©

Hi¢ germ hiicresi veya Sertoli hiicrelesi yok

3.6.2. Periyodik Asit-Schiff + Hematoksilen (PAS+H)
Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya soliisyonu asagidaki sekilde

hazirland1 (Demir, 2001; Suvarna ve ark., 2013);

Soliisyon A- Periyodik asit 1 gr
Saf su 200 ml

Soliisyon B-  Schiff ¢ozeltisi;
Bazik fuksin 1 gr
Saf su 200 ml
Potasyum metabisiilfit 2 gr
Hidroklorik asit 2 ml
Aktif komiir 2 gr

Periyodik asit saf suda ¢oziildii. Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan bir giin
once hazrrlandi. Saf suya bazik fuksin eklenerek kaynatildi ve 50°C'ye kadar
sogutuldu. Daha sonra 2 gr potasyum metabisiilfit eklenerek karistirildi. Oda
sicakligina geldiginde 2 ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi ve 2 gr aktif komiir
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eklenip yeniden karigtirildiktan sonra karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda bir
gece bekletildi. Cozelti kullanilmadan oOnce siiziildi. PAS+H boyama ydntemi

basamaklar1 ve siireleri tablo 5°de verildi.

Tablo 5. PAS+H boyama yontemi basamaklari ve siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)
Ksilol | 20 dk
Ksilol 11 20 dk
%96 Alkol 3dk
%90 Alkol 3dk
%70 Alkol 3dk
Distile Su 5dk
Periyodik asit 5 dk
Distile Su 2dk
Schiff ¢ozeltisi 15 dk
Cesme suyu 2dk
Mayer’in Hematoksilen 1,5 dk
Cesme suyu 2 dk
%70 Alkol 2 dk
%90 Alkol 2dk
%96 Alkol 2 dk
Ksilen | 20 dk
Ksilen 1 20 dk

Lamlarin kapatilmast

H&E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi igin
Olympus BX-FLA Reflected Light Flourescence Attachment adapte edilmis
Olympus BX50 mikroskopla 40X objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus
DP71 CCD renkli kamera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranma alinan goriintiiler
iizerinde gerceklestirildi. Tiim preparatlar bu mikroskopta incelenerek her gruptan

fotograf ¢ekildi.

3.6.3. TUNEL Yontemi

Apoptoz tayini i¢in in situ DNA kirik ug isaretleme yontemi kullanildi ve kit
icerisinde Onerilen asagidaki islem sirasiyla uygulandi (Roche, In Situ Apoptosis
Detection Peroksidase kit, POD, Ref: 11684817910, USA). TUNEL yontemi

basamaklar1 ve sureleri tablo 6’da verildi.
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Tablo 6. TUNEL yontemi basamaklari ve siireleri.

Sira Islem Siiresi
1 Deparafinizasyon / Redihrasyon
2 Distile su 5 dk
3 PBS (fosfat buffer saline tampon) (pH: 7.4) 2x5 dk
4 1:16 oraninda H,0,:metanol(%100°lik) karigimi 10 dk
5 PBS 2x5 dakika
6 Triton X-100 uygulamast 10 dk, -20°C’de
7 PBS 6x5 dakika
8 1:1 oraninda Enzim: Label uygulamasi 1 saat, 37°C’de
9 Pod soliisyonu 30 dk, 37°C’de
10 PBS 2x5 dakika
11 DAB (diaminobenzidine) substrat soliisyonu 10 dakika
12 PBS 2x5 dakika
13 Z1t boya olarak Harris’ hematoksilen 1dip
14 Cesme suyu 1 dakika
15 % 70°lik alkol 7 dips
16 % 90’11k alkol 7 dips
17 % 96’lik alkol 7 dips
18 Ksilen | 20 dakika
19 Ksilen Il 20 dakika
20 Lamlarin kapatilmasi

Negatif kontrol i¢in kullanilan kesitin iizerine yalnizca label damlatildi.

Apoptotik indeks (Al), her kesitte 10 adet yuvarlak sekilli seminifer tiibiil
rastgele secilerek degerlendirildi. Seminifer tiibiildeki TUNEL pozitif hiicrelerin
sayis1 tiibiildeki tiim hiicrelerin toplam sayisina boliindii ve sonug 100 ile ¢arpild.

(AI = TUNEL pozitif hiicre / toplam hiicre x 100) (Odaci ve ark., 2016)

3.6.4. Kaspaz-3 immiinohistokimyasi

Elde edilen parafin bloklardan 5 pm kalinhigmdaki kesitler poly-Llysne ile
kapli lamlar iizerine alindiktan sonra lamlar immiinohistokimyasal olarak boyandi.
Immunohistokimyasal boyama Avidin biyotin- peroksidaz yontemi (ABC Metodu)
ile gergeklestirildi. Primer antikor olarak kaspaz-3 monoklonal immiinglobulin G
(1gG) (Cellsignaling, Cleaved Caspase-3 (Aspl175)(5A1E) Rabbit mAb) kullanildi.

Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama basamaklar1 ve siireleri tablo 7°de verildi.

Negatif kontrol kesitlerinede primer antikor yerine normal bloklayic1 serum

kullanildi.
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Kaspaz-3 boyamasi, TUNEL boyamasinda gosterilen apoptotik hiicrelerin
varligimi  dogrulamak amaciyla yapildigindan kaspaz-3 boyanan hiicrelerin
degerlendirilmesi de TUNEL pozitif hiicrelerin degerlendirilmesine benzer

hesaplama ile gergeklestirildi.

Kaspaz-3 hesaplamasi, her kesitte 10 adet tam yuvarlak sekilli seminifer tiibiil
rastgele segilerek degerlendirildi. Seminifer tiibiildeki kaspaz-3 pozitif hiicrelerin
sayisi tlibiildeki tiim hiicrelerin toplam sayisina boliindii ve sonug 100 ile ¢arpildi.

(Kaspaz-3 hesaplamasi = kaspaz-3 pozitif hiicre / toplam hiicre x 100)

Tablo 7. Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama yontemi basamaklari ve siireleri.

Sira Islem Siiresi

1 Deparafinizasyon / Rehidrasyon

2 Distile su 5 dakika

3 TRIS tamponu (pH: 7.4) 2x5 dakika
4 Antijen retrieval (sodyum-sitrat tampunu) 20 dakika 100°C’de

5 TRIS tamponu 2x5 dakika

6 1:9 oraninda H,0, :metanol(%50°lik) karigimi 20 dakika

7 TRIS tamponu 2x5 dakika

8 Blokking (horseradish peroksidaz) 2 saat

9 Primer antikor (Caspase-3 Ab, 1/200 diliisyon) 2 gece

10 TRIS tamponu 2x5 dakika
11 Sekonder antikor (Donkey anti-rabbit, 1/100 diliisyon) 2 saat

12 TRIS tamponu 2x5 dakika
13 ABC kromojen 30 dakika
14 TRIS tamponu 2x5 dakika
15 DAB (diaminobenzidine) substrat soliisyonu 45 dakika
16 TRIS tamponu 2x5 dakika
17 Z1t boya olarak Harris’ hematoksilen 1dip

18 Cesme suyu 1 dakika
19 % 70’lik alkol 7 dips

20 % 90°lik alkol 7 dips

21 % 96°lik alkol 7 dips

22 Ksilen 2x20 dakika
24 Lamlarin kapatilmast

43



3.7. Istatiksel Analiz

Sayisal verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) (SPSS) programi kullanilarak
yapildi. Her bir gruba ait sayisal veriler ortalama = standart sapma (SS) olarak
verilerek Kruskal Wallis varyans analizi (ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U

testi) ile karsilastirildi ve karsilagtirmalarda p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda tiim deney hayvanlarinda viicut agirligi farki, testis
agirhiklari, 151k mikroskobik olarak H&E, PAS+H ve immiinohistokimyasal TUNEL
ve kaspaz-3 boyamalar gerceklestirilerek asagidaki bulgular elde edildi.

4.1.Viicut Agirhg Farki

Tiim deney gruplarinin deney oncesi viicut agirliklar: ile deney sonrasi viicut
agirliklar: tartildi ve farklari1 hesaplandi. Viicut agirligi farklari istatiksel olarak
karsilastirildiginda gruplara arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Tim gruplarda
deneklerin agirlik kaybettigi goriildii. Gruplara gére viicut agirhigi farklar1 ortalama
(ort) ve standart sapma (SS) degerleri tablo 8’de verildi.

Tablo 8. Gruplara gore viicut agirhiklar: farki ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Ort+SS

A (kontrol) 24,3333+5,07718
B1 (CdCly) 21,2857+6,66803
B2 (RES+CdCly) 30,1429+7,51008
B3 (DDS+CdCl,) 39,2857+4,16170
B4 (RES+DDS+CdCl,) 20,2857+5,79702

4.2. Testis Agirhk indeksi
Gruplara gore TAI indekslerine ait ortalama ve standart sapma degerleri tablo
9’ da verildi. TAI degerlerinin istatiksel karsilastirmalarinda (Kruskal Wallis testine

gore) gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
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Tablo 9. Gruplara gore TAT ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Ort+SS

A (kontrol) 1,11330,04490
B1 (CdCly) 1,1327+0,06187
B2 (RES+CdCIy,) 1,1678+0,05810
B3 (DDS+CdCly) 1,2970+0,04389
B4 (RES+DDS+CdCl,) 1,3440+0,08740

4.3. Isitk Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarmi olusturan sigan
testislerinde genel goériiniimii saptamak i¢in H&E ve PAS+H ile boyanan kesitler
degerlendirildi. Buna gore, A (kontrol) grubuna ait testis dokusu Orneklerinde
yapilan incelemelerde, seminifer tiibiil yapilari, bazal membran, interstisyel alan ve
bu alanda bulunan Leydig hiicreleri normal yapida gozlendi (sekil 3). Tiibiil
duvarlari; bazal membran {izerine oturmus, diizgiin bir spermatogenezi, belirgin
spermatogonyumlar1 ve spermatogenetik seri hiicrelerini igeriyordu (sekil 3-b ve
sekil 3-d). Seminifer tiibiil limeninde spermatozoonlar mevcuttu, gelismekte olan
spermatozoonlar apikal sitoplazmaya gomiilii sekilde kuyruk lLimende, bas tiibiil
duvarina yonelik ve Sertoli hiicrelerinin arasma lokalize durumdaydi (sekil 3-b ve
sekil 3-d). Interstisyel alandaki damarlar normal goriiniimdeydi ve damarlar
cevresinde Leydig hiicreleri normal gériiniimlii oldukg¢a ¢ok ve belirgindi (sekil 3-b
ve sekil 3-d).

B1 (CdCly) grubuna ait testis dokusu Orneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde ise dejenerasyon oldukga belirgindi (sekil 4-a ve sekil 4-c). Bu
grupta testis dokusunda seminifer tiibiillerde diizensizlik ile vakuolizasyon vardi ve
spermatogenik hiicre katmaninda azalma oldugu dikkati ¢ekti (sekil 4-a, sekil 4-b ve
sekil 4-d). Pek cok tiibiilde de hiicreler arasi ve hiicre bazal membran arasi baglant1
komplekslerinin dejenerasyonuna bagli olarak spermatogenik hiicre serilerinin tiibiil
duvarindan ayrildig: ve liimene dokiildiigii goriildi (sekil 4-b, sekil 4-c ve sekil 4-d).
Tiibiil duvarinda spermatogenezin hi¢ bir evresi ayit edilemiyordu. Ayrica
interstisyel 6deme bagli olarak birbirlerinden uzaklasmis seminifer tiibiiller, bag

dokusunda azalma ve damarlarda konjesyon gozlendi (sekil 4).
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B2 (RES+CdCly) grubuna ait testis dokusu orneklerinin 1g1k mikroskobik
incelemelerinde elde edilen bulgular sadece kadmiyum uygulanan gruba esdesti.
Intersitisyel alanda yogun 6dem ve inflamasyon vard: (sekil 5). Kan damarlarinda
konjesyon ve dagilmalar gorildii (sekil 5-a, sekil 5-c ve sekil 5-d). Ayrica
intersitisyel alanda Leydig hiicreleri se¢ilemiyordu (sekil 5-b ve sekil 5-d). Seminifer
tiiblillerde 6dem vardi ve bazi tiibiiller de atrofikti (sekil 5-a ve sekil 5-b). Germ
hiicre serisinin dagmik oldugu, bazal membrandan ayrildig1 ve liimene dokiildiigii
goriildi (sekil 5-d).

B3 (DDS+CdCl,) grubana ait testis dokusu orneklerinin 1s1k mikroskobik
incelemelerinde, seminifer tiibiil duvarlarinda hafif vakuolizasyon goriilmekteydi
fakat limene dokiilmiis germ hiicreleri yoktu (sekil 6). Ayrica diizgiin bir
spermatogenez, belirgin spermatogonyumlar ve diger spermatogenetik seri hiicreleri

secilebiliyordu. Intersisyel alanda Leydig hiicreleri belirgin ve kan damarlar1 normal

durumdaydi (sekil 6-d).

B4 (RES+DDS+CdCl;) grubu testis doku Ornekleri 1s1k mikroskobik
incelemelerinde, gerek bazal membran ve gerekse seminifer tiibiil yapilar1 kontrol
grubu ile esdesti (sekil 7-a ve sekil 7-c). Diizgilin seminifer tiibiil yapisi, interstisyel
alanda belirgin Leydig hiicreleri ve normal kan damarlar1 gozlendi. Spermatogenezin

normal oldugu ve spermatozoa iiretiminin de devam ettigi goriildi (sekil 7).
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Sekil 3. A (Kontrol) grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii: Seminifer tibiiller (ST) ve interstisyel alan (siyah
yildizlar) normal goriiniimde; germ hiicre serisi (siyah parantez), Sertoli hiicreleri (yesil ok), spermatogonyumlar (kirmizi ok)
ve gelismekte olan spermatozoonlar (mavi ok). Bazal membran (siyah ok) tam, intakt ve germ hiicre serisi {izerine oturmusg
durumda goriildii (a’da 10x, b’de 40x bilyiitme ve H&E boyama, ¢’de 10x, d’de 40x biiyiitme ve PAS+H boyama).
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Sekil 4. B1 (CdCl;) grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii: Seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicre katmaninda
azalma (a paneli), spermatik seride ayrilmalar (siyah parantez) ve tiibiil liimenine dokiilen germ hiicreleri (kirmizi ok) ile
intersitisyel alanda agilmalar (siyah yildiz) ve kan damarlarinda konjesyon (a paneli) goriildii (a’da 10x, b’de 40x biiyiitme ve
H&E boyama, ¢’de 10x, d’de 40x biiyiitme ve PAS+H boyama).
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Sekil 5. B2 (RES+CdCl,) grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii: intersitisyel alanda yogun édem ve inflamasyon
(siyah y1ildiz), kan damarlarinda konjesyon (siyah x), seminifer tibiillerde 6dem (beyaz yildiz) ve atrofik tiibiller (yesil ok),
bazal membrandan (siyah ok) ayrilan ve limene dokiilen germ hiicerleri (kirmizi ok) goriildii (a’da 10x, b’de 40x biiylitme ve
H&E boyama, ¢’de 10x, d’de 40x biiyiitme ve PAS+H boyama).
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Sekil 6. B3 (DDS+CdCl,) grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii: Seminifer tiibiillerde (ST) diizgiin bir
spermatogenez (siyah parantez), belirgin spermatogonyumlar (kirmizi ok), gelismekte olan spermatozoonlar (mavi ok). Bazal
membran (siyah ok) tam, intakt ve germ hiicre serisi tizerine oturmus durumda gériildii (a’da 10x, b’de 40x biiyiitme ve H&E
boyama, c’de 10x, d’de 40x biiyiitme ve PAS+H boyama).
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Sekil 7. B4 (RES+DDS+CdCl,) grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii: Seminifer tiibiiller (ST) ve interstisyel alan
(siyah yildizlar) normal goriiniimde; germ hiicre serisi (siyah parantez), bazal membran (siyah ok) tam, intakt ve germ hiicre
serisi tizerine oturmus durumda gériildii (a’da 10x, b’de 40x biiyiitme ve H&E boyama, ¢’de 10x, d’de 40x biiyiitme ve PAS+H
boyama).

Seminifer tiibiillerde ki spermatogenez modifiye Johnsen skoruna (Erdemir
ve ark., 2012) gore degerlendirildi. Modifiye Johnsen skorlamasina gére gruplara ait
ortalama ve standart sapma degerleri tablo 10 ve grafik 1’de verildi. Modifiye
Johnson skorlamasmin istatiksel karsilastirmalarinda (Kruskal Wallis testine gore)
gruplar arasinda anlamli fark saptandi ve ikili gruplarin karsilagtirilmast Mann
Whitney U testi ile yapildi. Kontrol grubuyla Bl (CdCl;) karsilastirildiginda
modifiye Johnson skorunun anlamli 6lgiide azaldig: goriildii (p=0,001). B1 grubuyla
B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,) ve B4 (RES+DDS+CdCl;) gruplari
karsilastirildi ve B2 (RES+CdCl;) grubunda anlamli bir degisim goriilmezken
(p=0,073), B3 (DDS+CdCl,) ve B4 (RES+DDS+CdCl,) gruplarinda anlamli artis
goriildii (swrasiyla, p=0,011 ve p=0,001).
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Tablo 10. Gruplara gére modifiye Johnson skorlamasi ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Ort+SS

A (kontrol) 8,7+0,11255

B1 (CdCl,) 3,97+0,52767
B2 (RES+CdCIy,) 2,9857+0,10335
B3 (DDS+CdCly) 6,24+0,46744
B4 (RES+DDS+CdCly) 7,22+0,33432

ModifiyeJohnson Skorlamasi
10 ek
9 —
8
7 *
5 T
5
4 T
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2
1
0 T T T T
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Grafik 1. Modifiye Johnson skorlamasi grafiksel gosterimi. A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,), B4
(RES+DDS+CACl,).

Tablo 11. Gruplar arast modifiye Johnson skorlamasinin istatistiksel degerlendirmesi. A (kontrol), Bl (CdCly), B2
(RES+CACl,), B3 (DDS+CACl,), B4 (RES+DDS+CdCl,).

Gruplar Anlamhilik degerleri
A/BL p=0,001 **

B1/B2 p=0,073

B1/B3 p=0,011 *

B1/B4 p=0,001 **
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4.3.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, apoptozun varligini ortaya koymak icin her gruba ait testis
doku kesitlerinde yapilan TUNEL boyamast ve TUNEL boyamasinda gosterilen
apoptotik  hiicrelerin ~ varligint  dogrulamak amaciyla yapilan kaspaz-3

immiinohistokimyas1 degerlendirildi.

4.3.1.1. TUNEL Bulgulan

Gruplara gore TUNEL teknigi ile degerlendirilen Al’e ait ortalama ve
standart sapma degerleri tablo 12 ve grafik 2’de wverildi ve istatiksel
karsilastirmalarda (Kruskal Wallis testine gore) gruplar arasinda anlamli farklilik
saptand1. Ikili gruplarm karsilastirilmasi Mann Whitney U testi ile yapildi ve tablo
12°de verildi. Kontrol grubuyla B1 karsilastirildiginda AI’'nin anlaml 6l¢lide arttigi
goriildii (p=0,001). B1 (CdCl,) grubuyla B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,) ve B4
(RES+DDS+CdCIy) gruplar karsilastirdi ve B2 (RES+CdCI,) grubunda anlamli bir
degisim goriilmezken (p=0,106), B3 ve B4 gruplarinda anlamli azalma gorildii
(swrastyla, p=0,001 ve p=0,001). Kontrol grubuna ait testis dokularinda apoptoz
ozellikle spermatogonyumlarda, B1 (CdCl,) ve B2 (RES+CdCl,) grubu testis
dokularinda ise ¢ogu spermatogonyum, spermatid ve Leydig hiicrelerinde gozlendi.
B3 (DDS+CdCl,) ve B4 (RES+DDS+CdCI,) gruplarinda apoptoz kontrol grubuna
benzerdi (sekil 8, sekil 9, sekil 10, sekil 11, sekil 12).

Tablo12. Gruplara gére Al ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Ort+SS

A (kontrol) 4,8850+1,21093
B1 (CdCl,) 21,4541+3,90295
B2 (RES+CdCL) 12,3572+2,05276
B3 (DDS+CdCly) 4,8257+0,59331
B4 (RES+DDS+CdCly) 3,1681+0,55538
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Grafik 2. Apoptotik indeksin grafiksel gosterimi. A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,;), B3 (DDS+CdCl,), B4

(RES+DDS+CdCly).

Tablo 13. Gruplar arast AI’'nin istatistiksel degerlendirmesi. A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,), B4

(RES+DDS+CdCly).
Gruplar Anlamhlik degerleri
A/B1 p=0,001 **
B1/B2 p=0,106
B1/B3 p=0,001 **
B1/B4 p=0,001 **

b Q'-.m
Sekil 8. A (Kontrol) grubu testis dokusu TUNEL boyama: TUNEL pozitif hiicre (siyah ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme
ve TUNEL boyama)
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Sekil 9. B1 (CdCl,) grubu testis dokusu TUNEL boyama: TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok), TUNEL negatif hiicreler
(kirmuzi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiytitme ve TUNEL boyama).
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Sekil 10. B2 (RES+CdCl,) grubu testis dokusu TUNEL boyama: TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok), TUNEL negatif
hiicreler (kirmizi ok), intersitisyel alanda yogun 6dem ve inflamasyon (siyah yildiz), atrofik tiibiil (beyaz yildiz), (a’da 20x, b’de
100x biiyiitme ve TUNEL boyama).

Sekil 11. B3 (DDS+CdCl,) grubu testis dokusu TUNEL boyama: TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok), TUNEL negatif
hiicreler (kirmiz1 ok), (a’da 20x, b’de 100x biiytitme ve TUNEL boyama).
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Sekil 12. B4 (RES+DDS+CdCl,) grubu testis dokusu TUNEL boyama: TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok), TUNEL negatif
hiicreler (kirmizi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiytitme ve TUNEL boyama).

4.3.2.2. Kaspaz-3 Bulgulan

Kaspaz-3 imminohistokimyasal boyanma apoptotik indeks (Al) hesaplama
yontemine gore hesaplandi. Kaspaz-3 hesaplamasina ait ortalama ve standart sapma
degerleri tablo 14 ve grafik 3’de verildi ve istatiksel karsilastirmalarda (Kruskal
Wallis testine gore) gruplar arasnda anlamli fark saptandi Ikili gruplarin
karsilastirtlmasi Mann Whitney U testi ile yapildi ve tablo 15°de verildi. Kontrol
grubuyla B1 Kkarsilastirildiginda kaspaz-3 hesaplamasinin anlamli 6lglide arttigi
goriildii (p=0,03). B1 grubuyla B2, B3 ve B4 gruplar karsilastirdi ve B2 grubunda
anlamli bir degisim goriilmezken (p=0,181), B3 ve B4 gruplarinda anlamli azalma
goriildii (swrastyla, p=0,001 ve p=0,001). Tiim gruplarda kaspaz-3 immiinohistokimya
bulgular1 ile TUNEL bulgular1 paralellik gosterdi (sekil 13, sekil 14, sekil 15, sekil
16, sekil 17).

Tablo14. Gruplara gére kaspaz-3 hesaplamasinin ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar Ort£SS

A (kontrol) 1,4277+0,47951
B1 (CdCly) 21,4916+5,51563
B2 (RES+CdCI,) 34,9062+8,44201
B3 (DDS+CdCl2) 4,6101+0,82167
B4 (RES+DDS+CdCl,) 3,2089+0,35998
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Grafik 3. Kaspaz-3 hesaplamasi grafiksel gosterimi. A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,), B4
(RES+DDS+CdCl,).

Tablo 15. Gruplar arasi kaspaz-3 hesaplamasinin istatistiksel degerlendirmesi. A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,), B3
(DDS+CdCly), B4 (RES+DDS+CdCl,).

Gruplar Anlamhlik degerleri
A/B1 p=0,003 **

B1/B2 p=0,181

B1/B3 p=0,001 **

B1/B4 p=0,001 **

Sekil 13. A (Kontrol) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi: Kaspaz-3 pozitif hiicreler (siyah ok), kaspaz-3
negatif spermatogonyum (kirmizi ok), kaspaz-3 negatif Leydig hiicresi (yesil ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme ve kaspaz-3
immiinohistokimyast).
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Sekil 14. B1 (CdCl,) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi1: Kaspaz-3 pozitif hiicreler (siyah ok), kaspaz-3
negatif hiicreler (kirmizi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme ve kaspaz-3 immiinohistokimyasi).

Sekil 15. B2 (RES+CdCl,) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi: Kaspaz-3 pozitif hiicreler (siyah ok),
kaspaz-3 negatif hiicreler (kirmizi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme ve kaspaz-3 immiinohistokimyasi).

Sekil 16. B3 (DDS+CdCl,) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi: Kaspaz-3 pozitif hiicreler (siyah ok),
kaspaz-3 negatif hiicreler (kirmizi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme ve kaspaz-3 immiinohistokimyasi).
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Sekil 17. B4 (RES+DDS+CdCl,) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi: Kaspaz-3 pozitif hiicreler (siyah ok),
kaspaz-3 negatif hiicreler (kirmizi ok), (a’da 20x, b’de 100x biiyiitme ve kaspaz-3 immiinohistokimyasi).
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, dnemli bir ¢evre kirletici ve diisiik miktarlarda bile dokular
iizerine son derece zararli etkileri olan kadmiyumun erkek fertilitesi iizerine
olusturdugu hasar arastirilmis ve 6nemli antioksidan maddelerden resveratrol, dialil
disiilfit ve bunlarin kombinasyonlarmimn bu hasar1 ne derece ve ne yonde etkiledigi

belirlenmeye calisilmistir.

Tez calismasit kapsaminda: A grubu hi¢bir uygulama yapilmayan hasar
grubunun kontrolii olan grup; B1 grubu sadece akut dozda CdCl, uygulanan ayni
zamanda koruyucu etkilerinin arastirildigi RES ve DDS’nin kontrolii olan grup; B2
grubu 5 giin boyunca RES verildikten sonra 6. giin akut dozda CdCl, verilen grup;
B3 grubu 5 giin boyunca DDS verildikten sonra 6. giin akut dozda CdCl, verilen
grup; B4 grubu RES ve DDS’nin 5 gilin boyunca birlikte uygulandigi ve 6. giin akut
dozda CdCl; verilen grup olmak iizere 5 grup olusturulmustur. Elde edilen verilerden
oncelikle A grubu ile B1 grubunun sonuglar1 karsilastirilarak verilen kadmiyumun
hasar olusturup olusturmadig: arastirilmistir. Ek olarak B1 grubu ile B2, B3 ve B4

gruplar1 karsilastirilarak uygulanan maddelerin etkileri arastirilmustir.
Elde edilen sonuglarin dikkate alinan parametreler agisindan karsilagtirmalars;
Viicut Agirligi Farku:

Tiim gruplarda deneklerin deney dncesi viicut agirliklar: ile deney sonrasi
viicut agirhiklar: tartilip farklar1 hesaplandiginda anlamli olmamakla birlikte tiim
deneklerin agirlik kaybettigi goriildii. Kontrol grubunda da ayni oranda kilo kaybmin

goriilmesi deneklerin deney stresine maruz kalmis olabilecegini diistindiirdii.
Isik Mikroskobik Bulgular:

Kadmiyum ozellikle ¢inkonun rafinasyonu esnasinda ortaya ¢ikar (ATSDR,
2012). Damek-Poprawa ve Sawicka-Kapusta isimli arastirmacilarin bir ¢elik

fabrikasi ¢evresinde ve ¢inko ergitme tesisi alaninda yaptiklar1 bir saha ¢aligmasinda,
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agir metallere (kadmiyum ve kursun) maruz kalmis kemiricilerin dokularinda bu agir
metallerin histopatolojik degisiklige neden oldugunu gostermislerdir (Damek-
Poprawa ve Sawicka-Kapusta, 2004). Agir metallerin organizmadaki metabolizmasi
kemirgenler ve insan dokularinda benzer oldugu icin, analiz edilen c¢elik
fabrikalarinda oldugu gibi benzer sanayi bdlgelerinde, ¢inko ergitme araglarindan
yayillan emisyonlarin insan saghgi i¢in Onemli bir tehdit olusturdugu

distiniilmektedir.

Kadmiyumun ¢ok diisitk miktarlarina maruz kalinmas1 halinde bile dokulara
ciddi zararl etkileri vardir ve yarilanma 6émrii uzun oldugu i¢in karaciger (Nordberg
ve ark., 1994) ve bobrek (Gonick, 2008) gibi gesitli organlarda birikebilir.
Kadmiyum toksisitesi, bobrek ve karaciger hasari, testikiiler ve prostat
disfonksiyonu, kemiklerde osteomalazi, hipertansiyon ve biiyiime geriligine neden
olur. Ayrica, merkezi sinir sisteminde bozulmaya, yetersiz laktasyona ve hematokrit

degerlerinde diisiise neden olmaktadir (Damek-Poprawa ve Sawicka-Kapusta, 2004).

Kadmiyuma maruz kalma dogurganlik, anormal embriyonik gelisim, dogum
oncesi Olim ve cinsel islev bozuklugu gibi iireme performansi Olglimlerini
azaltmaktadir. Hayvanlarda kadmiyum plasentayr gegebilir ve yiiksek dozlar
plasental zedelenme ile cenin 6liimiine neden olabilir (Marettova ve ark., 2015).

Gebelik oOncesinde ve smrasinda kadmiyuma maruz kalan hayvanlarda iskelet
anormallikleri bildirilmistir (ATSDR, 2012).

Deney gruplarimizdan alman H&E ve PAS+H boyanan kesitler Modifiye
Johnsen Skorlama sistemi (Erdemir ve ark., 2012) ile degerlendirilerek, seminifer
tiibiillerde gergeklesen spermatogenezin yeterliliginin kantitatif olarak (Dasdag ve
ark., 1999) degerlendirilmesi sonucunda Bl (CdCl,) grubunda dejenerasyonun
oldukga belirgin oldugu goriilmiistiir. Ayrica modifiye Johnsen skoru kadmiyuma
maruz kalan grupta kontrole gore anlamli olarak disiik bulunmustur. Bu bulgu

kadmiyum maruziyetin spermatogenezi bozdugunu gostermektedir.

Bir¢ok ¢alisma, kadmiyumun testikiiler histopatolojide ¢esitli degisikliklere
neden oldugunu gostermistir. Kadmiyum  toksisitesi testislerde  hizhidur.

Intraperitoneal veya subkutandz enjeksiyon yoluyla verildiginde, akut kadmiyum
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kaynakli hasar testislerde kendini hemorajik inflamasyon, dejenerasyon ve organin
bozulmasi, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon ile kendini gosterir (Klaassen ve ark.,
2009 ve Siu ve ark., 2010). Ayrica yiiksek doz kadmiyumdan sonra seminifer
tibiilerin ¢apinda Dbelirgin bir azalma ve bununla birlikte tiibliler hacim

yogunlugunun anlamli olarak azaldig1 bildirilmistir (De Souza Predes ve ark., 2010).

Bizim ¢alismamizda da bu raporlara paralel olarak B1 (CdCl;) grubu
deneklerin testis dokularinda intersitisyel alanda 6dem, kan damarlarinda konjesyon
gbzlendi. Seminifer tiibiillerde diizensizlik ve vakuolizasyon goriiliirken germinal

hiicre katmaninda azalma oldugu goriildii.

Sertoli hiicreleri, kendini yenileme ve spermatogonial kok hiicrelerin olgun
spermlere farklilagmasini desteklemekte onemli rol oynamaktadir (Kubota ve ark.,
2004). Aynmi zamanda, testisin bazal kompartman ile aduluminal kompartman
boslugu icinde gelismekte olan germ hiicreleri arasinda 6nemli baglant1 saglar. Bu
nedenle, Sertoli hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi dogrudan germinal hiicrelerin
gelisimini etkiler. Chung ve Cheng isimli arastirmacilarin yaptiklar1 ¢alismada
kadmiyumun sigan testisinde Sertoli-Sertoli hiicre baglantilarinda doza baglh olarak
bozulmaya neden oldugunu bildirmislerdir (Chung ve Cheng, 2001). Bir baska
caligmada siganlara i.p tek doz 1 mg/kg CdCl, enjeksiyonundan sonra, Sertoli
hiicrelerinin bazal baglant1 bdlgelerindeki mikroflaman demetlerinin pargalanarak

kan testis bariyerinde bozulmaya neden oldugu rapor edilmistir (Hew ve ark., 1993).

Kadmiyumun Sertoli hiicresi ve kan testis bariyeri tizerine olan bu olumsuz
etkileri bizim c¢alismamizda da Bl grubunda germ hiicrelerinin tiibiil duvarindan

ayrilarak liimene dokiilmesi bulgular1 ile gozlenmistir.

Resveratrol basta iiziim olmak tizere pek ¢ok bitki de stres faktoriine karsi
yanit olarak sentezlenen, fitoaleksin yapisinda bir bilesiktir (Athar ve ark., 2007).
Resveratrol 6nemli bir antioksidan (Olas ve ark., 2006), antikanserojen (Patel ve ark.,
2010) ve anti-inflamatuvar (Hoshino ve ark., 2011)’dir ve ayrica Gstrojen agonisti
(Bowers ve ark., 2000 ve Wallerath ve ark., 2002)’dir. Bunun yan1 sira azot oksit

dretimini artwrarak oksidatif stresten dokuyu koruyarak vazodilator etki de
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gostermektedir (Chen ve Pace-Asciak, 1996; Orallo ve ark., 2002; Rakici ve ark.,
2005).

Deney gruplarimiza ait hem H&E boyanan hem de PAS+H boyanan kesitler
mikroskop altinda incelendiginde B2 (RES+CdCl;) grubunda, B1 (CdCly) grubuna
benzer olarak yogun 6dem, kan damarlarinda konjesyon ve dagilmalar goriildi.
Seminifer tiibiillerde 6dem vardi ve bazi tiibiillerde atrofikti. Germ hiicre serisinin
daginik oldugu, bazal membrandan ayrildigi ve limene dokiildiigi gorildi. Modifiye
Johnson skorlama bulgularida B1 grubu ile B2 grubu arasinda anlamli bir fark

olmadigin1 gosterdi.

Calismamizda kullandigimiz sicanlar, 8 aylik, yasl hayvanlar oldugundan
histolojik degerlendirmede karsimiza ¢ikan atrofik tiibiillerin yaslanmaya bagl

olarak gelismis olabilecegi diisiiniildii.

Calismamizda, Palsamy ve Subramanian (2011)’nin ¢alismasina benzer
olarak resveratrolii oral ve 5 mg/kg olacak sekilde uyguladik. Referans aldigimiz bu
caligmada resveratroliin diyabetli sigan bobreklerinde streptozotosin-nikotinamid ile
indiiklenen oksidatif stresi hafiflettigi, anti inflamatuar ve koruyucu etkiler gosterdigi

rapor edilmistir (Palsamy ve Subramanian, 2011).

Faid ve ark. (2015)’nin diyabetli sican testislerinde yaptiklari ¢alismada 5
mg/kg resveratroliin 5 gilin uygulanmasi ile diyabetin neden oldugu oksidatif stresi
hafiflettigini ve kaspaz-3 molekiiliiniin aktiflesmesini engelleyerek apoptozu inhibe
ettigini 6ne siirmiislerdir (Faid ve ark., 2015). Benzer doz kullanilan pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (Hussein ve Mahfouz, 2016; Li ve ark., 2015; Palsamy ve ark., 2010;
Silan, 2008).

Tiiredi ve ark (2015)’larmin sicanlarda yaptig1 calismada doksorubisin
kaynakli testis hasarina karst 21 giin boyunca ip olarak uygulanan 20 mg/kg
resveratroliin antiapoptotik ve antiperoksidatif etkiler gostererek fertiliteye pozitif

katki sagladigini gostermiglerdir (Tiredi ve ark., 2015).

Juan ve ark. (2002)’nin erkek sicanlara, giinde bir kadeh kirmizi sarap icen
bir kisinin alabilecegi miktardan 1000 kat daha fazla olan miktarda (20 mg/kg) trans-

resveratrolii 28 giin boyunca uygulayarak biliylime ve gelisme lizerindeki etkisini
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degerlendirmislerdir. Bulgularinda deneklerin yiiksek doz resveratrolden anlamli

olarak etkilenmedigini gostermislerdir (Juan ve ark., 2002).

Bu raporlarin aksine 2014 yilinda Ranawat ve ark.’nin erkek Swiss albino
farelerde yaptiklar1 ¢alismada bircok 6nemli biyolojik fonksiyona sahip giiclii bir
antioksidan olmasina ragmen resveratroliin pro-oksidan gibi davranabildigini ve
testis dokusunda hasar yaratan etkilere neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Resveratroliin prooksidan yetenegi, testikiiler histomorfolojideki degisiklikler disinda
sperm motilitesini ve spermatozoon konsantrasyonunu diistirdiigiinii ve resveratrol
ile indiiklenen ROS {iretimindeki artisin, testikiiler dokudaki lipit peroksidasyonunu
arttirdigi, bu da doku morfolojisinde ve spermatogenezde degisiklige neden olan ana

etkenlerden biri oldugu bildirilmistir (Ranawat ve ark., 2014).

Bizim ¢alismamizda da resveratroliin kadmiyum uygulamasi ile birlikte boyle
bir pro-oksidan etki gdstermis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ikinci bir gdriis olarak
bizim ¢alismamizda resveratrolin beklenen koruyucu etkiyi gdsterememesinin
nedeni kadmiyum ile indiiklenen testikiiler hasara, belirlenen dozun yetersizligi
olabilir. Ugiincii bir goriis ise resveratroliin ve kadmiyumun sahip olduklar1 giiclii
Ostrojen ve androjen benzeri ozellikleri (Gehm ve ark., 1997; Lu ve Serrero, 1999;
Svechnikov ve ark., 2010; Takiguchi ve Yoshihara, 2006) nedeni ile heniiz

bilmedigimiz bir yolakla bu sonuca ulagmamiza neden olmus olabilir.

Kanser onleyici bir komponent olarak diisliniilen sarimsak yagi 20’den fazla
organostlfiir bilesigi igerir. Bu bilesikler arasinda, ikincil metabolitlerin 6énemli bir
bilesenini olusturan dialil disilfit; kanser, genotoksisite, nefrotoksisite ve
tirotoksitenin onlenmesinde gii¢lii bir bilesiktir (Fukao ve ark., 2004; Guyonnet ve
ark., 2002; Nakagawa ve ark., 2001; Pedraza-Chaverri ve ark., 2003).

Lee ve ark. (2014b)’nin karbon tetrakloriiriin (CCly) indiikledigi oksidatif
karaciger hasarmma karst 5 giin oral olarak uygulanan 50 mg/kg dialil disiilfitin;
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirdigini ve aynt zamanda CCly ile
indiiklenen karaciger hasarmda inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu azalttigini

gostermislerdir (Lee ve ark., 2014b).
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Pedraza-Chaverri ve ark. (2003) 4 giin boyunca 50 mg/kg uygulanan dialil
disiilfitin, sicanlarda gentamisin ile indiiklenen oksidatif stresi hafiflettigini ve

gentamisin kaynakli bobrek hasarini 6nlemede yararlt oldugunu ortaya koymuslardir
(Pedraza-Chaverri ve ark., 2003).

Dialil disiilfitin sicanlarda siklofosfamid ile indiiklenen testikiiler toksisiteye
kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu bildirilmistir (Kim ve ark,. 2013). Bu ¢alisma
dialil disiilfitin testikiiler toksisite lizerine etkisinin arastirildig1 ve literatiire gegen
tek calismadir. Ayrica dialil disiilfitnin agir metal toksisitesi iizerine etkilerinin

arastirildig1 calismalar oldukca smirhdir.

Kim ve ark. (2013) ¢aligmasimna paralel olarak bizim c¢alismamizda da; B3
(DDS+CdCI2) grubuna ait histolojik bulgularimiz uygulanan kadmiyuma karsi
DDS’in koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir. Kadmiyum ile birlikte dialil
distilfit uygulanan siganlarin testis dokularindaki bazi tiibiillerde epiteller arasi
vakuol olusumu goriilse bile seminifer tiibiillerin biiylik kism1 normal gézlenmistir.
B1 grubu ve B3 grubu modifiye Johnson skorlama sonuglar1 karsilastirildiginda
spermatogenezin anlamli olarak korundugu goriilmektedir. Dialil disilfitin akut
kadmiyum alimina karsi spermatogenez siireci tizerindeki olumsuz etkiyi kompose

ettigini diisiindiirmiistiir.

B1 grubu ile B4 grubu modifiye Johnson skorlama sonuglari
karsilastirildiginda B4 grubu skorlama sonucunda goriilen anlamli artigin (p<0,001),
resveratrol ve dialil disiilfitnin birlikte uygulandigi B4 grubunda akut kadmiyum
maruziyetine karst bu iki bilesigin birlikte testikiiler histomorfolojiyi ve

spermatogenizi korudugunu gostermistir.
Immiinohistokimyasal Bulgular:

Apoptoz, cok hiicreli organizmalardaki istenmeyen veya hasar gOrmiis
hiicreleri ortadan kaldirmak ic¢in kullanilan oldukc¢a diizenli bir siirectir. Cesitli
calismalar yetiskin kemirgenlere kadmiyum uygulamasinin testislerde germ hiicresi
apoptozu ile sonuglandigini gostermistir (Ozawa ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2010;
Zhou ve ark., 1999)
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Caliymamizda apoptozu belirlemek i¢in hem TUNEL hem de proapoptotik
protein olan kaspaz-3 immiinohistokimyasi yapilmis ve gruplar arasinda
kargilastirma yapabilmek i¢in apoptoz, kantitatif olarak apoptotik indeks ile

belirlenmistir.

TUNEL ve kaspaz-3 boyanma sonuglarinda, kontrol grubuna ait testis dokusu
kesitlerinde apoptotik hiicreler TUNEL pozitif ve kaspaz-3 pozitif hiicrelerin
bulunmast ve kontrol grubu apoptotik indeksi ortalamasinin 4,8 olmasi
spermatogenez sirasinda kusurlu germ hiicrelerinin yok edilmesi veya Sertoli
hiicreleri ile germ hiicreleri arasinda uygun sayisal oranin saglanmasina yoneliktir.

Spermatogenez sirasinda apoptoz yaygin goriilen bir durumdur (Kerr, 1992).

Herranz ve ark (2010)’mm Wistar sigan testisleri ile yaptiklar1 c¢alismada
deneklere 12 ay boyunca kadmiyum iceren su vermislerdir. Sonuglarinda diisiik
dozlarda uzun siire CdCl, alimimi, sigan testisinde belirgin morfolojik veya
proliferatif degisiklikler olmadan germinal epitelin apoptotik indeksini artirdigini
ayni zamanda spermatogonyum ve spermatosit sayisinda azalma meydana getirdigini

rapor etmiglerdir.

Othman ve ark. (2014)’nin kadmiyumun Wistar albino si¢an testis dokusunda
oksidatif strese ve apoptoza neden oldugunu bildirmislerdir. Calismada kadmiyumun
kaspaz-3 ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (Othman ve ark., 2014). Propolisin,
testislerde kadmiyuma bagli germ hiicresi apoptozu tizerine etkilerini arastirildigi bir
calismada da apoptozun belirlenmesinde TUNEL yontemi kullanilmistir (Cilenk ve
ark., 2016).

Literatiirlere paralel olarak ¢alismamizda, B1 (CdCl,) grubunda, seminifer
tiibiillerde goriilen TUNEL pozitif ve kaspaz-3 pozitif hiicrelerin miktarinin olduk¢a
¢ok olmasi kadmiyumun apoptozu indiiklediginin gostergesidir. Ayrica kontrol grubu
ile karsilastirdiginda gerek apoptotik indeks olsun gerekse kaspaz-3 degerlendirmesi

acisindan B1 grubu degerleri anlamli derecede yliksek bulunmustur.

Resveratroliin kanser hiicrelerinde, proapoptotik Bax ve Bak ekspresyonunu

arttirdig1 ve antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL'yi inhibe ettigi bildirilmistir. Insan meme
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kanseri hiicrelerinde resveratrol, hiicre proliferasyonunda azalma, ayni zamanda
hiicre 6liim oranlarinin da artmasina neden olmustur (Le Corre ve ark., 2005; Siu ve
ark., 2009). Segici apoptoz indiiksiyonunun, patolojik bozukluklarin ve kanserin
doniisimii  ve ilerlemesinin Onlenmesi i¢in umut verici bir strateji oldugu

arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Chung ve Cheng, 2001).

Yulug ve ark. calismasinda metotreksat ile indiiklenmis testikiiler hasara kars1
10 giin boyunca i.p olarak uygulanan 20 mg/kg resveratroliin oksidatif stres ve
apoptotik hiicre 6liimiinii azaltti§i ve metotreksat ile indiiklenen oksidatif hasara

kars1 spermatogenezi korudugu bildirilmistir (Yulug ve ark., 2015).

Verilen literatiirler 151g1inda resveratroliin antikanserojen etkilerinin yaninda

oksidatif strese kars1 antioksidan etkisinden bahsedilebilir.

Bizim c¢alismamizda B2 grubunda yogun apoptoz gdzlenmistir. Apoptotik
indeks ve kaspaz-3 degerlendirme sonuglar1 B1 grubu ile karsilastirildiginda anlamli
bir farklilik gériilmemistir. Resveratroliin akut kadmiyum alimina karsi apoptotik
etkiyi degistiremedigi gorilmistir. Bu bulgunun resveratrolin kadmiyum ile
indiiklenmis hasarli hiicreleri segici apoptoz indiiksiyonu ile apoptoza yoneltmis

olabilecegini diistindiirmiistiir.

Lee ve ark. (2014a), dialil disiilfitin siganlarda akut etanol ile indiiklenen
gastrik mukozal hasar iizerinde belirgin bir gastroprotektif etki sagladigini ortaya
koymuslardir. Dialil disiilfitin bu gastroprotektif etkileri, artmus glutatyon seviyesi,
artan antioksidan enzim aktiviteleri ve diisiik lipid peroksidasyonu ile gosterilmistir.
Ayrica bu ¢calismada apoptoz; TUNEL yontemi ve kaspaz-3 boyamasiyla gosterilerek
dialil distlfitin etanol ile indiikklenmis gastrik mukoza hasarina karisi apoptotik

indeksde azalma sagladigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2014a).

Lee ve ark. (2014b) karbon tetrakloriiriin (CCls) indiikledigi apoptotik hiicre
sayisinda artisa karsi 5 giin oral olarak uygulanan 50 mg/kg dialil disiilfitin, TUNEL

pozitif ve kaspaz 3 pozitif hiicre sayisini azalttigin1 bildirmislerdir (Lee ve ark.,
2014b).
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Benzer olarak bizim c¢alisjmamizda da TUNEL pozitif ve kazpaz-3 pozitif
hiicreler B3 grubuna ait kesitlerde oldukg¢a az goriilmiistiir. B1 grubu ile B3 grubu
apoptotik indeks degerleri karsilastirildiginda B3 grubunda apoptotik indeksin
anlamli olarak azaldigir goriilmistiir (p<0,001). Bu bulgular dialil disilfitin,
kadmiyum ile indiiklenen testikiiler hasara karsi koruyucu etki gosterdigini

distiindiirmiistiir.

Bu bulgu, yaygin olarak tiiketilen sarimsakta bulunan bir antioksidan olan
dialil disiilfitin, testiste agir metal toksisitesine karsi yararli koruyucu bir ajan

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Resveratrol ve dialil disiilfitin birlikte uygulandigi B4 grubunda ise akut
kadmiyum maruziyetine karsi bu iki bilesigin birlikte kadmiyum kaynakli apoptozu
engelledigi elde eldilen bulgularla ortaya konulmustur. B1 grubu ile B4 grubu
apoptotik indeks sonuglari karsilastirildiginda B4 grubunda apoptotik indeks anlamli
olarak azalmistir (p<0,001). Bu durumda resveratrol ve dialil disiilfit

kombinasyonunun kadmiyum kaynakli apoptozu 6nledigi soylenebilir.

Dialil disiilfit, spermatogenezi korudugu gibi kadmiyum kaynakli apoptozu
da Onlemistir. Bu koruyucu etkilerin altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi
aydmlatmak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmasma ragmen, dialil disiilfit,
agir metal toksisitesinden kaynaklanan erkek infertilitesine karsi umut verici bir

protektif ajan olabilir.
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Infertilite nedenlerinin % 30'unu erkek infertilitesi olusmaktadir ve yardimci
ireme teknolojileri (IVF/ICSI) maliyetli olmakla birlikte, mevcut tedavi
yontemleride spesifik degildir. Kadmiyum ile kontaminasyon riskinin yiiksek oldugu
iilkelerde erkek infertilitesinin Onlenmesi ile ilgili caligmalar biiyilk Onem
tasimaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismadan elde edilen veriler, kadmiyumun neden
oldugu erkek infertlitesine karsi Onleyici ve tedavi edici g¢aligmalara katkida

bulunabilir.

Sonug olarak; ¢alismamizda sigan testisinde kadmiyum ile olusturulan akut
hasarin baskilanmasinda resveratrol ve dialil disiilfitin roliine yonelik bilgiler ortaya
konmustur. Belirledigimiz dozda resveratrol bu akut hasarin baskilanmasinda etkili
olmazken dialil disiilfit ve resveratrol ile birlikte kullanimi hasar1 6nlemede etkili

bulunmustur.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

a.: Arter

ABC: Avidin biyotin kompleksi

ABP: Androjen baglayic1 protein

Al: Apoptotik indeks

AlF: Apoptoz indiikleyici faktor

AMH: Antimiillerian hormon

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive eden faktor
ATSDR: Agency for Toxic Substances and Disease Registry
Ca?*: Kalsiyum

CAD: Kaspaz aktive edici DNaz

CCl,: Karbon tetrakloriir

Cd: Kadmiyum

CD95: Cluster of differentiation 95

CdCl,: Kadmiyum kloriir

COX: Siklooksijenaz

DAB: Diaminobenzidin

E2: Dietilstilbestrol

Endo-G: Endoniikleaz-G

ER: Endoplazmik retikulum

FADD: Fas’a bagimli 6liim bdlgesi adaptor proteini
FSH: Folikiil uyaricit hormon

H&E: Hematoksilen & Eozin

H,0,: Hidrojen peroksit

hCG: Insan koryonik gonadotropin

HDL.: Yiiksek yogunluklu lipoprotein

IAP: Apoptoz protein inhibitorii

IARC: International Agency for Research on Cancer
ICAD: Inaktif kaspaz aktive edici DNaz

kDa: Kilo-dalton

LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein

LH: Luteinizan hormon

NF-kB: Niiklear faktor-«xB

OSHA: Occupational Safety and Health Administration
PAS+H: Periyodik Asit-Schiff + Hematoksilen
PBS: Fosfat buffer saline tampon

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

Smac: Second mitochondria-derived Activator of Caspase
SRY:: Cinsiyet belirleyici bolge Y

T.: Toraks

TAI: Testis agirlik indeksi

TBF: Testis belirleyici faktor
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TNF: Tiimor nekrozu faktorii

TNFR: Timor nekrozu faktor reseptorii

TRADD: TNFR bagimli 6liim bolgesi adaptor proteini
TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand

v.: Ven

WHO: World Health Organization

Z0-1: Zonula okludens-1

Z0-2: Zonula okludens-2
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8. EKLER
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Sekil 15. B2 (RES+CdCI2) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi
Sekil 16. B3 (DDS+CdCI2) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi
Sekil 17. B4 (RES+DDS+CdCI2) grubu testis dokusu kaspaz-3 immiinohistokimyasi

8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Resveratroliin fiziksel 6zellikleri (Sigma Aldrich a).

Tablo 2. Doku takibi.

Tablo 3. H&E boyamasi.

Tablo 4. Modifiye Johnsen Skorlamasi.

Tablo 5. PAS+H boyama yontemi basamaklar1 ve siireleri.

Tablo 6. TUNEL yontemi basamaklari ve siireleri.

Tablo 7. Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama yontemi basamaklar1 ve siireleri.
Tablo 8. Gruplara gore viicut agirliklar: farki ortalama ve standart sapma degerleri.
Tablo 9. Gruplara gére TAI ortalama ve standart sapma degerleri.

Tablo 10. Gruplara gore modifiye Johnson skorlamasi ortalama ve standart sapma

degerleri.
Tablo 11. Gruplar arast modifiye Johnson skorlamasmin istatistiksel
degerlendirmesi.

Tablo 12. Gruplara gore Al ortalama ve standart sapma degerleri.

Tablo 13. Gruplar arast Al’nin istatistiksel degerlendirmesi.

Tablol4. Gruplara gore kaspaz-3 hesaplamasinin ortalama ve standart sapma
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Tablo 15. Gruplar aras1 kaspaz-3 hesaplamasinin istatistiksel degerlendirmesi.
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8.3. Grafik Listesi

Grafik 1. Modifiye Johnson skorlamasi grafiksel gosterimi.
Grafik 2. Apoptotik indeksin grafiksel gosterimi.
Grafik 3. Kaspaz-3 hesaplamasi grafiksel gosterimi.

84



9. TESEKKUR

Tezin her asamasinda ve yiiksek lisans egitimim siiresince desteklerini,
Ozverilerini, bilgilerini, zamanlarmi ve giiler yiiziinii esirgemeyen c¢ok degerli tez
damigmanim Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Zeynep KAHVECI ye tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans 0grenimim siiresince akademik olarak yetismemde biiyiik
emekleri olan, 6grencileri olma sansi buldugum engin bilgi ve tecriibeleriyle gerek
bilimsel gerekse sosyal olarak ¢ok sey 6grendigim, zor anlarimda yanimda olan, beni
her an destekleyen ve dogruya yonlendiren degerli hocam Prof. Dr. Sahin A.
SIRMALI’ya tesekkiir ederim.

Tezim swasmnda her tiirli yardimlarindan ve egitim silirecimdeki tiim
emeklerinden dolayr Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Semiha ERSOY’a ve diger tiim Ogretim Uyeleri,
Prof. Dr. ilkin CAVUSOGLU, Prof. Dr. F. Zehra MINBAY, Prof. Dr. Ozhan
EYIGOR ve Dog. Dr. Berrin AVCl’ya tesekkiir ederim.

Ihtiyacim oldugunda yardimlarini esirgemeyerek her zaman destek olan
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki ¢ok
sevdigim arkadaglarim Ceren OY, Duygu YURTSEVEN, Goktan KUSPINAR,
Cihan CAKIR’a ve biyologumuz Ayse AKBAS’a tesekkiir ederim.

Tezimin deney ve yazim asamasinda destegini gordiigim ve bana yardimci1
olan arkadaglarim Giil¢in EKIZCELI ve Sema KOCOGLU na ayrica ¢ok tesekkiir
ederim.

) Tez ¢alismami KUAP(T)-2015/45 no’lu proje olarak destekleyen Uludag
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ ne tesekkiir ederim.

Son olarak beni bugiinlere getiren, maddi manevi her zaman beni
destekleyen, kosulsuz anlayis ve sevgi gosteren canim annem Selvinaz UYGUL ve
canim babam Murat UYGUL’a sonsuz saygilarimi sunar tesekkiir ederim.

Kiymet Ziilal Uygul
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10. OZGECMIS

28 Nisan 1989 yilinda Gilimiishane’de dogdu. Lise 6grenimini Ali Fuat
Kadirbeyoglu Anadolu Lisesinde tamamladi. 2008 yilinda Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii kazandi ve 2012 yilinda onur
ogrencisi olarak mezun oldu. 2013 yilinda Uludag Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine bagladi.

Burslar ve Odiiller

GUSIAD Bursu - 2009-2010 egitim ve dgretim yil1

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Boliim Ikinciligi.

Sertifika Bilgileri

B2 Seviyesi Ingilizce Sertifikasi
Bursa Teol Dil Okullar1 - 05.2017

Deney Hayvani Kullanim Sertifiks1
Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu - 07.2014

Primer ve Sekonder Hiicre Kiiltiiri Teknikleri Sertifikasi.
Society For Molecular Cancer Research in Turkey and Istanbul - 07.2014

Pedagojik Formasyon Sertifikasi
Karadeniz Teknik Universitesi Egitim Bilimleri - 06.2012

Yabanci dil

Ingilizce

Bildiriler

KZ. Uygul, D. Gok Yurtseven, Z. Minbay, O. Eyigor. Non-Pregangliyonik Edinger-
Westphal Cekirdeginin Besin Alim1 Uzerine Etkisinde Glutamatm Diizenleyici Rolii

XIM1. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi,2016 Uluslarars1 Katilimli, Kongre
kitabi, [zmir, Tiirkiye, Mayis 2016.
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ULUDAG UNIVERSITESI

TEZ COGALTMA VE ELEKTRONIK YAYIMLAMA iZiN FORMU

Yazar Adi Soyadi Kiymet Zilal Uygul

Tez Adi Resveratrol ve Dialil Disilfitin Sigan
Testisinde Kadmiyum ile Olusturulmus Akut
Hasara Etkisi

Enstiti Saglik Bilimleri Enstitusu

Anabilim Dal Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Bilim Dali

Tez Turi Yuksek Lisans Tezi

Tez Danigsman(lar) Prof. Dr. Zeynep Kahveci

Cogaltma (Fotokopi Cekim) izni W Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin
veriyorum

[] Tezimin sadece igindekiler, 6zet, kaynakga
ve iceriginin % 10 bolimiiniin fotokopi
cekilmesine izin veriyorum

[] Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin
vermiyorum

Yayimlama izni [] Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin veriyorum

B Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasinin ertelenmesini istiyorum

iyl O
2yl [
S3yiIl =

[] Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin vermiyorum

Hazirlamis oldugum tezimin yukarida belirttigim hususlar dikkate alinarak, fikri malkiyet
haklarim sakli kalmak (izere Uludag Universitesi Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Daire

Baskanhgi tarafindan hizmete sunulmasina izin verdigimi beyan ederim.

Tarih: 22/05/2017

imza:

RIT-FR-KDD-12/00
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