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OZET

SICAN TESTiS DOKUSUNDA KADMIYUM’UN TOKSIiK VE QUERCETIN’IN
KORUYUCU ETKILERININ MIiTOFAJI ILE ILISKISININ ARASTIRILMASI

Amag: Kadmiyum’un testis dokusuna verdigi hasarin mitofaji iizerinden gergeklesip
gerceklesmediginin belirlenmesi ve Quercetin’in testis hasari tizerindeki koruyucu etkisinin
incelenmesidir.

Yontem: Deneylerimizde 8 haftalik Wistar albino cinsi erkek sicanlar kullanilmistir.
Kontrol gruplarinda 6, deney gruplarinda 7’ser hayvan olacak sekilde 10 grup
olusturulmustur. Bu gruplar 0.glin kontrol, 1., 3. ve 5. hafta kontrol, kadmiyum ve
kadmiyum-+quercetin’dir. Kontrol grubunda ki siganlara her giin 1 ml %0,9’liik salin,
kadmiyum grubuna 1 mg/kg kadmiyum, kadmiyum+quercetin grubuna 1 mg/kg
kadmiyum+50 mg/kg quercetin intraperitoneal olarak 1 hafta, 3hafta ve 5 hafta siireyle
uygulanmistir. Dokular toplandiktan sonra in vivo ¢aligmalarda uygulanmak {izere
histomorfolojik yapiyr degerlendirmek i¢in Hematoksilen&Eozin (H&E) boyamasi
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte mitofaji ile ilgili PINKI1, Parkin, TOM20 ve LC3
proteinlerinin miktarsal analizleri ve hiicresel dagilimlart Western blot ve immiinofloresan
analizleri ile degerlendirilmistir. Bunlarin yaninda mitokondri tizerinde kadmiyumun verdigi
hasar ve quercetinin koruyucu etkilerinin ultrastriiktiirel yapisi Gegirimli Elektron
Mikroskobi (TEM) ile incelenmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel karsilastirilmalari
SPSS programi ile analiz edilmistir.

Bulgular: Sicanlardan alinan testis dokular1 H&E, immiinohistokimya ve gegirimli elektron
mikroskobi yontemleri i¢in takip edilmis ve Western blot analizi icin ise protein Oziitleri
hazirlanmistir. Kadmiyum’un testis dokusuna verdigi hasar ve Quercetin’in koruyucu
ozelligi histolojik olarak ortaya konulmustur. Ayrica mitofajik proteinlerden olan PINKI,
Parkin, LC3 ve TOM20’nin ekspresyon yogunluklari ve protein miktarlart immiinofloresan
yontemiyle belirlenerek Western blot yontemi ile de desteklenmistir. TEM ile testisin

ultrastriiktiirel yapisiyla beraber mitokondri sekli, krista yapilar1 gosterilmistir.



Sonug: Ulkemiz ve diinyada sigara basta olmak {izere kadmiyum toksisitesi kaynaklarinin
yol actigr testis hasarinin ve buna bagli olarak lireme sagligi sorunlari ve infertilitenin
anlasilmasi1 ve antioksidanlarin kullanilarak bu sorunlarin giderilmeye c¢alisilmasi sosyal
acidan toplum sagliginin iyilestirilmesine katki saglayacaktur.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Quercetin, Mitofaji, Testis, Mitokondri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE EFFECTS OF
CADMIUM TOXICITY AND QUERCETIN PROTECTIVITY WITH
MITOPHAGY IN RAT TESTIS TISSUE

Background: Aim of this study is to determine whether the damage caused by cadmium to
the testicular tissue occurs through mitophagy and to examine the protective effect of
Quercetin on testicular damage.

Method: 8-weeks-old male Wistar albino rats were used in our experiments. 10 groups were
formed, with 6 animals in the control groups and 7 animals in each experimental group.
These groups are day O control, 1st, 3rd and 5th week control, cadmium and
cadmium+quercetin. The rats in the control group received 1 ml of 0.9% saline every day,
the rats in the cadmium group 1 mg/kg cadmium, the rats in the cadmium+quercetin group
1 mg/kg cadmium+50 mg/kg quercetin intraperitoneally for 1 week, 3 weeks and 5 week
during the experiment. After the tissues were collected, Hematoxylin & Eosin (H&E)
staining was performed to evaluate the histomorphological structure for in vivo studies. In
addition, quantitative analyzes and cellular distributions of PINK1, Parkin, TOM20 and
LC3, which are mitophagy-related proteins, were evaluated by Western blot and
immunofluorescence analyses. Besides, cadmium-induced mitochondrial damage and the
protective effects of quercetin on this were investigated with the Transmission Electron
Microscopy at the ultrastructural level. All data were analyzed with SPSS programme.
Result: Testicular tissues from rats were proccessed for H&E staining,
immunohistochemistry and transmission electron microscopy methods, and protein extracts
were prepared for Western blot analysis. In histological sections, the damage of cadmium to
the testicular tissue and the protective effects of Quercetin have been demonstrated.
Furthermore, the expression intensities and protein amounts of PINK1, Parkin, LC3 and
TOM20, which are mitophagic proteins, were determined by immunofluorescence analysis
and supported by Western blot tecnique. In addition to the ultrastructural morphology of the
testis, the shape of the mitochondria and cristae structures of testicular cells were shown by

TEM.
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Conclusion: Understanding the testicular damage caused by cadmium toxicity sources,
especially cigarette smoking, and reproductive health problems and infertility in our country
and the world, and eliminating these problems by using antioxidants will contribute to the

improvement of public health in social terms.

Keywords: Cadmium, Quercetin, Mitophagy, Testis, Mitochondria
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1. GIRIS

1.1.Testis

1.1.1. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun genetik cinsiyeti fertilizasyon sirasinda, ovumu dolleyen spermde Y
kromozomu olup olmamasina bagli olsa da embriyonik gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar
disi ve erkek karakteristik ozelliklerini tasimazlar. Her iki cinsin de erken donemde genital
sistemleri birbirine benzediginden dolay1, baslangic donemine “seksiiel gelisimin
farklanmamis evresi” adi verilir (Moore ve ark., 2016; Sadler, 2012).

Gonadlar, abominal duvar1 déseyen mezotelyum (mezodermal kdlom epiteli), bunun
altinda mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri olmak tizere {i¢
kaynaktan koken alir (Moore ve ark., 2016).

Gonadlarin ilk evreleri gelisimin 5. haftasinda mezonefrozun medialindeki epitelde
kalinlagsma ve embriyonik bag dokusunun yogunlagmasiyla “genital kabart1” ya da “gonadal
sirtlar” seklinde ortaya ¢ikar. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilar i¢erisinde germ
hiicreleri bulunmaz. Primordiyal germ hiicrelerinin, primitif gonadlara ulagsmasi sirasinda
kolom epiteli gogalir ve epitelde bulunan hiicreler mezensim igerisine gomiiliir. Mezensimin
icerisine gdmiilen hiicreler, diizensiz sekilli kordonlari olustururlar. Bu kordonlar hem erkek
hem de disi embriyolarda yiizey epiteline baglidir. Bundan dolay1 erkek ve disi gonadlarin
birbirinden ayirt edilmesi bu evrede miimkiin olmadigi i¢in “farklanmamis gonad” adi verilir
(Moore ve ark., 2016; Piprek, 2016; Sadler, 2012). Farklanmamis gonad, dis tarafinda
korteks, i¢ tarafinda ise medulla olmak tizere iki kisimdan olugmaktadir.

Primodiyal germ hiicreleri, 4. haftanin basinda vitelliis kesesi duvarinda allantoisin
baslangi¢c yerine yakin olarak ortaya ¢ikar. Embriyonun katlanmasi sirasinda, vitelliis
kesesinin dorsal pargast embriyo igine girer. Bu sirada, primordial germ hiicreleri arka
bagirsagin dorsal mezenteri boyunca genital kabartilara gé¢ ederek 5. haftanin basina
ulagirlar. 6. haftada ise mezengim igerisine girerler ve genital kordonlarla birlesirler. Germ
hiicrelerinin gocii, Stella, Fragilis genleri, kemik morfogenetik protein 4 (BMP-4) tarafindan
diizenlenerek buraya gelen hiicrelerin gogleri sona erer. Eger primordiyal germ hiicreleri
gonadal kabartilara ulasamazlar ise gonadlar gelisemez (Moore ve ark., 2016; Piprek, 2016;
Sadler, 2012; Simon, 2007) (Sekil 1.1).



On barsak Son barsak

Allantois Genital kabarti

Genital kabarti

Kloaka Mezonefroz

Yolk kesesi

A B

Sekil 1.1.A. Vitellus kesesinin allantoise yakin duvarinda ortaya ¢ikan primordial germ
hiicrelerinin konumunu gosteren {igiincii haftanin sonunda bir embriyo. B. Primordial germ
hiicrelerinin, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle go¢ ederek
genital kabartilara ulagsmasini gosteren bir embriyo kesiti (Sadler, 2012)

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen Once ve
ulagmasi esnasinda gonadal kabartinin epiteli prolifere olur. Epitel hiicreleri altinda kalan
mezensim igerisine primodiyal germ hiicreleri gomiiliir ve primitif cinsiyet kordonlari
denilen diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar (Sekil 1.2). Disi ve erkek olmak tizere, her

iki embriyo da primitif cinsiyet kordonlar yiizey epiteline baglidir.

Mezonefrik
kanal

Primordial

germ hicreleri :
« ' |Prolifere olan Primitif (ilkel) Paramezonefrik

K s e
viicut epiteli cinsiyet kordonlan  kanal

Sekil 1.2. Primitif (ilkel) cinsiyet kordonlarin1 gosteren alt1 haftalik bir embriyonun enine
kesiti

Cinsiyet kromozomunun tipi fertilizasyon ile belirlenir. Over ya da testis yOniinde
gelisen gonadin tipi, daha sonraki dis genitallerde ve genital kanallarda olusan cinsiyet
farklilagsmasini belirler. Eger embriyo genetik olarak erkek ise, primordiyal germ hiicrelerin
de XY cinsiyet kromozomlar1 bulunur. Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis

belirleyici faktorii (TBF) kodlayan SRY geni, primitif cinsiyet kordonlari olan
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testis/medullar kordonlari olusturmak iizere ¢ogalir ve medullanin derinliklerine kadar iner.
Medullar kordonlar dnce bezin hilusuna dogru, sonra da rete testis tiibiillerini olusturmak
tizere ag seklinde dagilirlar (Sekil 1.3). Gelisimin daha ileri evrelerinde tunika albuginea adi
verilen yogun fibroz bag dokusunun araya girmesiyle testis kordonlarinin yiizey epitelleri

ile olan iligkilerini sonlandirir (Moore, 2016; Sadler, 2012; Seftalioglu, 1998).

g Tunika
Dejenere olan é == ,albuginea
mezonefrik tabal o o /// I
- kordonlan | /] ¢ At nali bicimindeki
| |, testis kordonlan
(-\ > . o |
b : Testis ‘I.", :
kordonlan \f

Tunika Duktuli

Paramezonefrik
albuginea eferentes }\\
N

kanal Mezonefrik
A kanal B ' Mezonefrik kanal
(duktus deferens)

Paramezonefrik kanal

Sekil 1.3. A. Gelisimin sekizinci haftasinda testisten gecen ve tunika albuginea, testis
kordonlari, rete testis ve primordial germ hiicrelerini gdsteren enine kesit. B. Testis ve genitel
kanallarin dordiincii aydaki goriiniimii (Sadler, 2012)

Gelisimin dordiincii ayinda, testis kordonlari at nali seklini alir ve uglar rete testis ile
devam eder. Bdylece testis kordonlari, primordial germ hiicrelerini ve gonadin yiizey epiteli
olan mezodermal kdlom epitelinden kdken alan Sertoli hiicrelerinden meydana gelir (Moore,
2016; Ross ve Pawlina, 2006; Sadler, 2012).

Genital kabartinin mezensiminden koken alan Leydig hiicreleri (intertisyel hiicreler)
testis kordonlarinin arasinda bulunur. Testis kordonlarinin farklanmaya baslamasindan
hemen sonra bu hiicreler gelismeye baslar. Leydig hiicreleri, gestasyonun 8. haftasindan
itibaren androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedion) iiretmeye baslar. Bu
hormonlar, mezonefrik kanallarin (Wollfian) ve dis genital organlarin erkek yoniinde
farklilasmasini uyarirlar. Testosterona ek olarak, fetal testislerde yer alan Sertoli hiicreleri
tarafindan Antimiillerian hormon (AMH) ya da Miilleryan inhibe Edici Madde (MIS) adi
verilen glikoprotein yapida bir hormon salgilanir. Bu hormon uterus, serviks, tuba uterina ve
vajinanin Ust kisimlarma farklilagan paramezonefrik (Mullerian) kanallarin gelisimini
baskilar. AMH hormonunun salgilanmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra ise

seviyesi azalir (Kierszenbaum, 2006; Moore ve ark., 2016; Sadler, 2012; Seftalioglu, 1998).



Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlari puberte de liimenleri agilarak
seminifer tiibililleri olustururlar. Seminifer tiibiill liimeninde Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlar olmak tizere iki hiicre tipi bulunur. Sertoli hiicreleri, testisin yiizey
epitelinden gelisen destek hiicreleridir. Spermatogonyumlar, primordiyal germ
hiicrelerinden farklilanirlar ve primordiyal sperm hiicreleridir. Seminifer tiibiiller kanalize
oldugunda rete testis tiibiilleriyle birleserek duktuli efferenteslere acilir. Duktuli
efferentesler, duktus epididimisi olusturan wolffian kanali ile baglanir. Duktus epididimisler
de tek bir kanal olan duktus deferens ile birlesir (Kierszenbaum, 2006; Moore ve ark., 2016;
Sadler, 2012; Seftalioglu, 1998).

1.1.1.1.Testislerin inisi

Ikinci aymn sonunda testis ve mezonefroz karm arka duvarinda bulunur ve iirogenital
mezenterle baglidir. Bu baglar, mezonefroz dejenere olduktan sonra gonadin mezenteri
haline gelir. Mezenterin kaudali ligament seklini alarak kaudal genital ligament olarak
adlandirilir. Testisin kaudal kutbundan ¢ikan, ekstraseliiler matriksten zengin ve yogun
mezengimal yap1 olan gubenakulum’dur. Testis asag1 inmeden 6nce, gubernakulum internal
ve eksternal abdominal oblik kaslarinin arasinda inguinal bolgede sonlanir. Testisin bu
bolgeye inmeye baglamasiyla gubernakulumun abdominal parcasi skrotal sislige dogru
biiylimeye baslar.

Insanlarda testislerin inmesi, transabdominal g¢ evresi ve inguinoskrotal inis evresi
olmak iizere iki ana evrede olur (Agras, 2012; Sadler, 2012).

Transabdominal evre olan ilk evre intra-uterin gelisimin 10. ile 15. haftalar arasinda,
cinsel organlarin gelisiminin baglamasinin hemen sonrasinda gerceklesmektedir. Testisler bu
evrede abdomen i¢inde bobreklerin alt poliinden inguinal kanal girisine dogru yer
degistirdikten sonra inguinoskrotal gd¢ baslayana kadar 28. haftanin sonuna kadar siiren
duraklama donemi olur. Erkek gubernakulumunda Insulin Benzeri Faktor-3 (Insl-3)
uyarisina cevap olarak, mezenkimal proliferasyon ve hyaluronan artis1 ile beraber sisme
meydana gelir. Bu reaksiyon MIS salinimiyla beraber daha da artig gosterir. Sisme
reaksiyonu sonucunda gubernakulum kisalir, viicudun biiyiimesine paralel olarak uzamaz.
Testislerin inguinal kanal girisinde sabit oldugu donemde duraklama evresinin nasil
gerceklestigi muhtemelen genitofemoral sinire (GFN) giden L1 ve L2 duyusal sinir
koklerinin maskulinizasyonu ile olmaktadir. Duraklama sirasinda gubernakulum ve prosesus
vaginalis (PV) inguinal kanal yolu ile skrotuma dogru hareket ederek testikiiler inis i¢in yol

izler (Sekil 1.4) (Agras, 2012).



A Posterior abdominal wall B
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ductus deferens
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Abdominal wall (inguinal ring)
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Sekil 1.4. Androjen-bagimli inguinoskrotal inis evresi. A. Muhtemelen GFN ve CGRP
vasitasiyla, AMH ve androjenler tarafindan gubernakiiler kordun kisalmasi ve gubernakiiler
bulbusun biiyiimesi. B. Testislerin inguinal bolgeden skrotuma inisi (Foresta ve ark., 2008)

Ikinci ve son evre olan inguinoskrotal evre de testisler inguinal kanaldan gegerek
skrotuma yerlesirler. 35. haftanin sonunda inis tamamlanir. Erkeklerde gubernakulumun
kaudal kismimin bulbéz yapisinda, ekstraselliiler matriksin kaybi ile birlikte yeniden
sekillenme s6z konusu olabilir. Gubernakulumun ve igerisindeki PV’nin uzamasi, GFN’yi
etkileyerek kalsitonin gen bagimli peptid (CGRP) salinimina yol agan androjenlerin kontrolii

altinda gergeklesir (Sekil 1.5) (Agras, 2012).
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Sekil 1.5. Androjen-bagimli inguinoskrotal inis evresi. A. Muhtemelen GFN ve CGRP
vasitastyla, AMH ve androjenler tarafindan gubernakiiler kordun kisalmas1 ve gubernakiiler
bulbusun biiyiimesi. B. Testislerin inguinal bolgeden skrotuma inisi (Foresta ve ark., 2008).

1.1.2. Testisin Anatomisi
Testisler (Orchis), iistte posterior abdominal duvarda gelismeye baslar ve dogumdan
once asag1 dogru inerek anterior abdominal duvardaki canalis inguinalis’ten gecer, scrotum’a
iner (Standring ve ark., 2016; Tiwana ve Leslie, 2021). Boyutlar1 yetigkinlere gore yaklagik
olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde; agirliklar1 12-20 gr; hacmi ise 15-25 ml

araliginda degisen bir ¢ift organdir (Goede ve ark., 2011; Tishler, 1971).
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Funiculus spermaticus ile scrotum icinde asili halde bulunurlar. Sol funiculus
spermaticulus sag funiculus spermaticulustan 1 cm daha uzundur (Ergiin ve ark., 2014). Bu
ylizden sol testis sag testise gore daha asagidadir (Tsili ve ark., 2019). Funiculus
spermaticulusu icten disa dogru; facia spermatica interna, fascia creasterica ve fascia
spermaica externa ¢evreler. Fascia spermatica interna; fascia transversalis’ten kdken alir ve
anulus inguinalis profundus’un kenarlarina tutunur. Fascia cremasterica, m.obliquus internus
abdominis’ten koken alir. Fascia spermatica externa ise, anulus inguinalis superficialis
kenarlarina tutunur, m.obliquus externus abdominis’in aponeurosis’inden kdken alir (Snell,
2013).

Testislerin her birinin facies medalis ve facies lateralis olmak lizere i¢ ve dis yiizi,
margo anterior ve margo posterior adi verilen On-arka kenari, extremitas superior ve

extremitas inferior denilen iist ve alt ucu bulunmaktadir (Arinci ve Ilhan, 2006) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Testise ait tabakalar (https://healthjade.net/scrotum/)

Testisler igten disa dogru, tunica vaginalis (epiorchium), tunica albuginea ve tunica
vasculoza olmak tizere ii¢ kilif tarafindan sarilmistir (Ergiin ve Hayran, 2014) (Sekil 1.7).
Lamina visceralis, epididimis’in tutundugu alan disinda testisi orter. Hemen altinda bulunan
lamina albuginea testisleri saran siki bag dokusudur. Tunica albuginea, vertikal yonde
testisin i¢ine dogru kalinlasarak yarim bir bolme olusturur. Mediastinum testis ad1 verilen bu
bolmenin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan, septula testis olarak isimlendirilen kii¢iik bélmelere
ayrilir. Bu ayrilan kiigiik boliimler testisi lobuli testis denilen boliimlere ayirir (Ergiin ve

Hayran, 2014).


https://healthjade.net/scrotum/
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Sekil 1.7. Testisin etrafin1 saran kilif yapisi (https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/
the-testes)

Piramit seklinde olan lobuli testislerin tabani perifere, tepesi mediastinum testise
bakar. Taban kisimlar1 kivrintili devam eden yaklasik 400-600 adet tubuli seminiferi contorti
merkeze dogru birleserek diizlesirler. Birlesip diizlestiklerinden dolay: sayilar1 20-30 adet
olan tubuli seminiferi recti’ler olustururlar. Tubuli seminiferi recti’ler birbirleri ile birleserek
anastomozlasarak ag yapisi olustururlar. Bu ag yapisina rete testis ad1 verilir. 12-15 arasinda
degisen kanallara doniiserek, ductuli efferentes testis adini alan kanallara doniisiir. Ductuli
efferentes testis margo posterior’dan tunica albuginea’y1 deler ve disar1 ¢ikar. Boylece
epididimis’in baslangic bolimii olan caput epididimise agilir. Testislerde {iretilen
spermiumlar, bu sistemi takip ederek epididimise gelerek, depo edilir ve olgunlagmalarinin
son evresini tamamlarlar (Moore ve Dalley, 1999).

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yiiziinii orten damar tabakasidir. Tunica
albuginea ile birlikte septula testis’e uzanir ve lobuli testislerin de etrafini sarar (Ergiin ve
Hayran, 2014; Moore ve Dalley, 1999).

1.1.2.1.Testis’in kan damarlari, Lenf damarlar1 ve Sinirleri

Testisler, 2. lumbal vertebra seviyesinden ¢ikan aorta abdominalis’in dali olan arteria
testicularis tarafindan beslenir. Ince, uzun bir arter olan arteria testicularis karin arka
duvarindan retroperitoneal bolgeye gecer ve lireter, n.genitofemoralis ve arteria iliaca
externa’nin alt pargasin1 dnden caprazlar. Kanala anulus inguinalis profundus’tan gecerek
ilerler. Anulus inguinalis superficialis’ler araciligiyla kanaldan ¢ikarak funiculus
spermaticus’a girer ve mediastinum testis’te birgok dala ayrilarak testisi kanlandirir (Arinct

ve Elhan, 2006; Snell, 2013).



Testislerde bulunan vena testicularis’i, baglangicta funiculus spermaticus’un gevresini
saran plexus pampiniformis adi verilen damar ag1 olusturur. Plexus pampiniformis, 8-12
venden olusur ve hacmi azalarak anulus inguinalis profundus seviyesinde tek bir vena
testicularise doniisiir. Plexus pampiniformis, testisi sabit 1s1da tutarak 1s1 diizenleyici bir rol
iistlenir. Sag ve sol vena testicularis'ler plexus pampiniformis’ten ¢iktiktan sonra sol vena
testicularis, vena renalis sinistra’ya dokiiliir; sag vena testicularis ise vena cava inferior
(VCI)’a agilir. Bu nedenle sol vena testicularis i¢cinde basing daha yiiksektir (Sekil 1.8)
(Arinc1 ve Elhan, 2006; Ergiin ve Hayran, 2014; Snell, 2013).

Plexus pampiniformis ——== _~ A testicularis
/

, Ductuli efferentes testis
/

Caput epididymidis

<

Ductus deferens

Corpus epididymidis

Sekil 1.8. Testisin kan damarlar1 olan a. testicularis, plexus pampiniformis'in gosterimi
(Paulsen ve Waschke 2010)

Testislerin lenf damarlar, yiizeyel ve derin olmak tizere iki gruba ayrilir. Yiizeyel olan
lenf damarlar1 tunika vaginalis’ten, derin olan lenf damari ise epididimis ve testis’ten baglar.
Once funiculus spermaticus icinde, sonra da arteria testicularis’lerle beraber damarlar ilerler.
Arteria testicularis’in lireter ile birlestigi noktaya kadar, m.psoas major’un 6n yiizli boyunca
uzanir ve nodi aoritici laterales ve preaortici’ye acgilirlar (Arinct ve Elhan 2006; Ergilin ve
Hayran, 2014).

Testislerin sinirsel uyarimi otonom sinirleri tarafindan saglanir. Bu otonom sinirler, a.
testikularis’in cevresindeki plexus testicularis’ten kaynaklanir. T10-11 medulla spinalis
segmentlerinden gelen sempatik lifler ve n.vagus’tan gelen parasempatik lifler tarafindan
olusturulur. Bu sinirler, testisin damarlar1 etrafinda organa tasinir (Arinct ve Elhan 2006;

Ergiin ve Hayran, 2014).



1.1.3. Testisin Histolojisi

Erkek ilireme sistemi, skrotum igerisinde bulunan bir ¢ift testisten, testis i¢i ve dis1
bulunan genital bosaltim kanallarindan, aksesuar cinsiyet bezlerinden (vezikiila seminalis,
prostat ve bulboiiretral bez) ve penisten olusur. Testisler, birlesik tiibiiler yapida bezlerdir ve
hem ekzokrin hem de endokrin olarak gorev yaparlar. Ekzokrin gorevi, puberte donemiyle
birlikte erkek iireme hiicresi olan spermatozoonlarin iiretilmesidir. Spermatozoon iiretilmesi
olayina spermatogenez ad1 verilir. Erkek gametlerin {iretimi sirasinda meydana gelen hiicre
boliinme olaylart hem mitoz hem de mayoz boliinmeyi icerir. Endokrin gorevi ise, seks
hormonlar1 olarak adlandirilan androjenlerin sentezlenmesi, depolanmasi ve salgilanmast
olan steroidogenez’dir. Baslica testosteron olmak iizere androjenler, spermatogenez icin
gereklidir ve erkek embriyonun fenotipik erkek fetus gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Ayrica
seksiiel dimorfizmden sorumludur (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009;
Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2006).

Testisler, embriyolojik gelisim sirasinda karmm boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler ve fetlislin gelismesi sirasinda goc ederek, skrotum icinde
spermatik kordonlart ucunda asili olarak bulunur. Gergeklestirdikleri bu go¢ sebebiyle
testisler, tunika vaginalis denilen serdz bir kese seklinde skrotum i¢ine kendisiyle beraber
peritonu da getirirler. Tunika vaginalis, lamina parietalis (periorchium) ve lamina visceralis
(epiorchium) olmak iizere iki tabakadan olusur. Lamina parietalis (periorchium) tabakasi,
skrotumun i¢ yliziinii 6rten mezotel ile kapl iken, lamina visceralis (epiorchium) tabakasi
ise testisin On kenar ve yan yiizlerini sarar. Bu iki tabaka arasinda cavum serosun scroti adi
verilen i¢i s1v1 dolu bir bosluk bulunur (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009;
Ross ve Pawlina, 2006).

Tunika vaginalis’in lamina visceralis katmaninin hemen altinda kollajen liflerden
zengin yogun bag dokusundan olusan, sert bir kapsiil seklinde tunika albuginea yer alir.
Tunika albuginea, testisin arka yliziinde kalinlasarak, testise ait damar, sinir ve kanallarin
giris ¢ikis yaptig1 bolge olan mediastinum testis adi1 verilen yapiy1 olusturur. Mediastinum
testis’den bezin igine giren uzantilar bulunur. Bu uzantilara septula testis ad1 verilir. Bu
fibr6z uzantilar, tunika albuginea’nin i¢ yiiziine dogru isinsal olarak uzanir ve organi
piramidal sekilli 250-300 adet lobuli testis ad1 verilen lobiillere ayirir. Her bir lobuli testis;
1-4 adet seminifer tiibiil ve Leydig hiicrelerini (intertisyel hiicreler) de iceren bag dokusu
yapisindaki stromadan meydana gelir. Lobuli testis’in igindeki her bir seminifer tiibiil
kivrimli halka seklindedir ve halkanin uglar1 mediastinum’a yakinlastikca diizlesir.

Seminifer tiibuliin bu kismi diiz tiibiil olarak isimlendirilir. Seminifer tiibullerde erkek tireme
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hiicreleri olan spermatozoonlar iiretilirken, Leydig hiicreleri ise androjen salgilarlar (Gartner
ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina 2006).

Testisleri saran kapsiiliin en i¢ kisminda, kan damarlarindan zengin gevsek bag dokusu
yapisinda tunika vasculosa tabakas1 bulunur. Tunika albuginea’nin i¢ ylizeyini ve tiibiillerin
arasini doldurarak tiim lobiilleri sarmis olur (Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina,
20006).

1.1.3.1.Seminifer tiibiiller (Tubuli seminiferi contorti)

Seminifer tiibiiller, testisin parankimasini olustururlar. Tiibiilleri, fibroblast hiicrelerini
iceren fibréz bir bag dokusu ile sarilidir. Her bir testiste yaklagik 250-1000 adet seminifer
tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil ise, yaklagik 30-50 cm uzunlugunda ve 150-250 pm
capindadir. Bir testiste yer alan tiibiillerin toplam uzunlugu yaklagik 250 metredir (Sekil 1.9).

Sekil 1.9. Seminifer tiibiillerin histolojik goriintiisii (Ross ve Pawlina 2006)

Seminifer tiibiiller kor bir ug ile baslayarak mediastinum testis’e bakan kisimlarinda
birbirlerine dogru yaklasirlar ve kisa, dar devam eden tubuli recti olarak adlandirilan 20-30
adet kisa kanallar1 olusturur. Tubuli recti’lerin c¢aplari genisleyerek 0,5 mm olur.
Mediastinum testis’e uzanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve mediastinum testisin tist
kisminda bulunan rete testis ad1 verilen yapiy1 olustururlar. Rete testis’ler, 12-15 adet kiiciik
kanalciklar olan duktuli efferentes testis’e acilir. Duktuli efferentes testisler, tunika
albuginea’y1 delerek caput epididimis'e agilirlar ve burada genisleyip daha kivrimli bir sekil
alarak konik yapidaki lobiilleri meydana getirirler. Duktuli efferentes testisler, duktus
epididiymis'e acgilirlar. Duktus epididimis ilerledik¢e ¢ap1 ve kalinligi artarak duktus
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deferens'e doniisiir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina,
2006).

Seminifer tiibiiller; fibroz bir bag dokusu kilifi, bazal lamina ve ¢ok katli germinal
(seminifer) epitelden olusur. Seminifer tiibiilii distan saran fibréz bag dokusu kilifi olan
tunica propria peritiibiiler doku olarak da isim alir ve 3-5 tabaka miyoid hiicreden ve kollajen
liflerden olusur. Bazal membrana yapisik olarak bulunan en igteki katmanda tek tabaka
seklinde yerlesim gosteren miyoid hiicreleri yer alir. Bu hiicreler hem hareketsiz
spermatozoonlari rete testis’e ilerleten ritmik kasilma hem de sekresyon yapma 6zelliklerine
sahiptirler. Bazal membran, Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen laminin, tip I kollagen

ve tip IV kollagen igerir (Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006).

Seminifer tiibiiller de bulunan germinal (seminifer) epitel, ¢ok katli epitel yapisi

gosterir ve iki tip hiicre igerir (Sekil 1.10). Epiteli olusturan hiicreler:
1.Spermatogenik hiicreler

2.Sertoli hiicreleri (Sustentacular cells, Destek hiicreleri)

Saoptazrmix OOrUler

\
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— °e
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Primeor spermatost

Basw SOOrMAOQOMUM
Fibrotiast -
- 4
Sekil 1.10. Seminifer tiibiil epiteli (Junqueira ve Carneiro, 2009)
1.1.3.1.1. Spermatogenik hiicreler

Seminifer tiibiillerin duvarini 4-8 tabaka halinde doseyen, bazal lamina ile liimen
arasinda yer alan, diizenli olarak cogalan ve spermatozoona farklilasabilen hiicrelerdir.
Olgunlasmamis hiicre olan spermatogonyum olarak adlandirilan spermatogenik hiicreler

bazal laminanin {izerinde yerlesirken; olgun hiicreler olan spermatidler ise Sertoli
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hiicrelerinin apikal boliimiine tutunurlar. Spermatogonyumlardan sperm olusumu siirecine
spermatogenez adi verilir. Spermatogenez, puberteden kisa bir siire once, pitiiiter bezin
gonadotropinlerin seviyelerinin artmasi ile birlikte baslar. Yasam boyunca devam eder
(Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006).

Spermatogenez’in tiim evreleri spermatogenik hiicre katmanlarinda gergeklesir.
Hiicreler olgun hale gegtikce bazal kompartmandan limene dogru gegerler. Bazal laminadan
liimene dogru hiicreler; spermatogonyumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermatozoon’lar seklinde siralanir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve
Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006).

1.1.3.1.1.1.Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, seminifer tiibiil epitelinin bazal kompartmaninda, bazal
membranin hemen lstiinde yer alirlar. Puberte doneminde testosteron hormonunun etkisiyle
beraber, spermatogonyal hiicrelerin hiicre boliinme siklusuna girmesine etkisi bulunur.

Spermatogonyum hiicreleri, primordiyal germ hiicrelerinden farklilasirlar ve diger
spermatogenik hiicrelerin Onciilleridir. Diploid kromozoma sahiptir olan bu hiicreler,
yaklasik 12 um c¢apindadir. Serideki diger hiicrelere goére daha kiiciik ve soluk renkte
boyanan nukleuslari bulunur (Gartner ve Hiatt, 2016; Kierszenbaum, 2006). Germinal
epitelde nukleuslarin goriiniimiine gore ii¢ tip spermatogonyum tanimlanir. Bunlar; koyu
boyanan tip A (Ad, Type A dark) spermatogonyumlar, agik boyanan tip A (Ap, Type A pale)
spermatogonyumlar, tip B spermatogonyumlar (Sekil 1.11).

ge¢ spermatid

erken spermatid

pakitendeki
primer
spermatosit

baglanti kompleksi

bazal lamina

i Sertoli tip A agik peritibdler (miyoid) hlcreler
tip A koyu hicresi  spermatogonyum tip B
spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 1.11. Germinal epitelde yer alan spermatogonyumlar (Ross ve Pawlina, 2006)
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Koyu boyanan tip A (Ad, Type A dark) spermatogonyumlar: Bu tip
spermatogonyumlar seminifer epitelin kok hiicreleridir. ince graniillii kromatinli, yogun
bazofilik, oval niikleuslu hiicrelerdir. Puberteden itibaren mitoz bdliinme gecirerek yeni
hiicre tiplerini olustururlar. Yeni olusan hiicreler ya koyu boyanan tip A (Ad)
spermatogonyumlar halinde kok hiicre olarak bdliinme siirdiirebilir ya da agik boyanan tip

A (Ap) spermatogonyumlar olusturur.

Acik boyanan tip A (Ap, Type A pale) spermatogonyumlar: Acik renk boyanan,
ince graniillii kromatinli oval niikleuslara sahip olan hiicreler, hormonal uyarilarla birlikte
mitotik boliinme gegirerek tip B spermatogonyumlara farklilanirlar. A¢ik boyanan tip A
spermatogonyumlar spermi lireten farklilagma siirecine baslarlar. Bu siirecte A1, A2, A3, A4
ve daha sonra ara spermatogonyumlar1 olusturmak iizere birka¢ mitotik bdliinme gegirirler

ve sayilarini artirirlar.

Tip B spermatogonyumlar: Mitotik boliinme gegirerek primer spermatositlere
farklilanirlar. Merkezi niikleolusun c¢evresinde genis yogunlasmis kromatini bulunan
yuvarlak niikleusa sahiptir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009;

Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2006).

1.1.3.1.1.2.Primer ve sekonder spermatositler

Primer spermatositler, seminifer tiibiilde bulunan en biiyiik spermatogenik hiicrelerdir.
Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinme gegirmeleri sonucunda olusurlar. Primer
spermatositler, mayoz baslamadan 6nce DNA’larmi (Deoksiriboniikleik asit) kopyalar.
Boylece, her primer spermatosit 2n=46 kromozom ve her kromozom iki kardes kromatidden
olustugu icin iki kat: miktarda DNA (4d) miktar1 icerir. Insan primer spermatositlerinde 22
giin siliren birinci mayotik boliinmenin profazinda goriilebilen kromozomlar1 olusturacak
sekilde yogunlasir (Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina,
20006).

Sekonder spermatositler, birinci mayoz boliinmenin sonunda olusur. Bu hiicreler S
fazina gegcmeden, yeni DNA sentezlemeden ikinci mayotik boliinmenin profazina gecerler.
Her sekonder spermatositin n=23 kromozom sayisina (22+X ve 22+Y) ve diploid DNA (2d)
miktarina sahiptir. Ikinci mayotik béliinmenin metafazinda kromozomlar metafaz plagina
dizilir. Kardes kromatidler ayrilir ve mekigin zit kutuplarma hareket eder. ikinci mayotsk

boliinme tamamlandiginda niiklear membranlar yeniden olusur. Her bir sekonder
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spermatositten biri 23 tek iplikli ve 1d miktarinda DNA igeren iki haploid spermatid olusur
(Ross ve Pawlina, 2006).
1.1.3.1.1.3.Erken ve ge¢ donem spermatidler

Erken donem ya da yuvarlak spermatidler 1N kromozolu ve 1d DNA igeregi olan
haploid hiicrelerdir. Bir n kromozom sayis1 22+X veya 22+Y kromozomu seklinde gosterilir.
Bu hiicreler limene yakin adluminal seviyede yerlesmis 7-8 pm boyutunda oval sekilli
hiicrelerdir. Nukleuslarinda yogunlagsmis kromatin bolgeleri bulunurken; sitoplazmalarinda
iyi gelismis Golgi kompleksi, mitokondriyonlar, serbest ribozomla, bir ¢ift sentriyol ve diiz
endoplazmik retikulum igerir.

Spermatidler daha fazla boliinmeye ugramazlar, Sertoli hiicrelerinin apikal
sitoplazmalarina go¢ ederler ve bazi yapisal degisikliklere ugrarlar. Bu degisiklikler, Golgi
fazi, kep fazi, akrozom fazi ve olgunlagsma fazidir. Golgi fazinda, sentriyoller jukstaniiklear
bolgeden spermatidin arka kutbuna gd¢ ederler ve olgun sentriyol plazma membranina dik
ac1 yaparlar. Boylece, sentriyol spermin kuyrugunu olusturacak olan 9+2 mikrotiibiil ¢iftinin
pargalarinin bir araya gelmesini baglatir. Kep fazinda, akrozomal vezikiil nukleusun 6n yarist
lizerinde yayilmasiyla akrozomal kep olusur. Akrozomal kepin alt kismindaki nuklear zarf
parcasinin porlarini kaybetmesiyle beraber kalinlasir ve nuklear igerik yogunlasir. Akrozom
fazinda ise, spermatid kendisini hizalar, bas kismi1 Sertoli hiicresinin i¢ine gomiiliir ve bazal
laminaya dogru yonelir. Flagellumu, seminifer tiibiiliin liimenine dogru uzanir. Spermatidin
yogunlasan nukleusu yassilagir ve uzar. Spermatidin yeniden sekillenmesi ile birlikte
olgunlasma fazinda flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma atilir ve olgun spermatozoon
olusur. Rezidiiel cisimcik Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler bu yapisa
degisikliklerle ge¢irdigi doneme, ge¢ donem spermatid ya da uzamis spermatid evresi olarak
adlandirilir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006; Ross
ve Pawlina, 2006).

1.1.3.1.1.4.Spermatozoonlar (Spermiumlar)

Yaklasik 60 pm uzunlugunda olan olgun germ hiicreleridir. Bag ve kuyruk olmak tizere

iki kistmdan olusur (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Olgun spermatozoon (Gartner ve Hiatt, 2007)

Sperm bas1 yaklasik 4,5 pm uzunlugunda, 3 pum genisliginde ve 1 um kalinligindadir.
Spermatozoonlarin bas kismi yassi ve sivridir. Nukleus, basta yogun bir boliimii kaplar.
Nukleusun anteriyorda 2/3’luk kismini saran akrozomal kisminda tripsin benzeri proteazlar
(hyaluronidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve akrozin) bulunur. Akrozomal enzimler oositi
saran korona radiata ve zona pellucida’ya spermatozoon girisini kolaylastirmak i¢in
fertilizasyon sirasinda salinir ve oositin zona pellusidasinin delinmesi i¢in gerekli olan
enzimlerdir (Gartner ve Hiatt, 2016; Ross ve Pawlina, 2006).

Sperm kuyrugu, boyun, orta parca, esas parc¢a ve son par¢a olmak tlizere dort boliime
ayrilir. Boyun kismi kisa olan sentriyolleri ve kaba lifleri igerir. Orta par¢a yaklasik 7 pm
uzunlukta olup, boyun ile esas parca arasinda bulunur. Bu boliim kalin liflerin ve aksonemal
kompleksin etrafinda sarilmis olan mitokondriyonlari igerir. Bu mitokondriyonlar kuyrugun
hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi saglar. Esas parca, yaklasik 40 pm uzunlugunda olan bu
boliim kuyruk kisminin en uzun olan boliimiidiir. Kalin liflerin ve aksonemal kompleksin
disindaki fibroz kilifta bu bolgede bulunur. Dordiincii kisim ise yaklagik 5 pm‘lik son
parcadir. Bu kisim yalnizca aksonemal kompleksi icerir (Gartner ve Hiatt, 2016; Ross ve
Pawlina, 2006; World Health Organization, 2010).

1.1.3.1.2. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, testislerin seminifer tiibiillerinde bulunur ve ilk kez 1865 yilinda
fizyolog ve histolog olan Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmis olup onun adinmi almistir
(Griswold, 2018). Seminifer tiibiiliin bazolateral kismina yakin olarak bulunan, yaklagik 9-
12 pm boyutunda olan, uzun, piramidal sekilli destek (sustentakiiler) hiicreleridir (Duan ve

ark., 2017). Bu hiicreler de diiz endoplazmik retikulumlari, iyi gelismis graniillii
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endoplazmik retikulumlari, ¢ok sayida uzun mitokondriyonlar, iyi gelismis Golgi aygiti,
sayilar1 degigebilen mikrotiibiiller, lizozom, lipid damlacigi, glikojen graniilleri bulunur.
Okromatik niikleuslarinin sekli ve yerlesimi farklilik gosterebilmek ile beraber oval ya da
ticgen sekilli olabilir. Yass1 sekilde olup hiicrenin bazaline paralel uzanabilir ya da licgen
sekilli olup hiicrenin bazaline yakin olarak yerlesebilir. Nukleolusu ¢ok belirgindir ve
merkezi yerlesmistir. Seyrek olarak sitoplazmanin bazalinde protein yapida olan Charcot-
Béttcher kristaloidleri ad1 verilen inkliizyon cisimcikleri bulunur. Ince fiiziform kristaloidler
10-25 um uzunlugunda ve 1 pm genisligindedir. Son ¢alismalarda lipoprotein reseptor
(CLA-1) proteinlerinin birikimi oldugunu ve bu birikimin inkliizyon cisimciklerinin lipid
transportunda gorevli olabilecegi diisliniilmektedir (Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina,

2006; Wong ve Khan, 2021).

Sertoli-spermatid
' baglanti
6zellegsmesi

primer spermatosit

karyozom

//

Senoh Sertoli baglanti bzellesmeS| spermatogonyum

bazal lamina

Sekil 1.13. Sertoli hiicresi ve komsu spermatojenik hiicreler ile iliskisi (Ross ve Pawlina,
2006)

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri birbirleri ile bazolateral bolgede zonula okludensler
(s1k1 baglanti) yaparak, seminifer tiibiil liimeninin ¢evresini saran kesintisiz hiicre tabakasi
olusturur. Sertoli hiicreleri birbirleri ile zonula okludens tipi baglantilar yaparak kan-testis
bariyerini olustururlar. Bu bariyer, seminifer epitelden iyon, aminoasit, protein ve
karbonhidrat igerigi bakimindan fizyolojik sartlarin olusturulmasi i¢in onemlidir. Ayrica
kan-testis bariyeri liimenin altinda yer alan bdélgenin bag dokusundan gelen etkilerine karsi

korur. Ayn1 zamanda Sertoli-Sertoli hiicreleri arasinda olan zonula okludens tip baglantilari
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bazal epitelyal kompartman ve luminal epitelyal kompartman olmak {izere iki epitelyal
kompartman olusturur. Bu iki farkl1 kompartmanin, spermatogenez i¢in 6zel bir mikrogevre
saglar. Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve erken primer spermatositlerle sinirlidir
ve Sertoli-Sertoli hiicresi ve bazal lamina arasindadir. Olgun spermatositler ve spermatidler
ise Sertoli-Sertoli hiicre baglantisinin luminal tarafinda bulunur. Her iki kompartmanda da
spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 tarafindan c¢evrelenir. Sertoli
hiicrelerinin ve farklilagsmakta olan spermatogenik hiicreler arasindaki bu iliskiden dolay1
Sertoli hiicrelerine destekleyici hiicre de denir. (Gartner ve Hiatt, 2016; Kierszenbaum, 2006;
Nishimura ve L'Hernault, 2017; Ross ve Pawlina 2006). Sertoli hiicrelerinin birgok gorevi

vardir. Bunlar;

1.Spermatogenik hiicrelerin beslenmesine, korunmasina ve desteklenmesine yardimci
olurlar (Ni ve ark., 2019)

2.Spermatogenezin parakrin ve endokrin kontroliinde gorevlidir (Shi ve ark., 2018)

3.Spermatogenez sirasinda kolesterol metabolizmasini diizenler (Titi- Lartey ve Khan,
2021)

4.Seminifer tiibiillerin limenine spermlerin tasimmasi i¢in kullanilan, protein ve
iyondan zengin yapida bir sivinin salgilanmasi (Rato ve ark., 2010)

5.Spermiyogenez esnasinda spermatidler tarafindan atilan fazla sitoplazmik
parcaciklarin fagosite edilmesi (Arandjelovic ve Ravichandran, 2015)

6.Folikiil uyarici hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda gergeklesen,
spermatogenezis i¢in gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasii saglayan androjen-
baglayici protein (ABP) salgilanmasi (Titi- Lartey ve Khan, 2021)

7.Inhibin o ve B alt iiniteleri salgilayarak hipotalamustan salman gonadotropin
salgilatict faktdr ve on hipofiz bezinden salinan FSH {izerine negatif (geri bildirim) etki
gosterilmesi (Gartner ve Hiatt, 2016)

8.Kan—testis bariyeri ile spermatositlerin ve spermatidlerin otoimmiin yanita ve
kandaki zararlt maddelere karsi korunmasinin saglanmasi (Titi- Lartey ve Khan, 2021)

1.1.3.2.interstisyel bag dokusu ve Leydig hiicreleri

Intersisyel (ara) bag dokusu, seminifer tiibiiller arasinda kalan kisimdir ve testis
kiitlesinin yaklasik %30’unu olusturur. Fibroblast, makrofaj, mast hiicresi, lenfosit,
farklilasmamis mezenkim hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelerden, kan ve lenf damarlar1 ve
sinirlerden zengin gevsek bir bag dokusudur. Kilcal damarlar pencereli tiptedir ve kan

proteinleri gibi biiyiik proteinlerin gecisine izin verir. Puberte doneminde Leydig
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(intersisyel) hiicreleri de bu hiicre grubuna eklenir. Bu hiicreler androjen {iretimi agisindan
biiylik 6nem tagir (Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006).

Leydig hiicreleri, testislerde bulunan temel hiicrelerdir. Kan damarlari, lenfatik kanal
ya da siniizoidlerin yakininda, interstisyel bag dokusu igerisinde bulunurlar. 15-20 um
capindadirlar. Merkezi yerlesimli okromatik bir nukleuslari, belirgin bir nukleoluslari,
eozinofilik sitoplazmaya sahip poligonal sekilli hiicrelerdir. Bol lipid igerigi bulunur.
Bunlarin yaninda biiyiik ve iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi
aygiti, ¢cok sayida kii¢iik lipid damlaciklari, lizozomlar, tiibiiler kristali mitokondriyonlar,
cok sayida yuvarlak lipofuksin pigment graniilleri ve Reinke kristaller bulunur (Mahran ve
ark., 2017; Ross ve Pawlina, 2006).

Leydig hiicreleri, erkeklerde androjenlerin birincil kaynagi olan testosteronun
iiretilmesinden sorumludur. Testosteronun iiretilmesi spermatogenez, cinsel gelisimin
kontrol edilmesi, ikincil cinsel 6zellikler ve bu 6zelliklerin davraniglarinin siirdiiriilmesi gibi
onemli rolleri vardir. Bu islevler Leydig hiicrelerinde androjen iiretimi ile baslar ve hipofiz
bezinden lretilen liiteinizan hormon (LH) basta olmak iizere bir¢ok faktoriin kontrolii ve
regililasyonu altindadir (Griswold ve Behringer, 2009; Zhou ve ark., 2019).

1.1.3.3.Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan olgun spermatoza olusumunu kapsayan bir
stireci ifade eder. Puberteden az bir zaman Once, pitiiiter bezden salgilanan gonadotropin

seviyesinin artmastyla baslar ve hayat boyu devam eder (O'Donnell ve ark., 2017).

Spermatogenez siireci {i¢ ana kisimdan olusur (Sekil 1.14). Bunlar;

l. Spermatogonyal faz (Spermatositogenez)
2. Spermatosit faz1 (Mayoz)
3. Spermatid fazi1 (Spermiyogenez) (Ross ve Pawlina, 2006)
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Sekil 1.14. Spermatogenezis slirecinin evreleri (Ross ve Pawlina, 2006)
1.1.3.3.1. Spermatogonyal faz (Spermatositogenez)

Spermatogonyumlarin mitoz boliinme ile c¢ogalarak primer spermatositlere
farklanmasi evresidir. Germinal epitelden bulunan farklilanmamis kok hiicreler olan tip A
koyu spermatogonyumlar, mitotik boliinmeler gegirerek yeni hiicre tiplerini olusturur. Yeni
hiicre tiplerini olusturabilmesi icin ya tip A koyu spermatogonyumlar olarak kok hiicreler
boliinmeye devam edebilir ya da tip A acik spermatogonyumlart olusturabilir. Tip A agik
spermatogonyumlar hormonal uyarilarla birlikte mitoz bolinme gegirirler ve tip B
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinmesi primer
spermatositler olusmadan kisa bir siire 6nce DNA’larin1 kopyalarlar. Bundan dolay1 primer
spermatositler normal sayida kromozom (2n) ve iki kati kadar DNA’ya (4d) sahiptir. (Gartner
ve Hiatt, 2016; Ross ve Pawlina, 2006; Suede ve ark., 2022).

1.1.3.3.2. Spermatosit faz1 (Mayoz)

Primer spermatositlerde mayoz bdliinmenin profaz evresinde yaklagik 22 giin kalir ve
bu evrede kromatinler goriilebilen kromozomlar1 olusturacak sekilde yogunlasir. Birinci
mayotik boliinmeyle birlikte olusan hiicreler sekonder spermatositlerdir. Sekonder
spermatositler N kromozoma (22+X ya da 22+Y) ve 2d DNA’ya sahiptirler. Interfaz
evresinde c¢ok kisa kaldiklari i¢in, hizli bir sekilde ikinci mayoz bdliinmeye girerler. Bu
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yiizden testis kesitlerinde sekonder spermatositleri gormek miimkiin degildir. Ikinci mayoz
boliinmenin sonunda, her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya iner. Haploid (N) kromozoma
sahip yeni hiicreler olan spermatidler olusur.

Birinci mayoz boliinmenin profazinin alt evreleri, leptoten, pakiten, zigoten ve
diploten olmak tizere dort fazi gegirerek diakinez safhasina ulasirlar. Zigoten-pakiten
evresinde homolog kromozomlarin eslesmesini kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusur.
Dort evrede homolog kromozomlarin sinapsi ve homolog kromozomlarin kardes olmayan
kromatidleri arasinda genetik bilgi degisimi krossing-over adi verilen olay pakiten evresinde
gerceklesir. Daha sonra hiicreler metafaz evresine ve anafaz evresinde eslesmis homolog
kromozomlar ig iplikleri ile zit kutuplara ¢ekilirler (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve
Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2006).

Erken donem ya da yuvarlak spermatidler, N kromozom ve 1c DNA igerirler. Mayoz
boliinme sonucu meydana gelen spermatidler boliinmeye ugramazlar, Sertoli hiicrelerinin
apikal sitoplazmalarina go¢ ederek bir dizi yapisal degisiklige ugrayarak spermiyogenezis
ad1 verilen bir farklilagsma siirecini baslatirlar. Bu yapisal degisiklikler; akrozom olusumu,
flagellum sekillenmesi, kromatin kondensasyonu (yogunlasmasi) ve fazla sitoplazmanin
atilmasidir. Spermatidin bu yapisal degisikligi gecirdigi doneme, ge¢ donem spermatid
(uzamig spermatid) evresi denir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro, 2009;
Kierszenbaum, 2006).

1.1.3.3.3. Spermatid faz1 (Spermiyogenez)

Spermiyogenezde, spermatidler olgun sperme farklilagirlar ve bu son asamada yeniden
sekillenmeye ugrarlar. Spermiyogenez dort faza ayrilir ve bu fazlar meydana gelirken

spermatidler fiziksel olarak birbirlerine tutunmus halde bulunur (Ross ve Pawlina, 2006).
Golgi faza

Spermatidin, ¢ok sayida Golgi kompleksinin oldugu bolgede kiimelenen Periyodik
Asit-Schift (PAS) pozitif kiiclik graniillerin  bulunmasiyla karakterize bir evredir.
Proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengin bir igerige sahip olup, nukleus zar1
yakinindaki membranla siirli olan akrozomal vezikiillerle birlesirler. Akrozomal vezikiil
genisler ve icerigi artar. Vezikiiliin pozisyonu ise gelismekte olan spermin 6n kutbunu
belirlerken, sentriyoller jukstaniiklear bolgeden spermatidin arka yoniine go¢ eder. Burada
flagellalar aksonemi olusturur ve sentriyoller yeniden nukleusa go¢ ederken hareket ettikge
aksonem birlesenleri ¢cevresine sarilir (Junqueira ve Carneiro, 2009; O'Donnell ve ark., 2017;

Ross ve Pawlina, 2006).
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Kep faz1

Akrozom vezikiilii nukleusun 6n yarisindan daha fazlasini kaplayacak sekilde genisler
ve sapka gibi bu boliimii 6rter. Bu yapiya akrozomal kep denir. Nukleus zarinin buraya bakan
boliimiinde porlar kaybolur, nukleustaki yogunlasma devam eder ve nukleus etrafini saran
akrozomal kep kalinlasir. (Gartner ve Hiatt, 2016; Ross ve Pawlina, 2006).
Akrozom fazi

Spermatid kendini yeniden hizalayarak bas kismi1 Sertoli hiicresinin i¢ine gomiiliir ve
bazal laminaya dogru yonelir. Gelisen flagellum seminifer tiibiiliin liimenine dogru uzanir.
Spermatidin yogunlagan nukleusu yassilasir ve uzar. Akrozom, hiicre zarinin apikal kismina
iyice yaklasir. Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik kilif seklinde organize olurlar ve
nukleusu ¢evreleyen manset meydana gelerek spermatidin arka kismina dogru ilerlerler.

Sentriyoller, nukleus arka yiiziine dogru go¢ ederek gelismekte olan spermatozoonun
boyun parcasini olusturmak iizere degisime ugrarlar. Nukleusa bagli olan sentriyolden
kaynaklanan dokuz kalin lif aksonemin mikrotiibiiliiniin periferinde yer alan dis yogun lifler
olarak flagellum igerisinde uzanir. Bu dis yogun lifler, nukleus ve flagellumu
birlestirdiginden dolay1 baglayici parca olarak adlandirilir. Plazma zar1 flagellum yiizeyini
kaplamak iizere arkaya dogru uzar ve silindir yapidaki mikrotiibiill kilifi kaybolur.
Mitokondriyonlar flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak orta parca denilen
kalinlagmis bolgeyi olusturur. Bu kalinlagan bolge spermatozoonlarin hareketlerinin kaynagi
olan yerdir. Orta par¢canin distalinde yer alan iki longitudinal fibr6z kolon ve ¢ok sayida
baglayici halka igeren fibroz kilif, esas parcanin dokuz adet longitudinal lifi cevreleyerek
flagellumun ucuna yakin bir kismina kadar ilerler. Fibroz kilifin distalinde kalan, sadece
aksonemi igeren bu boliime, son par¢a denir (Gartner ve Hiatt, 2016; Junqueira ve Carneiro,
2009; Ross ve Pawlina, 2006).
Olgunlasma faz

Spermatid sitoplazmasinin miktarinda azalmanin goriildiigii son evredir. Spermatid
sitoplazmasinda artik cisimler olusur. Bu artik cisimler spermiasyon asamasinda birakilarak
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilip ortadan kaldirilir. Spermatidler birbirleri ile olan
baglantilarin1 kaybederek, Sertoli hiicrelerinden ayrilirlar ve liimene diiserler (Ross ve
Pawlina, 2006).

1.1.4. Testisin Histofizyolojisi

Testis dokusu spermatozoon iiretimi ve spermiyogenez ile ilgili ekzokrin fonksiyonlari
ve erkek cinsiyet hormonlari olan androjenleri salgilamasi endokrin fonksiyonlara sahiptir
(Basciani ve ark., 2010; Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Testisin endokrin fonksiyonu, hipofizin adenohipofiz’in pars distalis bolgesinde
bulunan gonadotrop hiicrelerinin iirettigi gonadotropinler olan FSH ve LH tarafindan
diizenlenir. Bu gonadotropinler, testisin islevini denetlerler ve erkeklerde yaklasik %80’1
hem LH hem de FSH igerir (Ilacqua ve ark., 2018; Junqueira ve Carneiro, 2009).

FSH, Sertoli hiicrelerinden ABP’nin sentez ve salgilanmasini saglar. ABP, testosteron
ile baglanarak testosteronu seminifer tiibiil liimenine tasir. Ayrica spermatogenezis igin
gerekli olan FSH hormonunun yogunlastirilmasini saglar ve spermatogenezisin uyarilmasi
saglanir. FSH’nin etkisiyle Sertoli hiicrelerinden, Gonadotropin salgilatici hormon (GnRH)
ve FSH’nin salinimin1 aktive eden ‘aktivin’ ve inhibe eden ‘inhibin’ gibi proteinler de tiretilir
(Junqueira ve Carneiro, 2009).

LH, Leydig hiicrelerini uyarir ve testosteron yapimini uyarir. Hipofiz bezinden FSH
salgilanmas1 negatif negatif feedback (geri bildirim) ile diizenlenir. Testosteron sentezi
artiginda LH salimimi baskilanirken testosteron sentezi azaldiginda LH salinimi artar
(Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve Carneiro, 2009).

INSL-3, tireme ile ilgili gelisimsel siireglerin diizenlenmesinde 6nemli bir faktor
olarak ortaya ¢ikar (Foresta ve ark., 2004). INSL-3, dogum oncesi ve sonrast Leydig
hiicrelerinde bulunur ve endokrin iglevi ise, gubernakulum iizerindeki etkisiyle testis iniginin
transabdominal evrede diizenlenmesidir (Ilacqua ve ark., 2018).

Testosteron, erkeklerde kanda bol miktarda bulunan 6nemli bir androjendir. Mevcut
androjenlerin yaklasik 9%95°1 testisten gelirken, diger kismi ise adrenal bezlerden iiretilir.
Testiste androjenlerin iiretimini saglayan hormon Leydig hiicreleridir. Testosteron,
kolesterolden sentezlenir. Hormon sentezi, Leydig hiicrelerinin uyarilmasiyla meydana gelir.
Kolesterol diisiik yogunluklu lipoproteinlerden (LDL) reseptor aracili endositoz yoluyla
hiicreye eklenebilir veya asetil koenzim A’dan baslayarak Leydig hiicreleri i¢inde novo
(yeniden) sentezlenebilir (Sriraman ve ark., 2005). Testosteron, Sa-dihydrotestosterone
(DHT), androsteron, androstenedion, 17-hydroxyprogesterone (17-OH-Pg), progesterone
(Pg) ve pregnenolon testisin ana salg iiriinleridir. Uretilen testosteronun kiigiik bir kismi
testiste depolanirken, androjen olarak kanda salgilanir (Ilacqua ve ark., 2018).

Endokrin faktorlerin ve metabolitlerin taginmasi ve testis sicakliginin diizenlenmesiyle
birlikte mobilizasyon testisin vaskiilarizasyonun iki ana roliidiir. Seminifer tiibiillerin loblara
boliinmesi testikiiler parankimin arteriyel beslenmesi ile olur. Her lobiil, lobiillerin lateral
bolgelerinde olan ve Leydig hiicreleri arasinda dallanan segmental arter tarafindan beslenir.
Erkeklerde testis sicakligi, viicut sicakliginin yaklasik 3-4°C altinda ve skrotal cilt

sicakliginin ise yaklasik 1,5-2,5°C iizerindedir. Spermatogenezis i¢in énemli olan 35°C
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sicaklik; spermatik arteri saran venlerin olusturdugu plexus pampiniformis ile musculus
cremaster’in ve skrotum kesesinin dartos kasmin ortam sicakligima gore kasilip
gevsemesiyle ve skrotumda yer alan ter bezleri sayesinde skrotumda saglanir. Testisin
sicakligimin diisiik tutulmasi, plexus pampiniformis sayesinde testislere giren sicak arteriyel
kanin testisden donen daha diisiik sicaklikta olan venoz kan ile sogutulmasi ile gergeklesir.
Ven ve arterlerin bir arada ilerlemesine Ters Akim Is1 Degisim Sistemi denir (Ilacqua ve ark.,
2018; Junqueira ve Carneiro, 2009).
1.2. Kadmiyum

Kadmiyum (Cd), gidalar, su ve hava yoluyla canli sagligina zarar veren toksik bir
maddedir. Atom numarasi 48, yogunlugu 86 cm3 ‘tiir. Erime ve kaynama 1sis1 sirasiyla
320.9°C, 765°C ‘dir. Saf Cd, giimiis-beyaz renkte bir agir metaldir (ATSDR, 2012; Raikwar
ve ark., 2008).

Dogal olusan izotoplar1 radyoaktif degildir. Dogada bulunan mineral formlari;
kadmiyum oksit, kadmiyum kloriir, kadmiyum siilfit ve kadmiyum siilfattir ve kadmiyum
kloriir ve kadmiyum siilfit su igerisinde ¢oziiniir (Mendez-Armenta ve Rios, 2007).

Yaygin olarak bulunmasi ile beraber, yiyecek, icecek, solunum gibi dogadaki hemen
hemen her seyde mevcuttur. Cd’nin viicuttan atilimi azdir ve viicutta birikim yaparak insan
saglig1 lizerinde olumsuz etki gosterir. Ayrica yarilanma omrii yaklagik 20-40 y1l gibi uzun
oldugu i¢in, konsantrasyon yas artik¢a artar (Bhardwaj ve ark., 2021).

1.2.1. Kadmiyum’un Kaynaklar1 ve Maruziyet Yollar

Cd, hem dogal hem de insan kaynakli olarak ¢evreye yayilim gosterir. Dogal olarak,
oksijen, klor, kiikiirt vb. elementlerle veya ¢esitli kursun, bakir gibi metallerle kombinasyon
halinde bulunur (Chatterjee ve ark., 2017). Cd, orman yanginlari ve volkanik patlamalar gibi
olaylarin neden oldugu kayalarin ve topraklarin kademeli olarak erozyon ve aginmasi sonucu
da ekosistemde birikmektedir.

Insan kaynakli kaynaklar ise, komiir yakan tesislerden gelen hava, cesitli pestisitler
veya giibreler, ahsap koruyucular, metal madenciligi, atiklarin/yakitlarin yakilmasi, kaynak,
boya, plastik gibi endiistriyel faaliyetleri igerir (Sahni, 2011). Bunlara ek olarak, elektronik
bilesiklerin yap1 ve imalatinda, 6zellikle sarj edilebilir nikel kadmiyum piller gibi farkl
alanlarda kullanilmaktadir (Genchi ve ark., 2020a). Bunun yani sira, Cd’nin yiiksek miktarda
birikim gosterdigi kabuklular, ¢ift kabuklu yumusakealar, istiridyeler, kafadanbacaklilar ve
yengecler gibi deniz tirlinlerinin tiikketilmesi diger canlilarda Cd toksisitesine yol agmaktadir.

Karaciger ve bobrek gibi sakatat tirtinleri, yaglh tohumlar, kakao ¢ekirdekleri ve baz1 yabani
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mantarlarda yiiksek Cd icerigine sahiptir. Pirin¢ ve bugday, yesil yaprakli sebzeler, patates,
havug ve kereviz gibi bitkiler diger bitkilere nazaran daha yiiksek konsantrasyonlarda Cd
depolar (Genchi ve ark., 2020b). Bunlara ek olarak Cd alim1 ve birikiminin bagka bir 6nemli
kaynagi da tiitiin mamullerinin kullanimidir (ATSDR, 2012).

1.2.2. Kadmiyum’un Metabolizmasi

Kadmiyum’un biyolojik yarilanma 6mrii uzun oldugu i¢in insan viicudunda birikir
(ATSDR, 2012). Cd viicuda pulmoner veya gastrointestinal yollarla girdikten sonra, emilir
ve albiimin gibi biiyiik proteinlere baglanarak plazmada taginir. Akut Cd maruziyetinin ilk
organi olan karacigere ulasir. Karacigerde Cd-alblimin kompleksi ayristirilir ve serbest
birakilan Cd, metalotiyoinin sentezini baslatir (Nordberg ve ark., 1994). Hepatositlerde
nekroz/apoptoz  olustuktan sonra Cd-metalotiyonin birlesigi siniizoidlere gecer.
Siniizoidlerde Cd emildikten sonra bir kismi1 Cd-glutatyon konjugatlar1 seklinde safra yolu
ile birlikte enterohepatik dongiiye girer. Safra sisteminde enzimatik olarak Cd, Cd-sistein
kompleksine indirgenir ve Cd yeniden ince bagirsaklardan gecer (Godt ve ark., 2006).

Cd-metallotionein birlesiginin diger kismui ise plazma icinde serbest hareket eder.
Oncelikle bobrege ve diger organlara tagmir. Bobrek kronik Cd maruziyetin ana organidur.
Bobrekte glomeriiler membrandan taginarak tiibiiler siviya gecer, proksimal tiibiiliin firgamsi
kenarli hiicreleri tarafindan hiicre i¢ine alinir ve Cd-metallotionein kompleksi lizozomlarda
ayristirllir. Boylece Cd serbest kalir (Nordberg ve ark., 1994). Sonug¢ olarak tiibiil
hiicrelerinde nekroz olusur.

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan insanlar i¢in Cd’nin tolere edilebilir tiiketim miktar;
siv1 tiiketiminde 3 pg/l, diyet alimlarinda 25 pg/kg ve inhalasyon yolu ile alimlarda 5 ng/m?
olarak belirlenmistir (WHO, 2010). Cd oral olarak alindiktan sonra, yaklasik %5’inin
absorbe oldugu ve karacigerde inaktif forma doniistiigii bildirilmektedir. Sindirim sistemi
icin Cd emilim oram %1-6 arasindadir. Inhalasyon yoluyla alinan Cd’nin ise %10-30’u
akcigerlerde depolanmaktadir ve depolanan Cd’nin bir kismi solunum yollarina
yerlesmektedir. Kalan kismi ise atilmaktadir. Akcigerlerde biriken Cd’nin %50-100’1
emilmektedir. Sigara kullanimi ile Cd birikimi arasindaki iligki incelendiginde, sigara
igmeyen yetiskinlerde kan Cd seviyesi ortalama 0,376 ug/L iken, sigara tliketenlerde bu
oranin yaklasik 5 kat fazla oldugu goriilmektedir (ATSDR, 2012).

1.2.3. Kadmiyum’un Toksisitesi ve Testis Uzerine Etkisi

Viicuda alinan Cd gibi agir metaller, ¢esitli doku ve organlarda birikim gosterirler ve

viicuttan atilimlar1 zordur (Jaishankar ve ark., 2014). Cogu agir metalde oldugu gibi Cd
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toksisitesi i¢in de hedef organ karacigerdir. Ancak, karacigerin yaninda bobrek, akciger,
kemik, pankreas, duodenum ve testis dokularinda da birikim gosterip doku hasarina neden
olmaktadir. Dogal veya insani yollarla Cd maruziyeti sonucunda, toksik miktarda Cd'ye
maruz kalma, bobrek ve karaciger disfonksiyonu, pulmoner 6dem, testis hasari, osteomalazi,
adrenal ve hemotopoietik sistemde hasar gibi ¢esitli olumsuz etkilere neden olmaktadir. Disi
tireme sisteminde Cd, menars yasinin erken olmasi, menstriilasyon siliresinin uzamasi,
hormonal bozukluklar, erken dogum gibi etkilere sahiptir (Kumar ve Sharma, 2019).

Cd maruziyetinin iskelet sisteminin de demineralizasyona neden oldugunu gosteren
Staessen ve arkadaslari demineralizasyonla kemik hiicrelerinin Cd ile dogrudan etkilesime
girdigini, mineralizasyonu azalttigin1 ve prokollajen C-proteinazlarini ve kollajen iiretimini
inhibe ettigini gostermistir (Staessen ve ark., 1999). 2010 yilinda Nawrot ve arkadaglarinin
yaptig1 ¢alismada ise Cd maruziyetinde osteoporoz ile iliskili agri, fiziksel bozulma, yasam
kalitesinde azalma gibi bulgulara rastlanmistir. Menopoz sonrasi kadinlarda osteoporotik
kirilmalar en yaygin olanidir (Nawrot ve ark., 2010). Yiiksek Cd maruziyeti ile parathormon
seviyeleri diiser ve kemik dokudan kalsiyum salinimi indiiklenir. Béylece Cd, kalsiyum, D3
vitamini ve kollajen metabolizmasi ile etkilesir (Rafati Rahimzadeh ve ark., 2017).

Cd oncelikli olarak bobrek ve karacigerde birikim gosterir. Cd’a ¢evresel veya mesleki
olarak maruz kalinmasiyla beraber bobrek hasari, proteiniiri, kalsiyum kaybi ve tiibiiler
lezyonun erken belirtileri goriilebilir (Rafati Rahimzadeh ve ark., 2017). Proksimal
tiibiillerde olusan hiicresel hasar, idrarda kalsiyum, amino asitler, enzimler ve protein
miktarinin artmasi ile sonuglanmaktadir (Bernard, 2004). Karaciger ise viicuttaki biyolojik
maddelerin metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda aktif rol oynar. Absorbsiyonun ¢cogu
bagirsakta gerceklesir fakat baslangigta maddeler karacigerden gecer ve birikir (Saidi ve
ark., 2013). Karacigerde olusan hasar, yiiksek serum glutamik oksaloasetik transaminaz,
glutamik piruvik transaminaz ve alkalin fosfataz seviyeleri, hepatik nekroinflamasyon,
alkolsiiz yagh karaciger hastalig1 olarak olusur (Hyder ve ark., 2013; Kang ve ark., 2013).
Ayrica metallotiyonein, Cd'ye yliksek afinite gostererek ve hepatotoksik potansiyeli azaltir.
Cd hepatotoksisitesinin diger etkenleri; Cd*? iyonunun mitokondrideki kritik molekiiller
tizerindeki siilthidril gruplarina baglanmasi, oksidatif stres, mitokondriyal gecirgenlik gecisi,
mitokondriyal disfonksiyon, mitokondriyal par¢alanma ve apoptoz olarak gosterilmektedir
(Bucio ve ark., 1995; Casalino ve ark., 2002; Xu ve ark., 2013). Karaciger Cd toksisitesine
maruz kaldiginda, Kupffer hiicrelerinin ve nétrofil infiltrasyonunun aktive olmaktadir. Buna
ek olarak, proinflamatuar sitokinler ve kemokinler de toksik siirecte yer almaktadir (Rikans

ve Yamano, 2000). Lipid peroksidasyonunun artmasi ve/veya hiicre i¢i glutatyon

25



seviyelerinin degistirilmesinin bir sonucu olarak Cd kaynakl1 oksidatif stres, metallotiyonein
ve glutatyon 2'nin yukar1 regiilasyonu ile azaltilmaktadir.

Cd inhalasyon yolu ile viicuda girdiginde ana hedef akcigerlerdir. Siirekli Cd
maruziyetiyle birlikte akciger tiimorii, pulmoner fibréz ve amfizem gelisir (Oberdérster,
1991). Buna ek olarak, Cd inhalasyonu nétrofil akisi, alveolar makrofajlar ve epitelyal
akciger hiicrelerinin biiylimelerini indiikleyen pulmoner inflamatuar goriilmektedir
(McKenn ve ark., 1997). Bunlara ek olarak, akciger dokusunda siganlarin Cd’ye akut olarak
maruz kalmasina kars1 inflamatuar yanitin aktive edilmesi ile sonuglanabilir (Manca ve ark.,
1994).

Erkek iireme sistemi organi olan testislere ise Cd’nin etkisi oksidatif stres, germ hiicre
apoptozu, testis kanamasi, kan-testis bariyerinin (BTB) bozulmas1 ve kisirliga neden oldugu
gosterilmistir (Wang ve ark., 2011). Testislerde toksik miktarda Cd maruziyetlerinde;
oksidatif stres olusumu, lipid peroksidasyonun artmasi, antioksidan savunma sisteminin
bozulmasi, siilfidril gruplarina etkilenmesi ile glutatyon depolarinin tiikketilmesi, kalsiyum
dengesinin ve mitokondriyal fonksiyonlarinin bozulmasi ve nekroz ile apoptoza bagh
hiicresel dliimlerin meydana gelmesi gozlenmistir (Genchi ve ark., 2020b). Testislerde Cd;
apikal testikiiler dejenerasyona, siddetli hemorajik nekroza ve seminifer tiibiil kaybina ve
Leydig hiicrelerindeki testosteron iiretiminin bozulmasina yol acgar. Ayrica Cd,
spermatojenik hiicrelere de etki eder ve bu da fertiliteyi 6nemli 6l¢iide azaltir (Wang ve ark.,
2011). Seminifer tiibiilerdeki atrofi sonucu olarak da sperm yapimi durur (Zhao ve ark.,
2017). Cd’nin testis fonksiyonlarini bozacagindan dolay1 Leydig hiicrelerinden sentezlenen
androjen salgisini da 6nemli 6l¢iide diisiirtir.

1.3.Mitofaji

Hiicrede bulunan mitokondri, enerji iiretimi, temel biyomolekiil sentezi, kalsiyum
tamponlama, pro-apoptatik sinyallesme gibi merkezi iglevleri olan bir ¢ift zarl organellerdir
(Van der Bliek ve ark., 2017; Spinelli ve Haigis, 2018). Mitokondrinin islevsel olarak
Ooneminin biiyiik olmasi sebebiyle, proteomundaki herhangi bir bozuklugunun hiicreyi kotii
etkileyeceginden ndrodejeneratif bozukluklar, kalp hastaliklari, diyabet ve kansere kadar
uzanabilecek hastaliklara neden olabilmektedir (Kauser ve ark., 2018).

Enerji tretimi gorevi sebebiyle mitokondri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretiminin birinci bolgesidir (Kauser ve ark., 2018). ROS iiretiminin fazla oldugu zaman
hiicre i¢in zararlidir (Peoples ve ark., 2019). ROS birikiminin kontrolii i¢in siiperoksit
dismutaz (SOD), tioredoksin rediiktaz ve glutatyon peroksidaz gibi farkli tiplerde

antioksidan sistemleri bulunur (Mailloux, 2018).
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Mitokondriye verilen hasar, ROS savunma ve proteostaz gibi sistemlerin kapasitesini
asarsa, hasar goOren mitokondriler lizozomal ayristirma yoluyla uzaklastirmak iizere
mitokondriyi segici olarak yikimi bir makrootofaji tiirii ile yapilmalidir (Sekil 1.15) (Chen
ve ark., 2020; Rodriguez-Enriquez ve digerleri, 2006).

Memeli hiicrelerinde lizozomal mitokondri, 1966 yilinda ilk olarak De Duve ve
Wattiaux tarafindan yapilan erken elektron mikroskobi ¢alismalariyla gozlemlendi (De Duve
ve Wattiaux, 1966). Ancak 2005 yilinda J.J. Lemasters tarafindan ilk kez segici
mitokondriyal otofaji veya mitofaji olarak adlandirildi (Lemasters, 2005).

Hiicreler i¢in tehdit haline gelmeden Once gereksiz veya islevsiz mitokondriler
mitofaji ile ortadan kaldirilir. Oksidatif stres, hipoksi, mitokondriyal depolarizasyon ve
mitokondriyal DNA (mtDNA) hasar1 farkli stres tiirleri altinda aktive olan mitofaji
mekanizmalar1 tanimlanmistir (Eid ve ark., 2016; Fugio ve ark., 2020). Mitofajiyi baslatan
hasarli mitokondri iizerindeki hedefleme sinyalleri goz Oniine alinarak asagidaki gibi
siiflandirilabilir:

+ Ubiquitin-bagiml1 mitofaji
oPARKIN bagli (PTEN-bagimli kinaz 1 (PINK1)-PARKIN yolu)
oPARKIN’den bagimsiz ancak ubikuitin bagimli mitofaji

* Ubiquitin’den bagimsiz veya reseptor dayali mitofaji
oMitofaji reseptdrleri veya inhibitorii olarak apoptoz ile ilgili proteinler
oDiger mitofaji reseptorleri

* Lipid bazli mitofaji
oKardiyolipin temelli
oSfingolipid temelli

* Mikromitofaji
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Sekil 1.15. Mitofaji (Onishi ve ark., 2020)
1.3.1. Ubiquitin-Bagimh Mitofaji

Ubiquitin bagimli mitofaji, hasarli veya gereksiz olan mitokondri yiizeyinde bulunan

sinyal olan ubikuitine dayanir.

1.3.1.1.PARKIN-bagimh (PINK1-PARKIN yolaklari)

PINK1-PARKIN yolagi, mitokondriyal serin/treonin protein kinaz olan PINK1’e ve
sitozolik E3 ubiquitin ligaz olan PARKIN’e baglidir (Sekine ve Youle, 2018). Temel kosullar
altinda, PINK1, pozitif yiiklii amino-terminal mitokondriyal hedefleme dizisinin yardimiyla
i¢ (TIM) ve dis (TOM) zarlarin mitokondriyal translokazlari yardimiyla mitokondriye
aktarilir. PINK 1’in mitokondriye aktarilmasindan sonra, TIM’de iken iki kez boliiniir. Ik
boliinme matriks peptidazi tarafindan yapilir ve mitokondriyal hedefleme dizisini ortadan
kaldirir. Ikinci béliinme ise TIM kompleksinin proteaz presenilin associated rhomboid-like
proteini (PARL) tarafindan Ala 103 ve Phe 104 arasindaki transmembran bdlgesinde
meydana gelir (Sekine, 2020). PARL ile boliinmiis PINK1 sitoplazmaya salinir ve proteazom
tarafindan N-ug kurali ile ubiquitinasyon hizla bozulur, boylece PINK1’in bazal seviyeleri
diismiis olur (Yamano ve Youle, 2013). Mitokondriyal digs membran (MOM) {izerinde olan
stabilizasyon ve otofosforilasyondan sonra PINKI1, Parkin’i ilk olarak Ser65’te MOM
proteinlerin konjuge edilmis olarak bulunan ubikuitinleri fosforile eder. Parkin, fosforlanmis
ubikitinin (pSer65-Ub) sitozolden mitokondriye translokasyonunu saglar (Wauer ve ark.,
2015). Kismen aktive olan pSer65-Ub bagli Parkin, MOM proteinlerini daha da ¢ogaltir ve
PINK1 i¢in daha fazla substrat saglar. Boylece sitozolden mitokondriye gegis saglayan
ikinci bir Parkin dalgasini ¢eken pSer65-Ub iiretilir. Bunun yaninda PINKI1, Ser 65°te
pSer65-Ub bagli Parkin’i fosforile etmesiyle birlikte inhibe olan E3 ubiquitin ligaz aktivitesi
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cok fazla miktarda aktive olur. Bu olay MOM proteinleri iizerinde ubiguitin zincir
olusumunu daha da arttirir.

Parkin’in mitokondriye alinmasiyla Mfn ', Miro %2, VDAC, TOM’lar ve
mitokondriyal heksokinaz gibi gibi ¢oklu MOM proteinlerinin yayginlasmasina ve
proteomal bozunmasina yol agar.

1.3.1.2.PARKIN-bagimsiz ama ubiquitin-bagiml mitofaji

Son yillarda yapilan bazi ¢alismalar, her yer bagimsiz olan, ancak PINKI1 veya
Parkin’den bagimsiz olan mitofaji yollar1 tanimlanmistir. Bu yolaklar ya paralel olarak ya da

klasik PINK1-PARKIN yolaklarina uygun olarak hareket eder.

1.3.2. Ubiquitin-Bagimsiz veya Reseptore Dayal Mitofaji Yollar:

Bu mitofaji tiirti, BNIP3 (BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa protein), NIX (NIP3 benzeri
protein X)/BNIP3L, FUNDCI1 (FUN14 bolgesi iceren 1) gibi, tipik veya tipik olmayan LC3
etkilesim bolgesi (LIR) kisimlar1 araciligiyla dogrudan LC3 veya GABA-reseptor iliskili
protein (GABARAP) ile etkilesime girebilen otofaji reseptdrlerine baglidir (Ney, 2015; Gao
ve ark., 2020). Bu reseptorler cogunlukla MOM'da bulunur ve mitokondriyal temizleme i¢in

LIR'lerine baglidir.

1.3.3. Lipid Bazh Mitofaji

Mitokondriyal stres altinda MOM'a yer degistirme kabiliyetine sahip belirli lipid
simiflar1 LC3 ile dogrudan etkilesime girebilir. MOM'daki bu lipid-protein etkilesimi,
mitofajiyi baslatmak i¢in otofagozomlarin ise alinmasini kolaylastirir (Choubey ve ark.,

2021).

1.3.4. Mikromitofaji

Mitokondrinin lizozoma iletim sekline bagli olarak mitokondriyal eliminasyon,
makromitofaji ve mikromitofaji olmak tizere iki yolla gerceklesir (Lemasters, 2014).
Makromitofaji, mitokondriyi bozunma flizyonu yolu ile lizozomlara aktaran ve otofagozom
olarak isimlendirilen ¢ift zarli kesecik olusturan se¢ici makrootofaji tiiriidiir. Mikromitofaji
ise, mitokondrinin otofagozom yoklugunda bozulmasi i¢in, dogrudan lizozomlara
ayrilmasidir (Soubannier ve ark., 2012). Buna ek olarak, lizozomlara aktarilan mitokondri
tirevli vezikiillerin olusumuyla tiim organellerin yerine sadece mitokondrinin hasarli
kisminin hedefli olarak da cikarilmasidir. Bu mikromitofaji tiirlinde, mitokondriyal kalite

kontrol i¢in mitokondriyi tam olarak c¢ikarmayr karsilayamayan noronlar ve
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kardiyomiyositler gibi boliinmeyen post-mitotik hiicreler i¢in mitokondriyal kalite

kontroliinde 6nemli bir yer tutar (Roberts ve ark., 2016).

1.4.Quercetin
1.4.1. Quercetin’in Kimyasal Ozellikleri
Quercetin (Que) (C15H1007), flavonoid bilesiklerinden olan flavonol siifindandir.

Dogal olarak meydana gelen polar oksin tasima inhibitoriidiir (Fischer ve ark., 1997).
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)’ye gore Quercetin’in kimyasal
formiilii 3,3°,4°,5,7- pentahidroksilavon (3,3°,4°,5,7-pentahidroksi-2-fenilkromen-4-bir) ve
3,5,7,3’ ve 4’ bolgelerinde bir OH grubuna sahiptir (Sekil 1.16). Que, parlak sar1 renkte igne
kristali yapisindadir. Molekiiler agirligi 302,23 g/mol’diir.

Rs
R¢
Systematic name R; R, R; Ry Rs Rs Ry
Quercetin OH OH OH H OH H OH
Quercetin 3-O-rhamnoside O-Rha OH OH H OH H OH
(quercitrin)
Quercetin 3-O-rhamnozyl-(1—~ O-RG  OH OH H OH H OH
6)-glucoside (rutin)
Quercetin 3-0O-glucoside O-Glu  OH OH H OH H OH
(1soquercitrin)
Quercetin 3-0-galactoside 0-Gal OH OH H OH H OH
(Hyperoside)
Quercetin 7-0-glucoside OH OH OH H OH H O-Glu
Quercetin O-Rha OH OH O-Glu OH H OH
3-O-rhamnoside-7-0-glucoside
Quercetin 6-C- glucoside OH OH OH H OH Glu OH
Quercetin 3’- methyl ether OH O-Met OH H OH H OH
(1sohramnetin)
Quercetin 7- methyl ether OH OH OH H OH H O-Met
(rhamnetin)
Quercetin 4’- methyl ether OH OH O-Met H OH H OH
(tamarixetin)

Gal: galactose; Glu: glucose; Rha: rhamnose; RG: rhamnosyl glucose; Met: methyl

Sekil 1.16. Quercetin’in Kimyasal Yapisi

30



Que, bagl seker icermeyen bir aglikondur. Que glikozit, OH gruplarindan birinin
yerine bir glikozil grubunun eklenmesi ile olusur. Eklenen glikozil grubu, ¢oziiniirliigi,

absorbsiyonu ve in vivo etkileri degistirebilir (Ross ve Kasum, 2022).

1.4.2. Quercetin’in Diyet Kaynaklar

Flavonoller, flavonoid grubunun dogada en fazla bulunan formudur. Que’de flavonol
grubunun bir {iyesidir ve bitkilerde ¢ok fazla bulunur. Elma, ¢ilek, kapari, {iziim, sogan,
arpacik, cay ve domates gibi sebze ve meyvelerde bulunmasina ragmen, bir¢cok tohum,
findik, ¢icek, yaprak ve aga¢ kabugunda da bulunur. Bunlarin yaninda Gingko biloba,
Hypericum perforatum ve Sambucus canadensis gibi tibbi bitkilerde yer alir (Wiczkowski
ve ark., 2008). Arastirmalar Que’nin farkl bitki kaynaklarindan elde edilen ¢esitli ballarda
bulundugunu ortaya koymustur (Petrus ve ark., 2011). En yiiksek konsantrasyona sahip gida
234 mg/100 g’inda bulunan ¢ig kaparinin yenilebilir kismiyken, en diisiik konsantrasyon da
olan besin ise 2 mg/100 g siyah veya yesil ¢ay’dir (Bhagwat ve ark., 2011).

Que’nin diyet alimu iilkeden iilkeye farklilik gosterir. Ornegin, Kuzey Cin’in Suihua
bolgesinde, flavonoliin ana besin kaynaklar1 elma, patates ve portakal iken, Harbin
bolgesinde ise elma, patates, kereviz ve patlican Que’nin ana besin kaynaklaridir (Zhang ve
ark., 2010). ABD’de ise sogan, ¢cay ve elma yiiksek miktarda Que bulunduran besinlerdir
(Sampson ve ark., 2002). Japonya’da giinde Que alma miktar1 ortalama 16.2 mg/giin
olmakla birlikte, erkeklerin Que alimi kadinlardan daha diisiiktiir. Alinan besinlerin basinda
ise, sogan, yesil ¢cay, kuskonmaz, yesil biber, domates ve kirmizi yaprakli marul gibi besinler
gelmektedir (Nishimuro ve ark., 2015). Avustralya’da siyah ve yesil cay basta olmakla
beraber, sogan, brokoli, elma, {iziim ve fasulye takip etmektedir (Somerset ve Johannot,
2008).

1.4.3. Quercetin’in Emilimi, Metabolizmasi

Yiyeceklerden alinan Que, agizda tiikiiriik proteinleri ile etkilesime girerek, ¢oziiniir
Que-protein ikili agregatlari olusturur (Manach ve ark., 2004). Que, mideye ulastig1 zaman
giiclii bir asidik ortam ile karsilasir ve Que’nin iskelet yapisinin bozulmasina yol agan
bakteriyel halka fisyonu tarafindan protokatesik asit gibi emilimi midede gergeklesen fenolik
asitlere indirgenebilir (Farrell ve ark., 2012; Weldin ve ark., 2003;). Ince bagirsakta, iiridin
difosfat glukuronosil transferazlarin etkisiyle Que’nin etkin bir glukuronidasyonu ve
katekol-O-metiltransferazin etkisiyle Que kapsamli O-metilasyonu bulunur. Que’nin
glikozitleri, B-glukosidazin araciligiyla birlikte Que’ye deglikosillenir (Nemeth ve ark.,

2003). Que ve Que’nin tiirevleri sonrasinda hepatik portal ven yolu ile karacigere taginir.
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Que ve tilirevlerinin adsorbsiyonu, mikroorganizmalarin bu bilesikleri kalin bagirsakta

asimile ederler (Sekil 1.17).

OH
Tukuruk proteinlert ile etiilegim
Que ve metabolitieri kan-beyin N N
bariyerini gegebilir ol o) 72
yerini g ) =

Que'nin bélinmesi ve
Kan-Beyin Bariyeri = & & & & & & - fenolik asitlerin emilimi
Safra Kanayy

m Konjugasyon
erohepatiy c: J reaksiyonlan:
i % ! Glukuronidasyon
o Ince Sulfatlama ve
SAGIRSAK Metilasyon
HO 0
i Heparjy,
o Fortal vey
& 3 Q3G (1)
oH ESTA
o | § "
Gla Que'nin iskelet yapisinin paralanmast Fraun  HH
- ve emilebilir metabolitlerin Uretilmesi | BAGIRSAK | |
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Sekil 1.17. Quercetin metabolizmasinin ve emiliminin sematik gosterimi (Wang ve ark.,
2016)

1.4.4. Quercetin’in Biyolojik Aktiviteleri
1.4.4.1.Antioksidan aktivitesi
Que, 02.-, NO. ve ONOO- gibi reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriiclilerinden birisi
oldugu i¢in giiglii bir antioksidan 6zelligine sahiptir (Kukongviriyapan ve ark., 2012; Kim
ve ark., 2013). O2.-, NO. ve ONOO- ‘nun neden oldugu oksidatif hasar, hiicre ve dokular
tizerinde zararh etkiler yaratabilir ve bu etkiler kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve kanser
gibi pek cok hastaliga neden olabilir (Waris ve Ahsan, 2006). Bununla birlikte Que gibi
antioksidanlar olusan radikallerle tepkimeye girerek peroksidasyonu engelleyebilir

(Hollman ve Katan, 1997).

1.4.4.2.Anti-inflamatuar etki
Que’nin diger etkileri gibi antiinflamatuar etkisi de ¢ok giicliidiir. Bureau ve ark.’nin
2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada kolloid hiicrelerde ipopolisakkarit kaynakli sitokin
tiretimi ile indiiklenen mRNA sitokin seviyelerinin, tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve

interlokin-a (IL-a) gibi Que’nin de inhibe edilebilecegi bildirilmistir. Ayrica, Que’nin ilave
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edilmesiyle mikroglial-néronal kiiltiirde hiicre apoptozunda azaldig1 gosterilmistir (Bureau

ve ark., 2008).

1.4.4.3.Anti-kanser aktivitesi
HEP?2 hiicreleri ve A549 akciger kanser hiicreleri gibi yapilan in vitro ¢aligmalarda
Que’nin gii¢lii bir antikanser ajan1 oldugu belirlenmistir (Gibellini ve ark., 2011; Dajas,
2012). Que’nin kanser hiicrelerinin biliyiimesi, ¢ogalmasi ve metastazinda yer alan birgok

kinazin baskilanmasi ve antioksidan aktivitesi nedeniyle oksidatif stresin yol actig1 kanser

Onlenebilir (Gibellini ve ark., 2011; Baghel ve ark., 2012).
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2. AMAC

Agir metal olan Cd, su, hava ve gidalar yoluyla canli sagligina giren toksik bir
maddedir. Bu toksik maddeler viicuda alindiktan sonra birikim gosterirler ve viicuttan atilimi
zordur. Toksik miktarda Cd’ye maruz kalma durumunda bobrek, karaciger disfonksiyonu,
pulmoner 6dem, testis hasar1, osteomalazi, hematopoietik sistemde hasar gibi ¢esitli olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Bunlara ek olarak iireme sagligi ve gelisen embriyo kalitesi
tizerinde genis Ol¢iide zararli etkilere sahiptir. Testislerde olusan maruziyet sonucunda
oksidatif stres olusumu, lipid peroksidasyonunun artmasi, antioksidan savunma sisteminin
bozulmasi, mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi, nekroza ve apoptoza bagli hiicresel
oliimlerin meydana gelmesi gézlenmistir. Ayn1 zamanda seminifer tiibiil kaybi, hemorajik
nekroz, spermatojenik hiicreleri de etkilemesi sonucu fertiliteyi dnemli dl¢lide azaltir. Cd’ye
bagl hasar sonucunda mitokondride ROS olusumu gergeklesir. ROS olusumu ile birlikte
hem ubikitin bagimlt hem de reseptdr bagimli mitofajiyi indiikleyebilir. Bazi
antioksidanlarin ROS’un mitofajik etkilerini engelledigi ve bu PINK1 bagimli siireglerin
baslangiclarini regiile edebilir. Bu antioksidanlardan biri olan Que, flavonoidler igerisinde
en bol bulunan énemli bir biyoflavonoiddir. Que’nin serbest radikalleri yakalama, demir ve
bakir gibi metal iyonlarini selatlama 6zelligi vardir. Bundan dolay1 gii¢lii bir antioksidandir.

Cd’nin giderek artan kullanim siklig1 ve birikimine bagli olarak meydana getirdigi
olumsuz etkiler arastirilmakla birlikte halen metabolik siireclere olumsuz etkisi ve olasi
etkilesimleri net bir bi¢imde aydinlatilamamasi, bu alanda yapilacak g¢aligmalar1 degerli
kilmaktadir. Cd birikiminin viicutta en ¢ok zarar verdigi organlardan biri olan testis 6zellikle
fertilitenin olumsuz anlamda etkilenmesi acisindan genis kitleleri etkilemektedir. Bu nedenle
testis dokusunda Cd-mitofaji iligkisi ve Que’nin bu siireclerdeki koruyucu etkilerinin
belirlenmesi Cd’ye bagli hasarlarin temelinde yer alan mekanizmalarin anlagilmasi ve bu
hasarin giderilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Yapilmasini planladigimiz calisma
cergevesinde, testis dokusu hiicrelerinde Cd-mitofaji iligkisi ayrintili ve zaman bagimh
olarak ilk kez irdelenecek ve bu siireclerde Que’nin koruyucuyu etkileri Cd’nin hasarina

paralel olarak degerlendirmeyi hedeflemekteyiz.
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3. YONTEM

Calisma icin Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan "KOU
HADYEK 1/ 2-2021" sayili karar numarasi1 ile 28.01.2021 tarihinde onay alindi, tiim

caligmalar etik kurul ilkelerine uygun olarak gerceklestirildi.

3.1.Deney Hayvanlari

Calismamizda Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden
temin edilen 66 adet, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen, 8 haftalik Wistar albino 1rki
erkek sican kullanildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda, 20-22°C oda sicaklifinda, uygun kafesler igerisinde barmdirilarak
serbestce beslenip su igcmeleri saglandi. Tiim hayvanlar deney siiresi boyunca pelet yem ve

su ile beslendi.

3.1.1. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Kontrol gruplarinda 6’sar, deney gruplarinda 7’ser hayvan olmak {izere gruplar
olusturuldu. Deney basindan sakrifiye edilinceye kadar hayvanlar viicut agirliklar
uygulanacak madde dozlarini belirlemek iizere giinliik olarak tartildi (Wang ve ark., 2020a).

Kontrol ve deney gruplar1 su sekildedir;

* Kontrol grubu (n=24): 1 ml %0,9’luk salin her giin intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi.

» Kadmiyum grubu (n=21): Sican basina 1 mg/kg kadmiyum (Sigma-202908) her giin
%0.9’1uk salin igerisinde ¢oziilerek i.p olarak uygulandi (Babaknejad ve ark., 2018).

» Kadmiyum + Quercetin grubu (n=21): Si¢can basina 1 mg/kg kadmiyum + 50 mg/kg
quercetin (Sigma-Q4951) her giin %0,9’luk salin icerisinde ¢oziilerek i.p olarak uygulandi
(Babaknejad ve ark., 2018; Ince, 2020).

3.1.2. Sakrifikasyon

Deney stirelerinin (0. Giin, 1.hafta, 3.hafta ve 5. hafta) sonunda, i.p. olarak uygulanan

Xylazine (10 mg/kg) ve Ketamin (90 mg/kg) anestezisi altindaki biitiin hayvanlardan
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intrakardiyak infiizyon ile kan Ornekleri alindi. Molekiiler ¢alisma sonuglarinin kan
bilesenleri tarafindan etkilenmesi i¢in hayvanlar %0,9’luk serum fizyolojik ile intrakardiyak
olarak perflize edildi. Perfiizyon, serum setinin ignesinin sol ventrikiil i¢erisine sabitlenip,
sag atriyumun kesilerek serum fizyolojik soliisyonun dolasim sistemi boyunca dolasmasi ile
devam etti. Perfiizyon sonrasinda si¢anlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi. Sol
testislerin belli bir kism1 %10’luk tamponlanmis formaldehit icerisine alinip fikse edilerek
histolojik boyamalar i¢in belli bir kismi1 ise immiinfloresan ¢alismalar i¢in kullanildi. Sag
testislerin ise belli bir kism1 elektron mikroskobi c¢aligmalar1 i¢in %2,5’1lik gluteraldehit
¢ozeltisine alinirken, diger kisimlari ise western blot calismasinda kullanilmak iizere

%0,9’1luk salin ile yikanarak —80°C’ye kaldirildi.

ol "
Sekil 3.1. Deney Gruplari

3.1.3. Viicut Agirhiklarimin Olgiimii

Siganlarin viicut agirliklari, deney basindan sakrifiye edilmelerine kadar, uygulanacak

madde dozlarini belirlemek i¢in giinliik olarak tartilarak kaydedildi.

3.2.Histolojik Boyama Yéntemleri ile Testis Dokusunun incelenmesi
3.2.1. Doku Takibi
Deney sonrasinda sicanlardan ¢ikarilan testis dokulari, histopatolojik incelemeler
icin %10’luk tamponlanmis formaldehit icerisinde fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda
dokular kasetlere alinarak ¢esme suyunda yikandi ve artan dereceli etanol serilerinde
(strastyla %70, %90, %96 ve %100) 24°er saat tutularak dehidrate edildi. Daha sonra %100
etanolde 2 kez 30 dk siireyle tutuldu ve toluol igerisinde 30 dk siire ile seffaflandirma islemi
yapildi. Devaminda 56°C’deki etiivde ilk olarak yumusak parafinde, daha sonra sert sivi

parafin icerisinde 45’er dk bekletilen testis dokular1 parafin bloklara gomiildii. Olusan
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bloklardan mikrotom araciligiyla lamlara 4-5 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir
testisten alinan kesitlere Hematoksilen&Eozin boyamasi yapilarak Olympus BH 50 151k

mikroskobu ile incelendi.

3.2.2. Hematoksilen&Eozin ile Morfolojik Boyama

Tim gruplarin testis dokularina ait parafin bloklardan alinan kesitler, 1 gece
boyunca 56°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra 2 saat toluol igerisinde bekletilen kesitlerin
tizerinde yer alan parafin uzaklastirildi. Kesitler azalan dereceli etanol serilerinden (sirasiyla
%100, %96, %90 ve %70) gegirilerek deparafinize edildi ve distile suda ise 10 dk tutuldu.
Ardindan Harris Hematoksilen’de 5 dk boyunca bekletilerek hiicre niikleuslar1 boyandi.
Fazla boyanmay1 gidermek i¢in akan ¢esme suyunda 10 dk yikanan kesitler, asit-alkol
sollisyonunda 10-15 saniye (sn) bekletilerek tekrar 5 dk akan ¢esme suyu altina alindi.
Sonrasinda kesitler sitoplazmik boyanma i¢in Eozin Y soliisyonunda 3 dk tutuldu ve sirasiyla
%70, %90, %96 ve %100 etanol serilerinden gegcirildikten sonra toluolde 15’er dk
bekletilerek seffaflagtirilarak entallan ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskobunda incelenerek
testikiiler-spermatogenik hasarin seviyesi degerlendirmek i¢in Johnsen’in tiibiiler biyopsi
skorlamas1 (JTBS) yapildi. Bu skorlamaya gore asagidaki kriterler géz Oniine alinarak

degerlendirme yapildi (Nna ve ark., 2017).

Tablo 3.1.Johnsen’in Tiibiiler Biyopsi Skorlamasi (Nna ve ark., 2017)

Johnsen’in Tiibiiler Biyopsi Skorlamasi

Puan Kriter

1 Tiibiiler skleroz, seminifer epitel hiicresi yok

Sadece Sertoli hiicresi, germ hiicresi yok

Sadece spermatogonia

Spermatid yok, birincil spermatosit asamasinda spermatogenezin durmasi

Bircok spermatosit, ancak spermatid yok

Geg spermatid yok, spermatid asamasinda s+permatogenezin durmast

Birgok erken spermatid, ancak ge¢ spermatid yok

Birkag ge¢ spermatid

©O©| O Nl o o | WO DN

Bir¢ok ge¢ spermatid iceren diizensiz tiibiiler epitel

=
o

Tam spermatogenez
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3.2.3. Seminifer Tiibiil Capi

Her grupta bulunan sigcanlardan rasgele 10 seminifer tiibiil se¢ildi. Secilen tiibiillerin

20Xlik objektif ile mikroskopta 6l¢iimleri yapildi ve ortalamalar1 alindi.

3.3. immiinofloresan Yontemi ile inceleme
3.3.1. Doku Takibi

Perflize edilen sigan testis dokular1 ¢ikarildiktan sonra, bir gece %10’luk formaldehit
icerisinde bekletildi ve %30’luk siikroz (Sigma-S0389) ¢ozeltisi igerisinde +4°C’de dokular
dibe ¢okiinceye kadar bekletildi. Ardindan metil biitan (Sigma, ABD) kullanilarak hizli bir
sekilde donduruldu. Sonraki islemlere kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi. Eksi
80°C’de bulunan testis Ornekleri ¢oziildiikten sonra TissueTek (Sakura, USA) icerisine

gomiildii. Kriyostat kullanilarak -20°C’de 7 um’lik kesitler lamlara alindu.

3.3.2. Immiinofloresan Boyama

Eksi 20°C’de bulunan kesitler oda kosullarinda 30 dk-1 saat araliginda bekletildi.
Artan alkol serilerinden (sirasiyla %70, %80, %90, %96 ve %100) her birinde 5’er dk
tutularak 6nce dehidrate edilen 6rnekler azalan alkol serilerinden (%96, %90, %80 ve %70)
5’er dk gecirilerek rehidrasyonu saglandi. Ardindan tris-tamponlu salin (TBS)’te 5 dk
bekletilmistir. %1°’lik sodyum borohidrat (NaBH4, Sigma, USA) soliisyonuyla shaker
tizerinde 1 saat inkiibe edildikten sonra TBS ile 2 kez yikanan 6rnekler, %3’liik hidrojen
peroksit soliisyonuyla 10 dk muamele edildi. Kesitler pap-penle ¢evrelenerek hidrofobik
havuz olusturuldu ve oda kosullarinda %5’lik BSA ile 1 saat kesitler bloklandi. Protein
bloklama basamagindan sonra primer antikorlar (PINK1 rabbit polyclonal antibody, BC-
100-494, Novus Biologicals, 1:250 diliisyon; Parkin rabbit polyclonal antibody, NBP2-
67017, Novus Biologicals, 1:250 diliisyon; Tom20 mouse monoclonal antibody, sc17764,
SantaCruz Biologicals, 1:500 diliisyon; MAP LC3a/B mouse monoclonal antibody,
sc398822, SantaCruz Biologicals, 1:500 diliisyon) ile +4°C’de overnight inkiibe edildi.
Kesitler ertesi giin 3x5 dk tris tamponlu salin- tween 20 (TBS-T) ile yikamanin ardindan
sekonder antikorlar (A-11001 goat anti-mouse (H+L) cross-adsorbed secondary antibody
(Texas red), Invitrogen, 1:2000; ab6719 goat anti-rabbit IgG H&L (Texas red), abcam,
1:2000; ab97019 goat anti-mouse IgG H&L (FITC), Abcam, 1:2000) (Tablo 3.2) ile oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk. tutulan Grnekler anti-fade mounting medium

(ThermoScientific, USA) kullanilarak kapatildi. Ornekler lazer taramali konfokal
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mikroskopta (Leica TCS SPS8), LAS X (Leica Application Suite for Advanced Fluorescence)

programt ile incelendi.

Tablo 3.2.Primer ve sekonder antikor diliisyonlar1

PRU_\/[ER DILUSYON SEKONDER ANTIKOR DILUSYON
ANTIKOR
PINK 1 1:250 Texas Red (rabbit) 1:2000
PARKIN 1:250 Texas Red (rabbit) 1:2000
TOM 20 1:500 Texas Red (mouse) 1:2000
LC3 1:500 FITC 1:2000

3.4.Ultrastriiktiirel Analiz

Gecirimli elektron mikroskobu incelemeleri i¢in siganlardan alinan testis dokulari dort
parcaya ayrilarak, %2,5’lik soguk gluteraldehit igerisinde +4°C’de 24 saat boyunca tespit
edildi. Bu siirenin sonunda sertlesen dokular, steril bistiiri ucu yardimiyla 1 mm?>’ten kiigiik
parcalar haline getirildi. Daha sonra fosfat tamponlu salin (PBS) ile 1 gece boyunca yikandi.
PBS ile hazirlanmis olan osmium tetraoksit (OsO4) ile 2 saat muamele edilerek ikinci tespit
yapildi. 15 dk PBS ile yikanan dokular dehidrasyon i¢in sirasiyla %50, %70, %90, %96’1ik
alkollerden 10’ar dk %100’liik etanolden 2 kez 15’er dk gegirildi. Dehidrasyon basamagini
takiben 2 kere 15’er dk propilen oksitte bekletildi. Sirasiyla 1:1 oraninda propilen oksit-epon
karigiminda 1 gece rotarda tutuldu ve eponlara gomiildii. Kaliplar 1 gece boyunca 60°C
etiivde birakilarak bloklarin polimerizasyonu saglandi. Eponlardan, once Reichert UM?2
mikrotomla 0,5 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alindi. Ardindan toluidin mavisi ile
boyandi. Reichert UM3 mikrotomu ile 40-50 nm kalinli§inda ince kesitler alinarak bakir
gridlere yapistirildi. Ince kesitler 45 dk %70 etanolle hazirlanmis doymus uranil asetat
soliisyonuyla ve 15 dk Reyno’un kursun sitrati ile boyandi. Kesitler Jeol Jem-1011 model
elektron mikroskobunda incelendi ve fotograflar1 Olympus Veleta TEM CCD kamera ile

goriintiiler ¢ekildi.

3.5.Western Blot Analizi

3.5.1. Dokulardan Protein izolasyonu ve Protein Konsantrasyonlarinin
Olciilmesi

Eksi 80°C’de bekleyen testis doku ornekleri PBS ile yikanarak petri kabina alindi.

Steril bistiiri ucu yardimiyla dokular kiigiiltiildii ve 1,5 ml’lik axygen eppendorf tiiplerin
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icine alindi. Eppendorf icerisindeki dokularin iizerine 500 pl radioimmunoprecipitation
assay buffer (RIPA) ve zirkonyum bead eklenerek +4°C’de, hiz1 7-8’e ayarlanmig Bullet
blender igerisinde 4 dakika 4 set homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 10000 rpm
+4°C’de 10 dk santrifiij edilerek dokular toplandi. Total protein konsantrasyonunu
belirlemek i¢in drnekler hazirlandi. Eppendorfa 20 pl 2D diluent, 1 pl 6rnek testis dokusu,
980 pl Bradfort boyasi eklendi ve Bradfort metodu kullanilarak Nanodrop1000 cihazinda
(BioRAD) okuma gergeklestirildi. Analiz edilecek parametrelerin doku sonuglari, doku
protein miktaria oranlandi. Her grup i¢in o grupta bulunan testis 6rneklerinin izole edilen

proteinleri birlestirilerek havuz olusturuldu.

3.5.2. Protein Orneklerinin Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein konsantrasyonlarinin dogru dlgiiliip olgiilmedigi ve protein kalitesinin
dogrulugunun belirlemek i¢in SDS-PAGE (1D) yapild1. Yiiriitme islemine hazirlamak i¢in
iki tarafi agik dikdortgen seklindeki cam plaklar arasina iist taraftan 5 cm bosluk kalacak
sekilde %12’lik seperating jel dokiildii. Seperating jel yiizeyinin diizgiin olmas1 ve hava
almamasi i¢in yaklasik 2 cm yiiksekliginde 2-propanal eklendi. Jel polimerize olduktan
sonra kurutma kagidi yardimiyla 2-propanol uzaklastirildi ve stacking jel ayni sekilde
dokiilerek taraklar yerlestirilir ve jel polimerlesmeye birakildi. Jel polimerlesirken 6rnekler
hazirlanarak 95°C’de 4 dakika kaynatildi. Polimerize olduktan sonra jel tanka yerlestirildi
ve tarak ¢ikartildi. Ortaya ¢ikan kuyucuklar enjektdr yardimiyla temizlendi ve hazirlanan
ornekler her bir kuyuya yliklendi. Yiriitme buffer igerisinde 180 V’da 60 dk bantlar
yuriitiildii. Yiiriitme sonrasinda jel camlar arasindan c¢ikarildi ve yaklasik 1 saat shaker
tizerinde fiksatifte bekletildi. Distile su ile iyice yikanan jel, taze hazirlanan Coomassie
mavisi boyasina alinarak bantlarin net goriilmesi saglandi. Bantlar genel olarak Coomassie
mavisi boyasi ile degerlendirildikten sonra antikorlar1 uygulamak i¢in tekrardan molekiil
agirhgina gore jeller hazirland:. Ik kuyuya protein ladder yiiklenip, diger kuyulara 60 pg
ornek yliklendi. Yiirtitme tamponunda 180 V’da 60 dk ytirtitiildii.

3.5.3. Jelden Proteinlerin Membrana Aktarilmasi

Bantlar yiiriitiildiikten sonra proteinleri jelden nitroseliilloz membrana aktarmak igin
Trans-Blot Turbo transfer sistemi (BioRad) kullanildi. Transfer i¢in transfer tamponu
hazirland1 ve jelleri, Whatman kagidi ve nitroseliiloz membran bu tampon ile 1slatildi.
Transfer isleminin dogru bir sekilde gerceklesmesi i¢in iki Whatman kagidi arasina jel ve

nitroseliiloz membran koyularak sandivi¢ modeli yapildi. Sistem 15 Volt’ta 20 dk boyunca
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devam etti ve transfer islemi bittikten sonra Ponceau-S boyasi ile membranlar boyandi.

Membranlar distile su ile Ponceau-S boyasindan arindirildi.

3.5.4. Membrandan Ilgili Proteinlerin G6zlemlenmesi

Primer ve sekonder antikorlarin baglanma duyarliliginin ve etkinliginin arttirilmasi,
sinyal giicliniin iyilestirilmesi, arka plan kirliliklerinin engellenmesi ve TBS kaynakli
sorunlarin Oniine gecebilmek i¢in ticari bir {iriin olan AdvanBlock Chemi kullanildi.
Bloklama isleminden sonra membranlar bir kere 10 dk. TBS-T ile yikandi. Membranlar
PINK1 antikoru (diliisyon orani: 1/750), Parkin antikoru (diliisyon orani: 1/750), Tom20
antikoru (diliisyon orani:1/200), LC3 antikoru (diliisyon orani: 1/200) kullanilarak +4°C’de
gece boyunca (16-18 saat) roller iizerinde inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda primer antikoru uzaklastirmak i¢in membranlar, ii¢ kez 10
dk TBS-T tamponuyla yikandi. Yikanan membranlar, M IgG Fc BP-HRP secondary
antibody (diliisyon orani: 1:10000; goat anti-rabbit IgG (H+L)-HRP conjugate secondary
antibody (dillisyon orani: 1:10000; goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP conjugate secondary
antibody (diliisyon orani: 1:10000 sekonder antikorlar ile 1 saat oda kosullarinda inkiibe
edildi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasi i¢in {i¢ kez 10’ar dakika TBS-T tamponuyla
yikandi. Membran {izerine sinyal olusumunu saglayacak olan clarity western ECL substrate
luminol/enhancer ve peroxidase soliisyonlar1 (BioRad) eklendi. Isiyan bantlarin goriintiileri
PDQuest Advanced 2-D Analysis (BioRad) Software ile alindi. Aymi prosediir B-aktin
antikoru (1:1000) i¢in de uygulandi. Prestained protein marker olarak Thermo 26616
kullanildi. Ortaya ¢ikan protein bantlarinin yogunluklart Quantity One (BioRad) programi
kullanilarak hesaplandi. Bu islemler ii¢ kez tekrarlandi ve her bir antikor i¢in ii¢ ayr1 sonug
elde edilerek sonuglarin ortalamasi alindi.

3.6.Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin degerlerinin hesaplanmasi IBM SPSS Statistic 25.0 paket
programut ile yapildi. Elde edilen tiim verilere Normality Test degerleri olan Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro Wilk sonuglari kullanilarak incelendi. Normal dagilim gosteren sayisal
degiskenler ortalama +/- standart sapma, normal dagilim gostermeyenlere ise medyan degeri
olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik, normal dagilim gdsteren verilere One Way
ANOVA testi ile normal dagilim gostermeyen verilere ise Kruskal Wallis testi uygulandi.
Coklu karsilagtirmalar Tukey, Dunn ve Dunnett testleri kullanilarak yapildi. p<0,05

istatistiksel bakimdan anlamlilik i¢in yeterli kabul edildi.

3.7.Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar
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3.7.1. Kimyasal Malzemeler
Quercetin (Sigma: Q4951-10 G)

Cadmium chloride (Sigma: 202908-10 G)

Ketasol (%10, 10 ml) (Richter pharma, Avusturya)
Rompun (%2, 25 ml) (Bayer)

Absolute Ethanol (9%99,6) (Merck Milipore)
Etanol (%96) (Tekkim)

Toluol (Merck Milipore:108327)

Parafin (Tekkim)

Gluteraldehit (Merck Milipore: 104239)

Epoxy embedding medium kit (Fluka-45359)
Osmium tetraoxide (EMS: 19134)

Propilen oksit (Merck: 8.07027.1000)

Sucrose (Sigma: S0389-500gr)

2 methybutane (Sigma: 277258-100 ml)
TissueTek (Sakura:4583)

Sodyum borahidrat (Sigma: 452882-25 g)
Hidrojen peroksit (Merck Milipore:107298)
Normal goat serum blocking solution (Vectorlabs: S1000-20)
ProLong Diamond Antifade mountant (ThermoScientific)
Triton X-100 (Merck)

Coomassie brillant blue R-250 (BioRad: 1705060)
Clarity Western ECL substrate (BioRad: 5000006)
AdvanBlock Chemi (Advansta: R-03726-E10)

3.7.1.1.Antikorlar
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PINK1 rabbit polyclonal primary antibody (BC-100-494, NOVUS)
Parkin rabbit polyclonal primary antibody (NBP2-67017, NOVUS)

MAP LC3 o/p monoclonal primary antibody (sc-398822, SantaCruz)
TOM20 mouse monoclonal primary antibody (sc-17764, SantaCruz)

M IgG Fc BP-HRP secondary antibody (sc-525409, SantaCruz)

Goat anti-rabbit IgG (H+L) -HRP conjugate secondary antibody (BioRad)
Goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP conjugate secondary antibody (BioRad)

Goat anti-mouse (H+L) cross-adsorbed secondary antibody (Texas Red)(A-11001,

Invitrogen)
Goat anti-rabbit [gG H&L (Texas red) (ab6719, abcam)
Goat anti-mouse IgG H&L (FITC) (ab6785, abcam)

3.7.2. Cihazlar
Konfokal mikroskop (Leica DMIS8 Laser Scanning Confocal Microscope)
Ultramikrotom (Reichert UM2- Reichert UM3)
Transmisyon elektron mikroskobu (Jeol Jem-1011) ve kamera Olympus Veleta TEM CCD
Isik mikroskobu (Leica DM 1000) ve Kamera (Leica DMC 2900)
S1v1 azot tanki (ThermoScientific)
Kriyostat (Leica CM 1520)
Santrifiij (Beckman Coulter)
NanoDrop 1000 (ThermoScientific)
Vorteks (LMS)
Buzdolabi
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4. BULGULAR

4.1.Viicut ve Organ Agirhklar:
4.1.1. Viicut Agirhiklar Olciimii

Sican viicut agirliklarinin ilk Slglim ve sakrifiye edilmeden Onceki son Olclimleri
degerlendirildiginde;

1. hafta ilk ol¢lim ve son 6l¢iim arasinda kontrol ve Cd+Que gruplarinda anlaml
farkliliga rastlanmamistir (p>0,05). Cd grubunda ise iki 6l¢iim arasinda anlamli farklilik
bulunmustur (p=0,005).

3. hafta iki Ol¢iim arasinda, kontrol grubunda anlamli farkliliga rastlanmistir
(p=0,000). Cd ve Cd+Que gruplarinda anlamli1 farkliliga rastlanmamistir (p>0,05).

5. hafta da Cd ile kontrol grubu Olciimleri arasinda anlamh farklilik goriiliirken,

Cd+Que grubunda farkliliga rastlanmamustir (p=0,034, p=0,001 ve p>0,005) (Sekil 4.1 ve
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Sekil 4.1. Haftalara gore viicut agirhigi degisimi
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Sekil 4.2. Haftalara gore yiizde viicut agirligi degisimi
4.1.2. Testis Orgam Agirhg Ol¢iimii

Testis organ agirliklart gruplar arasinda incelendiginde anlamli farklilia rastlanmistir
(p=0,000).

1. hafta gruplar1 olan kontrol, Cd ve Cd+Que kendi arasinda degerlendirildiginde
kontrol grubunun Cd ve Cd+Que gruplar1 arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmazken
(p>0,05), Cd ve Cd+Que gruplar arasinda farklilik belirlenmistir (p=0,000).

3.hafta gruplar arasinda, kontrol ve Cd gruplari arasinda anlamli farklilik goriiliirken
(p=0,005), Cd+Que arasinda farklilik belirlenmemistir (p>0,05). Kontrol ve Cd+Que
gruplari arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamistir (p>0,05).

S.hafta gruplarindan kontrol ve Cd gruplar arasinda anlamli farklilik bulunurken
(p=0,029), kontrol ve Cd+Que arasinda farklilik yoktur. Cd ve Cd+Que gruplar1 arasinda
anlamli farklilik gézlemlenmistir (p=0,014) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Haftalara gore testis agirliklart

Gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda 1. hafta kadmiyum grubu ile 3. hafta kontrol
ve Cd+Que gruplar1 arasinda anlaml farkliliga rastlanmistir (p=0,002; p=0,000). Buna ek
olarak 1. hafta Cd+Que grubu ile 3. ve 5. hafta Cd gruplar1 arasinda da anlamli farklilik
bulunmustur (p=0,000). 3. hafta kontrol grubu 1. ve 5. hafta Cd gruplar1 arasinda anlaml
farklilik bulunurken (p=0,002; p=0,000), yine ayn1 haftanin Cd grubu da 1. hafta Cd+Que
ile anlamli ¢ikmistir (p=0,000). 3. hafta Cd+Que grubu 5. hafta Cd grubu ile anlamh
bulunmustur (p=0,029) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Testis agirligi yiizde degisimi
4.2.Is1k Mikroskobi Bulgular
4.2.1. Hematoksilen&Eozin Boyama Bulgular:

Isik mikroskobik olarak 0. giin, 1.hafta, 3.hafta ve 5.hafta kontrol, Cd ve Cd+Que
gruplarina ait siganlarin testis dokusu 6rneklerinin genel goriiniimiinii saptamak amaciyla
H&E boyamasi uygulanmaistir. Bu gruplara ait siganlarin testis dokusu 6rneklerinin seminifer
tiibiil ¢ap1 ve yapisi, bazal membran yapisi, hiicrelerin yapis1 ve yogunlugu, vakuol varligi
gibi parametreler agisindan morfolojik olarak degerlendirilmistir.

0.glin ve 1.hafta kontrol grubu testis kesitleri incelendiginde, histolojik yapinin ve
seminifer tiibiil yapisinin normal oldugu saptanmaistir. Tiim spermatogenik hiicrelerin normal
yapida oldugu incelenmistir. Sertoli hiicre yapilarinda da bir hasara rastlanmamistir. Bu
bulgularin tamami diizgiin bir spermatogenezis siirecinin varligin1 gostermektedir. Tunika
albuginea, bazal membran ve interstisyel alanda herhangi bir dejenerasyona rastlanmamis

olup, kompakt yapiya sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

47



Sekil 4.5. Kontrol (0.giin) grubuna ait H&E boyama fotomikrograflari. Y1ldiz: Interstisyel
alan, Cift basli ok: Seminifer tiibiil, Ince ok: Spermatogonyum, Kalin ok: Spermatosit, L:
Liimen Ol¢ii cubugu: A:10X, B:20X, C: 40X

Sekil 4.6. Kontrol (1.hafta) grubuna ait H&E boyama fotomikrograflari. Yildiz: Interstisyel
alan, Cift bash ok: Seminifer tiibiil, L: Liimen Ol¢ii qubugu: A: 10X, B: 20X, C: 40X
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Cd (1.hafta) grubunda seminifer epitel kalinlig1 azalmakla birlikte limende bulunan
sperm hiicreleri azalmigtir. Bazal lamina ile seminifer tiibiiller arasinda yer yer ayrilmalar
goriilmekle birlikte genel anlamda biitlinliigiinii korumaktadir. Baz1 seminifer tiibiillerde

dejenerasyon ve vakuolizasyona rastlanmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Cd (1.hafta) grubuna ait H&E boyamasi fotomikrografi. Yildiz: interstisyel alan,
Cift baslh ok: Seminifer tiibiil epitel kalinlig1, Ok: Bazal lamina ayrilmasi, L: Liimen, Ol¢ii
cubugu: A:10X, B:20X, C:40X

Cd+Que (1.hafta) grubunda seminifer tiibiillerde ve spermatojenik hiicre tabakalar
normal histolojik yapida oldugu gozlemlenmistir. Yer yer vakuolizasyona rastlanmustir.

Intertisyel alan bakimindan diizenli yapiya sahiptir. (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8.Cd+Que (1.hafta) grubuna ait H&E boyamasi fotomikrograflari. Cift basli ok:
Seminifer tiibiil, Ok basi: Vakuol Olgii gubugu; A: 10X, B: 20X, C: 40X.

Kontrol (3.hafta) grubunda seminifer tiibiiller ve interstisyel alan normal histolojik
yaptya sahiptir. Tiim spermatogenik hiicreler normal yapida gézlemlenmistir. Sertoli hiicre
yapilarinda bir hasara rastlanmamis olup spermatidlerin baslar1 Sertoli hiicre sinirina gomiilii
olarak go6zlemlenmistir. Bu bulgularin tamami diizgiin bir spermatogenezis siirecinin
varligini gostermektedir. Tunika albuginea, bazal membran ve interstisyel alanda herhangi
bir dejenerasyona rastlanmamis olup, kompakt yapiya sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Kontrol (3.hafta) grubuna ait H&E boyama fotomikrograflari. Yildiz: Interstisyel
alan, Ok: Spermatogonyum, Kirmizi1 ok: Spermatid, Olgii gubugu: A: 10X, B:20X, C:40X
Cd (3.hafta) grubunda, seminifer tiibiil bazal laminadan ayrilmis ve interstisyel
alanda biitliinliige rastlanmamaistir. Seminifer epitel kalinlig1 azalmis olup, Cd spermatojenik
hiicrelerde hasara neden olmustur. Yer yer vakuolizasyon gozlemlenmistir (Sekil 4.10 ve

Sekil 4.11).




Sekil 4.10. Cd (3.hafta) grubuna ait H&E boyamasi fotomikrograflari. Kirmizi ok: Vakuol,

Siyah ok: Bazal membran ayrilmasi, Cift bash ok: Seminifer tiibiil epitel kalinhigi, Olcii
cubugu: A:10X, B:20X, C:40X

Sekil 4.11. Cd (3.hafta) grubuna ait H&E fotomikrograflar1. Ok: Dev hiicre Ol¢ii cubugu:
A:20X ve B:40X

Cd+Que (3.hafta) grubunda genel olarak interstisyel alanlarda biitiinlik goriilmiistiir.
Tunika albuginea da yer yer ayrilmalar incelenmistir. Seminifer tiiblilerden bazilarinda

dejenerasyona rastlanmistir. Seminifer tiibiil cap1 kalinlig1 normal olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil
4.12).

Sekil 4.12. Cd+Que (3.hafta) grubuna ait H&E fotomikrograflari. Siyah ok: Tunika
albuginea, Y1ldiz: interstisyel alan, Ok bast: Spermatogonyum, L: Liimen, Ol¢ii cubugu: A:
10X, B:20X ve C:40X
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Kontrol (5.hafta) grubunda, diizenli bir interstisyel alan goriilmiis olup, seminifer
epitel capinda ve spermatojenik hiicrelerin olusumlarinda herhangi bir dejenerasyona

rastlanmamistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Kontrol (5.hafta) grubuna ait H&E boyamasi fotomikrograflari. Yildiz:
Interstisyel alan, Cift basli ok: Seminifer tiibiil, Ok: Spermatogonyum. Ol¢ii cubugu A:10X,
B:20X ve C:40X

Cd (5.hafta) grubunda ise, doku tunika albugineadan ayrilmustir. Interstisyel alan
biitiinltiglinlin kalmamas1 ve spermatojenik hiicrelerin diizenlenislerinin hasara ugratilmasi
ile birlikte seminifer tiiblillerde sperm {iiretimi yok denecek kadar azalmistir. Seminifer

tiibiillerin bazilarinda mineralizasyon ile birlikte atrofiye rastlanmistir (Sekil 4.14 ve Sekil

4.15).
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Sekil 4.14. Cd (5. hafta) grubuna ait H&E boyamas1 fotomikrograflari. Siyah ok: Kan
damarlar1, Kirmiz1 ok: Spermatogonyum Olgii ubugu: A: 10X, B:20X ve C:40X

Sekil 4.15. Cd (5.hafta) grubuna ait H&E boyamasi fotomikrograflari. Siyah ok: Tunika
albugineanin ayrilmasi, Yildiz: Mineralizasyon, Olgii gubugu: A: 20X ve B: 40X

Cd+Que (5.hafta) grubu Cd (5.hafta) grubu ile karsilastirildiginda doku biitiinligi
daha 1iyi olup, baz1 seminifer tiibiillerin yer yer bazal laminadan ayrildigi gorilmiistiir.

Seminifer tiibiil epitel kalinlig1 Cd grubuna gore artmistir (Sekil 4.16).

54



By B = “ L § Ve ¥V ‘h"f' S ;.
n e |

Raats % ‘ u\) - p¢ & .‘!’f@r ’,""f/

Sekil 4.16. Cd+Que (5.hafta) grubuna ait H&E boyamas1 fotomikrograflari. Cift bash ok:
Seminifer tiibiil epitel kalinligi, Ok:Spermatogonyum, Ok basi: Bazal lamina ayrilmasi,
L:Liimen, Ol¢ii cubugu A: 10X, B:20X ve C:40X

4.2.2. Morfometrik incelemeler
4.2.2.1.Seminifer tiibiil ¢cap1 6l¢ciimii

Kontrol (0.glin) grubu diger gruplar ile karsilastirildiginda kontrol (1.hafta) ve
Cd+Que (1.hafta) gruplar1 arasinda anlamh farklilik bulunmazken (p>0,05), diger gruplar
[kadmiyum (1.hafta), kontrol (3.hafta) ve kontrol (5.hafta), Cd (5.hafta), Cd+Que (5.hafta)]
arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).

l.hafta gruplar1 kendi arasinda incelendiginde, kontrol ile Cd grubu arasinda
anlamlilik var iken (p=0,000), Cd+Que grubu arasinda farklilik yoktur (p>0,05). Cd grubu
ile Cd+Que grubu arasinda da anlamli farklilik gézlemlenmistir (p=0,001).

3. hafta gruplar kiyaslandiginda, Cd grubunun sirasiyla kontrol ve Cd+Que gruplari
ile anlamli farkliliklar1 bulunurken (p=0,006 ve p=0,026), kontrol grubu ile Cd+Que gruplar1
arasinda farklilik bulunmamistir (p>0,05).

5. hafta 6rneklerinde ise, kontrol grubunun hem Cd grubu ile hem de Cd+Que gruplari
ile anlaml farkliliklar1 goriilmiistiir (p=0,000 ve p=0,022). Fakat Cd ve Cd+Que gruplari
arasinda anlaml bir farkliliga rastlanmamistir (p>0,05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Seminifer tiibiil ¢capinin Slgiilmesi
4.2.2.2.Seminifer tiibiil epitel kalinhiginin ol¢iilmesi

Seminifer tiibiiller epitel kalinlig1 bakimindan incelendiginde gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmustur (p=0,00).

Kontrol (0.giin, 1.hafta, 3.hafta ve 5.hafta) gruplari, Cd (1.hafta), Cd (3.hafta),
Cd+Que (3.hafta), Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) gruplar ile aralarinda anlamli farklilik
goriiliirken (p=0,00); kontrol (1., 3. ve 5. haftalar) ve Cd+Que (1.hafta) arasinda farklilik
bulunmamaistir (p>0,05).

Cd (1.hafta), Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) gruplar1 kendi ve diger gruplarin hepsi
ile arasinda anlamli farklilik goriilmistiir (p=0,00). Cd (3.hafta) grubunun diger gruplar ile
aralarinda anlamli farklilik bulunurken (p=0,00), Cd+Que (5.hafta) ile anlaml farklilik
bulunmamaistir (p>0,05).

Cd+Que (1.hafta) grubunun Cd (1.hafta), Cd (3.hafta), Cd+Que (3.hafta) ve Cd
(5.hafta) gruplar1 arasinda anlamli farklilik goriilmiistiir (p=0,00).

Her bir grubu kendi arasinda kiyaslandiginda, kontrol (1.hafta) grubunun Cd (1.hafta)
grubu ile arasinda anlamli farklilik goriiliirken (p=0,00), Cd+Que (1.hafta) grubu arasinda
farklilik goriilmemistir (p>0,05). Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) arasinda anlamh
farkliliga rastlanmistir (p=0,00). Kontrol (3.hafta) ile Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta)
arasinda anlaml farklilik goriinmekle birlikte (p=0,00), Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta)
arasinda da farklilik incelenmistir (p=0,00).
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Sekil 4.18. Seminifer tiibiil epitel kalinliginin 6l¢iilmesi
4.2.2.3.Johnsen Skorlama Analizi
Gruplar istatistiksel olarak incelendiginde anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0,00).

Kontrol (0.giin ve 1.hafta) gruplari diger gruplar ile karsilastirildiginda Cd (1., 3. ve 5.
hafta), Cd+Que (1., 3. ve 5. hafta) gruplar1 arasinda anlamli bir farkliliga rastlanirken
(p=0,00); kontrol gruplar1 arasinda bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Cd (1.hafta) ve
Cd+Que (1.hafta) gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda bir farklili§a rastlanmamistir
(p>0,05). Bununla birlikte, diger gruplar ile hem Cd (1.hafta) hem de Cd+Que (1.hafta)
gruplari incelendiginde gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).

Kontrol (3. hafta ve 5. hafta) gruplarinin diger gruplar ile kiyaslamasi yapildiginda
diger kontrol gruplart ile anlamli farkliliga rastlanmazken (p>0,05), diger gruplar ile
istatistiksel anlamda farklilik bulunmustur (p<0,05). Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta)
gruplart arasinda anlamli bir farklilhik bulunmazken (p>0,05); diger gruplar ile arasinda
farklilik vardir (p=0,00). Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) gruplarinin kontrol (0.giin,
1.hafta, 3.hafta ve 5.hafta), Cd (1.hafta ve 3.hafta) ve Cd+Que (1.hafta ve 3.hafta) gruplari
arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmistir (p=0,00).

Gruplar kendi arasinda karsilastirdigimizda, kontrol (1.hafta) grubunun Cd (1.hafta)
ve Cd+Que (1.hafta) gruplar arasinda farklilik bulunmustur (p=0,00 ve p=0,001). Bunun
yaninda Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplan arasinda istatistiksel anlamda farka

rastlanmamistir (p>0,05).
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Kontrol (3.hafta) grubunun Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta) gruplar1 arasinda anlaml
farklilik bulunmustur (p=0,00). Bununla birlikte Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta) gruplar
arasinda fark gézlenmemistir (p>0,05).

Kontrol (5.hafta) grubunun Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) gruplari arasinda ve Cd
(5.hafta) ile Cd+Que (5.hafta) gruplari arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p=0,00).
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Sekil 4.19. Johnsen skoru hesaplama grafigi

4.3.Testis Dokusunda Mitofaji ile iliskili Proteinlerin Immiinofloresan Yontemle
Gosterilmesi

4.3.1. PINK1-TOM20 immiinofloresan Analizi
1.haftaya ait PINK1 ekspresyonunun, 0.giin kontrol ve 1.hafta kontrol grubu arasinda
farklilik olmamakla birlikte, 1.hafta Cd grubunda kontrol grubuna gore artis tespit edilmistir.
Bu haftada doku biitiinliigiiniin bozulmaya baslamasi, ekspresyonun daha ¢ok
spermatogonyumlar, spermatositler, Sertoli hiicreler ve spermiyumlarda oldugunu
gostermistir. Cd grubuna kiyasla Cd+Que grubun da daha az ekspresyon bulunmustur (Sekil

4.20).
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DAPI TOM20-FITC

3]

0. gun kontrol

1. hafta kontrol

1. hafta Cd

1. hafta Cd + Que

Sekil 4.20. Kontrol (0.gilin), kontrol (1.hafta), Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplarinda
PINK1+TOM20 ekspresyonlari. Ol¢ii gubugu: 10 pm

Kontrol (3.hafta) ve kontrol (5.hafta) gruplarinin ekspresyon seviyeleri kontrol (0.giin)
ve kontrol (1.hafta) gruplarmma gore farklilhik gostermemisti. TOM20 protein seviyesi
haftalara gore en fazla Cd (5.hafta) grubunda azalma gostermis olup, PINKI1 ekspresyon
seviyesi artmustir. Mitofajinin belirteclerinden biri olan PINK1, Cd (3.hafta) grubunda
mitofajinin olustugunu gostermistir. Cd+Que (3.hafta) grubunun ekspresyon seviyesi goz
Oniline alindiginda, protein yogunlugunun Cd (3.hafta) grubundaki kadar yogun olmadig:

belirlenmistir (Sekil 4.21).
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DAPI TOM20-FITC

PINK 1-Texas RED Merge

3. hafta kontrol

3. hafta Cd

3. hafta Cd + Que

5. hafta kontrol

5. hafta Cd

5. hafta Cd + Que

Sekil 4.21.Kontrol (3. ve 5.hafta), Cd (3. ve 5.hafta) ve Cd+Que (3. ve 5.hafta) gruplarinda
PINK 1+TOM20 ekspresyonlar1. Olgii gubugu: 10 um

4.3.2. PARKIN-TOM20 immiinofloresan Analiz
Kontrol (0.giin), kontrol (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplarinda Parkin

ekspresyonunu nukleolus ve sitoplazmada normal seviyelerde goriilmektedir. Cd (1.hafta)
grubunda ki ekspresyon seviyesi azalmakla birlikte sadece sitoplazmada incelenmistir (Sekil

4.22).
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DAPI TOM20-FITC PARKIN-Texas RED Merge

0. glin kontrol

1. hafta kontrol

1. hafta Cd

1. hafta Cd + Que

Sekil 4.22. Kontrol (0.gilin), kontrol (1.hafta), Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplarinda
PARKIN+TOM20 ekspresyonlar1. Ol¢ii gubugu: 10pm

Kontrol (3.hafta) grubu Parkin ekspresyon seviyesi nukleolus ve sitoplazmada normal
izlendi. Cd (3.hafta) grubunda mitokondride bulunan TOM20 ekspresyonu azalmakla
birlikte, Parkin ekspresyonu seviyesi azalmig ve yer yer sitoplazmada bulunmustur (Sekil
4.23).

Kontrol (5.hafta) grubunda protein ekspresyon seviyeleri Cd (5.hafta) grubuna gore
artmistir. Cd gruplarindan en fazla hasarin Cd (5.hafta) grubundadir. Bu grupta dokunun
dejenerasyonu ile birlikte mitokondri hemen hemen hi¢ kalmamis olup, Parkin protein
ekspresyonu ¢ok azalmistir. Cd+Que (5.hafta)’da dokunun diizelmeye baslamasi ile birlikte
mitokondri miktarinin artmasi ve Parkin ekspresyon seviyesindeki degisiklik Cd (5.hafta)

grubuna gore farklilik gostermistir (Sekil 4.23).
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DAPI TOM20-FITC PARKIN-Texas RED Merge

3. hafta kontrol

3. hafta Cd

3. hafta Cd + Que

5. hafta kontrol

5. hafta Cd

5. hafta Cd + Que

Sekil 4.23. Kontrol (3. ve 5.hafta), Cd (3. ve 5.hafta), Cd+Que (3. ve 5.hafta) gruplarinda
PARKIN+TOM20 ekspresyonlari. Olgii gubugu:10 um

4.3.3. LC3-Mitotracker Red immiinofloresan Analiz

Kontrol (0.glin), kontrol (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplar1 arasinda LC3 protein
ekspresyon seviyelerinde bir farklilik yoktur. Cd (1.hafta) grubunda protein seviyelerinde
azalma gorilmistiir (Sekil 4.24).
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MitoTracker Red LC3 a/p

0. glin kontrol

1. hafta kontrol

1. hafta Cd

1. hafta Cd + Que

Sekil 4.24. Kontrol (0.giin), kontrol (1.hafta), Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplarinin
LC3+Mitotracker red ekspresyonlari. Olgii gubugu: 10 pm

Kontrol (3.hafta) grubu LC3 protein ekspresyonu normal seviyede olurken, Cd
(3.hafta) grubunda bu ekspresyon seviyesi dokunun dejenerasyonuyla birlikte azalmistir.
Cd+Que (3.hafta) grubunda LC3 ekspresyon seviyesi artmis ve genellikle
spermatogonyumlar etrafinda olusmustur (Sekil 4.25).

Kontrol (5.hafta) grubunun diger kontrol gruplari ile aralarinda ekspresyon bir farklilik
bulunmamaktadir. Cd (5.hafta) grubunda hiicrelerin zarar gérmesi, hatta otofajiye gitmeleri
sebebiyle LC3 proteinlerinde artis gozlenmektedir. Cd+Que (5.hafta) grubu, Cd (5.hafta)
grubunda olan bu hasar1 azaltarak, Que ile hasarin bir miktarda olsa korunmasi saglanmistir

(Sekil 4.25).



DAPI MitoTracker Red LC3 o/ Merge

3. hafta kontrol

3. hafta Cd

3. hafta Cd + Qu

5. hafta kontrol

5. hafta Cd

5. hafta Cd + Qus

Sekil 4.25. Kontrol (3.ve 5.hafta), Cd (3.ve 5.hafta) ve Cd+Que (3.ve 5.hafta) gruplarinda
LC3+Mitotracker red ekspresyonlar1. Olgii gubugu: 10 um

4.4.Testis Dokusunun TEM ile Ultrastriiktiirel Analiz

Kontrol (1.hafta) grubuna ait sican testis Ornekleri ultrastriiktiirel olarak
incelendiginde; spermatojenik ve Sertoli hiicreleri normal morfoloji sergilemislerdir.
Bununla beraber hiicreler aras1 baglantilar ile epitel biitiinliiglinii de gésteren seminifer tiibiil
epitelinin diizenli ultrastiiktiirde oldugu gézlemlenmistir. Seminifer epitelin bazal membrani
diizgiin ve normal kalinlikta olup, tiibiil liimeninde c¢ok sayida sperm goriilmiistiir.
Spermatojenik epitel hiicrelerinin mitokondriyonlar1 da normal morfolojik yapiya sahip

olarak incelenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Kontrol (1.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmiz1 yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Spermatogonyum, Siyah
yildiz: Spermatosit, Kirmizi ok: Miyoepitelyal hiicre, Sar1 ok: Bazal membran, M:
Mitokondriyon, N: Nukleus Ol¢ii gubugu; A: 10 um ve B:1 um

Cd (1.hafta) grubu siganlara ait testis ornekleri incelendiginde; bazal membranda
oturan hiicrelerde ayrilmalar goriilmekle birlikte hiicrelerde vakuollere rastlanmistir. Sertoli
hiicresindeki vakuol spermatojenik hiicre sitoplazmasindan daha biiyiilk olarak
gbzlemlenmistir. Biiylik lipid damlalar1 ve diizgiin mitokondrilerle beraber bazi kristalarda
yer yer dilatasyonlar bulunmugtur. Bunlara ek olarak diger Cd gruplarina oranla mitofajik
goriintiiler daha az goriilmekle birlikte yer yer multilameller inkliizyonlara rastlanmigtir

(Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Cd (l.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Hasarli mitokondriyon, Siyah
yildiz: Spermatosit, Sar1 ok: bazal lamina, M: Mitokondriyon, L.D.: Lipid damlacigi
[.C:Inkliizyon cisimcigi Ol¢ii cubugu; A: 5 pm B ve C:1 um D:500 nm

Cd+Que (1.hafta) grubu testis ornekleri incelendiginde; epitel biitiinliigii korunmus
olarak goriilmiistiir. Seminifer tiibiil epitel hiicreleri bazal lamina ilizerinde oturmustur.

Saglikli mitokondriler goriilmekle birlikte yer yer mitokondriyal genislemeler yer almistir

(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Cd+Que (1.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi y1ldiz: Hasarli mitokondri, Sar1 y1ildiz: Spermatogonyum, Sari1 ok:
bazal lamina, M: Mitokondriyon Olgii gubugu; A: 2 pm B:1 pm

Uc haftalik sicanlara ait kontrol grubu testis ornekleri ultrastriiktiirel olarak
incelendiginde; bazal membran normal kalinlikta Sl¢iilmiistiir. Spermatojenik ve Sertoli
hiicreleri normal morfoloji  sergilemislerdir. Spermatojenik epitel hiicrelerinin

mitokondriyonlar1 da normal morfolojik yapiya sahip olarak incelenmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29. Kontrol (3.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi yildiz: Sertoli hiicresi, Siyah yildiz: Spermatosit, Sar1 ok: Bazal
membran, M: Mitokondriyon Olgii cubugu; A: 5 pm ve B:500 nm

Cd (3.hafta) grubuna ait testis drnekleri ultrastriiktiirel olarak incelendiginde; hiicreler
arasi baglantilarin bozulmasi sonucu bazale yakin olgun spermler goriilmiistiir. Hiicrelerin
sitoplazmalarinda vakuollere rastlanmistir. Mitokondriyal bozukluklarda ve mitofajik
figlirlerde artiglar goriiliip, belirgin endoplazmik retikulum sisternalarinda dallanmalar

bulunmustur (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Cd (3.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Mavi yildiz: Hasarli apoptotik hiicre, Turuncu yildiz: Hasarli mitokondri,
Yesil yildiz: Mitokondriyal flizyon, Kirmizi yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Spermatid,
Sar1 ok: Bazal membran, Kirmizi halka: Multivezikiiler cisim, N: Niikleus, L.D. Lipid
damlacig1 Olgii gubugu; A ve B: 5 pm, C, D ve E:1 um, F ve H: 500 nm, G: 200 nm
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Cd+Que (3.hafta) grubunda bulunan siganlarin testis 6rnekleri ultrastriiktiirel olarak
incelendiginde; bazal membranda biitiinlik saglanmis ve miyoepitelyal hiicreye
rastlanmistir. Morfolojik anlamda normal spermatogonyum, spermatosit ve Sertoli hiicreleri
incelenmistir. Donut ve at nali seklini almis bozulmus mitokondriler bulunmakla birlikte

otofajik mitokondri de goriilmiistiir (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. Cd+Que (3.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmiz1 yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Spermatogonyum, Siyah
yildiz: Spermatosit, Sar1 ok: Bazal membran, Sar1 ok basi: Donut sekilli mitokondri, Kirmizi
ok basi: Otofajik mitokondri, Mor ok basi: At nali seklinde mitokondri, Kirmizi ok:
Miyoepitelyal hiicre, L.D. Lipid damlacig1 Ol¢ii cubugu; A: 5 pm, B: 2 um, C: 500 nm ve
D: 1 um

Kontrol (5.hafta) grubu testis Ornekleri ultrastriiktiirel olarak incelendiginde;
spermatojenik ve Sertoli hiicreleri normal morfoloji sergilemislerdir. Spermatojenik epitel
hiicrelerinin mitokondriyonlart da normal morfolojik yapiya sahip olarak incelenmistir
(Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Kontrol (5.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Spermatogonyum, Siyah
yildiz: Spermatosit, Sar1 ok: Bazal membran, M: Mitokondriyon, N: Nukleus Ol¢ii cubugu;
A: 10 pum ve B: Tum

Cd (5.hafta) grubu testis Orneklerine ultrastriiktiirel olarak bakildiginda; seminifer
tiibiil epiteli tamamen dejenere olmus, kalinlig1 azalmis ve bazal membran kalinlig1 artmistir.
Buna karsin bazal membran yapisit ve interstisyel alan epitele nazaran korunmus olarak
goriinmiistiir. Hemen hemen biitlin hiicrelerin ultrastriiktiirel yapilar1 yok denecek kadar
azalmistir. Hiicrelerin hicbir organeli ve niikleus yapilari izlenmemekte, yer yer lipid

damlaciklar1 incelenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Cd (5.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi ¢ift bash ok: Epitel kalinligi, Sar ¢ift basl ok: Bazal membran
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kalinligi, Kirmiz1 ok: Miyoepitelyal hiicre, Sar1 yildiz: nuklear morfolojisi bozulmus
spermatogonyum, Mavi yildiz: Hasarli/apoptotik hiicre, Kirmizi halka: Multilameller cisim,
Kirmiz1 yildiz: Hasarli mitokondri, L.P.: Lipid damlacig: Olgii cubugu; A ve B: 5 um, C:
Ipm, D: 2 pm, E: 200 nm ve F, G ve H: 500 nm

Cd+Que (5.hafta) grubu testis Ornekleri ultrastriiktiirel olarak incelendiginde; Cd
(5.hafta) grubuna gore epitel hasar1 olduk¢a azalmis, Sertoli ve spermatogenik hiicreler ve
organelleri gozlenebilmektedir. Liimene yakin hiicrelerin organellerinde goriilen kadmiyum
hasar1 oldukca fazladir. Mitokondri kristalarinda silinme goriilmekle birlikte mitofajik

bulgulara ¢ok rastlanmamistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.34. Cd+Que (5.hafta) grubuna ait testis dokusunun elektron mikroskobik
fotomikrograflari. Kirmizi yildiz: Sertoli hiicresi, Sar1 yildiz: Spermatogonyum, Siyah
yildiz: Spermatosit, Kirmiz1 ok basi: Hasarli mitokondri, M: Mitokondri Ol¢ii cubugu; A: 2
pm, B: 500 nm

4.5.Western Blot Analiz Bulgular

PINK1, ozellikle oksidatif stres kosullar1 altinda hiicrenin hayatta kalmasini
destekleyen mitokondriyal kinaz olmakla birlikte saglikli mitokondriyal homeostaz igin
onemli rol oynamaktadir (Matsuda ve ark., 2013).

PINK1 protein yogunlugu agisindan kiyaslandiginda kontrol (1.hafta) grubu ile Cd
(1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplar1 arasinda azalma, Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta)
gruplar1 arasinda artig goriilmekle birlikte istatistiksel anlamda farklilik bulunmamistir.

Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta) gruplar1 arasinda artis goriilmiistiir ve kontrol
(3.hafta) ile Cd (3.hafta) gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda farklilik bulunmustur
(p=0,037). Buna ek olarak 3.hafta Cd ve Cd+Que gruplar1 arasinda bir azalis s6z konusudur.

Kontrol (5.hafta) ve Cd (5.hafta) arasindaki protein yogunlugu agisindan artis
bulunmakla birlikte istatistiksel anlamda farklilik goriilmiistiir (p=0,028). 5.hafta Cd ve
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Cd+Que gruplar arasindaki azalma da istatistiksel anlamda farklilik s6z konusu degildir

(Sekil 4.35 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.35. Haftalara gére PINK 1 protein ekspresyonu seviyesinin gdsterilmesi

TOM20 protein ekspresyon diizeyleri agisindan kiyaslandiginda, kontrol (1.hafta) ile
Cd (1.hafta) arasinda azalma goriiliirken, Cd+Que (1.hafta) arasinda hemen hemen bir
degisim olmamistir. 1.hafta Cd ve Cd+Que gruplar1 arasindaki seviye ise artmistir. Bu
bulgulara ek olarak istatistik anlamda farklilik goriilmemistir (p>0,005).

Kontrol (3.hafta) grubunun protein ekspresyon seviyesi Cd (3.hafta) ve Cd+Que
(3.hafta) gruplarinda fazla oldugu belirlenmistir. Cd (3.hafta) ve Cd+Que (3.hafta) gruplari
arasindaki fark incelendiginde Cd+Que (3.hafta) grubunda artisa rastlanmistir, fakat
istatistiksel anlamda bir farklilik gostermemistir (p>0,005).

PINK1 protein yogunlugu 5.hafta en fazla kontrol (5.hafta) grubunda goriilmiis olup,
kontrol (5.hafta) ile Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) arasinda istatistiksel anlamda farklilik
oldugu gosterilmistir (p=0,001). Cd (5.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) arasinda fark oldugu
gbzlenmezken, istatistiksel anlamda farklilik belirlenmemistir (p>0,005) (Sekil 4.36 ve Sekil
4.40).
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Sekil 4.36. Haftalara gore TOM20 protein ekspresyonu seviyesinin gosterilmesi

LC3, otofajinin tespit edilmesi i¢in kullanilan énemli biyobelirteclerdendir. LC3 a,b
ve ¢ olmak tizere farkli izoformlara sahiptir. Bununla birlikte lipidasyon durumuna gore
LC3-1 ve LC3-II olarak smiflandirilmaktadir. LC3-I sitoplazmada bulunurken, LC3-II
endomembran sisteminde bulunur. LC3-I’den LC3-II’ye doniisiim, otofagozomun
olusumunun baslatilmasi i¢in 6nemlidir.

LC3-I’in protein ekspresyonu en fazla Cd (1.hafta) grubunda goriilmiistiir. Cd
(1.hafta) grubu ile kontrol (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) arasinda azalis belirlenmistir.
Ayrica her iki grupta istatistiksel anlamda farklilik bulunmustur (p=0,001; p=0,015). Kontrol
(1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta) gruplar1 arasinda anlamli farklilik goriilmistiir (p=0,036).
Kontrol (3.hafta) grubu ve diger gruplar (Cd ve Cd+Que) arasinda azalma goriilmekle
birlikte istatistiksel anlamda farklilik goriilmemistir. 5.haftada en yiiksek deger Cd grubunda
goriiliirken kontrol ve Cd+Que gruplarinda farklilik yoktur (Sekil 4.37 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.37. Haftalara gore LC3-I protein ekspresyonu seviyesinin gosterilmesi

LC3-II protein yogunlugunun belirlenmesi i¢in kontrol (1.hafta) ve kontrol
(5.hafta) seviyeleri en yliksek diizeyde goriilmiistiir. 1.hafta tiim gruplar arasinda anlaml
farklilik belirlenmistir (p=0,000). Kontrol (1.hafta) ile Cd (1.hafta) ve Cd+Que (1.hafta)
gruplari arasinda anlamh farklilik goriilmistiir (p=0,001; p=0,028). Cd (1.hafta) ve Cd+Que
(1.hafta) gruplan arasinda istatistiksel anlamda farklilik belirlenmistir (p=0,015). 3.haftada
bulunan tiim gruplarin seviyelerinde ve istatistik olarak farklilik s6z konusu degildir. Cd
(5.hafta) ve kontrol (5.hafta) gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik vardir (p=0,010) (Sekil
4.38 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.38. Haftalara gore LC3-II protein ekspresyonu seviyesinin gosterilmesi
LC3’in iki farkli formundan ziyade otofagozom olusumunu asil belirleyen faktor
LC3-II/LC3-I oranmidir. 1.hafta ve 3.hafta gruplarin da istatistiksel anlamda bir farkliliga
rastlanmamistir. Cd (5.hafta) grubu kontrol (5.hafta) grubuna gore artis gostermis olup, iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p=0,034). Cd (5.hafta) ve Cd+Que
(5.hafta) gruplar arasinda bir azalis olmakla birlikte istatistiksel anlamda bir farklilik

bulunmamaistir (p>0,05) (Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.39. Haftalara gore LC3-II/LC3-I protein ekspresyonu seviyesinin gosterilmesi
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Sekil 4.40. PINK1, LC3-I, LC3-II, TOM20, B-aktin protein miktarlarinin gosterilmesi ve
gruplara ait bandlar goriilmektedir




5. TARTISMA

Bir agir metal olan Cd; gidalar, su ve hava yoluyla canli sagligina zarar veren 6nemli
bir toksik maddedir. Cd, orman yanginlar1 ve volkanik patlamalarin neden oldugu kayalarin
ve topraklarin kademeli olarak erozyon ve asinmasi sonucu olusan g¢evresel bir birikim
gostermektedir. Cd’nin kullanimi sanayi ve teknolojik gelismelerle birlikte daha da artmakla
birlikte, giiniimiizde pigmentlerin, stabilizatorlerin, alasimlarin, elektronik bilesiklerin
imalatinda ve 6zellikle sarj edilebilir nikel kadmiyum piller gibi pek ¢ok alandan yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Boylece endiistriyel gelismeyle birlikte atmosferdeki varligi da
artmistir (Cannino ve ark., 2009). Bunlarin yaninda kabuklular, ¢ift kabuklu yumusakgalar,
istiridyeler, kafadanbacaklilar ve yengeglerde de yiiksek oranda Cd konsantrasyonlar
bulunmaktadir. Bobrek ve karaciger gibi sakatat iiriinlerinde, yagli tohumlarda, kakao
cekirdeklerinde ve bazi yabani mantarlarda, piring, bugday, yesil yaprakli sebzeler, patates,
havug¢ ve kereviz Cd’nin bulundugu gruplar arasinda sayilmaktadir. Bunlara kiyasla
poplilasyonda Cd maruziyetinin bir baska ¢evresel kaynag tiitlin mamiillerinin kullanimidir
(Genchi ve ark., 2020). Viicuda alinan Cd gibi agir metaller, ¢esitli doku ve organlarda
birikim gosterirler ve viicuttan atilimi zordur (Manriquez ve ark., 1998; Zhou ve ark., 2001).

Heniiz Cd’nin enzimatik reaksiyonlarda ve diger biyolojik aktivitelerde herhangi bir
rolii belirlenemediginden dolay1, insan viicudu i¢in gereksiz kabul edilmektedir (Cannino ve
ark. 2009). Insanlarda, toksik miktarda Cd'ye maruz kalma, bdbrek ve karaciger
disfonksiyonu, pulmoner 6dem, testis hasari, osteomalazi, adrenal ve hemopoietik sistemde
hasar gibi ¢esitli olumsuz etkilere neden olabilir. Ayn1 zamanda Cd’nin lireme saglig1 ve
gelisen embriyo kalitesi lizerinde genis dl¢lide zararl etkileri sahip oldugu da tanimlanmustir.
Testislerde toksik miktarda Cd maruziyetlerinde; oksitidatif stres olusumu, lipid
peroksidasyonun artmasi, antioksidan savunma sisteminin bozulmasi, siilfidril gruplarina
baglanarak glutatyon depolarmin tiiketilmesi, kalsiyum dengesinin ve mitokondriyal
fonksiyonlarmin bozulmasi ve nekroz ile apoptoza bagli hiicresel Sliimlerin meydana
gelmesi gozlenmistir (Genchi ve ark., 2020). Testislerde Cd; apikal testikiiler dejenerasyona,
siddetli hemorajik nekroza ve seminifer tiibiil kaybina ve Leydig hiicrelerinde ki testosterone
iretiminin bozulmasina yol agar. Ayrica Cd, spermatojenik hiicrelere de etki eder ve bu da
fertiliteyi 6nemli dl¢iide azaltir (Fowler ve ark., 1982). Seminifer tiibiillerdeki atrofi sonucu
olarak da sperm yapimi durur (Cameron ve ark., 1963; Walker ve ark., 1992).

Mitofaji, otofajinin 6zel bir seklidir. Zarar goérmiis, yaslanmis veya membran

potansiyeli bozulmus mitokondrilerin otofagozom aracilifiyla lizozomal olarak
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pargalanmasi ve bir dizi hiicresel mekanizmanin rol aldig: siirecler ile gerceklesir. Yikima
ugratilacak mitokondriler lizozomlara yonlendirilir (Kim ve ark.,, 2007). Memeli
hiicrelerinde; BINP3L/NIX, PARKIN ve PINKI gibi bazi proteinler, mitokondrinin
parcalanmasi ile iliskilendirilmistir (Deyu ve ark., 2018). PINK 1, normal kosullar altinda
sitoplazmada Oncii olarak sentezlenmektedir ve fonksiyonel mitokondrilerde i¢
mitokondriyal membranda lokalize olan bir serin/treonin kinazdir. Normal bir mitokondride
PINK1, N-terminal ucundan kesime wugrayarak proteozomal yikima ugrar. Ancak
mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi, N-terminal ucun kesilememesine ve
PINK1’in dis mitokondriyal membranda birikmesine neden olur. Burada biriken PINKI
proteinleri dimer olusturarak aktiflesir ve substratlarini fosfatlamaya baglar. PINK1’in
substratlarindan biri de bir ubikitin ligaz olan Parkin proteinidir. Fosforile olan Parkin,
mitokondri dis yiizeyine c¢ok sayida ubikitin ekleyerek mitokondri yikimi igin sinyal
olusturur. Daha sonraki asamalarda vakuolazilasyon ve en son agsamada da otozom olusumu
ile birlikte mitokondriyal yikim siiregleri tamamlanir (Yamano ve Youle, 2013; Ding ve Yin,
2012).

Que, flavonoidler icerisinde dogada en fazla bulunan 6nemli bir biyoflavonoiddir.
Que bulunduran bitkilerin basinda turpgiller, iiziim, elma, sogan, domates, cilek, yaban
mersini, siyah ve yesil cay gelmektedir (Kelly 2011; Harnly ve ark 2006). Giliniimiizde, ilave
besin takviyesi olarak da kabul edilen fitokimyasal ila¢ halinde de kullanilir (Andres ve ark.
2018). Que’nin serbest radikalleri yakalama, demir ve bakir gibi metal iyonlarini selatlama
0zelligi vardir. Bundan dolay: giiclii bir antioksidandir. Bunun yaninda Que antikarsinojenik,
antiagregan, vazodilatatdr, antienflamatuar ve kardiyoprotektif etkilere de sahiptir (Harwood
ve ark 2007). Bunlara ek olarak viral enfeksiyonlarda koruyucu 6zelligi vardir (Ristow ve
ark. 2009). Ayrica Que antioksidan etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarini azaltarak
iskemi-reperfiizyonda miyokardiyal iyilesmeyi artirmaktadir. Bu koruyucu etki 6zellikle
kronik tedavi uygulanan kalpte net bir sekilde goriilmektedir (Ikizler ve ark. 2007). Testis
tizerinde yapilan bir ¢calismada ise, testis ve epididimiste toksik etki sonucu spermatogenezis,
hormon diizeyleri ve lipid yapisinda olusan bozukluklar {izerinde Que’nin koruyucu
etkisinin oldugu ve zarar1 en aza indirgedigi gosterilmistir (Ciftgi ve ark. 2016; Bartekova
ve ark. 2016). Que’nin mitokondriyal biyogenesis, mitokondriyal membran potansiyelinin
regiilasyonu, oksidatif solunum, ATP metabolizmas: ve mitokondri bagimli apoptoz
yolaklari ile iliskili oldugu, son yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir. Que ayni zamanda i¢ ve
dis kaynakli streslerin mitokondri {izerinde olusturdugu oksidatif hasarin giderilmesinde

koruyucu etkiye sahiptir.
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Zhang ve arkadaslarinin 2019 yilinda siganlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda Cd
ve Que gruplar arasinda incelenen viicut agirliklarinda degisiklik olmadigr bildirilmistir
(Zhang ve ark., 2019; Venditti ve ark., 2021). Bizim ¢alismamizda, Cd’nin haftalara gore
testis dokusu iizerinde toksikasyonu ve bu toksikasyonun yarattigi hasar iizerinde Que’nin
koruyucu etkisini haftalara gore incelemekteyiz. Yapilan calismalardan farkli olarak Cd
(1.hafta) ve Cd (3.hafta) gruplarda viicut agirliginda azalma goriiliirken, Cd (5.hafta)
grubunda ise artis goriilmektedir. Bu farklilik, Cd (5.hafta) grubunda olusan hasarin
siddetinin artmasiyla birlikte androjen hormonlarini salgilayan intertisyel alanda bulunan
Leydig hiicrelerinin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir (Zhu ve ark., 2020). 1.hafta, 3.hafta
ve 5.hafta Cd+Que gruplarinda ise ilk Olglim kilolart ve son Olglim kilolart arasinda
istatistiksel anlamda bir farklilik olmamasina ragmen artis s6z konusudur. Bu artis Que’nin
bir miktar da olsa Cd’nin toksik etkisini azalttigin1 gostermektedir.

Bu caligmada deney hayvanlarina verilen Cd’nin farkli zaman siirelerinde testis
agirliklarinda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Koruyucu olarak kullanilan Que
antioksidan1 ise toksik etkiyi azaltarak testis agirlik kaybini Onledigi saptanmistir.
Literatiirde farkli antioksidanlarla yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglara rastlanmaktadir
(Babaknejad ve ark., 2017; Erboga ve ark., 2015).

Zhang ve arkadaglarmin 2021 yilinda yaptiklart calismada karaciger dokusu
histopatolojik yontem ile incelenmistir. Bu dokuda hasar Cd kaynakli olmakla birlikte
koruyucu olarak selenyum kullanilmistir. Hasar sonucunda vakuollerin arttigini ve
selenyumun azalttig1 bildirilmistir (Zhang ve ark., 2021). Paralel sonuglara Guan ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar1 bobrek dokusu ¢alismasinda da rastlanmaktadir (Guan
ve ark., 2020). Bizim yaptigimiz ¢aligmada, Cd kaynakli olusan toksik etki sonucunda
l.hafta, 3.hafta ve 5.hafta gruplarinda bulunan Cd gruplarinda vakuol olusumu
goriilmektedir. Bununla birlikte ilk haftalarda bazal laminada ayrilmalar seklinde hasar
olusumu gozlenmistir. Saydigimiz parametrelere ek olarak, Cd (3.hafta) grubunda seminifer
epitel kalinliginda incelme ve spermatogonyumlarin bozulmasiyla dev hiicre olusumu
goriilmektedir. Cd (5.hafta) grubunda ise morfolojileri bozulan seminifer tiibiillerde
dejenerasyonun olugsmasi ve sperm stazi ile olusan mineralizasyon hasarin siddetinin
arttigin1 gostermektedir. Cd ile olusan toksik etki iizerinde Que’nin koruyucu o6zelligi,
Cd+Que (1.hafta) grubunda kontrole yakin bir histolojik yap1 gozlenmektedir. Cd+Que
(3.hafta) ve Cd+Que (5.hafta) gruplarinda hasarin ilk haftaya gore daha fazla olmasindan
dolay1 Que 1.haftaya gore koruyucu etkisi daha azdir; fakat Cd gruplarina gore interstisyel

alan biitiinliigiiniin olusmasi, seminifer epitel kalinliginin artmasi ve spermatogenez
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stirecinin baglamasi1 gosterilmektedir. Verilerimiz Cd’nin erkek tireme sagligini ve gamet
kalitesini etkiledigini gostermektedir, ayni zamanda insan sagligini siirdiirmek icin toksik
etkilerin sinirlandirilmasi gerekmektedir.

In vivo olarak yaptigimiz testis dokusunda Cd’ye bagli olusan hasarda ve Que’nin
koruyucu etkilerinde mitokondrinin ince yapi, TEM ile goriintiilenmistir. Mitokondri Cd’ye
maruz kaldiktan sonra, belirgin vakuolasyonlar, kristalarda bozulma ve kayip,
multivezikiiler cisimcik, mitofajik figiirler ve otofagozom yutulmasi goriilmektedir. Bu
etkenler Que’nin koruyucu etkisi ile en aza inmistir. Wang ve arkadaslarinin 2010 yilinda
bobrek korteks mitokondrisinde yaptiklari ¢alismada, Cd ve Pb metallerinin mitokondri
tizerinde gosterdikleri toksik etkiler, mitokondriyal sisme ile birlikte krista kayiplar1 olarak
gozlenmektedir. Cd’nin veya Pb’nin veya her ikisine birlikte maruz kalan bobrek
korteksinde bulunan mitokondrilerinde oksidatif fosforilasyona neden olabilen geri
doniligiimsiiz hasara yol agtigin1 gostermektedir. Wen ve arkadaglarimin 2022 yilinda
yaptiklar ¢alismada ise, Puerarin’in Cd kaynakli mitokondriyal hasar1 ve serebral korteks’te
mitokondriyal kiitle azalmasi {izerindeki noroprotektif etkilerini incelenmektedir.
Ultrastriiktiirel olarak mitokondriyal yapinin iizerinde Cd’nin zarar verici etkilerinin
oldugunu ve hasarlanan mitokondrinin otofagozom yutulmasini tesvik ettigini
gostermektedir. Ayrica, Cd kaynakli mitokondriyal kayba kars1 Puerarin, hem mitokondriyal
hasart hem de mitofagozom olusumunu azalttig1 bildirilmistir. Literatiirde yapilan farkl
organlardaki Cd c¢alismalarinda bulunan sonuglar bizim c¢alismamizdaki sonuglar
dogrulamaktadir (Wang ve ark., 2010; Wen ve ark., 2022). Bir bagka calisma da ise, Cd’nin
PC12 hiicrelerindeki mitokondriyal hasari incelenmis olup, 10 uM/L Cd’nin 6 saatte
mitokondrilerde kristalarin bozulmasi ve otofagozom olusumu gdosterilmektedir (Wang ve
ark., 2020). Wang ve arkadaglarimin 2020 yilinda Cd kaynakli testikiiler hasar iizerinde
yaptiklar ¢calismada, 0,2 mg, 0,4 mg ve 0,8 mg olmak iizere farkli dozlarda Cd kullanilmis
olup, 5 hafta siireyle Cd maruziyetten sonra 13.haftaya kadar iyilesme siirecine birakilmis
ve apoptoz ile otofaji karsilastirmalart yapilmistir. 0,8 mg verilen sicanlarin testis doku
kesitleri TEM ile incelendiginde erken/ge¢ otofajik vakuoller ve otofagozomlara
rastlanmaktadir (Wang ve ark., 2020).

Otofaji, memeli hiicrelerinde hiicresel materyali parcalanmak tlizere lizozomlara ileten
temel metabolik bir silirectir. Basing kosullar1 altinda, mitokondri segici olarak
otofagozomlarin Onciilleri olan izolasyon zarlari olarak adlandirilan kiigiik zar yapilarinca
algilanir, kademeli olarak genisler, daha sonra kapanir ve hapsolan mitokondriyi ¢ikarmak

i¢in lizozomlar ile kaynasarak otofagozom olusumuna yol agar (Dombi ve ark., 2018; Turco
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ve Marten, 2016). Bu olaymn temel 6zelligi LC31 ve LC3II etkilesiminin olusmasi ve
aciklanmasidir. Bai ve arkadaglarinin 2021 yilinda Hepa 1-6 hiicrelerinde yaptiklar:t Cd ve
molibden calismasinda, agir metal verilen gruplarin otofagozom sayisinin arttigin
gostermektedir (Bai ve ark., 2021). Bizim ¢alismamizda otofaji belirteci olan LC3 proteini
Cd (5.hafta) grubunda en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasmaktadir. Cd (5.hafta) grubunda
hiicrelerde dejenerasyonun artmasi, organellerin yikimi ile birlikte hasarli hiicreler otofajiye
gitmislerdir. Bunun yaninda Cd+Que (5.hafta) grubunda ise Que’nin koruyucu etkisinden
dolay1 dokuda daha az LC3 protein ekspresyonu goriilmektedir. Literatiirde bulunan
caligsmalar, mitokondriyal fonksiyonda yer alan monogenik Parkison hastaliklari ile iligkili
genlerin en belirgini PTEN kaynakli serin/treonin kinaz 1 kodlayan PINK1 ve bir E3
ubikuitin ligaz Parkin’i kodlayan PRKN’dir. PINKI1/Parkin yolaginin mitofajinin ana
mekanizmasi oldugunu bildirilmistir (Allaire ve ark., 2019). Mitokondriyal hasar1 tespit
etme ve iglevsiz mitokondriyal bilesenleri ¢ikarmak icin gerekli olan mekanizmalardandir
(Ge ve ark., 2020). Wang ve arkadaslarinin 2020 yilinda PC12 hiicrelerinde Cd hasari
tizerine yaptiklar1 ¢alismada, PINK1, Parkin, LC3 protein ekspresyon seviyeleri artmakta,
TOM20 protein ekspresyon seviyesi ise azalmaktadir. Bizim g¢alismamizda da ise, Cd
(1.hafta) grubunda PINK 1, Parkin antikor seviyeleri artmaya baslamakta olup, Cd (3.hafta)
grubunda ise en yiliksek seviyeye ulagsmaktadir. Bu sonuglar Cd’nin mitofajiye neden
oldugunu ve mitofajinin Cd (1.hafta) grubunda basladigini, Cd (3.hafta) grubuna kadar
devam ettigini gostermektedir. TOM20 protein ekspresyonunun azalmasi mitokondride
olusan hasardan dolay1 olusmaktadir. Bunlara ek olarak Cd+Que (1.hafta) ve Cd+Que
(3.hafta) gruplarinda, Cd (1.hafta ve 3.hafta) gruplarina gore PINK1 ve Parkin ekspresyon
seviyeleri azalmistir. Bu gruplarda protein seviyelerinin azalmasi Cd bagli hasarda Que’nin
koruyucu etkisini gdstermektedir.

Cd gibi agir metaller ile olusturulan oksidatif stres PINK1-Parkin yoluyla mitofajiyi
uyarabilir. PINK1 ve Parkin mitokondriyal kalite kontroliinii yonetmek icin birbirlerine
yakin caligirlar. Mitokondri stres altinda oldugunda, PINK1 mitokondrinin dis zarinda
birikir, ardindan Parkin’in E3 ubikuitin ligaz aktivitesini uyarir ve Parkin’i mitokondriyal
dis zara alir (Geisler ve ark, 2010). Parkin, se¢ici otofajiyi tetiklemek i¢in mitokondriyal dis
zar proteinlerini ubikuitinlestirir ve mitofaji olusur. Bu mekanizmadan dolay1r mitofajiyi
daha 1yi anlamak i¢in mitokondri de bulunan PINK1, LC3 ve TOM20 antikorlarinin protein
seviyeleri western blot yontemi ile bakilmistir. Puerarin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda Cd’ye
maruz kalan cerebral kortikal Orneklerin PINKI1, Parkin, Nix ve LC3 protein

ekspresyonlarinda artiglar goriilmiistiir. Bu artislar Cd’nin mitofajiye sebep oldugunu

82



gostermekle birlikte, puerarin’in etkisiyle birlikte mitofaji inhibe edilmistir (Wen ve ark.,
2022). Yu ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklart calismada, akut etanol tedavisi
durumunda mitofaji aktivasyonu, hepatosit hasarinin telafi edici bir yanit1 olarak mitofaji
akisinda veya lizozomal bozulmada pozitif bir artisa yol agabilir. Quercetin, lizozom
biyogenezini indiikleyerek ve otofagozom-lizozom flizyonunu hizlandirarak etanol aracili
mitofaji baskilamasini bloke etmistir. Quercetini mitofajiyi etkili bir sekilde geri dondiirerek
mitofaji akisin1 yeniden agar ve karaciger dokusunda koruma uygulamistir (Yu ve ark.,
2016). Bizim yaptigimiz c¢alismada, western blot sonuglarimiz immiinofloresan
calismalarina paralel olarak bulunmaktadir. Cd gruplarinda TOM20 protein ekspresyon
seviyeleri azalmakla birlikte, PINK1 ve LC3 protein miktarlarinda ise Cd’nin etkisiyle
beraber artiglar goriilmektedir. Bu artis ve azalmay1r Que, Cd+Que (1.hafta) ve Cd+Que
(3.hafta) gruplarinda inhibe ederek koruyucu etkisini gostermistir. Bununla birlikte Cd+Que
(5.hafta) grubunda ise hiicrelerin dejenerasyonu ile birlikte, TOM20 protein miktar1 azalmis
olup, PINK1 ve LC3 protein seviyeleri artmistir. Cd+Que (5.hafta) grubunda otofajinin asir1
artmasiyla birlikte hiicre dliimleri, artan oksitadif stres nedeniyle Que dozu ve etkisi yetersiz
kalmis ve koruyucu etkisi biiyilk oranda ortadan kalkmistir. Bu nedenle diger gorsel
bulgularla birlikte, mitokondri sayisinin ciddi oranda azaldigi ve mitokondri biitiinliigliniin

kayboldugu, hiicre/doku canliliginin ve biitiinliigiiniin ciddi anlamda azaldig1 goriilmektedir.

6. SONUCLAR VE ONERILER
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Tez kapsaminda yaptigimiz ¢aligmalarda Cd’nin 6zellikle 1.haftadan baslamak tizere
testis spermatogenik hiicrelerde toksik etki gosterdigi tiim analizlerde agikga goriilmiistiir.
Histomorfolojik olarak gruplarimiz incelendiginde, Cd grubunda toksik etkinin olusmasi ve
Cd+Que gruplarinda ise 1.hafta ve 3.hafta Cd ile olusan toksik etkinin azalmasi ve 5.hafta
Cd+Que grubunda ise koruyucu etkinin azaldigi gosterilmigtir. TEM ile goriintiilenen
mitokondri, Cd’ye maruz kaldiktan sonra, belirgin vakuolasyonlar, kristalarda bozulma ve
kayip, multivezikiiler cisimcik, mitofajik figiirler ve otofagozom yutulmasi goriilmektedir.
Bu etkenlerin olumsuz etkisi, Que’nin koruyucu etkisi ile en aza inmistir. Bu etkinin
molekiiler diizeyde incelenmesi igin yapilan western blot ¢alismalarinda mitofaji ve otofaji
markerlart olarak kullanilan PINK1 ve LC3 protein ekspresyon diizeylerinin 1.haftadan
baslamak tlizere arttigi, ancak mitokondri seviyesini takip etmek i¢in kullanilan TOMZ20
protein ekspresyonunun ise azaldigr gorilmiistiir. Fakat calisma kapsaminda protein
ekspresyon diizeyleri western blot analizleri ile belirlenmesi planlanan Parkin proteini
sonuglar1 yapilan tiim optimizasyon ¢alismalarina ragmen elde edilememistir. Western blot
sonuglarimiz immiinofloresan ¢alismalarina paralel olarak bulunmaktadir. Immiinofloresan
analizlerde PINK1 ve Parkin protein seviyelerinde Cd (1.hafta) gruplarinda artis
goriilmesiyle beraber mitofajinin basladigini, Cd (3.hafta) mitofajinin arttig1 goriilmiistiir.
Bununla birlikte LC3 protein seviyesinde Cd (5.hafta) grubunda artig goriilmiis ve
otofagozom olusumlarina rastlanmigtir. 5.hafta da toksik grup olan Cd grubunda hiicre ve
doku da dejenerasyonlarla beraber otofaji goriilmeye baslanmistir. Que her nekadar ilk
gruplarda goriilen mitofajiyi inhibe etse de Cd+Que (5.hafta) toksik Cd’nin etkisini
azaltamamistir. Mitokondri sayisini ve kalitesini belirleyen TOM?20 proteini ise, Cd (5.hafta)
grubunda minimum seviyede goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore mitofajinin baslangi¢ zamani 1.haftadan Oncesinde
baslamaktadir. Bu nedenle mitofajinin baslangic zamani daha net belirlenmesi i¢in Cd
uygulamasindan sonra ilk 1 hafta icerisindeki zaman dilimi ayrintili olarak incelenmeli ve
boylelikle mitofajinin baglangici net olarak belirlenmelidir. Bunun i¢in 0.giinden itibaren 1,
3 ve 5.giinlerde analizlerin tekrarlanmasi, daha ayrintili sonuglar verecektir. Ayni1 zamanda
analizlerde ATG6 ve Beclinl gibi otofaji markerlarini, mitofaji markerlarina paralel olarak
analiz edilmesi otofaji ve mitofaji arasindaki iliskinin daha net kurulmasinda yardimci
olacaktir.

Analizler sonucunda elde edilen veriler, Que’nin 6zellikle erken donemlerde koruyucu
etki gosterdigini, ancak Ozellikle 5.haftada bu etkiyi belirgin bir sekilde gdsteremedigini

yansitmaktadir. Bu nedenle Que’nin koruyucu etkisinin daha gii¢lii gosterebilmesi i¢in Cd
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uygulamasinda dnce baslatilarak analiz edilmesi etkinin daha dogru bir sekilde anlagilmasina

yardimci olacaktir.
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