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OZET

Bu calismanin amaci agir hipoksiye maruz birakilmis sigcanlarda, hipoksik
onkosullamanin testis agirligi, sperm sayisi, serum testosteron duzeyi, hucre
hasari ve  oksidan hasar Uzerine etkilerini arastirmaktir. Calismada 24 adet
erkek Wistar Albino sigan her grupta 6 hayvan bulunacak sekilde Kontrol (K), On
Kosullama (OK), Agir Hipoksi (AH), OK+ AH olmak Uzere 4 gruba ayriimistir. OK
grubundaki denekler ¢ gun sure ile ginde 2 saat %10’luk Oz’'e, AH grubundaki
denekler 3 gln sure ile normal atmosfer kosullarinda yasatildiktan sonra 4. gun 3
saat slre ile %7’lik O2’'e maruz birakilmiglardir. OK+AH grubundaki denekler ise 3
gun sure ile gunde 2 saat %10’luk O; ‘e, daha sonra 4.gunde, 3 saat sure ile %7’lik
O2’e maruz birakilmiglardir. Plazmada total testosteron duzeyleri, semende sperm
sayisi ve hareketliligi degerlendirilmis ve testis dokularinda malondialdehid gibi
oksidan ve GSH gibi antioksidan parametreler dlgulmustar . Ayrica testis dokusu
histolojik olarak incelenmistir. Sonuglar Kruskall Wallis ve Mann-Whitney U testi
ile degerlendirilmis; p <0.05 degerleri anlaml kabul edilmistir. Olgilen
parametrelerde gruplar arasi karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamigtir. Bununla birlikte histolojik bulgular, agdir hipoksinin testis
morfolojisinde belirgin yapi bozukluguna neden oldugunu, agir hipoksi dncesi
uygulanan 6n kosullamanin kismen koruyucu etki yaptigini gostermistir. Bu
calismada uygulanan hipoksik modelin testislerde neden oldugu yapisal hasara
oksidatif stres disinda bagka mekanizmalarin da yol agmis olabilecegi ve hicresel
dizeydeki hasarin henuz testis fonksiyonlara yansimadigi sonucuna variimistir.

Bilim Kodu : 1023

Anahtar Kelimeler : Hipoksik 6n kosullama, oksidatif stres, sperm sayisi, testis
morfolojisi
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ABSTRACT

The aim of this study is to determine whether hypoxic preconditioning has a
protective effect on testicles, testicle weight, sperm count, serum testosterone
level, cellular damage and oxidative damage against severe hypoxia. 24 male
Wistar Albino rats were randomly divided into four groups, so that every group has
6 rats as Control (C), Preconditioning (PC), Severe Hypoxia (SH), PC+SH. Rats
in PC group were exposed to 10% of O, for 2 hours/day through 3 consecutive
days. Rats in SH group were kept under standard atmospheric conditions for 3
days, then were exposed to 7% O, for 3 hours on the fourth day. The rats in
PC+SH groups were exposed to 10% O, for 2 hours/day for 3 days and then were
exposed to 7% of O, on the fourth day. Plasma testosterone levels, number and
mobility of sperms were measured in semen and antioxidant parameters such as
GSH and oxidant parameters such as malondialdehyde were measured in
testicular tissue. Moreover the testicles were examined histologically. Kruskall
Walllis and Mann-Whitney U tests were used for statistical analyses; p values less
than 0.05 were accepted as significant. There were no statistically significant
changes in the measured parameters. However, histological findings showed that
severe hypoxia caused significant morphological abnormalities in testicles, even
though hypoxic preconditioning performed before severe hypoxia provided partially
protective effect. Our results suggest that severe hypoxia may distort sperm
morphology by several other mechanisms rather than oxidative stress alone and
that cellular damage did not immediately affect testicular functions.
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Key Words : Hypoxic pre-conditioning, oxidative stress, sperm number, testicle
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1. GIRIS

Organizma, fizyolojik ya da patolojik nedenlerle hipoksiye maruz kalabilir. Hipoksi
sonucu, hicre membraninda/organellerde yapisal ve metabolik degisiklikler
gorular [1]. Hipoksi sirasinda reaktif oksijen turlerinin (ROS) yani superoksit,
hidrojen peroksit, peroksinitrit, hidroksil radikallerinin Uretiminde artis olur ve
antioksidan savunma sisteminin aktivitesindeki azalmaya bagli olarak hucrelerde

oksidatif hasar goérulebilir [2].

Normal fizyolojik kosullar altinda metabolizma sonucu acgida c¢ikan ROS,
hlcrelerdeki antioksidan savunma sistemleri aracihigi ile yok edilir [2;3]. Hipoksi
sirasinda ise mitokondriyal solunum zincirindeki sitokrom oksidaz tarafindan suya
indirgenen oksijen miktari azalir ve bu durum mitokondride strese neden olarak

ROS olugsumunu artirir. Boylece huicrede oksidatif stres gorulur [4].

Serbest radikaller guglu reaktif 6zellikleri olan molekullerdir. Hucrenin savunma
mekanizmalari ile ortadan kaldirilamazlarsa hucre hasariyla sonuglanan bir dizi

reaksiyonu baglatirlar [3].

Memeli testisleri serbest radikallerin oksidatif hasarina karsi ¢ok hassastir [2].
ROS hicre membranindaki lipidlerle reaksiyona girerek lipid peroksidleri

olusturmakta, bunlar da membran gecirgenliginde degisim yaratmaktadir [4,5,6].

Hipoksinin uzun surmesi halinde, organizmmanin koruyucu mekanizmalar gelistirdigi
gorulur. “Akklimatizasyon” olarak adlandirilan bu durum, yuksek irtifada uzun sure

yasayan kisilerde, kronik hipoksiye kargi tolerans ortaya ¢ikmasidir [6].

iskemik veya hipoksik 6n kosullama, hiicrelerin kisa siireli olarak hipoksiye veya
iskemiye maruz birakiimasidir. Onkosullama ile saglanan koruyucu etki
mekanizmalari, akklimatizyon sureclerine gore daha hizli devreye girmektedir.

Fakat bu koruyucu etki mekanizmasinin nasil gelistigine dair veriler yeterli degildir.

Son yillarda iskemik veya hipoksik 6n kosullamanin, bébrek, akciger, kalp ve beyin
gibi cesitli dokularda koruyucu etkisinin oldugu in vivo ve invitro galismalarda
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gosterilmistir [7]. Ancak testis ve iligkili erkek Ureme organlarindaki etkisi

Uzerindeki ¢calismalar az sayidadir.

Hipoksik onkogullamanin, hipoksiye maruz kalan erkek siganlarin testislerindeki
oksidan hasara ve testis morfolojisine etkilerini arastirmak Uzere planlanan bu
calismada testis dokusunda MDA gibi oksidan hasar belirteci ve antioksidan etkili
GSH duzeyleri ile testis dokusunun 1g1k mikroskobik incelemesi yapiimig; bunun
yanisira serum testesteron duzeyleri,testis agirligi, sperm sayisi ve hareketliligi

Olculmustar.



2.GENEL BILGILER

2.1.Hipoksi

Oksijen tuketimi ve dokuya saglanan oksijen dizeyleri arasinda olusan
dengesizlikler doku hipokisisi ile sonuglanir. Hipoksi iyon homeostazi, eritropoez,
anjiyogenez, proliferasyon ve diferensiyasyon gibi sure¢ ve durumlarda bir takim

patofizyolojik degisimlere yol agmaktadir [8].

Hipoksi yalnizca ateroskleroz, obstlruktif uyku apnesi, iskemik hastaliklar ve
kanser gibi patolojik sureclerde degil embriyonik gelisim gibi dogal fizyolojik
sureglerde de ortaya ¢ikar. Bunlarin diginda yuksek rakimlardaki ¢cevresel kosullar

da insanda fizyolojik fonksiyonlari riske atacak hipoksiye neden olabilir [8].

Oksijen duzeylerinin disuk olmasina iliskin literatirde biribirinden farkl terimler
kullaniimaktadir. Hipoksemi, kandaki oksijen duzeylerinin dusukliguna ifade
etmek icin kullanilirken; hipoksi, hiucresel fonksiyonlarin devami igin gerekli olan
oksijenin dokulara saglanamamasidir. iskemi ise sadece oksijen diizeylerinin degil
dokuya saglanan kan akiminin azalmasi dolayisiyla oksijenin yanisira, dokuya
saglanan nutrisyonel faktorlerin de azalmasi ve CO,, laktik asit, amonyum gibi

metabolik Urlnlerin dokularda birikimine neden olan bir durumdur [9].

Hipoksiye karsi gelistirilen cevap akut, subakut ve kronik olarak zaman bazinda ve
ayrica anoksi, orta siddette hipoksi, agir hipoksi gibi siddet bazinda
siniflandirilabilir [9,10,11]. Beyin yuksek oksijen gereksinimi nedeniyle hipoksiye
en duyarli organ olarak kabul edilmekteyken, iskelet kasi hipoksiye dayanikliligi

en yuksek dokulardandir [12].
2.1.1. Hipoksinin algilanmasi

Hipoksi pekg¢ok molekuler slreci baslatmaktadir, ancak hipoksinin hucre
tarafindan taninmasini saglayan hucresel oksijen sensorleri net olarak ortaya
konamamistir. Hipoksinin algilanisi ile ilgili klasik bir teori hem proteini ile ilgilidir.

Bu protein orta kisminda oksijenin baglanmasini saglayan demir elementi igerir.
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Hem bolgesine sahip oksijen baglayabilen pek ¢ok proteinin var oldugu
bilinmesine kargin henuz hipoksinin algilanmasinda rol oynadigi dusinulen bir

formuna rastlanmamistir [13].

Bir diger hipotez ise iyon kanallarini igsaret eden membran modelidir. Hipoksi
esnasinda oksijen sensitif kanallardan iyon kanallarinin inhibisyona ugradigi
bildirilmistir. Bu kanallarin oksijen sensitif olarak adlandiriimalarinin nedeni pH ya
da ATP gibi sitoplazmik faktérlerin duzeylerinde bir degisim olmaksizin
modulasyonlarinin oksijen varligi ile dogrudan iligkili olmasidir [14,15] ,ancak
oksijenin bu iyon kanallari ile nasil etkilesime gectigi bilinmemektedir. Bu modelin
celigkili noktalarindan biri ise ayni tip oksijen sensitif iyon kanallarinin bazi tip
hucrelerde hipoksi ile inhibe olurken, bazi tip hucrelerde aktive olmasidir [16].
Oksijen tuketiminin hlicredeki ana merkezi olmasindan 6tirti mitokondrinin hipoksi
algilanmasinda rolu oldugu 6ne surulmuagtur. Hipoksiyi taklit eden durumlarin ise
mitokondriyal fonksiyonlarin inhibe olmasina neden oldugu bilinmektedir.
Mitokondrinin farkli oksijen dulzeylerini nasil algiliyor olabilecedi ise henlz

aydinlatilamamistir.

2.1.2. Hipoksinin hucreler lizerine etkileri

Cok hucreli organizmalar orta siddette kronik hipoksi altinda oksijen
homeostazinin saglanmasi ve hayatta kalmak adina pek c¢ok hucresel cevap
geligtirirler (Sekil 2.1.).

Akut Etkiler

lyon Homeostazi

Hipoksiye verilen akut cevabin iyon homeostazinda 6nemli bozulmalara neden
oldugu dusunilmektedir. iyon kanallarinin disiik oksijen seviyelerini ilk algilayan
yapilar oldugu tahmin edilmektedir. Hucreler Urettikleri ATP’nin buyuk kismini iyon
gradientinin devam ettiriimesinde kullanmaktadirlar. Normoksik kosullarda uretilen

ATP’nin % 60 kadarinin Na*/K* ATPaz veya Ca*? ATPaz gibi iyon kanali bagimli
ATPazlar tarafindan tuketildigi bilinmektedir [17].
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Hipoksi esnasinda ATP/ADP oraninin dismesi hiicre disina K* ¢ikmasi, hiicre
icine Na* ve Ca*? girmesi ile sonuglanir. K* kanallarinin azalan aktivitesi ile birlikte,
hucre membrani depolarize olur ve voltaj bagimi Ca*? kanallarini acarak hiicre
icine Ca* girisine neden olur. Hucre icinde yuksek konsantrasyonlarda Ca*?
bulunmasi mitokondri metabolizmasinda degisikliklere, membrandan serbest yag
asiti ve proteinlerin salinmasi ile sonuglanacak sekilde lipaz ve proteazlarin
aktivasyonuna, endonukleazlarin aktivasyonuna ve reaktif oksijen radikallerinin
olusmasina neden olur. Hipoksiye karsi verilen akut (depolarizasyon) ve kronik
(gen ve protein ekspresyonlarinda degisiklikleri) cevaplar arasindaki koprunin
intraselliler Ca*® konsantrasyonlarindaki artis ile kuruldugu disiinilmektedir.
Kronik hipoksi durumunda gen ekspresyonlari oksijen ile regule olan HIF (Hypoxia

inducible factor) gibi trans

kripsiyon faktorleri tarafindan duzenlenmektedir. Akut cevaptan kronik cevaba
gecisi saglayan anahtar proteinin CaM kinaz 2 oldugu dusunulmektedir.
intraseliiler Ca*? diizeylerinin artarak kalmodiiline baglanmasi CaM kinaz 2'yi
aktive eder ve bu durum HIF-1 kompleks ko-aktivatért olan p300’Un fosforilasyonu
ile sonuclanir. Fosforilasyon ise HIF-1 transkripsiyonel aktivitesini induklemektedir
[18].

Hipoksinin Na® (zerine etkilerine dair bilgiler sinirhidir, bu nedenle hipoksik
kosullarda Na* dagilimi net bilinmemektedir. Hipoksi esnasinda intraseliiler Na*
konsantrasyonlarindaki artisin Na*/Ca*® pompasini tersine cevirerek intraseliiler
Ca*™ artisina katkida bulundugu disiinilmektedir [19]. Ancak kronik hipoksi
durumunda Na® kanali konsantrasyonlarinda degisiklikler oldugu da bilinmektedir
[20].



iyon kanallan

Akut etkiler

Hipoksi mliie=—— Hipoksinin »_ I Diger etkiler: Reaktif oksijen

algilanmasi? radikalleri, asidoz, hiicre
oliimi

Kronik etkiler

Eritropoiezis ——=—emmiife— Transkripsiyon faktérleri: HIF'ler s—i i m—— F nerji metabolizmasi

I

Diferensiasyon

Proliferasyon

Anjiyogenez

Sekil 2.1. Hipoksiye verilen temel cevaplar.
Kronik Etkiler

HIF (Hypoxia inducibe factor)

Hipoksinin fizyoloji ve patofizyolojideki roltne iligkin bilgiler oksijen homeostazinin
temel regulatorleri olan HIF’lerin tanimlanmasi ile son yillarda buyuk bir artig
g6stermistir. lyon kanallarinin aktivasyonu akut bir cevap olsa da kronik hipoksi
molekuler dizeyde gen ekspresyonunda degisikliklere neden olmaktadir. Bu
surecteki esas basamak HIF’lerin aktivasyon ve stabilizasyonudur. HIF’ler kronik
hipoksi tarafindan aktive edilen transkripsiyon duzenleyicileridir. HIF ailesine dahil
Uc tip faktdor bulunmaktadir. HIF-1 pek cok hlicrede sentezlenirken HIF-2 bdbrek,
kalp, akciger,ince barsak ve endotel hucrelerinde sentezlenir. HF-3 ise ¢ok az
anlasilabilmigtir. HIF-1 transkripsiyon kompleksi hedef genin promoter ya da
enhancer bolgelerinde yer alan hipoksi cevap elemanlarina badglanir. HIF-1
kompleksi oksijen ile regule olan induklenebilen bir HIF-1 alfa altbirimi ve yapisal

bir HIF-1 beta altbiriminden olusur [21]. Normoksik kosullarda HIF-1 alfa bazi post-
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translasyonel modifikasyonlara maruz kalir. Ortamda yeterli oksijen bulundugunda
oksijen sensitif HIF prolil hidroksilaz tarafindan prolin rezidilerinden hidroksile
edilir, bu hidroksilasyon von Hippel Lindau kompleksi (pVHL) tarafindan
ubikitinasyonuna yol acar. Poliubukitin zincirleri eklenen HIF-1 alfa altbirimi
proteozomlar tarafindan hizlica yikima ugratilir. Bunun disinda HIF-1 alfa factor
inhibiting HIF-1 (FIH-1) isimli bir baska oksijen bagimli enzim tarafindan C-
terminalinde bulunan asparagin reziduleri Uzerinden hidroksile edilir. Boylece
transkripsiyon  ko-aktivatérc. CBP/p300 ile birlesmesi ve dolayisiyla
transaktivasyonal Ozelliklerini gostermesi engellenir. Tum bu post-tranlasyonel
modifikasyolar HIF-1’in labil ve inaktif durumda bulunmasini saglar. Normoksik
kosullarda HIF-1 alfa altbiriminin yari 6mrli 5 dakikadan daha azdir [14]. Hipoksik
kosullarda HIF-prolil hidroksilaz ve FIH-1 enzimleri inaktif hale gelir. Hidroksile
olmamigs stabil HIF-1 alfa HIF-1 beta altbirimi ile dimerize olur ve bu heterodimer
DNA Uzerindeki hipoksi cevap elemanlarina baglanir.FIH -1’de inaktif durumda
oldugundan CBP/p300 ko-aktivasyon icin olaya katilir. HIF proteinlerinin
akitvasyon ve inaktivasyonlari ile ilgili post-translasyonel modifikasyonlari Sekil

2.2'de gOsterilmigtir.

0, high l\ i
e Og low

Active HIF hydroxylases Inactive HIF hydroxylases
PHDs FIH B
Stable & Asn
HIF o //,
Unstable ¥ //_\ X -
HIF HO (F'rn j OH Co-activator
\“-___ recruitment

/’f__a“ - T
w v F"TO ﬁsn(ﬂSﬂD)
oVHL-mediated Elocked p300 —
proteclysis co-activator recruitrnent l

N rd

Inactivation of Activation of
HIF transcriptional activity HIF transcriptional activity

Sekil 2.2. HIF proteinlerinin  aktivasyon ve inaktivasyonuna yol acan post-

translasyonel modifikasyonlar
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Genomun %1-%5’lik bir kisminin hipoksi tarafindan transkripsiyonel olarak regule
edildigi ve bu regulasyonlarin bir ¢ogunun HIF tarafindan yapildigi
dusundlmektedir [22]. Simdiye kadar eritropoiezis, anjiyogenezis, proliferasyon,
enerji metabolizmasi ve apoptoz ile iligkili olanlar da igerisinde olmak Uzere
200'den fazla genin HIF’ler tarafindan regule edildigi saptanmigtir. Ancak HIF
aktivasyonu ile iligkili gen ekspresyon sekli hicre tipine 6zgudur, yani HIF
aktivasyonunun koruyucu etkileri bir hucre tipinde baskin iken bir bagka hucre

tipinde ¢ok etkili olmayabilmektedir [23].
Anjiyogenezis

Anjiyogenezis mevcut vaskuler yapilardan yeni kan damarlarinin gelismesi
anlamina gelmektedir ve kronik hipoksinin anjiyogenezisi indukledigi bilinmektedir.
HIF-1 anjiyogenezde onemli bir faktor olan VEGF’yi induklemektedir ancak
patolojik kosullarda kan akiminin regulasyonuna genleri HIF-1 hedefleri arasinda
yer alan NO, endotelin-1, adrenomedullin gibi pek ¢cok faktér katildigindan HIF’lerin

anjiyogenezdeki rolunun daha karmasik oldugu dustnulmektedir [24].
Proliferasyon

Kronik  hipoksi  hicre bdlinmesini  hizlandiran  blyime  faktdrlerinin
sentezlenmesine neden olmaktadir. Bu proliferasyon akut ya da kronik hipoksik
hasar sonucunda hlcre migrasyon ve rejenerasyonu icgin gereklidir. Insulin-like
Growth Factor-2 (IGF-2) ve Transforming Growth Factor beta (TGF beta) basta
olmak Uzere bazi blyume faktorleri HIF-1’in hedef genleri arasinda yer almaktadir
[24].

Diferensiasyon

Hipoksinin bazi hicre serilerinde diferensiasyonu indikledigine dair kanitlar
giderek artmaktadir. Hipoksi, HIF’ler ve hlcre diferensiasyonunu dizenleyen
Notch, OCT-4 ve MYC gibi molekulller arasinda bir iligki oldugu acik¢a
gOsterilmistir [25].

Enerji metabolizmasi

Kronik hipoksiye adapte olmada kilit bir olay, oksidatif fosforilasyondan anaerobik

glikolizise donustir. Normoksemik kosullarda hiucre enerjisi karbonhidrat, yag ve
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aminoasitlerin oksidatif metabolizmasi ile saglanir. Hipoksi esnasinda oksidatif
fosforilasyon ile ATP Uretimi durur. Bu durum glukoz kullanimi ve laktat tretimini
hizlandiran glikolizisi aktive eder. Oksidatif fosforilasyonun anaerobik glikolizise
donusi ATP/ADP oranlarinda ciddi dizeylerde dlususe neden olur. Enerji
uretimindeki dususten o6turlu hipoksik hicre protein sentezi gibi fazladan ener;ji
harcanmasina neden olan sistemleri inaktive eder ve eldeki enerjiyi daha kritik
olan iyon homeostazi ve membran potansiyelinin korunmasina aktarir. Glikoz
metabolizmasi da HIF kompleksi tarafindan regile edilmektedir. HIF-1 kompleksi
glikoliz yolagindaki tum enzimlere ait olan ve glikoz transportu ile ilgili tum genleri
indukler [26].

Ayrica HIF-1’in mitokondriyel solunumu baskiladigi one surulmektedir. Krebs
siklusunda gorevli piruvat dehidrogenaz enzimini inhibe eden piruvat dehidrogenaz
kinaz 1, HIF-1 tarafindan indiklenmektedir. Hipoksi esnasinda AMP-aktive protein
kinaz yolagl da birbirinden intraseliiler Ca* konsantrasyon artisi, artan AMP
duzeyleri ve HIF’ler araciigi gibi bazi bagimsiz mekanizmalar ile aktive olarak
ATP Uretiminde kullanilacak katabolik yolaklari induklerken anabolik yolaklar
durdurur [26].

Diger Etkileri

Reaktif oksijen radikalleri

Reaktif oksijen radikalleri bir ya da daha fazla eslenmemis elektronu bulunan
bilesiklere verilen addir.Yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktiftirler ve yasam
sureleri kisadir. iki tane eslesmemis elektronu olan oksijen énemli bir serbest
radikaldir ve superoksit adini alir. Stiperoksitle reaksiyona giren molekuller serbest
radikal olusturur [27]. Oksijenin eslenmemis elektronlari superoksit (O;’), hidrojen
peroksit (H20,), hidroksil radikalleri (OH) ve peroksi nitrit (ONOQO") gibi reaktif
oksijen turlerinin olusumunu saglar. Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen

bilesikleri cizelge 2.1’de gosterilmistir. [28]

Normoksik kosullarda reaktif oksijen turleri pek ¢ok bdlge ve organelde
uretilebilmesine karsin temel olarak mitokondriyel elektron transfer zincirinde
(ETZ) uretilir. Normoksik kosullarda ETZ'deki elektron akiginin yaklasik %2’sinin

reaktif oksijen turlerinin olusmasina neden oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen
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turleri ayrica hucre haberlesmesinde sekonder mesajci olarak gorev almaktadir
[29].

Ug temel tip serbest oksijen radikali vardir.
1. Superoksit (O;’) ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sistemi ile,
2. Hidrojen peroksit (H202), superoksit dismutaz enzimi ile,

3.Hidroksil radikali (OH"), ise demir molekullerinin katalize ettigi reaksiyonlardan

olusmaktadir.

Bu yapilar, 6zel enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarla birbirlerine donuserek

organizmada dengede bulunurlar (Sekil 2.3).

A_'OzA_'H;»OZA_'OHA_'HZO

Ck&]an Slperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali

Katalaz

. | .

O /™ 0, /™ H,0, —/ OH —/8 H,O

Oksijen Siperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Su
Superoksit . c;!5|-| Glutatyon v
dismutaz i
B percksidaz SRS

Sekil 2.3. A. Molekliler oksijenden reaktif ara trlnlerin olusumu,

B. Enzimlerin serbest oksijen radikalleri Uzerine etkisi

Reaktif oksijen tlrlerinin hipoksik kosullarda nasil olustugu net aydinlatilamamisgtir.
incelenen hiicre ve organel tipine bagli olarak hipoksik kosullarda reaktif oksijen
turlerinin artis ya da azalma gosteriyor olabilecegine isaret eden c¢eliskili calismalar
bulunsa da orta siddetli kronik hipoksinin  reaktif oksijen tirleri
konsantrasyonlarinda nisbi bir artisa neden oldugu kabul edilmektedir [30].

Hucrelerde reaktif oksijen tlri konsantrasyonlarinin artigi toksik etkiler
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yaratmaktadir. Hucrelerde superoksit dismutaz ve enzimatik olmayan NADPH"
aracili reaksiyonlar gibi antioksidan sistemler bulunmaktadir. Reaktif oksijen
tirlerindeki artigin  mitokondriyel kaynakli oldugu dusunulurse bunun HIF
regulasyonunda onemli bir rol oynadigi da dugunulebilir. HIF-1 aktivasyonunun
dogrudan reaktif oksijen turlerindeki degisimler ile korele oldugu gdsterilmigtir,
ancak mitokondriyel reaktif oksijen tirlerinin HIF-1 stabilizasyonunu nasil
sagladiklari henuz agikliga kavusturulamamistir [31].Reaktif oksijen turlerinin
bilinmeyen bir sinyal transduksiyon kaskadini harekete gegirerek HIF prolil
hidroksilaz Uzerinde post translasyonel modifikasyonlara neden oldugu ve bu post
translasyonel modifikasyonlarin HIF'leri labil hale getiren HIF prolil hidroksilaz

enzimini inaktive ettigi dusunulmektedir.

Cizelge 2.2. Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen bilesikleri

Serbest radikaller Radikal olmayan ROS etkisi sonucu olusan
reaktif O, bilesikleri radikaller
Superoksid (O,) Hidrojen peroksit (H,05,) Karbon merkezli radikaller (R.)
Hidroksil (OH.) Singlet oksijen ('0,) Peroksil/Karboksil (ROO.)
Hidroperoksil (HO,) Hipokloréz asit (HOCI) Alkoksil (RO.)
Nitrik oksid (NO.) Peroksinitrit (ONOO.) Thiyl radikaller (RS.)
Azot dioksid (NO,) Ozon (0O3)
Lipid hidroperoksit (LOOH)
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Asidoz

Aerobik-anaerobik glikoliz dénisimi azalan ATP dretimine baglh olarak H*
iyonlarinin  tuketimini azaltirken diger yandan ATPaz reaksiyonlari gibi
reaksiyonlarin artisi nedeniyle H® Uretimi artar. Hipoksi H® homeostazinin
bozulmasina neden olur. Hem intraselller hem de ekstraseltler pH’nin diastugu
gOzlenir. Asidozun hucreler igin koruyucu bir rolu oldugu dasunulmektedir. Asidoz
bazi enzimatik reaksiyonlari yavaslatarak eneji tuketimini ve reaktif oksijen
radikallerinin olusumunu azaltir [32]. Dahasi asidoz hucre zarindaki kanallarda
iyon akimlarini azaltarak iyon gradientinin korunmasi igcin gereken enerjinin
azalmasina neden olur. Hipoksi ile induklenen asidoz HIF-1 alfanin
stabilizasyonunda 6nemli rol oynar. Intraseliler pH’nin dismesi pVHL' nin
(Multipurpose Adapter Protein) dagiliminda degisikliklere neden olur. Yuksek
pH’larda pVHL sitoplazma ve nlkleoplazmada difiz yayilim gdsterirken disik
pH’larda pVHL nukleollerde yogunlasir ve HIF-1 alfa’nin ubikitinizasyonu ve
proteozomal yikimi édnlenmis olur [33].

Hucre olimu

Paradoksik olarak hipoksiye hlcre adaptasyonu sadece hlcre sagkalimini dedgil
apoptozu da icerir. HIF-1 ayni zamanda BCL-2 ailesinden bazi proteinleri
indukleyerek apoptozu regule eder. Bu proteinler genellikle onkogen islevi
gormekle birlikte bazi durumlarda apoptozu indiklemektedirler. HIF-1 tarafindan
saglanan  koruyucu adaptasyonlar yetersiz kaldiginda hicre olumu
gerceklesmektedir. Tek bagina orta siddetli kronik hipoksinin hicre olimune yol
acmakta yetersiz kaldi§i gosterilmistir [34]. Hiicre 8limii artmis intraseliiler Ca*?
duzeyleri, reaktif oksijen turlerinin olusumu, hicre enerji dizeylerinde degisimler
ve asidoz gibi bazi baska faktor ve olaylarin kombinasyonunu gerektirmektedir.
Nekroz, apoptoz ve otofaji gibi cesitli hlicre 6lim tipleri mevcuttur. Nekroz ATP
eksikliginde olacagi gibi pasif tipte bir hicre o6limu seklidir. Hicresel iyon
gradientinin disuk ATP/ADP orani nedeniyle bozulmasi ile iligkilidir. Apoptoz,
genetik programin aktivasyonu sonucu olugsan gecikmis, enerji bagimli bir hicre
olumu seklidir. Otofaji ise apoptotik olmayan alternatif bir programli hicre 6lUmu
seklidir. Hipoksik kosullarda hangi tip hucre olumunu gercgeklesecegi tartismalidir.
intraseliiler Ca*? duzeylerinin artmasi hizli ya da yavas sekilde ATP tukenmesine

yol agmaktadir. ATP’nin hizli sekilde tlketiimesi nekroz ile sonuglanirken yavas
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sekilde tuketilmesi apoptoz ile sonuglanmaktadir. Dahasi son zamanlarda
otofajinin de hipokside gorulebilecedi one surtulmuastir. Bu durumda hicre yapisal
elemanlarini enerjiye donastlirmek igin yikmaktadir. Hicre 6limutnde HIF-1’in rolU
de ayrica tartismalir. HIF-1’in hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik faktorleri
indUkleyebildigi bilinmektedir ancak hangisinin daha baskin olacagi hucre tipine ve
deney kosullarina baghdir. Kronik hipoksi altinda HIF-1 apoptozu induklemektedir.
BCL-2 ailesindeki bazi apoptotik faktorleri indikledigi bilinmektedir. BCL-2 ailesi tg¢
sinifa ayrilmistir. Birinci siniftaki proteinler apoptozu inhibe ederler. ikinci siniftaki
proteinler apoptozu indikler. Uciincti siniftakiler ise dis mitokondri zarinin
gecirgenligini artirarak sitokrom c gibi kaspazlari aktive ederek apoptozu

baslatacak faktorlerin salinimina neden olurlar.

Hipoksi ayrica bir timaor supresor olan p53 proteinini stablize etmektedir. Klasik olarak
p53 hicre siklus ilerlemesini ve apoptozu kontrol eder. Normoksik kosullarda p53’ln
yarl omru oldukga kisadir ve genellikle tespit edilemeyecek kadar duguk duzeylerde
bulunur. Hucrenin DNA hasari ya da kronik hipoksi gibi etmenlere maruz kalmasi
p53’Un stabilize olmasina yol acar. Bir transkripsiyon faktoru olarak aktif hale gelen
p53 hucre siklus regulasyonu ve apoptotik olaylarin baglamasina yol agacak genlerin
transkripsiyonunu indiikler. Ote yandan p53 HIF-1in ubikitinizasyon ve takiben
proteozomal yikimini indukler. Tim bu faktorleri goz 6nuinde bulundurarak, hipoksi ve
hicre olumunu genel bir pencereden inceleyerek adaptasyon dengelerinin nasil

kuruldugunu aydinlatan net calismalar mevcut degildir [34].

2.1.3. Hipoksi ve oksidatif stres

Hipoksi sirasinda mitokondriyal solunum zincirindeki sitokrom oksidaz tarafindan
suya indirgenen oksijen miktari azalir ve bu durum mitokondride strese neden
olarak reaktif oksijen radikalleri (ROS) olusumunu artirir. Boylece hiicrede oksidatif

stres gorular [3,7].

Dokuda azalan oksijen miktari ile beraber; dokunun enerji metabolizmasinda
degisiklikler olustugu, doku adenozin trifosfat (ATP) miktarinin azaldigi ve biriken
adenozin molekullerinin asiri oranda yikima ugradig: bildirilmektedir. Ayrica
normal kosullarda ROS olusumuna yol agmayan ksantin dehidrogenazin, hipoksik
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kosullarda asiri adenozin yikimi sonucu olusan hipoksantinin enzimatik yikimi

sirasinda ROS uretimine neden oldugu da bilinmektedir [7].

Organizmada oksidatif mekanizmalar sonucu olusan ROS, asiri dretim veya
vucuttaki oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi durumunda, protein, lipid,
karbonhidrat ve nukleotid gibi biyomolekulleri etkileyerek zararli etki gostermeye
baglar. Ozellikle goklu doymamis yag asidleri (CDYA), ROS’un zararl etkisinden
daha kolay etkilenir ve zincirleme olarak devam eden, lipid yapisinda bozukluk ve
parcalanmaya yol acan lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Membranlar
CDYA'den zengin olduklar icin ROS etkisine agiktirlar ve membranda yapi ve

fonksiyon bozukluklari olusmaktadir [35,36].

Kilig ve arkadaslari hipokside beyin, kalp, akciger ve karaciger dokularinda lipid

peroksidasyon artigi oldugunu gdstermislerdir [37].

Malondialdehit (MDA),oksidatif stres sonucu gelisen lipidlerin peroksidasyon
hasarinin son urunu olup lipid hasari gostergesi olarak kullaniimaktadir [38,39].
Artmis MDA konsantrasyonu, lipid peroksidasyonunu ve doku hasarini isaret eder
[40].

Hucrede serbest radikalleri uzaklastirmak igin ¢cok sayida antioksidan savunma
mekanizmasi mevcuttur. Birgok enzimatik ve nonenzimatik sistem serbest radikallerin
inaktivasyonuna neden olur.Cogu hlcrede bulunan superoksid dismutazlarin (SOD)
katalitik etkisiyle radikallerin kaybi belirgin olarak hizlanir. Glutatyon peroksidaz gibi

enzimler serbest radikallere karsi koruyucudur.

Peroksizomlarda bulunan katalaz hidrojen peroksidi enzimatik olarak pargalar. Ayrica
sistein,glutatyon, seruloplazmin gibi sulfidriller ile A, C ve E vitaminleri serbest
radikallerin olusumunu engelleyen ya da onlari inaktive eden endojen ve eksojen

antioksidanlardandir. Bazi antioksidanlar Cizelge 2.2 ‘de gosterilmistir [41].

Bir tripeptid (y-glutamil-sisteinil-glisin) olan glutatyon (GSH); hidrojen peroksit
(H20,) ve organik peroksitlerin glutatyon perosidaz etkisi ile indirgenmesinde ve
ksenobiyotiklerin merkapturat yolu ile detoksifikasyonunda yer almaktadir. Ayrica,

GSH direkt olarak serbest silfidril grubu araciligiyla H,O,, stperoksit (O2”), hid-
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roksil (OH.) ve alkoksil radikalleri (RO.) ile etkilesime girebilmekte, boylece hucreyi

oksidanlarin, elektrofilik maddelerin, serbest radikallerin hasarina karsi korumada

onemli bir rol Ustlenmektedir [42,43].

Ayrica doku igin GSH konsantrasyonunun dustligu durumlarda glikolitik enzim olan

gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin

ve doku ATP igeriginin azaldigi

gosterilmis ve GSH’un hucresel enerji durumunu etkileyebilecedi ileri surGimugtir

[44].

Hipoksik kosullarda kan ve doku GSH duzeylerinin azaldigi, lipid peroksidasyon

arunlerinin ise arttigi bildiriimektedir [45,46].

Cizelge 2.3. Baslica Antioksidanlar

ENZIMLER

YAGDA GCOZUNEN RADIKAL TUTUCULAR

Superoksid dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediktaz
Glutatyon transferaz

Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz

Sitokrom oksidaz

E vitamini
R-karoten
Bilirtibin
Ubiquinol
Flavonoidler

Melatonin

SUDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR

METAL I[YONLARI BAGLAYAN PROTEINLER

indirgenmis glutatyon

C vitamini (Askorbik asid)
Urik asit

Glukoz

Sistein

Mukus

Taurin

Sisteamin

Ferritin
Transferrin
Haptoglobin
Hemopeksin
Seruloplazmin
Albumin

Laktoferrin
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2.1.4. Hipoksik onkosullanma

Hipoksi patolojik durumlarla iligkili olmasina karsin son yillarda 6nkosullamanin
indiiklenmesi igin kullaniimistir. Onkosullama, hiicre, doku ya da organizmada,
stres yaratan ancak zararli olmayan bir duruma maruz birakilarak, gegici bir
adaptasyon cevabinin uyarilmasi ve dolayisiyla zararl etkenin yaratacagi hasarin
azaltiimasina yonelik bir girisimdir. Bir bagska deyigle bir organin maruz kaldigi kisa
sureli iskemik periyotlar, ayni organda daha sonra meydana gelecek uzun sureli
bir iskemi periyodunun neden olacagi hucre o6lumunu oOnleyebilir. Bu koruyucu

mekanizma iskemik dnkosullama olarak adlandiriimaktadir [47].

Hipoksik onkosullamanin koruyucu etkisi kalp, karaciger, beyin, ince barsak ve

akcigerde gosterilmigtir [47,48].

Ozellikle, koroner damarlar Uzerinde yapilan c¢alismalarda iskemiden sonra

uygulanan kontrollii reperfiizyonun i-R hasarini azalttigi gésterilmistir [49].

Unal ve arkadaglari sican arka bacak modelinde iskemiyi takiben
gerceklestirdikleri kademeli reperfizyonun nétrofil ve slUperoksit radikallerinin

birikimini azalttigini ve doku nekrozunu sinirlandirdigini ortaya koymuslardir [50].

iskemik dnkosullamanin faydali etkisi ilk kez Murry ve ark. tarafindan 1986 yilinda
kopek kalbi Gzerinde kisa sureli iskemi ve reperflizyonu takiben olusturulan, uzun
sureli iskemiye bagh modelde yapilan calismalar sonucunda gdsterilmis ve

iskemik dnkosullama sayesinde doku kaybinin % 70 azaldigi tespit edilmistir [51].

iskemik 6n kosullamanin iskelet kasindaki koruyucu etkisi ise ilk olarak 1992’de

Mounsey ve ark. tarafindan gosterilmistir [52].

Hipoksik dnkosullamanin koruyucu etkisinin buyuk 6lgude HIF izoformlari ve bu
izoformlarin hedef genleri araciliiyla gerceklestigi dustnulmektedir. Pek ¢ok
calismada hipoksik Oonkosullama saglayan sistemik hipoksinin erigkin ve yavru
kemirgen beyninde HIF-1 alfa dlizeylerinde artisa neden oldugu gdsterilmigstir
[53,54]. Dahasi hipoksik 6nkosullama HIF-1 alfayi indukledigi bilinen kobalt (CoCl,

) ve desferoksamin gibi bazi kimyasallarla da saglanabilmektedir. Hipoksinin HIF
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duzeylerini artirmasina kargsin muhtemelen hipoksik ve iskemik hasara karsi
koruma saglayan, HIF’lerin kendilerinden ¢ok hedef gen Urunleridir. Bu hedef
genlerin bazi drlnleri olan EPO ve VEGF gibi faktorlerin dogrudan
indiiklenmesinin de beyni iskemiye karsi korudugu bilinmektedir. Ozellikle
EPO’nun hem beyni iskemiye karsi korudugu hem de EPO-aracili 6nkosullamaya
neden oldugu bilinmektedir [55]. Ancak hipoksik dnkosullanma HIF transkripsiyon
faktorlerinden daha karmasik bazi mekanizmalari da icermektedir. Calismalar, AP-
1 (activating protein-1), CREB (cyclic AMP response element binding), NF-KB
(nuclear factor-KB), redox-regule transkripsiyonel aktivator SP1 gibi bazi baska
transkripsiyon faktorleri ve bunlarin gen udrunlerinin de hipoksik Onkosullanma
cevabinda rol oynadigina isaret etmektedir [56,57]. Dahasi Onkosullanma
hiperoksi, oksidatif stres, enflamatuvar sitokinler, anestezikler ve metabolik
inhibitorlerle de saglanabilmektedir. Yine de ©Onkosullanmanin saglanmasina
yonelik en uygun arastirma stratejisi HIF-1 aktivitesinin artirilarak hipoksik cevabin
taklit edilmesine dayaniyor gibi goérinmektedir. HIF-1 aktivasyonu hedeflenmis

induktorlerle, gen terapisi ile ya da hipoksi-mimetikler ile saglanabilir [58].

2.2. Testis Fizyolojisi

2.2.1.Testis yapisi ve fonksiyonlari

Erigkin bir erkegin testisi ovoid sekilli olup 4x3.5x3 cm boyutlarinda ve her bir
testisin hacmi 30 ml kadardir.Funiculus spermaticus araciligiyla skrotum icinde

asili durumda ve oblik pozisyonda yerlesmigir [59].

Testis distan ige; tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak U¢
tabaka ile sarihdir.Tunica vaginalis, embriyonik processus vaginalisin distal

kalintis1 olmakla birlikte testisin bayuk bolumunu kaplayan periton kalintisidir.

Tunica albuginea, testisleri kaplayan kalin, mavimsi beyaz renkte fibroz 6zelliktebir
tabakadir.Tunica vasculosa, testisin damar agindan olugan ve tunica albugineanin
ic yuzunu orten tabakasidir.Bu kisimdan ¢ikan interstisyel bag doku uzantilari her
bir seminifer tibul yapisini sarar ve birbirlerine baglanmasini saglar.Seminifer

tubul, cok kath epitel ile doselidir ve iki tip hucre igerir :
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a. Sertoli hucreleri (bolinme 6Ozellikleri yoktur)

b. Spermatojenik hicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler) .
Sertoli hlicrelerinin goérevleri;

1- Gelismekte olan spermatozoonlarin korunmasinda, desteklenmesinde ve
beslenmesinde gorev alir.

2- Spermiyogenez sirasinda fazla sitoplazma sertoli hicrelerindeki lizozomlar
tarafindan fagosite edilir.

3- Disi ve erkek ureme organlarinin gelisimi esnasinda muller kanallarinin
gelisimini engelleyen glikoprotein yapisindaki anti-mullerian hormonu Uretirler ve
boylelikle embriyonun erkek olarak geligsimi saglanir.

4- Hipofizden folikll uyarici hormon (FSH) salinimini engelleyen inhibin
hormonunu salgilar.

5- FSH ve testosteron kontrolu altinda androjen-baglayici proteini (ABP) Uretir ve
salgilar . Bu protein de seminifer tubul icinde spermatogenez igin gerekli olan

testosteronun yogunlagsmasini saglar [60].

Testis dokusu hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlara sahiptir. Ekzokrin
islevi seminifer tubullerde meydana gelen spermiyum gelisimidir. Endokrin gorevi
ise Leydig hucreleri tarafindan gerceklestirilen testosteron uretimidir [61]. Hipofiz
on lobundan salgilanan FSH ve LH spermatogenezisi duzenleyen baglica
hormonlardir. LH Leydig hucreleri Uzerinde etkisini gostererek testosteron uretimini
uyarir. Hipofizden LH salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir. FSH sertoli
hdcrelerini uyarir. Adenil siklaz yapimini ve dongusel adenozin monofosfat (CAMP)
artisini uyarir [62,63].

Testosteron Leydig hucreleri tarafindan salgilanir ve spermatojenik hucrelerin
buyumesi ve bolinmesi igin gereklidir. Ayrica ikincil cinsiyet karakterlerinin devam
ettirilmesinden de sorumludur [63]. Testosteron normal spermatogenetik hicrelerin
gelisimi icin gerekli olan hormondur. FSH ise sertoli hlcrelerini etkileyerek bu
hlcrelerde androjen-baglayici-protein Uretimini artirir. Bu protein de testosteron ile
baglanarak tubul limenine salgilanir. Tubdl Iimeninde biriken testosteron ise
sperm yapimini uyarmaktadir. Bunun yanisira, sertoli hicrelerinden spermlerin
yasamasli ve epididimis’e tasinmasinda rolu olan testikuler sivi salgilanmaktadir

[64,65]. Leydig hicrelerinden salgilanan testosteron hem yerel olarak seminifer
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tubullere, hem de kan yolu ile tasinarak erkek Ureme bezlerine ve diger bir¢ok
organa etki eder. Sertoli hucrelerinden salgilanan inhibin hormonu ise hipofiz 6n
lobundan gonadotropin hormonlarinin salgilanmasini baskilamaktadir [64] (sekil
24).

HIPOTALAMUS | =
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Y
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Sekil 2.4. Testis fonksiyonlari
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2.2.2. Sperm yapimi (Spermatogenezi uyaran hormonal faktorler)

Spermatogenez; hipofizden salgilanan FSH ile LH'nin testis Gzerindeki etkileriyle
iligkilidir. LH, Leydig hucrelerine olan etkisiyle normal spermatogenik hucrelerin
gelisimi icin gerekli testosteron yapimini uyarir. FSH ise sertoli hucrelerini
etkileyerek adenilat siklazi ve sonugta siklik adenozin monofosfat artigini uyarir.
Bdylece androjen baglayici protein sentezi ve salgisi artar. Androjen baglayici
protein testosteronu baglayarak seminifer tlibul limenine tasir. Spermatogenez

testosteron ile uyarilir, dstrojen ya da progesteronla inhibe edilir [66] (sekil 2.5) .

SPERMATOGENEZI UYARAN HORMONAL FAKTORLER
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Sekil 2.5. Sperm yapiminin hormonal olarak uyariimasi
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Spermiyogenez dort fazda gergeklesir. Bunlar; Golgi fazi, kep fazi, akrozomal faz

ve olgunlagma fazidir.

Golgi fazi: Cekirdegin bir kutbuna yerlesik Golgi kompleksi, PAS (+) granuller olan
proakrozomal grandlleri salgilamaya baslar ve bu glikoproteince zengin granuller
birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikulunin iginde yer alan tek bir akrozom
granulinu olusturur. Sentriyoller, go¢ ederek olusan akrozomun karsi tarafinda
hucre yuzeyine yakin bir konuma yerlesirler. Kamgi aksonemi olusmaya baslar,
sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru hareket ettikgce aksonem bilesenleri ¢evresine

sarilir.

Kep fazi: Bu faz sirasinda, akrozom kesesi buyuyerek ¢ekirdek zarina tutunan bir
kep olusturur ve bu kep ¢ekirdegin ¢cevresini sarmaya baslar.Bu arada ¢ekirdekteki

yogunlagma devam eder.

Akrozomal faz: Cekirdek yogunlagmasi, hlcrenin uzamasi ve mitokondrinin yer

degistirmesi bu fazda gergeklesir. Akrozom olusur.

Akrozom; hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozomal faz sirasinda hicrenin
akrozomu iceren 6n kutbu, seminifer tibulin tabanina dogru yonelir. Buna ek
olarak cekirdek uzar ve daha yodun bir hale gelir. Ayni zamanda sentriyollerden
bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondri de flagellumun proksimal

parcasi etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlagsmis bdlgeyi olusturur.

Mitokondrinin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hicre hareketi ve yuksek

enerji tuketimi ile ilgili olan bolgelerde toplanmasina bagka bir 6rnek teskil eder.

Flagellum hareketi; mikrotlbuller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip
bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur Olgunlasma fazi: spermatidin olgun
spermatozoona donusmesi icin fazla sitoplazmasini attigi fazdir. Burada Sertoli
hacreleri devreye girer ve artik sitoplazmayi fagosite eder. Spermatozoonlar
seminifer tubdlin limenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin bolinmesi

sirasinda ortaya c¢ikan hdcreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik koprulerle
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birbirlerine bagl kalirlar. Hucreler arasindaki kopruler, tek bir spermatogonyumdan
olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar.

Olgun bir spermatozoon bas ve kuyruk olmak Uzere iki elemandan olusur:

Bas: Akrozomla sarilmis c¢ekirdekten olusur. Cekirdek yogdunlasmis ve

yassilagmistir. Uzunlugu 4-5 um, genigligi 3-3,5 ym, kalinhgi 1-2 ymdir.

Kuyruk: Boyun, orta, esas ve son pargalar olarak dort kisimdan olusur. Boyun
yaklasik 5 ym uzunlugunda, ¢ekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme
kaynaklik eden distal sentriyolU bulunduran dar bir pargadir. Kuyrugun orta pargasi
yaklasik 5 pm uzunlugundadir. Boyun ile esas par¢a arasinda uzanir. 9+2
mikrotubul yapisinda flagellumu kapsar. Cevrede spiral mitokondri halkasi vardir.
Esas parca yaklagik 40 um uzunlugunda, kuyrugun en uzun pargasidir. Annulus
adi verilen mitokondri sarmalin son donumunun altinda bulunan son yogun
halkadan itibaren baslar, mitokondri sarmali icermez. Son parga yaklasik 5 pym

uzunlugundadir ve kuyrugun en kisa parcasidir [67] (sekil 2.6).
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2.2.3. Sperm sayi ve motilitesinin degerlendirilmesi

Manuel olarak makler veya diger sayim kamaralari ile degerlendirilebildigi gibi
video mikrografik yéntem, bilgisayar sistemi (CASA) veya fotomikrografi (time-
exposure ve multipl-exposure) ile degerlendirilebilir [68]. Saglikli sonug verebilmek
igin, 2 ayri incelemede en az 200 sperm hucresinin hareket Ozellikleri

degerlendiriimeli ve iki sonug arasindaki fark %5 den fazla olmamalidir.

insanda sperm degerlendirmesi yapilirken normal sperm yapisini gdz 6niinde

bulundurmak gerekir (sekil 2.7).

Primer spermatositten sperme kadar, tUm islem yaklasik olarak 64-74 gun

alir.Normal erkekte gunde yaklasik 30 milyon sperm yapilir [69].
Yetigkin bir insan i¢in normal sperm analizi degerleri:

- Sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml ‘den fazla
- Total sperm sayisi 30 milyon 'dan fazla
- Motilite yuzdesi (a+b) % 50'den fazla olmali (a: ileri hizli), (b: ileri yavas) (insan

icin degerler) [69].

Erkek sigcanlarda ise testislerin skrotuma inmeleriyle beraber sperma Uretimi
baslar. ilk sperm Uretimi yaklagik 45 gunlikken baslar ancak optimum Uretim 75
gunlukken gergeklesir [70]. Ayrica sigan sperminin ortalama 200-300 milyon
oldugu cesitlii calismalarda gorilmustir [71,72]. Sigcan spermi insan sperminden
farkli olarak ¢cengel seklinde ince bir bagsa ve cok daha uzun kuyruga sahiptir (Sekil
2.8).
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Sekil 2.7. Normal sperm goéruntisi

Sekil 2.8. Sigan sperm goruntusu
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2.3. Hipoksinin Testis Fonksiyonlarina Etkisi

2.3.1. Hipoksi, oksidan stres, antioksidan sistem ve testisler

Bircok hucrede normal aerobik metebolizma sirasinda oksijenin toksik metabolitleri
ortaya cikar ve bunlar iskemi/reperflizyon gibi patolojik durumlarda daha da artarak,
endojen antioksidan mekanizmalarinin kapasitesini asar ve doku hasari olusturur
[73,74].

Lipit peroksitleri azalmig organ agirligi, doku tahribi, hicre kaybi, hicresel yaslanma

olaylarinda etkilidir ve antioksidanlar bu olaylari engelleyebilmektedir [75].

Glutatyon sistemi (ve enzimatik antioksidan mekanizma) hlcre ve dokularda oksidatif

hasari engellemekte temel rol oynar.

GSH-Px, peroksil radikallerini uzaklastiran bir antioksidan enzimdir. Bu enzimin rat
sperminde sperm motilitesinin devamindan sorumlu oldugu ve peroksil radikallerini

detoksifiye ettigi gosterilmigstir [76].

GSH seviyesi okside glutatyon (GSSG) un elektron verici NADPH’I kullanarak GSH’a
ceviren Glutatyon Rediktaz (GR)'In faaliyeti sonucunda surdirultr. Hipoksinin GR
olusumu ve aktivitesini azalttigi ve testis dokusunda lipit peroksidasyonun artigina

neden oldugu gosterilmistir [8].

Oksidatif stresin spermatozoa fonksiyonlarini bozdugu ve anormal spermatozoa

uretimine yol agtigi bilinmektedir [77].

Hipoksiye maruz kalmanin testiktler morfolojide belirgin degisiklikler ortaya cikardigi,
germinal hucre kaybi, spermatogenezin durmasi, ¢evre spermatitlerin
mitokondilerinde metabolik strese ve lipit peroksidasyona neden oldugu gosterilmistir
[8]. Hipoksi seminifer epitel zarar vererek Ureme sisteminde spermatojenik hlcrelerde

apoptozu tegvik ederek spermatogenez inhibe eder [78].

Hipoksiye maruz kalan erkeklerde sperm sayisinin ve motilitesinin azaldigi pek ¢ok

calismada gosterilmigstir [79,80,81].Hipoksik kosullarin testikuler 1si artigsina neden
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oldugu bilinmektedir [82] ve durumun reaktif oksijen radikali Uretiminden
kaynaklandidi, dahasi antioksidan uygulamasi ile 6nlenebildigi gosterilmigstir [83].Is!
stresinin fare testisinde kaspaz-9 ve kaspaz-3'U aktive ederek germ hicre
apoptozunu indukledigi bilinmektedir [84, 85]. Dolayisiyla hipoksi sonucunda olusan
reaktif oksijen radikalleri ve bunlara bagli olusan isi stresi, hipoksinin spermatogenez

uzerindeki olumsuz etkilerine aracilik ediyor gibi goruinmektedir.
2.4. Testiste Hipoksik Onkosullama ve Oksidatif Stres

YUkseklige maruz kalmanin testis agiriginda ve Glutatyon diizeylerinde azalma, MDA
artisi ve GR gibi antioksidan enzimlerdeki artigla birlikte oksidatif strese neden oldugu
gosterilmigtir [8]. Gergekten de bazi galismalar, yuksek rakima maruz kalmanin erkek
ureme sistemi Uzerinde olumsuz etkileri olabilecegine isaret etmektedir [79]. Bu
durum dagcilar, sinir gorevlileri ve yuksek rakimli bolgelere yerlesmesi gereken diger
insanlarda godzlenirken, hayati boyunca And daglari ve Himalayalar gibi yuksek
rakiml bolgelerde yasayan yerli halkta fertilite sorunlarina normal populasyondan
daha sik rastlanmamaktadir [86]. Bu durumun blyUk olgude testisteki esas Uretim yeri
leydig hucreleri olan HIF’ler tarafindan dizenlenmekte olan anjiyogenez, néro-
endokrin aks dengelerinin degismesi ve uzun donemde hipoksiyi kompanse etmesine
bagl oldugu dusunldimektedir. Gergekten de fare testisi ile c¢aligilan iskemi
modellerinde dnkosullanmanin koruyucu etkiler gosterdigine dair bulgular mevcuttur
[87,88]. Ancak hipoksiye cevapta ana eleman olarak gorulen HIF-1’in testiste
normoksik kosullarda da stabil oldugunu ve hipoksiye maruz birakilan testiste
dizeylerinde anlamh bir artis olmadigini gosteren c¢alismalar da mevcuttur [89].
Testiste steroidojenik enzimlerin aktif halde olmasi ve testis fizyolojisinin normal bir
sekilde devam edebilmesi igin oksijenizasyonu azalmis bir ortama ihtiya¢g duyuldugu
bilinmektedir [90,91]. Dolayisiyla testis nispeten hipoksik bir organ olarak
dusUndlebilir. Tum bunlar ve HIF’lerin bimodal davranis sekilleri de géz 6nunde
bulunduruldugunda HIF’lerin testiste hipoksiye cevap vermekten farkl bir fonksiyon
ustleniyor olabilecekleri iddia edilmigstir. Simdiye dek yapilan mevcut ¢alismalar da
incelendiginde her ne kadar calismalarin ¢gogu testiste iskemik o6nkosullanmanin
koruyucu etkileri olabilecegdini isaret etse de, yalniz hipoksiye karsi énkosullanmanin
testiste koruyucu bir etkisi olup olmayacagr halen netlik kazanmamis gibi

gorunmektedir.
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3.GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Rektorliglii Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun
G.U.E.T-13.039 kod numarasi ve 29.05.2013 tarihli onay! ile Gazi Universitesi Tip

Fakultesi Fizyoloji Anabilimdali Arastirma Laboratuvarinda yapilmigtir.
3.1. Geregler
3.1.1. Deney hayvanlari

Calismada, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Yetistrme ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilen ortalama agirliklari 200 gr olan 24 adet 2 aylik Wistar
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Batin hayvanlar, uygun sicaklik (25 + 1°C),
nem (50 + 10%), 12 saat aydinlik/ karanhk kosullarinda, paslanmaz c¢elik

kafeslerde yasatildi.
3.1.2. Laboratuvar cihazlar

e Hipoksi Kamara (Sekil 3.1)

e Makler Kamera (Sekil 3.2)

e Su banyosu

e Sivi azot tanki

e Derin dondurucu -80 C

¢ Manyetik karigtirici

e Buzdolabi

e Elektronik tarti

e Vorteks

e Sogutmali santrifij

¢ Farkli hacimlerde mikropipet

e Farkl hacimlerde eppendorf tipler
e BioTek ELx 800 Bioelisa Reader
e pH metre

e Homojenizator

e Steril enjektdr
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e Deiyonize su cihazi
e Steril enjektor

e Cerrahi malzemeler

Sekil 3.1. Hipoksik Kamara

Hipoksik kamara ve kontrol Unitesine ait teknik 6zellikler asagida verilmistir.

1- Sistem yasam kabini ve kontrol Unitesi olmak Uzere iki kisimdan olugsmustur
2- Deney duzenegi acik hava basinci altinda ¢aligmaktadir.

3- Yasam kabini en az bes adet standart sigcan kafesini igine alabilecek boyutlarda

imal edilmistir.
4- Yasam kabini hava izolasyonu olan malzemeden yapilmistir.

5- Kontrol Unitesi, deney kabini igerisindeki oksijen miktarini dlgmektedir. Bu deger

belirlenen bir esik degerinin altina dustugunde kabin igerisine hipoksik gaz alimi
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sirasinda basing artigi olmamasi igin gaz giris Unitesi ile kullaniimig gaz tahliye

Unitesi es zamanli olarak c¢aligir.

6- Kabin igerisinde herhangi bir nedenle i¢ basing yukselmesini 6nlemek amaciyla
ikinci bir guvenlik tedbiri olarak olasi bir i¢ basing artisinda gaz c¢ikisini

saglayacak bir duzenek bulunmaktadir.

TG Chaggs
e WARLE 7

"

il A
..;;C'“"\hl“'"" ER o %

e

Makier counting chamber

Sekil 3.2. Makler kamera

Sperm Sayma Kamerasinin (Makler) Ozellikleri:

Sayma Diskinin derinligi 10 mikrondur: Optik olarak diz iki parga camdan
meydana gelir. Ust cam kapak gérevi gérmekte olup merkezinde her biri 0,1 x 0,1
mm’lik 100 kareye bdliinmis 1 mm?lik ince kilavuz gizgiler bulunmaktadir. Aradaki

bogsluk kuvars pimlerle saglam olarak sabitlenmistir.
3.1.3.Kimyasallar

e TCA (Trichloroacetic acid) : MA 163,39 gr/mol
e BHT (Butylated hydroxyltouene) : Sigma (B-1378) MA 220,4 gr/mol
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e TBA (2- Thiobarbituric acid) : Merck (L613080) MA144,15 gr/mol

e NayHPO, (Disodyum hidrojenfosfat): MA 141,96 gr/mol

e DTNB (5',5’- Dithiobis 2-Nitrobenzoic acid): Sigma (D-8130) MA 396,36 gr/mol
e SF (Serum Fizyolojik) : %0.9 NaCl

3.2. Arastirma Plani

Calismada, GUDAM ’dan temin edilen agirliklari 200-220 gr arasinda degisen 24
adet erigkin, erkek Wistar albino sican arastirma plani dogrultusunda 4 gruba

ayrildr.
3.2.1. Deney gruplari ve uygulanan deney protokolii

Her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Bu gruplar;
1.Grup: Kontrol (K),

2.Grup: On Kosullama (OK),

3. Grup: Agir Hipoksi (AH),

4. Grup: On Kosullama+Agir Hipoksi (OK+AH)

1. Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlar 3 gun siure ile normal atmosfer
kosullarinda yasatildiktan sonra, 4. Gunde feda edilerek testis doku ornekleri

toplandi.

2. OK Grubu: Siganlar 3 gun siire ile ginde 2 saat %10 O, verilen hipoksik
kamaraya yerlestirildikten sonra, 4.gunde feda edilerek testis doku ornekleri

toplandi.

3. AH grubu: Siganlar 3 gun sure ile normal atmosfer kosullarinda yasatilip,
4.glinde 3 saat slre ile %7 O verilen hipoksik kamaraya yerlestirildikten sonra,

feda edilerek testis doku ornekleri toplandi.
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4. OK+AH Grubu: Siganlar 3 giin sire ile giinde 2 saat %10 O, verilen hipoksik
kamaraya yerlestirildi. 4.gunde, 3 saat sure ile %7 O, verilen hipoksik kamarada

birakilip bu strenin sonunda feda edilerek testis doku oérnekleri toplandi.

Batin siganlar Alfazin (10mg/kg) ve Ketamin (90mg/kg) kokteyli ile anestezi
altinda kalplerinden kan alindiktan sonra feda edildi. Sag epididimisten sagma
yontemi ile sperm elde edilip makler kamera ile sayildi.Yine sag testis histolojik
incelenme igin formaldehit icerisine alindi. Sol testis ise hizla ¢ikarilarak sivi azotta
dondurulup, calisilincaya kadar -80 °C’de saklandi.Testis agirliklarina bakildiktan
sonra testis dokularinda, GSH vwhe lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehid gibi oksidatif stres ve antioksidan savunma mekanizmalari ile

iligkili parametreler incelendi.

Ejekulat epididimisten sagma yontemi ile elde edildi.1 ml SF ile dilie edildikten

sonra analizi yapildi.

lyice sivilasmig ve karistiriimis, seyreltiimis semenden kiigiik bir damla alinarak
diskin merkezine konuldu ve Uzerine kapama cami kapatilarak mikroskop altinda
20 lik objektif ile sayim yapildi (sekil 3.3-sekil 3.4).Bu islem lam lamel altinda da

kontrol amacl tekrarlandi.

Sperm sayimi yapilan alandaki (yukaridan asagiya ya da soldan saga yan yana 10
kare) hareketsiz spermler sayildi ve toplam sperm sayisi ile orantilanarak hareketli
sperm sayisi hesaplandi. Bu iglem birgok alanda tekrarlandi ve ortalamalari
alindi.Bulunan say1 mL'de ka¢ milyon sperm oldugunu gosterdi. Ardindan

hareketlilik yuzdesi ve kalitesi hesaplandi.

Ortalama 250 milyon/ml oldugu bilinen erkek wistar sigan spermleri bu sayiya goére
degerlendirildi.Spermlerdeki hareketliik WHO (world Healt Organization) kriterleri

[92] g6zbnilne alinarak siniflandirildi.

Bu siniflandirmada;
+4 ileri hizli sperm

+3 ileri yavas sperm
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+2 yerinde hareketli sperm

+1 hareketsiz sperm olarak degerlendirilir.

Sekil 3.4. 20 x buyltmede sperm goruntisu
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3.3 Tayin Yontemleri
3.3.1. Plazmada total testosteron tayin yontemi

Testis fonksiyonunu gdstermek icin Total Testesteron dizeyleri

Radyoimmunoassay (RIA) yontemiyle dlg¢ildu.
3.3.2. Testis dokusunda malondialdehid (MDA) tayin yontemi

Testis dokusunda lipid peroksidasyon duzeyleri tiobarbutirik asit reaktif madde
(TBARS) olusumu yontemi ile calisildi [93]. Doku 6rnekleri homojenizator ile
soguk TCA (1 g doku + 9 ml % 10’luk TCA) icinde buzlu ortamda homojenize
edildi. Daha sonra 15 dakika sureyle 4000 rpm’de santriflj edildi ve sUpernatan
alinarak 4000 rpm’de 8 dakika tekrar santrifij edildi. Ornekten 750 mikrolitre
alinarak Uzerine 750 mikrolitre % 0.67’lik TBA eklendi. Daha sonra 6rnekler 100
°C’de kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi ve daha sonra sodutularak
4000 rpm’de santriflj edildi. Sipernatan alinarak her bir 6rnegin absorbansi 532
nm’de tayin edildi. Testis lipid peroksidasyon diuzeyi 1.56 x 105 M-1 cm-1 katsayisi
kullanilarak MDA esdegeri olarak ifade edildi.

Sonug: (absorbansx128) /doku agdirhgi =MDA nmol/ gr doku
3.3.3.Testis dokusunda rediikte glutatmyon (GSH) tayin yontemi

Testis dokusunda glutatyon (GSH) tayini icin modifiye Ellman yontemi [94].
kullanildi. Lipid peroksidasyonunda anlatildigi sekilde testis dokulari homojenize
edilip santrifij edildikten sonra, 2 hacim supernatan, 8 hacim 0.3 M
Na,HPO4.2H,0 ve 1 hacim ditiyobisnitrobenzoat (0.4 mg/ml % 1’lik sodyum sitrat)
¢Ozeltisi ile karnistirildi. Daha sonra spektrofotometrede karisimin 412 nm dalga
boyunda G-absorbansi élcildi ve glutatyon diizeyleri 13 600 M-1 cm-1 katsayisi
kullanilarak hesaplandi.

Sonuglar : (4.23xabsorbans)/ doku agirligi = ymol/gr doku
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3.3.4.Histolojik yontemler

Tam doku drnekleri 151k mikroskobik inceleme igin ilk olarak % 10’ luk formaldehit
solisyonunda tespit edildi. Tespit igleminden sonra doku ornekleri kasetlere
konularak akar su altinda 24 saat suresince yikandi. Suyun uzaklastiriimasi igin
dokular artan derecelerde alkol serilerinden ( %70, %80, %90, %100) gecirildiler.
Sonrasinda dokular parlatiimalari amaciyla ksilolden gecirildi ve ardindan erimis
parafine gdémdalduiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4-5 mikron
kalinhgindaki kesitlere tum gruplar i¢cin Hematoksilen- Eozin boyamasi uygulandi

ve Leica Q Vin 3 programinda degerlendirile

rek resimleri gekildi.

Hematoksilen — Eozin Boyama Yontemi

Boya Soliisyonlarinin Hazirlanigi

1- Harris Hematoksilen Sollisyonu
Hematoksilen 1gr

Alkol 10ml

Potasyum alum (aliminyum potasyum sulfat) 20gr
Distile su 200ml

Civa oksit 0.5gr

Glasiyal asetik asit 8ml

2- Eozin Solusyonu

Eozin 1gr

Distile su 100ml

1 kaguk timol kristali
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Boyama Yontemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etivde 30 dakika bekletildikten sonra,
2x15 dakika ksilole alinarak parafinden arindiriimalari saglandi. Daha sonra lamlar
siraslyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70, %50) havada
kurutuldu. 10 dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’ de 10
dakika boyandi ve 10 dakika akar suda yikandilar. % 70 alkol + 2 — 3 damla
glasiyel asedik asit karisimina batirilip tekrar 10 dakika akar suda yikandi. Lamlar
15 dakika Eozin de bekletilip 10 dakika daha akar suda yikandiktan sonra artan
dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%50, %70, %80, %96, %100), 2x15 dakika

ksilole alindi ve entellan ile kapatildi.

istatistiksel verilerin olusturulabilmesi amaciyla; her denek icin rastgele 6 tiibdil
secilerek her tubllde 6 ayri bdlgede seminifer epitel boyu O&lglildi. Testiste
spermatogenezisin  degerlendirilebilmesi igin Johnsen skorlama yapilarak

istatistiksel veriler olusturuldu [95].

Bu skorlamaya gore;

10-Normal tibul yapisi ve normal spermatogenezis

9-Spermatozoa varligi olmasina karsin daginik spermatogenezis gorulmesi
8-Sadece birka¢ spermatozoa varligi

7-Spermatozoa gorulmeksizin ¢ok sayida spermatid varhgi

6-Sadece birka¢ spermatid varlgi

5-Hi¢ spermatozoa ve spermatid gorulmeksizin ¢cok sayida spermatosit varligi
4-Sadece birkag spermatosit varhgi

3-Sadece spermatogonyum varligi

2-Hig Ureme hicresi gorulmemesi

1-Hi¢ Greme hicresi ve Sertoli hiicresi gértilmemesi

durumu kabul edildi
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3.4. istatistiksel Analiz Yontemi

Hayvanlardan elde edilen veriler sira ortalama * SS (standart sapma) olarak
verildi. Gruplar Kruskal-Wallis H Testi ile analiz edilerek kontrol grubu ile
karsilastirildi. Her grup icin elde edilen veriler Mann-Whitney U testi ile analiz
edilerek gruplar arasi fark arastirildi. Uygulanan butun testlerde guven aralgr %

95 olup. p<0.05 olan degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

Batin testler, bilgisayar ortaminda SPSS programinin 15.0 versiyonu ile

yapimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhgi Olgiimleri

Gruplar arasinda hayvan agirlhigi élgimleri acisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamaktadir (p>0,05) (sekil 4.1). (Sirasiyla 238,51£25,4 gr, 190£11,99 gr
, 190,5+18,7 gr, 182,5+12,5 gr)

Hayvan agirligi oélgimleri icin sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge

4.1’de gosterilmistir.

300
250
200
% 150
100
50
0
K OK AH OK + AH
W Hayvan Agirhg
P>0,05

Sekil 4.1. Hayvan agirliklarinin gruplara gére dagilhimi



38

4.2.Testis Agirhigi Olgiimleri

Gruplar arasinda testis agirligi dlgumleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. (p>0,05) (sekil 4.2). (Sirasiyla 1,79+,36 gr, 1,47+,24 gr,
1,36+,18 gr, 1,41£,14 gr)

Testis agirligi élgtimleri icin sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge

4.1’de gosterilmistir.

2,5

1,5

gr

0,5

K OK AH OK + AH

M Testis Agirlig

P>0,05

Sekil 4.2.Testis agirliklarinin gruplara goére dagilimi



39

4.3. Sperm Sayisi

Gruplar arasinda sperm sayilari agisindan istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamaktadir (P>0,05) (sekil 4.3). (Sirasiyla 208+73,9 milyon/ml, 226+43,6
milyon/ml, 205+67,4 milyon/ml ,161+78,8 milyon/ml)

Sperm sayisi i¢in sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge 4.1’de
gosterilmisgtir.

300

250

200

E
~

§ 150
=
€

100

50

0

K (0]4 AH OK + AH
B Sperm Sayisi
P>0,05

Sekil 4.3.Sperm sayisinin gruplara goére dagilimi
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4.4.Sperm Hareketliligi

4.4.1. +1 Sperm hareketliligi

Gruplar arasinda +1 sperm sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05) (sekil 4.4). (Sirasiyla 41,3+13,8 milyon/ml, 37,5£10,3
milyon/ml, 35£13,8 milyon/ml, 47+7,7 milyon/ml)

+1 Sperm hareketliligi i¢in sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge 4.1'de
gosterilmisgtir.

60

50

40 }
E
S~
S 30
=
€

20

10

0

K (0]4 AH OK + AH
B Sperm hareketliligi +1
(p>0,05)

Sekil 4.4.+1 sperm hareketliliginin gruplara gore dagilimi
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4.4.2. +2 Sperm hareketliligi

Gruplar arasinda sperm hareketliligi +2 agisindan istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmamaktadir (p> 0,05) (sekil 4.5). (Sirasiyla 4,3+1,6 milyon/ml, 6,313
milyon/ml, 8,0£3,2 milyon/ml, 9,83 milyon/ml )

+2 Sperm hareketliligi icin sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge 4.1’de
gosterilmisgtir.

14
12

10

. }
4
2
0
(0]4 A

W Sperm Hareketliligi +2

milyon/ml

H OK + AH

(p>0,05)

Sekil 4.5.+2 sperm hareketliliginin gruplara gore dagilimi
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4.4.3. +3 Sperm hareketliligi

Gruplar arasinda +3 sperm hareketliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. (p> 0,05) (sekil 4.6). Sirasiyla (37,5£10,3 milyon/ml, 35,316,3
milyon/ml, 37,5£14 milyon/ml, 26,17 milyon/ml)

+3 Sperm hareketliligi icin sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge
4.1’de gosterilmistir.

60
50
40

30

milyon/ml

20

10

K (0] 4 AH OK + AH

B Sperm Hareketliligi +3
(p>0,05)

Sekil 4.6. +3 sperm hareketliliginin gruplara gore dagilimi
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4.4.4 +4 Sperm hareketliligi

Gruplar arasinda +4 sperm hareketliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (p> 0,05) (sekil 4.7). (sirasiyla 16,8t5 milyon/ml, 20,8+13,5
milyon/ml, 19,6+5,1 milyon/ml, 17£7,9 milyon/ml)

+4 Sperm hareketliligi i¢in sira ortalama ve standart sapma degerleri gizelge
4.1’de gosterilmistir.

35
30

25

N
o

10

milyon/ml
-
o (92 (0]
E
Z

K (0] 4 AH OK + AH

B Sperm Hareketliligi +4

(p>0,05)

Sekil 4.7.+1 sperm hareketliliginin gruplara gore dagilimi
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4.5. Plazma Testosteron Diizeyleri

Gruplar arasinda plazma testosteron dizeylerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmamaktadir. (p> 0,05) (sekil 4.8). (sirasiyla 2,6£0,3 nmol/l,
2,3x1,4 nmol/l, 2,3+0,9 nmol/l, 2,1+0,8 nmol/l )

Testis dokusunda plazma testosteron duzeylerinin sira ortalama ve standart

sapma degerleri gizelge 4.1’de gosterilmigtir.

3,5

2,5

nmol/I
N

15

0,5

K (0] 4 AH OK + AH

B Plazma Testosteron Diizeyleri
P>0,05

Sekil 4.8. Plazma testosteron dizeylerinin gruplara gore dagilimi
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4.6. Doku Malondialdehit Duizeyleri

Gruplar arasinda MDA degerleri agisindan istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmamaktadir (p> 0,05) (sekil 4.9). (sirasiyla 28,1+£1,3 nmol/gr, 29,2+3 nmol/gr,

28+1,4 nmol/gr, 27+1,3 nmol/gr)

Testis dokusunda MDA duzeylerinin sira ortalama ve standart sapma degerleri
cizelge 4.1’de gdsterilmistir.

35

30

25

20

15

MDA (nmol/gr)

10

K OK AH OK + AH

M Testis dokusunda MDA Duzeyleri

P>0,05

Sekil 4.9. Testis MDA duzeylerinin gruplara goére dagilimi
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4.7. Doku Glutatyon Diizeyleri

Gruplar arasinda GSH degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamlh fark
bulunmamaktadir (p> 0,05) (sekil 4.10). (sirasiyla 18,5+3,3 pmol/gr , 22,413,2
pmol/gr, 21,3+3,7umol/gr, 21+4,2 ymol/gr)

Testis dokusunda GSH duzeylerinin sira ortalama ve standart sapma degerleri
cizelge 4.1'de gosterilmistir.
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25

20
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0

K oK AH OK + AH
M Testis dokusunda GSH Diizeyleri
P>0,05

Sekil 4.10. Testis GSH duzeylerinin gruplara gore dagilimi
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4.8. Johnsen Skor

Johnsen skorlamada AH ve OK+AH gruplarinin kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlaml oldugu gérildi ( p <0.05) (sekil 4.11) .(sirasiyla 9,67+0,52,
9,5+0,55, 4,67+0,52, 5,67+0,52) K-OK grubunda degisiklik olmadi.

Testis dokusunda johnsen skorunun sira ortalama ve standart sapma degerleri
cizelge 4.1’de gdsterilmistir.

12

10 '|'

Johnsen Skor
[e)]
*

K OK AH OK + AH

M JOHNSEN SKOR

* K-AH: p=0,003 ( p <0.05),* K-OK+AH p=0,003 ( p <0.05), *OK-AH p=,003 ( p
<0.05),

*OK-OK+AH p=0,003 ( p <0.05)

Sekil 4.11. Testiste johnsen skorlamanin gruplara gore dagihmi
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4.9. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu hematoksilen eozin boyama kiguk buyultmeli incelemelerde

seminifer tubdller ve interstisyel alan normal yapilari ile izlendi. Seminifer tabal

[imenlerinin spermiyumlarla dolu oldugu,spermiyum kuyruklarinin Iimene dogru

yonelim goésterdigi belirgindi. interstisyel alanda ¢ok sayida kapiller ve interstisyel

hicreler (Leydig hlcreleri) izleniyordu (Resim 4.1).

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait kiuglk buyultmeli resimde seminifer epitel (<),

interstisyel alan (A), seminifer tubdl lumeninde spermiyumlar (—) ve

kapiller (o) goruluyor (Hematoksilen-Eozin x100).
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Blylk buydltmeli incelemelerde seminifer epitele ait spermatogenik hicreler ile
Sertoli hiicreleri normal yapida gdzlendi. interstisyel alanda yapilan incelmelerde
Leydig hucreleri eozinofilik sitoplazmlari, yuvarlak ve oval sekilleri ile belirgindi
(Resim 4.2).

Resim 4.2. Kontrol grubuna ait bayluk buyultmeli resimde seminifer epitel (<),

Leydig huacreleri (») ve Sertoli hicresi (==) izleniyor (Hematoksilen-
Eozin x400).
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On kosullama uygulanan gruba ait kiigiik buyiltmeli incelemede; normal yapiya
sahip seminifer tubiller gézlenmekle birlikte, yer yer intratibdler ve interstisyel

6demin oldudu ilgiyi ¢cekti. Seminifer tibullerde genel olarak limenin spermiyumlar

ile dolu oldugu gdzlenirken, yer yer limenleri az sayida spermiyumla dolu tubuller
belirgindi (Resim 4.3).

Resim 4.3. On kosullama uygulanan gruba ait kiigiik bilyiltmeli resimde seminifer
epitel (<), intratibller 6dem (¢), interstisyel édem (=), limende
spermiyum az olan tubdller (¢), seminifer tabul IUmeninde

spermiyumlar (—) goruliyor (Hematoksilen-Eozin x100).
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BlyuUk buydltmeli incelemelerde gogu tibllde seminifer epitel ve Sertoli hiicreleri

normal yapilari ile gézlendi (Resim 4.4 ve 4.5),

Resim 4.4. On kosullama uygulanan gruba ait biyiik biyiltmeli resimde seminifer
epitel (<), Leydig hucreleri () ve Sertoli hlcresi (==) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x400).



Resim 4.5. On kosullama uygulanan gruba ait biylk buylltmeli resimde Sertoli

hlcresi (==) ve intratibuler ddem (¢) goruliyor (Hematoksilen-Eozin
x400).

Agir hipoksi uygulanan gruba ait kiigtik bayultmeli incelemelerde, seminifer epitelin
¢ogu tubulde buylk dejenerasyon gosterdigi ilgiyi c¢ekti. Seminifer tabullerin
sekilsel anlamda bozuldugu ve enine kesitlerde girintili ¢ikintili bir gérinim
sergiledikleri dikkati gekti. intratiibiler ve interstisyel édem son derece yodun
olarak izlendi. intratestikiiler ddemin oldugu tibillerde spermatosit diizeyinden
itibaren tum seri hdcrelerinin IlUmene bosaldigl, seminifer tubdllerin sadece
spermatogonyumlardan ibaret bir gérunim kazandidi dikkati c¢ekti. Ayrica bu
yapidaki tubullerde 6dem alaninin hiyalindz eozinofilik bir madde ile doldugu
g6zlemlendi. Bir grup tibulde ise seminifer epitelin kismen korundugu gdézlenirken,
bu tUr tibdllerde hacreler arasi baglantilarin bozuldugu ve 6demin varligi belirgin

olarak ayirt edildi, bu tabdllerin lGmenlerinde hi¢ olgun spermiyum izlenmedi. Az
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sayida tibullde ise seminifer tubdl yapisinin korundugu ve limenin spermiyum

kuyruklari ile dolu oldugu gdzlendi (Resim 4.6).

Resim 4.6. Agir hipoksi uygulanan gruba ait kiguk buyultmeli resimde seminifer
epitel (<), intratibdler 6dem (), interstisyel 6dem (=), sekilsel
bozukluk gdsteren seminifer tiibiller (*), 6dem alaninda hyalindz
madde (*) ve tum seri hucreleri [Umene bosalan tubul yapisi (>)

izleniyor (Hematoksilen-Eozin x100).

BlyUuk buayultmeli incelemelerde az dejenerasyon gosteren seminifer tubullerde
dahi tum epitel boyunca 6demin varligi izlenirken, énemli bir bulgu olarak bu
tibdlllerde bazal membranda ondulasyon dikkati ¢ekti (Resim 4.7).
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Resim 4.7. Agir hipoksi uygulanan gruba ait buylk buydltmeli resimde tim seri
hdcreleri lUmene bosalan tubul yapisi (>) ve bazal membranda

ondiilasyon (/) gériiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).

intersitisyel alanda yapilan incelemelerde Leydig hiicrelerinde belirgin

vakuolizasyon gozlendi (Resim 4.8).



Resim 4.8. Adir hipoksi uygulanan gruba ait blyuk buaylltmeli resimde

vakuolizasyon gosteren Leydig hucreleri (») izleniyor (Hematoksilen-
Eozin x400).

Agir hipoksi oncesi 6n kosullama uygulanan grupta, doku genelinde agir hipokside
gOzlenen seminifer tubul ve interstiyel alandaki yogun &6dem ve belirgin
dejenerasyon izlenmemekle birlikte ¢ogu seminifer tubulde intratibuler 6demin
belirgin oldugu dikkati c¢ekti. Bazi seminifer tibulllerde epitelin sadece
spermatogonyumlardan olustugu, diger seri hucrelerinin ise lumene bogaldigi
dikkati cekerken, limenleri olgun spermiyum kuyruklari ile dolu olan tubullerde de

spermatosit seviyesinde 6demin varligi dikkati cekti (Resim 4.9).



Resim 4.9. Agir hipoksi dncesi 6n kosullama uygulanan gruba ait kiguk buyultmeli

resimde intratibuler 6dem (¢) ve interstisyel 6dem (=) goérullyor
(Hematoksilen-Eozin x100).

Buaylk buyultmeli incelemelerde, yogun 6deme sahip ve spermatogenik epitelin
sadece spermatogonyumlardan olustugu gorulen tubullerde, lGmendeki hicre
grubunun spermatositler, spermatidler ve spermiyumlari igerdigi izlendi (Resim
4.10)



Resim 4.10. Agir hipoksi oncesi 6n kosullama uygulanan gruba ait blyuk

baydltmeli resimde intratibller 6dem (¢), spermatogonyum (q),
spermatositler (+) ve spermatidler (x) izleniyor (Hematoksilen-Eozin
x400).

interstisyel alanda ddemin doku genelinde olmadigi, ddemin oldugu alanlarda da
agir hipoksi grubuna karsin azaldigi ilgiyi ¢ekti. Agir hipoksi grubundan ayricalikh
olarak bu grupta Leydig hucrelerinde 6dem izlenmedi, yapi kontrol grubuna
esdesti (Resim 4.11).
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Resim 4.11. Agir hipoksi oncesi 6n kosullama uygulanan gruba ait buylk
bayultmeli resimde Leydig hucreleri (») goéruluyor (Hematoksilen-
Eozin x400).
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Cizelge 4.1. Kontrol (K),Onkosullama (OK),Agir Hipoksi (AH),Onkosullama+Agir

Hipoksi gruplarinin oksidan stres,sperm sayisi, hareketliligi ve

plazma  testosteron degerleri ve Johnsen skor (sira
ortalamazstandart sapma)
PARAMETRELER K OK AH OK+AH
Hayvan Agirhgi (gr) | 238,5£25,4 | 190+£11,99 | 190,5+18,7 182,5£12,5
Testis Agirhigi (gr) 1,79+,36 1,47+,24 1,36+1,18 1,41+,14
Sperm Sayisi
208+73,9 226143,6 | 205+67,4 161+78,8

(milyon/ml)
Sperm

Hareketliligi+1 41,3+13,8 37,5£10,3 | 35+13,8 47+7,7
(milyon/ml)
Sperm

Hareketliligi+2 4,3+1,6 6,313 8,0£3,2 9,813
(milyon/ml)
Sperm

Hareketliligi+3 37,5£10,3 35,316,3 37,5114 26,117
(milyon/ml)
Sperm

Hareketliligi+4 16,815 20,8£13,5 | 19,65,1 17179
(milyon/ml)

Plazma Testosteron

. 2,610,3 2,314 2,310,9 2,110,8
Diizeyleri (nmol/l)

MDA ( nmol/gr) 28,1£1,3 29,243 28114 27+1,3
GSH (umol/gr) 18,543,3 22,443,2 21,31£3,7 21142
JOHNSEN SKOR 9,67+0,52 9,5£0,55 | 4,67+0,52 5,67+0,52







61

5. TARTISMA

Agir hipoksinin oksidatif strese neden oldugu cesitli hayvan ve insan
calismalarinda gosterilmistir [96,97]. Hipoksinin testislerde ROS olusumuna neden

olarak ureme fonksiyonlarini engelledigi de bilinmektedir [98].

Testislerde ROS uretimi normal fizyolojik bir olaydir. Bununla birlikte ROS
sentezindeki artiglar testis hucrelerinde lipit peroksidasyona ve DNA hasarina yol
acmaktadir [99]. Agarwal ROS’un fizyolojik ve patolojik olarak rolinu erkek tUreme
sisteminde tanimlamis ve ROS’un asiri Uretimini, bozulmus sperm hareketliligi,

konsantrasyonu ve morfolojisi ile iligkilendirmistir [75].

Sperm mitokondrisinde olusan sizintilar ve mitokondride meydana gelen
mitokondriyel DNA hasari testislerde olusan ROS’un ana kaynagidir ve
mitokondriyal solunum zincirinden disari sizan elektronlar spermatozoada
superoksit Uretimine neden olmaktadir [100]. Ayrica sperm c¢ekirdegdindeki
kromotin yapinin oksidan hasara kargi savunmasiz oldugu da rapor edilmigtir
[101].

Hipoksi ile olusan oksidatif stresin spermatozoa fonksiyonlarini bozdugu ve
anormal spermatozoa uretimine yol agtigi bilinmektedir [77]. Hipobarik hipoksi
modeliyle olusturulan oksidatif streste de spermatogenezin olumsuz etkilendigi ve

semen spermatozoa sayisinin dustugu gosterilmistir [102].

Varikosel hipoksi sebebi olup spermatik kord etrafinda pampiniform pleksustaki
damarlarin anormal genislemesi olarak tanimlanir ve infertil ¢iftlerin % 40’inda
gorultr. Varikoselde seminal ROS dlzeyi daha yuksek bulunmustur. [103].
Nguyen ve ark da hipoksi sonrasi hastalarin %25’inde infertilite gelistigini
bildirmislerdir [104].

Yapilan bir galismada, insan spermine yuksek konsantrasyonda eklenen H,O5’ nin
ROS ve NO duzeyini arttirdigi gorulmuastur [105]. Ayrica yuksek |Okosit veya

granulosit iceren semendeki spermlerde artan ROS miktari, sperm hareketliligi ve
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sperm morfolojisinde belirgin sekilde bozulmaya, bu durum da oosit

penetrasyonunda azalmaya neden olmustur [106].

MDA seviyesi olgumleri, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak siklikla
kullaniimaktadir. [107,108,109]. Cesitli calismalar MDA dulzeylerinin testislerde
iskemi sirasinda yukselmig oldugunu gostermistir [110,111]. Birgcok yayinda MDA
seviyesindeki artigla, azalmis sperm motilitesinin iligkisi gosterilmistir [112,113].
Biz de calismamizda testis dokusunda agir hipoksinin yaratacagl olasi hasari
goOstermek Uzere lipit peroksidasyonu igin dnemli bir belirte¢ olan MDA duzeylerini
arastirdik. MDA duzeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi (p>0,05).

Zhang ve ark.nin farelerde yapmis oldugu bir calismada, 28 gun sureyle giinde 8
saat uygulanan aralikli hipoksinin (% 10 % % 0.5 ‘luk Oj'in ) MDA duzeylerini
artirdigi bulunmustur [114].

Liao ve ark [115] ile Farias ve ark.nin [116] sicanlarda yapmis olduklari
calismalarda, 32 gun sure ile hipobarik hipoksi uygulamasinin (sirasiyla 5000m

ve 4600 m) testislerde lipit peroksidasyonu arttirdigini gosterilmistir.

Literatirde hipoksinin testis dokusu Uzerindeki etkileri daha c¢ok iskemi-

reperflizyon calismalari ile gosterilmistir.

Azizollazi ve ark’nin gergeklestirdigi bir arastirmada testis iskemi-reperflizyonunda
serum MDA seviyelerinin arttigi rapor edilmistir [117]. Tanyel ve Cift¢i tek tarafli
testis torsiyonunun, karsi taraf testis kan akimini azalttigini ve karsi taraf testiste

MDA duzeylerini artirdigini ortaya koymusglardir [118].

Chu ve ark. [119] ve Gozen ve ark [120] siganlarda yapmis olduklari  iskemi
reperflUzyon hasari galismalarinda testislerde apoptotik faaliyetleri ve MDA

seviyelerini yuksek bulmuglardir.

Hipoksik onkosullamanin koruyucu etkisi de degisik calismalarda MDA duzeyleri
ile degerlendirilmigtir.
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Iskemik 6n kosullamanin iskemiye baglh doku MDA diizeylerindeki artis tzerine
olan etkisi izole kobay akcigerlerinde ve sigan testislerinde arastiriimigtir. Kobay
akcigerlerinde 90 dk’lik hipoksik 6n kosullamanin, MDA artisini engellemeye
yonelik bulunmus olmasina ragmen, sigan testislerinde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir [110]. Bir diger calismada ise testikiler dokudaki MDA

seviyesinin reperfizyon basladiktan 4 saat sonra arttigi rapor edilmigtir [121].

Her dokunun kendine 6zgu bir kritik iskemi suresi vardir. Bu surenin normotermik
kosullarda iskelet kasinda 4 saat, sinir dokusunda 8 saat, yag dokusunda 13 saat,

deride 24 saat ve kemik dokusunda 4 gun oldugu bilinmektedir [19].

Cesitli calismalarda iskeminin testis Uzerindeki olumsuz etkilerinin farkl saatlerde
ortaya ciktigr [122,123]. en belirgin etkinin U¢ saat ve sonrasinda goéruldugu
belirtilmistir [124].

Deneysel testis iskemi modelinde genel dusince hipoksik donemin 4-6 saatten
uzun sudrmesinin kalici doku hasariyla sonuglanacadidir [124]. Buna karsin
Anderson ve ark insanlardaki kalici doku hasarinin 12 saatlik iskemiden sonra

goruldugunu belirtmiglerdir [125].

Bu galismalar testis dokusunda iskemiye bagli MDA artiginin iskemi ve iskemik 6n
kosullama suresi ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Hipoksi ile yapilan
calismalar ise ¢ok daha uzun sureli galismalardir. Bizim ¢alismamizda uygulanan
hipoksi ve hipoksik onkosullama modeli, stre agisindan ¢ok daha kisa oldugu igin

MDA duzeylerinde belirgin bir degisiklik yaratmamis olabilir.

Antioksidanlar, genellikle ROS ve lipit peroksidasyon olusumunu iyilestiren,
ortadan kaldiran ve baskilayan bilesiklerdir. Testisler gelismis bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir ve bu savunma sistemlerinin arasinda da GSH dnemli
bir yer tutmaktadir [99,126]. GSH, peroksil radikallerini uzaklastiran bir
antioksidandir ve siganlarda sperm motilitesinin devamindan sorumlu oldugu

gOsterilmistir [127].
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Biz de ¢alismamizda testislerde oksidan hasara karsi savunmayi testis dokusunda

glutatyon duzeylerini 6lgerek degerlendirdik.

Cesitli calismalarda hipokside hem doku, hem de kan GSH seviyesinde azalma

oldugu, lipid peroksidasyon urunlerinin ise arttigi bildirilmektedir [128,129].

Castillo ve ark.’nin  yaptidi bir calismada, siganlar 32 gin boyunca ardigik olarak
96 saatlik normoksi ve hipoksi periyotlarina maruz birakildiginda  hipoksik
gruptaki sicanlarin testis dokularinda MDA dlzeylerinin arttigi, GSH duzeylerinin
ise azaldigi gosterilmistir [130]. Benzer bir galismada Zepeda ve ark., hipoksik
gruptaki sigan testislerinde lipit peroksidasyondaki artisi ve GSH dizeylerindeki

azalmayi gostermislerdir [131].

Unal ve ark tarafindan gerceklestirilen bir calismada sicanlarda 2 saat sureli
testis torsiyonu ardindan uygulanan 3 gunlik reperfizyonun doku GSH dizeylerini
azalttigr bildirilirken [132], Guimarae ve ark’nin gergeklestirdigi calismada ise 2
saatlik iskemi ve bunu takiben 3 saatlik reperfuzyon sonrasinda testis dokusunda

glutatyon seviyelerinin degismedigi belirlenmistir [133].

Farias ve ark.nin yaptigi aralikli hipoksi ¢alismasinda, okside glutatyonu redukte
glutatyona geviren bir enzim olan glutatyon rediktazin epididimiste testisten
daha yuksek bulundugunu ifade etmisler ve epididimisin  oksidatif streste
ROS Uretimi artigina kargi muhtemelen testisten daha gugclu bir mekanizmaya

sahip oldugunu vurgulamislardir [8].

Calismamizda GSH duzeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Bu durum MDA duzeylerinde oldugu gibi
hipoksi ve hipoksik 6n kosullamada sure bagimh degisikliklerden
kaynaklanabilecegi gibi, hipoksik sartlarda antioksidan savunmanin testislerde
epididimis kadar etkili olmamasindan da kaynaklanmis olabilir.

Hipoksinin hayvan agirhgi, testis agirligi, testosteron dizeyleri Uzerine etkileri

cesitli calismalarda gosterilmigtir.
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Cesitli yayinlarda farkl hipoksi kosullarina (bir kismi hipoksik kamara ile 530 torr
ya da 390 torr, bazilari da 4500 m Uzeri hipobarik hipoksi ile ) maruz kalan
memelilerde kilo kaybi, dehidratasyon, yag kaybi, kas kitlesinde azalma gibi
bulgular oldugu gozlenmistir [134,135]. Vucut agirligi ve organ agirhginin anabolik
ve katabolik sureclerin sonucunda gergeklestigi dusunulecek olursa, hipoksinin

genelde katabolik suregleri arttirdigi soylenebilir.

Zepeda ve ark.’nin yaptigl bir calismada, sicanlar 32 gun boyunca ardisik
olarak 96 saatlik normoksi ve hipoksi periyotlarina maruz birakildiginda hipoksik
gruptaki sicanlarin vucut agirhginda ve testikiler kitle oraninda azalma

gorulmustar [131].

Farias ve ark.’nin  yapmis oldugu c¢alismada sicanlar hipobarik hipoksiye maruz
birakilmig, 60 gun sonra testikiler agirlik azalmasi gorulmus, ayrica incelenen
sperm analizlerinde spermlerin spermatogenezi tamamlayamadigi goézlenmistir
[116].

Madrid ve ark.’nin fareler Uzerinde yaptidi bir calismada 20 gin boyunca
normobarik hipoksiye (% 8.1) maruz birakilan deney hayvanlarinda, ortalama
testis agirhklarinin hipoksinin ilk gini yukseldigi ve daha sonra sabit kaldigi,
testikiler vaskularizasyonun  ve oOdemin belirgin olarak arttigi, testosteron
duzeylerinin hipoksinin ilk gunu artis gosterdigi ancak 5. ginden sonra dusmeye
basladigr gorulmustir. Hipobarik hipoksik hayvanlarda da benzer bulgular tarif
edilmistir [136].

Calismamizda hayvan agirhgi ve testis agirligi hipoksi uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore azalmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
(p>0,05). Ayrica 6n kosullama grubunun degerlerinde de diger hipoksi gruplari ile
kargilagtinldiginda anlamh  bir fark goézlenmemistir. Bu durum  bizim
calismamizdaki hipoksi suresinin literaturdeki ¢alismalardan daha kisa olmasi ile

aclklanabilir.

Gerek hicre duzeyinde geligsebilecek hipoksi, gerekse hipoksik kosullarda
aktiviteleri artan oksidatif enzimlerin araciligi ile uretilen oksijen radikalleri birgok
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dokuda oldugu gibi testisler Uzerinde de olumsuz etkiler yaparak testosteron

uretimindeki azalmada etkin bir rol oynamaktadir.

Hipoksik olgularda bazal LH ve FSH duzeylerinin de dustugu ve hipotalamo-
hipofizer-gonadal aksin isleyisinin sekteye ugradidi bilinmektedir [137]. Buna
karsin steroidojenik prekursorlerin varliginda, hipoksinin intraseltler Ca*? artisina
neden olarak leydig hucrelerinden testosteron sekresyonunu artirdigi gosterilmistir
[138]. Testosteronun akut donemde koroner ve pulmoner sirkilasyonda
vazodilator etkiler gosterdigi, immunmodulasyonda rol aldigi ve antitrombotik
etkileri olan bazi sitokinlerin ekspresyonunu artirdigi da gosterilmistir [139]. Bu
veriler bir arada dusunuldugunde testosteron sekresyonu ve hipoksiye cevap

arasinda fonksiyonel bir iligki var gibi gézikmektedir.

Hermans ve arkadaslari hamilelik suresince si¢canlara aralikli hipoksi uygulamislar
ve dogum oncesi hipoksiye maruz kalan erkek sigcanlarin erigkinlik donemlerinde
kan testosteron duzeylerinin 6nemli Olgude azaldigini tespit etmislerdir [140].
Yardimci ve ark. sicanlarda yapmis olduklari bir galismada her 100 g vucut agirligi
basina 2 cc kan (total kan volumunun yaklagsik %30 u) alarak 10 gun iskemi
uygulamiglar ve ortalama plazma testosteron dizeyini dnemli derecede dusuk
bulmuslardir [141]. insanlarda benzer sekilde hipoksiye yol acan varikoselli
vakalarda serum testosteron duzeylerinin kontrole gore dusik oldugu

g6zlemlenmistir [142].

Calismamizda kontrol grubu siganlarda Olgllen testosteron degerleri literattr ile
uyumlu (2-3 nmol/l) olmakla birlikte hipoksi uygulamalarinin anlamli derecede
azalma yaratmamasi hipoksi suresinin literatirdeki ¢alismalara gore daha kisa

olmasindan kaynaklanabilir.

Ejakulat konsantrasyonu, sperm morfolojisi, sayisi ve motilitesi  gibi semen
parametreleri sperm dollenme potansiyelini belirlemek igin kullanilir. Ancak DNA
hasari ile ilgili bir bilgi vermemektedir [101]. Zepeda ve ark.nin yapmis oldugu
hipobarik hipoksi ¢aligmasinda ayrica sperm DNA hasari incelenmis ve hipoksik

grupta sperm DNA hasari oldugu gorulmuastar [131].
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Calismamizda sperm sayl ve motilitesinde gruplar arasinda istatistiksel bir fark
gorulmemesine (p>0,05) karsin sperm motilite analizlerinde; +3 ileri yavas
hareketli spermler OK+AH grubunda en disik, yine +2 yerinde hareketli ve +1
hareketsiz spermler OK+AH grubunda en yiiksek gorilmistiir. Yani en uzun siire
hipoksiye maruz kalan OK+AH grubunda motil spermlerde azalma, immotil
spermlerlerde ise artma gorulmagstur. Calismamizda sperm sayimi ve hareketliligi
makler kamera ile g6zle yapilmis ve WHO kriterlerine uygun olarak
degerlendirilmistir. Ancak manuel bir test olmasindan dolayl bakan kigiler ile ilgili
olarak %5 -10 arasi farklilik gdstermektedir.istatistiksel olarak farkli olmasa da

anlamliliga yakin degerler bulunmustur.

Farias ve ark.1 aralikli hipooksinin, edidimal sperm sayisinda ve hareketliliginde
onemli dususe sebep oldugunu gostermiglerdir [8]. Liao ve ark [115] da yapmis
olduklari hipobarik hipoksi modeli ile sperm sayisinda azalma goézlemlemiglerdir.
Farias ve ark. hipoksi sonrasi, 6nce spermatogenezin bozuldugunu, oksidatif stres

ile ilgili degisikliklerin daha sonra goéruldugunu ifade etmislerdir [8].

Cikutovic ve ark’nin hipobarik hipoksi modeliile siganlarda yapmis olduklari bir
¢alismada hipoksinin testis sperm Ureme parametrelerinde ve hayvanlarin Greme

aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden oldugu gosterilmigtir. [143].

Hipoksinin memeli testis histolojisindeki degisimlerini konu alan ilk calisma
1949’da Harrison ve ark tarafindan yapilmistir [122]. Harrison ve ark.ratlarda bir
saat suren testis hipoksisinde  spermatogenik bozulmanin ilk olarak seminifer
tubullerdeki Sertoli hicrelerinde oldugunu gostermiglerdir. Buna karsin 1969’da
Steinberger ve Tijioe bu degisimleri ancak iki saatlik hipoksi sonrasinda
izleyebilmiglerdir [123]. Cosentino ve ark ise degisik surelerde hipoksi sonrasi
testisleri incelediklerinde en ciddi degisimleri U¢ saat ve sonrasinda bulmuslardir
[124].

Bizim calismamizda da 3 saatlik agir hipoksi sonrasi gozlenen histolojik bulgular
agir hipoksinin testis hasarina yol agtigini gosteren yayinlarla uyumludur, soyle ki
agir hipoksinin basta 6dem ve 6édeme bagli dejeneratif degisiklikler olmak Uzere

testis morfolojisinde belirgin yapi bozukluguna neden oldugu,seminifer tubulleri
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sekil olarak bozdugu ve bu tubdllerin lGmenlerinde hemen hi¢ olgun spermiyum
izlenmedigi, leyding hucrelerinde vakuolizasyon ve sertoli hucrelerinde

dejenerasyon yarattigi gorulda.

Agir hipoksi oncesi uygulanan 6n kosullamanin ise basta Leydig hucreleri ve
seminifer tubullerde olmak Uzere dejenerasyon  bulgularini kismen de olsa

onleyebildigi izlendi.

Calismamizda spermatogenez dederlendirmesi igin Johnsen skoru kullanildi.
Bunun nedeni Johnsen skorunun seminifer tdbdllerde  gergeklesen
spermatogenezin yeterliligini ve olgun spermatozoa sayisini vermesidir. Bu
skorlamaya gore agir hipoksi ve dnkosullama+agir hipoksi grubunda kontrole ve

onkosullama gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0.05)

Yani agir hipoksi ve OK+AH de spermatogenez olumsuz etkilenmistir.Bu bulgular
hipoksiye maruz kalma suresi uzadikga spermatogenezin de bozuldugunu ve
uyguladigimiz onkosullamanin spermatogenez Uzerinde yeterince koruyucu

olamadigini gostermektedir.

Cho ve arkadaslarinin hipoksik onkosullanmis fareler Uzerinde yapmis oldugu
calismada, biyokimyasal test sonuclari ile histolojik analizler arasinda bir
korrelasyon olmadigr gorulmustar. Biyokimyasal test sonuglarinda farkllik
gorunmezken histolojik bulgularda, hipoksik dnkosullamaya maruz birakilan tim
deney gruplari kontrol gruplariyla kiyaslandiginda, énemli farkliliklar gértlmustr.
Cho ve ark. elde ettikleri bulgular; agir hipoksi 6ncesi uygulanan hipoksik

onkosullamanin testis dokusunda koruyucu bir etki yaptigini gdstermistir [144].

Bizim bulgularimizda da Cho ve ark. benzer sekilde biyokimyasal parametreler ile
histolojik bulgular arasinda bir korelasyon gorilmemistir. Yani hipoksinin neden
oldugu hucresel hasara olgulen parametrelerde bir bozulma eglik etmemistir.

Sonug olarak bu ¢alismada uygulanan hipoksik modelin testislerde neden oldugu
yapisal hasara oksidatif stres disinda bagka mekanizmalarin yol agmis olabilecegi

ve hucresel dizeydeki hasarin heniz fonksiyonlara yansimadigi distnulmastar.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda, Olcllen parametreler agisindan gruplar arasi karsilastirmalarda
istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamasinin nedeni her grupta az sayida sigan
kullanilmig olmasi olabilir. CunklU histolojik bulgular agir hipoksinin testislerde
dejeneratif degisikliklere neden oldugunu, spermatogenezi olumsuz etkiledigini,
hipoksik onkogullamanin ise agir hipoksinin yarattigi bu etkileri kismen de olsa
duzeltebildigini gostermigtir. Hucresel dlzeydeki hasarin olgllen parametrelerde
ve fonksiyonlarda gorulmemesinin diger bir nedeni de c¢alismamizda

uyguladigimiz hipoksi suresi ile ilgili olabilir.

Hipoksik o6nkosullamanin Utreme fonksiyonlari Uzerinde koruyucu etkisini
gOsterebilmek icin daha fazla sayida hayvan kullanarak ve belki de farkh

onkosullama modelleri ile gergeklestirilecek daha ileri galismalara ihtiya¢ vardir.

Calismanin Eksiklikleri: Calismamizda hipoksi ile iligkisi olan HIF tarafindan regtle
edilen ilgili gen ve proteinlerin transkripsiyonlari ¢aligilabilir. Antioksidan
savunmanin epididimiste testisten daha yuksek oldugu c¢esitli calismalarda
gosterilmistir, buradan yola c¢ikarak epididimis dokusunda da ilgili parametreler
cahsilabilir. Fertiliteyi etkileyen Testosteron, FSH ve LH parametrelerinin birbiri ile
korelasyonu gereklidir bu yizden Testosteronla birlikte FSH ve LH bakilabilir.

Spermlerde DNA hasari ve apoptozla ilgili belirtecler calisilabilir.
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