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OZET

Egzersiz Modeli Olusturulan Ratlarda Whey Proteini Kullaniminin Testis Dokusu
ve Spermatogenez Uzerine Olan Etkileri

Amag: Bu caligmanin amaci sporcular arasinda yaygin olarak kullanilan whey
proteininin testis dokusu ve serum oksidatif stres parametrelerine olan etkisinin
degerlendirilmesidir.

Meteryal ve Metot: Alt1 haftalik erkek ratlar 3 gruba randomiz edildi. Grup 1
(n=7) standart kontrol diyeti aldi. Grup 2 (n=7) whey proteini alan grup iken grup 3
(n=7) egzersize ilave olarak diizenli olarak whey proteini aldi. Toplam 8 haftanin
sonunda testikiiler dokulari alinarak spermatogenez Johnsen skor sistemi ile
degerlendirildi. Johnsen skor sisteminin >9.39 olmasit normal olarak kabul edildi.
Ayrica antioksidan diizeyleri serumda 6l¢iildii.

Bulgular: MDA seviyeleri grup 1 ve grup 2’ye kiyasla grup 3’te azaldi (p<0.05).
Testikiiler patolojik inceleme Johnsen skor sisteminin grup 1, grup 2 ve grup 3’te
sirasiyla 9.42 + 0.29, 9.16 + 0.25 ve 8.81 + 0.44 oldugunu ortaya koydu. Grup 3’te
testikiiler negatif etki grup 1’e gore oldukga yiiksekti.

Sonug¢: Bu sonuglara gére whey proteininin oksidatif stresi arttirarak Johnsen
skor sistemini diistirdiigii soylenebilir. Bu degisiklikler testikiiler fonksiyonlar1 bozabilir
ve whey proteininin erkek infertilitesi, etiyolojisinde bir faktdr oldugu spekiile
edilebilir. Bundan dolayr whey protein kontrollii olarak kullanilmalidir. Ancak bu
sonuglart dogrulamak icin gelecekte daha fazla randomize klinik ve deneysel
caligmalara gerek oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Whey proteini, oksidatif stres, rat, testis, semen.



ABSTRACT
The Effect Of Whey Protein Usage On Testicular Tissue And
Spermatogenesis in Exercise Induced Rat Model

Aim: The aim of this study was to evaluate the effects of whey protein which is
commonly used agent among sportmens on semen parameters and serum antioxidant
enzyme levels.

Material And Methods: Six-week-old male rats were randomized into three
groups are as follows: group 1 (n=7) received a standard control diet, group 2 (n=7)
receive whey protein group and group 3 (n=7) received whey protein plus exercise. At
the completion of a 8-week period, testicular tissues were obtained and
spermatogenesis was evaluated with Johnsen Score System. The normal Johnsen Score
was accepted as >9.39. In addition, antioxidant enzyme levels, were measured in
serum.

Results: MDA levels were decreased in group 3 compared to group 1 and group
2 (p<0.05). Testicular pathologic evaluation revealed that Johnsen Score System were
9.42 +£0.29,9.16 + 0.25 and 8.81 = 0.44 in group 1, group 2 and group 3, respectively
(P=0.003). In group 3 testicular negative effect was quitely higher compared to group
1.

Conclusion: As a result it may be concluded that whey protein may induce
oxidative stress and decrease Johnsen score system. These changes may alter testicular
functions and consequently it may be speculated that whey protein can be important
causative factor in the etiology of the male infertility. For this reason whey protein
should be used as controlled. However to confirm of these findings more controlled,
randomized clinical studies are required in future.

Key Words: Whey protein, oxidative stres, rat, testis, semen
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1. GIRIS

Spor, bireylerin fiziksel, zihinsel, duygusal ve sosyal yonden gelisimlerini
saglayan, bilgi, beceri ve liderlik yeteneklerini gelistiren bir aractir.! Spor, oyun yonii ile
one ¢ikan bir etkinlikler grubu, bu anlamda ‘kurallara baglanmis ve gelistirilmis bir
oyun” olmasina ragmen, giinlimiizde yarigsma yoniiyle 6ne ¢ikan etkinlikler grubu olarak
kabul edilmektedir. Sporun yarigma tiiriinden miicadelelere dayandigi, ortaya ¢ikisinda
bu tiir miicadelelerin yer aldigi dogrudur. Insanlarin tarih boyunca yarigsma tiiriinden
miicadelelere girmekten ya da izlemekten, hatta taraftar olmaktan biiyiik cosku ve haz
duyduklari bilinen bir gercektir. 23

Spor; ferdi ya da kollektif oyunlar seklinde gerceklestirilen ve genellikle bir
yarigmaya sonuglanan, kesin kurallara goére uygulanan ve herhangi bir yarar
beklenmeden yapilan beden hareketlerinin biitiinii olup, c¢agimizin en Onemli
aktivitelerinden birisidir. Spor; eglenmek, oyalanmak ve bedeni zinde tutmak, basarili
olmak sampiyonluk elde etmek i¢in yapildigi kadar, ‘is ve meslek olarak’ da
yapilmaktadir. Diger taraftan spor, kitleleri arkasindan siirlikleyen, cesitli rekabet
unsurlarini iginde barindiran gok y6nlii bir faaliyet olarak tarif edilmektedir.

Whey Protein; peynirin mayalanmasi sirasinda olusan peynir alti  suyu
kullanilarak  imal edilen bir proteindir. Baslica beta-laktoglobulin (~%65), alfa-
laktalbumin (~%25) ve albumin (~%38) igerir. Sporcularin birgogu ve viicut gelistiriciler
kas giiciinii ve biiylime oranlarini artirmak i¢inprotein takviyeleri kullanmaktadir. Whey
proteini yiiksek kalori degeri ve kas kiitlesini artirma 6zellikleri ile protein takviyeleri
arasinda ¢ok sik tercih edilmektedir. Whey proteini; inek siitii proteini, laktoglobiilin,
laktaloumin, serum albiimin ve immiinoglobiilinler ihtiva etmektedir. Karacigerdeki
glikojen depolar1 yogun egzersizden sonra tiikendigi bilinmektedir. Whey proteinleri;

yapisinda yiiksek konsantrasyonlarda amino asit zincirleri ile protein sentezinde dnemli


http://tr.wikipedia.org/wiki/Peynir
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mayalanma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laktoglobulin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laktoglobulin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laktoglobulin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Albumin

rol oynamakla birlikte egzsersiz sirasinda karbonhidrat metabolizmasina enerji
gereksinimi yoniinden katki saglamaktadir. Bunlara ek olarak whey proteinleri; genel
olarak bagisiklik sisteminin dayanikliligi, antibakteriyel koruma, in vitro antioksidan
mekanizmalar ve mide-bagirsakda bulunan dokulara karsi olan hasar1 6nlemede énemli
bir rol oynadig1 kabul edilmektedir

Whey protein yaygin olarak kullanan topluluklarda yapilan arastirilamar da;
whey protein tiiketimi fazla olan sporcularda proteinlerin par¢alanmasi ile olusan iirik
asit gibi artik maddelerin atimi bobrekler tarafindan gergeklestirildiginden, fazla protein
alim1 sporcularda su kaybina, asidoza ve elektrolit bozukluguna yol agmaktadir. Yine
kalsiyum atilimini  hizlandirarak spor sakatlanma oranlarini  artirdigi  agik¢a
goriilmiistiir.”

Kati igerilikli protein tiriinler; body building yapan insanlarin birgogunun hekim
kontrolii olmadan yaygin olarak kullandigi bir tirindiir. Kisa zaman zarfinda yiiksek doz
protein alimiyla viicut dlgiilerini atirmaya calisan sporcularda ani kardiyak arreste kadar
varabilen hayati saglik problemleri teskil ettigi bilinmektedir. Whey proteinininin basta
kas iskelet sistemi olmak {iizere gesitli viicut parametreleri {izerine olan etkilerinin
calisildigi buna karsin erkek tireme istemi tizerine olan etkileri ile iliskili olarak bizim
bilgilerimize gore Ingilizce yazilan litertaiirde bir calisma olmadig: anlasilmaktadir.

Bu calismamizda whey proteni alan aktif spor yapan ratlarda whey proteinin

testis dokusu ve spermatogenez iizerindeki etkisini ortaya koymayi hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis

2.1.1. Anatomi

Erkek ve kadinda iiremede esas olan yapilar overler ve testisler olarak
bilinmektedir. Puberte doneminden itibaren gelisimini siirdiiren testisler ortalama
4x3.5x3 cm boyutlarinda ovoid sekilli yapilardir. Her birinin hacmi yaklasik 30 ml
kadardir. Anatomik olarak testisin anterolateral 2/3 boliimii serbest iken, posterolateral
yiizii epididim, bag dokusu ve damarlarla oOrtiiliidiir. “Mediastinum testis” olarak
isimlendirilen  kranio-posterior kismindan, seminal tasiyicilar ¢ikar. Testiste
fonksiyonlarin ve sperm yapiminin gerc¢eklestigi dokular, tunika albuginea adi verilen
kompakt bag dokusu ile gevrelenmistir. Bu tabaka; fibroblastlar ve kollajen denilen
yapilardan meydana gelen koruyucu bir tabakadir. Tunika albuginea’nin altinda
nispeten daha gevsek bag dokusu yapisinda, tunika vaskulosa adi verilen damarsal bir
tabaka yer ahr.® Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlagarak mediastinum testisi
olusturur. Burada tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklagik
200-400 adet, piramit benzeri lobiillere ayirir. Herbir lobiiliin igindebir ile dort arasinda
degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller ise rete testis olarak
isimlendirilen kanal agina acilirlar. Tunika albuginea’nin iizerinde peritonun uzantisi
olan tunika vajinalis yer almaktadir. Tunika vaginalis iki yapraklidir. Anteriorda, testise
yakin olan ve epididimi ¢evreleyen kismina viseral tabaka, daha dista yer alan kismina
ise paryetal tabaka ad1 verilir. Bunlarin da disinda sirasiyla, “fascia spermatica interna”,
“musculus cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer alir.”
Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testikiiler arter,
“plexus pampiniformis”, “plexus deferentialis”, “processus vaginalis peritonei”,

99 ¢¢

“musculus cremaster”,“arteria cremasterica”’, “vena cremasterica”’, lenf damarlari,



ilioinguinal sinir ve genitofemoral sinirin genital dallarindan olusur. Tiim bu olusumlar
birbirine gevsek bir bag dokusuyla baglanmis ve distan kas lifleri ile “fascia spermatica
externa”, ‘“fascia cremasterica”, “fascia spermatica interna”adi verilen zarlarla
sarilmistir.” Testisin ana damari aortanin 6n yiiziinden ve bobrek arterinin yaklasik iki-
tic cm altindangikan testikiiler arterdir. Bu damar i¢ kasik halkasina kadar
retroperitoneumda ilerleyip spermatikkord yapilar1 arasina katilir. Tek veya dallara
ayrilan testikiiler arter, testis arka yiiziine ulasarak oblik bicimde tunikaalbugineay1
gecer. Sonra ana dallar boliinerek ilerler ve seminifertiibiiller arasinda yer alan
interlobiiler arteriolleri olusturur. Ana damar testikiiler arter olmasina karsin,
kremasterik, vazal ve epididimal arterlerle testikiiler arter arasinda birgok anastomoz
goriilebilmektedir. Testisin vendz drenaji kapiler ile baglar ve testis disinda “plexus
pampiniformis” olarak adlandirilan agi meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi
seviyesinde bu venler birleserek testikiiler veni olustururlar. Testisin innervasyonu asil
olarak sempatik postganglionik ve viseral afferent sinirlerle olmaktadir. Sinirler genelde
damarlari takip ederek testise ulagirlar. Tunika albuginea diginda dallaraayrilan sinirler
interstisyuma kan damarlar ile birlikte ulasirlar. Testis lenfatikleri, seminifertiibiiller
etrafinda goriilmeyen lenfatik kapilerlerle interlobiilerseptadan baglar. Daha sonra
spermatik kordu takip ederek paraaortik, interaortokavalve perikaval lenf diigiimlerine

a<;111rlar.6’7

Deri

Fascia spermatica externa ™

Fascia cremasterica

Fascia spermatica interna

Tunica vaginalis testis'i
parietal yapragi

Sekil 2.1. Testisin anatomik tabakalari !



2.1.2. Testisin Embriyolojisi

Genital sistemi olusturan yapilar koken olarak gonadlar, genital bosaltim
kanallar1 ve dis genital organlar seklinde ayrilmakta ve genetik cinsiyete bagl olarak
cevrelerindeki yapilarla etkilesimli bir gelisme siireci izlemektedirler. Bireyin cinsiyeti
fertilizasyon sirasinda yumurtadaki X kromozomuna bir Y ya da yeni bir X
kromozomunun eklenmesiyle belirlenirkenfenotipik o6zellikler ancak 6. haftanin
sonunda birbirinden ayrilmaya baslar. Erkeklerde genital sistemin gelisimi bazi
noktalarda iriner sistem yapilariyla ortaklik gdsteren bir siire¢ seklinde izlenir. S6z
konusu siireg ilkel iiriner sistem yapilariyla daha yakin bir iligski gosterir ve 3. aya dek
giderek birbirinden ayrilan yapilar olarak farklilagsma sergiler. Sekonder oositi délleyen
sperm tiiriine bagli olarak embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti fertilizasyonda
belirlenir.?

Primordiyal gonadin mezenkimal kismi insan embriyosunun 10-12. Dorsal
segmentleri arasindan  gelismekte iken bununla birlikte gelisimin {iglincii
haftasindakiprimordiyalgerm hiicreleri ise allantoisinin baslangi¢ yerine yakin bir yerde
yolk kesesiduvarinda ve endoderm hiicreleri arasinda ortaya cikarlar.’ Bu primordiyal
(ilkel) germ hiicreleri besinci haftanin  basinda amibik hareketlerle son
barsaginmezenterinindorsali boyunca ilerleyip primitif gonadlaraulasir ve altinci haftada
tamamen genital kivrimlara yerleserek heniiz farklilasmamis olan fotal gonad, gebeligin
bu haftasinda ortaya ¢ikmis olur. 24 farklilasmamis gonadlar olarak adlandirilan her iki
cinsin gonadlar1 gebeliginyedinci haftasina kadar benzerdir. ™ Gebeligin yedinci
haftasinda ise gonadlarin erkek ya da disilige farklilasmalar1 XX, XY kromozom
kompleksine bagli olarak belli olur.? Gebeligin yedinci haftasiinbasinda genetik olarak
XY olan embriyoda primitif germ kordonlar1 Y kromozomu tizerindeki testis belirleyici

faktor etkisiyle hizla cogalir.” Gonadin medulla bolgesini dolduran bu kordonlar testis



veya meduller kordonlari olustururlar. Bu kordonlar gonadinhilusunda ince ve daha
kiiciik kordonlara parcalanip ag sekline doniiserek “rete testis”i olustururlar.9 Gelisim
ilerledikce testis kordonlar1 ylizey epiteliyle olan iliskilerini testisin iizerinde yer alan
fibroz yapidaki tunikaalbuginea sayesinde kaybederler.® Kordonlar puberteye kadar
kapalidirlar. Iste bu donemde liimen olusarak seminifertiibiiller  belirir.
Seminifertiibiillerrete testis limenine baglandiktan sonra duktuliefferentes ile devam
ederek Wolf kanalina dékiiliip duktus deferensi olustururlar.™* 8-18. haftalar arasinda
interstisyel dokudaki mezenkimal hiicrelerin hizli degisimi sonucunda ortaya ¢ikan ve
testisin % 50’sini olusturan Leydig hiicreleri gebeligin ortasina gelindiginde ve doguma
yaklasildiginda sayilar1 azalir. Baglangicta lomber bdlgede bulunan testisler, tiglincii
fotal aydan itibaren skrotuma dogru inise baslarlar.

Yapilan hipotezlere gore testisin inisinin iki evresi vardir: ilki transabdominal
evredir. Bu evre androjenden bagimsiz olan ve inisin antimiilleryan hormon etkisiyle
oldugu evredir. Testis bu evrede karin arka duvari boyunca inise gecer; gebeligin 17.
haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin 28. haftasina kadar burada kalir.
Ikincisi inguinoskrotal evredir. Testis bu evrede inguinal kanal yoluyla karin 6n
duvarin1 gegerek skrotuma iner. Testis gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal
kanaligecmis ve dogumdan hemen once de gelisimini tamamlamis halde skrotumdaki
yerini alir.*?

Testis inisine sadece testosteron degil dogum agirligi, kalsitonin iliskili peptid
denilen madde ve gubernakulum testis denilen yapininda etki ettigi bilinmektedir.

2.1.3. Testisin Histolojisi Fizyolojisi ve Fonksiyonlar:

2.1.3.1 Histoloji

Erkek tireme sistemi, testisler genital kanallar, yardimci bezler ve penisten

olusmustur. Testisler sperm iiretimi olarak bilinen spermatogenezis ve steroid yapidaki



hormonlarin iiretilmesi fonksiyonlarina sahiptirler.13 Herbir testis distan tunika vaginalis
ile sarilidir. Testislerin arka yiiziinde tunika vaginalis yoktur. Kan damarlari, sinirler ve
lenfatik damarlar testise bu bolgeden girer ve yine organi bu bolgeden terk ederler.
Spermler, testis dokusu i¢inde seminifer tiibiil (tiiblilus seminiferus kontortus) olarak
adlandirilan tiibiiler yapilarda gelismelerini siirdiiriirler.”® Testis yapisal ve fonksiyonel
olarak iki ayr1 kompartmandan olusmaktadir. Seminifer tiibiill kompartmani, Sertoli
hiicreleri ile germ hiicrelerinden olusur ve testis voliimiiniin %80-90’nin1 olusturur.
Interstisyel kompartman ise esas seks steroid hormonu olan testosteronu sentezleyen
Leydig hiicreleri, peritiibiiler myoid hiicreler, kan damarlari, mast hiicreleri, lenfatikler
fibroblastlar, ndrovaskiiler hiicreler ve makrofajlardan olusur.

Seminifer Tiibiiller: Her bir seminifer tiibiil yaklagik 150-250 pm ¢apinda ve
30 — 70 cm uzunluktadir, karmasik yapida ¢ok katli bir epitel ile doselidir. Bir testisteki
tibiillerin toplam uzunlugu 250 m civarindadir. Kivrimli tiibiiller bir sebeke
olustururlar. Bu sebekedeki her tiibiil baslangicta kor ugludur ve dallara ayrilir. Her bir
tiibiil sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibiiller ya da tiibiili rekti adiyla bilinen kisa
segmentler halinde siirer. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen,
epitelyum ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.

Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete, 10 — 20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglanmistir. Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi,

belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur.
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Sekil 2.2. Normal insan testisinde histolojik yapilar.* Seminifer tiibiiliis (Siyah ok).
Interstisyel alan (Kesikli siyah ok).

Seminifer tiibiilii saran fibroz tunika propria birkag fibroblast katmanindan
olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en icteki katman, diiz kas 6zellikleri
gosteren yassilasmis miyoid hiicrelerde igermektedir.'* Epitelyum Sertoli ya da destek
hiicreleri ile spermatogenik seriyi olusturan iki tip hiicreden meydana gelmektedir.
Spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini dolduracak 4— 8
tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler birkag boliinmeden sonra farklilasir ve
spermleri olustururlar. Bunlar erkek germ hiicrelerinin siirekli farklilagma siirecindeki
cesitli evrelerde bulunabilirler. Baslangigtan bitise kadar spermatogenez olarak
adlandirilan bu fenemon ii¢ faza ayrilabilmektedir.**

Spermatositogenez; Spermatositogenez (Yunanca. Sperma; tohum + kytos; hiicre

+genesis; tretim) olarak adlandirilan evrede, spermatogonyumlarin béliinmeleri

sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelmektedir.



Mayoz; Spermatositlerin ardi ardina iki boliinme gegirerek kromozom sayilarinin
ve DNA miktarmin esit olarak her hiicrede yariya diisiirtilmesi sonucu gerceklesen ve
spermatidlerin olustugu evre mayoz adin1 almaktadir.

Spermiyogenez; Spermiyogenez ise spermatidlerin 6zenli bir hiicre farklilasmasi

stireci gegirerek spermleri olusturdugu sathadir.™®

Spermatogenez: Spermatogenez, germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerini
barindiran testiste seminifer tiibiiller igerisinde gergeklesir. Somatik Sertoli hiicreleri,
hayat boyu sperm iiretimi ig¢in gerekli mikrogevreyi olustururlar. Sertoli hiicrelerine
destek hiicreleri ya da hemsire hiicreleri de denilmektedir. Seminifer tiibiiller arasindaki
intersitisyel doku; kan damarlari, lenf damarlari, makrofajlar ile bliylime faktorleri ve
testosteron lreten Leydig hiicrelerini igerir (Sekil 2). Peritiibiiler miyoid hiicreler
seminifer tiibiilleri ¢cevrelerler, yapisal destek saglarlar, bliylime faktorleri kaynagidirlar
ve seminifer tiibiil liimeninde s1vi ve sperm hareketinin kolaylastirirlar. Spermatogenez,
spermatogonyal kok hiicre (SKH) havuzundaki germ hiicrelerinin farklilasma
stireclerine girerek sperm tiretimini sagladigi karmasik bir gelisimsel siiregtir.'®

Spermatogenez, bazal laminanin hemen iistiine yerlesmis bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baslar. Bu, yaklasik 12 pm ¢apinda, nispeten kiigiik bir hiicredir ve
cekirdegi soluk boyanan kromatin igerir. Seksuel olgunlasmada bu hiicreler bir seri
mitoz gegirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilir.13 Spermatogonyal kok hiicre
gelisiminde Oncii rol oynayan hiicreler sirastyla PGH ve gonositlerdir. Fetal donemde
vitelliis kesesi duvarindan gonadlara gé¢ eden PGH’leri gonositlere farklanirlar ve
neonatal ddnemde ise gonositlerden tip A spermatogonyumlar meydana gelir. Ugiincii
donem spermatogenik dongiiniin basladig1 siirectir ve ¢ok i1yi diizenlenmis olaylar

zincirini kapsar. Bu dénem; mitoz ve mayoz boliinmeler ile spermiyogenez denilen bir



farklanma siirecini igerir ve SKH havuzundan farklanan spermatogonyumlardan son
iirlin olarak spermatozoa iiretilir.

Spermatogonyumlarin ¢ogu Ais (Aisolated) spermatogonyum olarak adlandirilan
koken hiicrelerdir. Bunun yaninda diger Tip A spermatogonyumlar; cogalan (A
paired=Apr ve Aaligned=Aal) ve farklilasan [A1l, A2, A3, A4 ara (Intermediet=In) ve
Tip B (B)] spermatogonyumlardir. Spermatogonyal kok hiicrelerin, seminifer tiibiillerin
bazal membraninda yer alan tip A spermatogonyumlar, kendilerini yenileyebilmeleri ve
farklanmalari normal spermatogenez i¢in anahtar rol oynar. Aal, Kendilerini
yenileyebilen hiicreler olarak diisiiniiliirler. Apr ve Aal spermatogonyumlar, hiicreler
aras1 kopriiler olarak bilinen sitoplazmik baglantilarla diger spermatogonyumlarla iligki
halindedirler. Hiicreler aras1 kopriiler, diger tip spermatogenik hiicrelerin ve
spermatogonyum hiicre gruplarinin senkronize bir sekilde ilerlemesini saglarlar.
Spermatogonyum béliinme zinciri; “AisoAproAalo Aalo Aal, AloA20A30A40InoB”
seklindedir. Her boliinme ile hiicre sayist iki katina cikar, bununla birlikte en olgun Aal,
A1 hiicresini sekillendirirken boliinme olmaz. Aralarinda kiiclik morfolojik farkliliklar
vardir. Cogalan hiicreler bundan sonra farklilasan spermatogonyumlar olarak
isimlendirilirler. Tip Ais, Apr, Aal spermatogonyumlar tum seminifer tiibiillerde
goriiliirler. A1’den A2’ye boliinme baslamasi ve ardindan gelen boliinmeler, seminifer
tiibiillerde birbirleriyle baglantili belli sathalarin olusmasina neden olmaktadir. Tip A,
Ara tip ve Tip B spermatogonyumlar yapisal olarak birbirlerinden farklidirlar.
Farkliliklar genel olarak cekirdekteki kromatin miktarina gore belirlenir. Tip A’da,
kromatin genelde az miktarda iken, Ara Tip’de orta derecede, Tip B’de ise ¢ok miktarda
bulunmaktadir. Spermatogonyumlar seminifer tiibiiliin bazalinde yer alirlar. Farklilagsma
fazinin  sonunda en olgun spermatogonyumlar gen¢ primer spermatositleri

sekillendirirler ve Tip B spermatogonyumlarin preleptoten spermatositleri
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olusturmalariyla hiicre siklusunun S fazina girilir. Bu yeni hiicrelerin olusumu ile mayoz
bélinme baslar ve spermatositogenezis evresine girilir.’®> Tip B spermatogonyumlar
primer spermatositlere farklilasan onciil hiicrelerdir. Olusmalarindan hemen sonra bu
hiicreler birinci mayotik boliinmenin profazina girerler. Bu sirada primer spermatositin
46 (44+XY) kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4 N’dir. [N haploid kromozom sayisini
(bu insanlarda 23 adettir) ya da bu kromozomlardaki DNA miktarini belirtmektedir]. Bu
profazda, hiicreler dort faz leptoten, zigoten, pakiten ve diploten gegirerek diakinez
sathasina ulagirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir. Genlerdeki “crossing over” mayozun
bu safhalarinda olusur. Daha sonra hiicre metafaza girer ve metafaz1 takip eden
anafazda kromozomlar her bir kutba dogru giderler. Bu boliinmede profazin yaklasik 22
giin dolayinda bir siire almasi nedeniyle incelenen hiicrelerin biiyiik cogunlugu bu fazda
goriillirler. Spermatogenik seride en biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir, bunlar
cekirdeklerinde kangal yapma siirecinin degisik evrelerinde kromozomlarin bulunmasi
ile taninirlar.*®

Birinci mayotik bdliinmeden sonra sekonder spermatositler denilen ve yalnizca
23 kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kiigiik hiicreler olusur. Bu sayica azalma
(46°dan 23’e) her hiicredeki DNA miktarinin eksilmesi (4 N’den 2 N’e) ile birlikte olur.
Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur, ciinkii bunlar
interfazda kisa siire kalan ve c¢abucak ikinci mayotik boéliinmeye giren hiicrelerdir.
Sekonder spermatositlerin boliinmesi spermatidlerin olusmasina yol agar; bunlar 23
kromozom igerir. Birinci ve ikinci mayotik boliinmeler arasinda spermatositlerde S fazi
(DNA sentezi) goriilmedigi i¢in ikinci bdliinmeden sonra her bir hiicredeki DNA
miktar1 yartya iner ve haploid (1 N) hiicreler meydana gelir. Bdylece, mayotik siirecin

sonunda haploid sayida kromozomlara sahip hiicreler olusur. Fertilizasyonla bunlar
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normal diploid sayiya donerler. Hiicre boéliinmesindeki indirgeyici islev sebebiyle
mayotik siire¢ kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit, belirli bir miktarda kalmasini saglar.

Spermatidlerin sekil degistirerek olgun erkek cins hiicreleri spermiyumlara
donlismesi olaymma spermiyogenezis denir. Spermatidler sekonder spermatositlerin
boliinmesi ile olusan hiicrelerdir. Bunlar, 7 — 8 um capta olup, diger hiicrelerden kiiclik
boyutlar1 igeren yogunlasmis kromatin bolgeleri tasiyan nukleuslart ve seminifer
tiibiillerde limen yakininda (jukstaluminal) yerlesimleri ile taninirlar. Spermatidler
spermiyogenez denen karmagsik bir farklilasma siireci gecirirler. Bu siiregte, akrozom
(Yun. akron, ekstremite + soma, govde) olusur, ¢ekirdek yogunlasir ve uzar, flagellum
gelisir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonugta seminifer tiibiiliin liimenine salinan
olgun sperm meydana gelir.'®

2.1.3.2. Fizyoloji

Yillardan beri testis fonksiyonunun hormonal kontroliiniin  basitce
spermatogenez i¢in Sertoli hiicrelerinin FolikiilStimiile Edici Hormon (FSH) ile uyarimi
ve testosteronsekresyonu i¢in de Leydig hiicrelerinin LH ile uyarimindan ibaret oldugu
diistiniilmiistiir. Nitekim Leydig hiicreleri igin bu basitlestirilmis model halen kabul
edilebilir iken, FSH aktivasyonunda azalma ile sonuglanan mutasyonlardaki genetik
bilgiler, spermatogenez i¢in FSH’nin mutlak gerekli olmadigi hipotezini ortaya
cikarmistir. Defektli FSH reseptorii olan bazi erkeklerde oldugu gibi, ejakiilattaki sperm
sayis1 azalmis olmasina ragmen, FSH ve FSH reseptor genlerinde knockout mutasyon
olan erkek farelerde yapilan ¢aligsmalar, bunlarin beklenenden daha fertil olduklarinm
ortaya koymustur”. Testis fonksiyonunu diizenleyen temel hipofiz hormonlar1 LH ve
FSH’dir. Her iki hormon, her biri farkli bir gen tarafindan kodlanan a ve 3 ad1 verilen 2
polipeptid zincir altbiriminden meydana gelen glikoproteinlerdir. Her hormonun a alt

birimi 6zdes olup tiim diger hipofiz hormonlarina benzerlik gosterir. Biyolojik ve
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immunolojik aktiviteyi 6zgilin Balt birimi saglar. Hormonal aktivite i¢in her iki alt birim
de gereklidir. Liiteinize edicihormon 24 saat i¢inde 8 ile 16 kez salgilanirken, amplitiidii
ise 1 ile 3 kat arasinda degisir. Bu ritmik salinimlar genellikle GonadotropinReleasing
Hormon (GnRH) salgilanmasiniyansitir. Hem androjenler, hem de Ostrojenler LH
salgilanmasini negatif geri bildirimlediizenlerler. Folikiilstimiile edici hormon yaklagik
her 1,5 saatte bir salinir ve amplitiidii % 825 oraninda degisir. Gonadotropin salgilatan
hormona karst olusan FSH yanitin1 6lgmek, LH yanitin1 6lgmekten daha zordur.
Folikiilstimiile edici hormon yanitinin amplitiidii daha kiiclik ve serum yar1 émrii daha
uzundur'®. Yakin zamanda kesfedilen gonadal proteinler olan inhibin ve aktivin FSH
salgilanmasi iizerine 6nemli etkiler gosterebilirler. Bu proteinlerin FSH’nin nispeten
GnRH’den  bagimsiz  salgilanmasindan  sorumlu  olduklart  diistintilmektedir.
Folikiilstimiile edici hormon ve LH, bilinen tek etkilerini gonadlar iizerinde gosterirler.
Hiicre ici siklik adenozin monofosfati arttiran adenilatsiklazi aktive ederler. Testiste LH,
Leydig hiicrelerinde  kolesteroliin  mitokondride pregnenolon  vetestosterona
dontisimiinti indiikleyerek steroidogenezisi uyarir. Folikiilstimiile edici hormon ise
Sertoli hiicrelerine ve testis i¢indeki spermatogonyumlarin membranlarina baglanir.
Gelisim sirasinda seminifertiibiil biiyiimesinin major uyarant FSH’dir. Pubertede
spermatogenezin baslamast i¢in FSH sarttir. Erigskinde kantitatif olarak normal
diizeylerdeki FSH esas olarak spermatogenezisi uyarir.

2.1.3.3. Fonksiyonu

Normal erkek virilitesi wve fertilitesi, testisin ekzokrin ve endokrin
fonksiyonlarinin uyum igerisinde ¢alismasi ile diizenlenir. Her iki birim de hipotalamus-
hipofiz-gonadekseninin direkt kontrolii altindadir. Esas olarak Leydig hiicrelerinin
olusturdugu interstisiyel kompartmansteroidogenezden sorumludur. Seminifer tiibiiller

ekzokrin fonksiyon olarak spermatozoa iiretir."® Endokrin Testis: Testisler, prostat ve
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yardimec1 seks doku biiyiimesini destekleyen major serumandrojenini {iretirler.
Erkeklerde dolasimdaki major serum androjeni, hemen hemen tamamen testikiiler
orjinli olan testosterondur (% 95). Normal fizyolojik kosullar altindatestislerdeki Leydig

20 Leydig hiicreleri, asetat ve

hiicreleri, testikiilerandrojenin major kaynagidir.
kolesterolden testosteron sentez etmek i¢in esasen LH olmak iizere gonodotropinler
tarafindan stimiile edilirler. Erkeklerde normal testosteron iiretimi yaklasik giinliik 5
gramdir ve salgilanmasi diizensiz ve belli araliklarla ritmik olarak gergeklesir. Normal
erkeklerde testosteronun % 0.5-3’1i serbest, diger bir deyimle baglanmamis haldedir.
Kalanin yaklagik % 30’u kanda seks hormonu baglayici globuline,% 67’si ise albumin
ve diger serum proteinlerine bagli haldedir.”* Testosteron hipotalamus-hipofiz-gonad
ekseni lizerinden negatif geri bildirimle kendi iiretiminin baslica diizenleyicisidir.
Testosteronun spermatikven konsantrasyonu 40-50 pgr/dlI’dir ve bu testosteron igin
yaklagik 600 ng/dl olan periferal venéz serumda tespit edilen seviyeden75 kez daha
konsantredir.”? Androstenodiol, androstenodion (3 pgr/dl),dehidroepiandrosteron (7
pgr/dl) ve dihidrotestosteron (DHT)’u (0.4 pgr/dl) igeren digerandrojenler de
spermatikven araciligi ile testisleri terk ederler. Bundan dolayr spermatikvende bu
androjenlerin konsantrasyonu testosterondan ¢ok daha azdir. Spermatikvendekitiim
androjenlerin orani total testosteronun % 15’inden daha azdir.”® Ekzokrin Testis:
Testisin bir diger hayati fonksiyonu da spermatogonial gelisimdir. Testisin prenatal
gelisimi, primordialgerm hiicrelerinin gonadal kabartiya go¢li ve bu Onciilerin
primitiftestikiiler kordu olusturmak i¢in Sertoli hiicreleri ile birlikteligini
kapsamaktadlr.24 Farklilasmamis gonadin primitif germ hiicreleri, seminiferkordlarin da
sekillenmesiyle gonositler olarak adlandirilirlar. Bu esnada, gonositler seminiferkord
icinde santral pozisyonda lokalizedir. Gonositler, tiibiillerin periferine gog ettikten sonra

spermatogonyum olarak adlandirlirlar.”® Gebeligin 8 ile 22. haftalarinda tiibiil basina
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diisen germ hiicre sayisinda artis meydana gelir. Dogumdan sonraki 4. aya kadar Sertoli
hiicresi igin germ hiicre sayisinda hafif bir diisme olur. ImmatiirSertoli hiicrelerinin
proliferatif aktivitesi germ hiicrelerindeki bu rolatif azalmaya neden olur.?® Primitif
germ hiicreleri, yani gonositler iki farkli hiicre popiilasyonundan meydana gelmislerdir.
Bir kismi az miktarda mitokondri ama bol miktarda mikroflament icerir. Yuvarlak
cekirdekleri ve biiyiik ¢ekirdekgikleri vardir. Bu hiicreler tiim gestasyon boyunca
goriilebilirler. Ikinci grup gonositler ise sitoplazmalarinda bol glikojen ve bol
mitokondri bulundururlar. Bunlar ise gestasyonun 10. haftasinda kaybolurlar. Gonositler
mitoz ile ¢ogalarak spermatogonyumlari meydana getiriler. Spermatogonyumlarin
dogumdan sonra 3. ayda meydana geldikleri gosterilmistir. Bunun yan1 sira gonositlerin
de 4 yasina kadar testis icinde bulunabilir olduklar bilinmektedir.?” Gonositlerden énce
koyu sitoplazmali spermatogonyumAd’ler olusur. Bunlar mitozla ¢ogalarak bir yandan
yeni stem hiicrelerini yaparken, diger yandan da daha acik sitoplazmali
spermatogonyumAp’leri olusturur. SpermatogonyumAp’ler pubertede FSH ve LH’nin
etkileriyle spermatogonyum B’ye doniisiirler. Puberte Oncesinde seminifertiibiillerin
liimenleri heniiz olusmamustir. Immatiir Sertoli hiicreleri ile bunlarin arasinda yerlesmis
spermatogonyumlar bulunur. Sertoli hiicreleri arasinda heniiz 6zel baglanti kompleksleri
gelismemistir. Puberte ile birlikte gonadotropik hormonlarin uyarilart baslaymca germ
hiicreleri bazale dogru yer degistirirler ve olgun spermatogonyumlar1 yapmaya baglarlar.
Sertoli hiicrelerinde ise niikleus bazale kayar ve hiicreler arasi baglanti kompleksleri
gelisir.27 Spermatogonyum B’ler mitoz ile ¢cogalarak preleptotenspermatositleri verirler.
Bu hiicreler seminifertiibiillerin bazal kompartmaninda ve bazal membrana yakin
yelesmis olup es zamanda Deoksiriboniikleik Asit (DNA) duplikasyonu yaparlar. Sertoli
hiicreleri arasindan liimene dogru ilerlerler. Bu ilerleyisler kan testis bariyerine uygun

sekilde olur. Spermatositler bu sirada leptoten ve arkasindan zigoten donemine girerler.
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Ayni zamanda eslesmis genetik materyalde genetik sinapslar meydana gelir. Pakiten
doneminde genetik materyal degisimi devam eder ve arkasindan hiicre uzun bir diploten
safhasina girer. Eslesmis kromozomlar ayrilir ve kromozomlar arasinda kopriiler olusur.
Kromozomlarin metafaz plaginda toplanmalarinin ardindan 1. metafaz ve sirayla anofaz
ve telofaz safhalar1 gelisir. Neticede sekonderspermatositler meydana gelir. Artik bu
hiicreler haploid (23n) sayida kromozom igermektedirler. Yeni bir DNA sentezi
olmadan II. mayoz boliinmeye girerler ve gen¢ spermatidler olusur. Spermatidler olgun
spermatozoa olusana kadar birtakim morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gegirirler.
Spermatidlerin olgun sperm hiicresi olan spermatozoaya baskalasmalarina ve bu sirada
gecirdikleri morfobiyolojik degisikliklere spermiyogenez denir.

2.2. Serbest Radikaller, Oksidan-Antioksidan Denge

Serbest radikal olusumundaki artisa ve/veya antioksidan sistemdeki yetersizlige
bagli olarak organizmada oksidatif stres gelismektedir. Bu yiizden organizmanin
oksidan-antioksidan dengesi saghkli bir yasam siirdiirebilmemiz i¢in cok énemlidir.%%

Serbest radikaller, dis orbitalinde paylasgilmamis bir elektron bulunduran
omiirleri ¢ok kisa ve kararsiz bir yap1 gosteren taneciklerdir. Organizmada metabolizma
sirasinda siirekli olusurlar, ayrica radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi cesitli dis
etkenlerin etkisi sonucunda da olusabilirler.

Serbest radikaller etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron almaya
calisirlar ve kararli hale ulagsmak isterler. Olusan radikallerin ¢ok 6nemli bir boliimii
oksijen kaynaklidir. Oksijen disinda karbon, kiikiirt ve azot merkezli radikallerde

olugsmaktadir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Oksijen ve azot kaynakli reaktif bilesikler.?2

Radikaller Radikal olmayanlar

Alkoksil RO’ Hidrojen peroksit H20:
Azot dioksit NO2’ Hipoklorid asit HOCI
Hidroksil HO’ Lipit hidroperoksit LOOH
Nitrik oksit NO’ Ozon Os
Peroksil ROO’ Peroksinitrit ONOO'
Siiperoksit O Singlet oksijen

Aerobik organizmalar oksijene ihtiya¢ duyarlar. Oksijen mitokondride bir dizi
reaksiyondan gecerek suya doniismekte ve bu siiregte hiicre kendisi i¢in gerekli olan
enerjiyi saglamaktadir. Ancak bu siiregte oksijenin %2-3 kadar1 suya doniismemekte ve
oksijen kaynakli radikaller meydana gelmektedir (Sekil 2.3). Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali, iKi elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen
peroksit meydana gelir. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil

radikali olusur ve dordiincii elektron eklenmesiylede su olusmaktadir.?®*

Katalaz, glutatyon peroksidaz

Superoksid dismutaz
Fenton reaksiyonu

0/

*— o + Vi + . i +
02 e 02 e +2H H202 e +H OH e +H H20

!

Haber - Weiss reaksiyonu

SITOKROM OKSIDAZ

Sekil 2.3. Hiicre mitokondrisindeki radikal olusumu®
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Serbest radikaller organizmada mitokondriyle beraber bunun disinda hiicrelerin
tiim yapilarinda, zara bagli veya bagimsiz olarak bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda sitoplazmada ksantin oksidaz,
hiicre zarmma bagli NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) oksidaz,
mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi ve lipooksijenazlar gibi enzimlerin
kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir.

Kararsiz yapilar1 sebebiyle aktif oksijen radikalleri o6ncelikle lipitler, proteinler
ve niikleik asitler olmak tlizere biitlin hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara hasar
verme Ozelligindedir. Bu hasar bazi tamir sistemleri tarafindan engellenmeye c¢aligilir.
Eger bu sistemler yetersiz kalirsa, oksidatif stresin zararli etkileri meydana gelir.

Serbest radikallerin lipitlere etkisi: Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin
lipitler {lizerindeki en Onemli etkileridir. Serbest radikaller tarafindan baslatilan lipit
peroksidasyonu, hiicre membranlarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan kimyasal bir olaydir. Siiperoksit, hidroksil, alkoksil ve
peroksil radikalleri, lipit peroksidasyonunu baslatan en 6nemli radikallerdir.

Doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen atomunun
uzaklagmasi ile lipit peroksidasyonu baglar ve bu sayede yag asidi zinciri bir radikal
ozelligi kazanir. Dayaniksiz bir bilesik olan lipit radikali bazi degisikliklere ugrar.
Oncelikle, molekiil ici ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati olusur. Oksijen
eklenmesiylede bu yag asidi radikali hizli bir sekilde peroksil radikaline doniisiir.
Membran yapisindaki diger doymamis yag asidlerinden, lipit peroksil radikalleri
hidrojen atomlarin1 ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baslatirlar. Ag¢iga ¢ikan hidrojen
atomlarinida  kendileri alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH") doniisiir. Lipit
hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine donilismesi ile reaksiyonlar

tamamlanir.

18



Lipit peroksidasyonu sonucu hiicre membranlarinin transport sistemi etkilenir,
hiicre ici ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Sonugta hiicre i¢i kalsiyum orani artar ve buna
bagli proteazlar aktive olur. Bunlar hiicre hasarinda etkin bir rol alirlar. Ayrica lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan aldehitlerde sitotoksik etkilere sahiptirler.>*3*

Serbest radikallerin proteinlere etkisi: Serbest radikallerin proteinler iizerine
dogrudan veya dolayli olarak etkileri vardir. Peptid baglari, prolin ve lizin gibi
aminoasitler serbest radikallerden kolay etkilenirler. Ozellikle histidin, fenilalanin,
tirozin gibi aminoasitlerde karbonil gruplarinin olusmasi ile protein oksidasyonu
gerceklesir. Sisteinin siilfidril gruplar ile ya da lizin ve histidinler ile kovalent baglar
olusturan lipit peroksidasyonunun aldehit yapidaki {iriinleri proteinlerde fragmentasyon
ve ¢apraz baglanmalara neden olur. Bu olaylarin sonucundada proteinlerin yapi1 ve
fonksiyonlar1 bozulur, 2293334

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA iizerine etkisi: DNA yapisinda
serbest radikallerin etkisi ile yapisal degisimler olur. Bu yapisal degisimleri zincir
kirilmalari, piirin ve pirimidin bazlarinda par¢alanma, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli
olaylar olusturmaktadir.

Oksidatif stresin varlifi organizmada tiirlii yontemlerle gosterilebilir. Protein
hasarin1 géstermek igin protein karbonil (PC) gruplart 6l¢iimi, lipitler tizerindeki
hasarin gostergesi i¢in lipit peroksidasyonu {riinii malondialdehit (MDA), DNA
hasarmi gostermek i¢in 8-hidroksi-deoksiguanosin seviyeleri 6l¢timii kullanilmaktadir.

Serbest radikaller organizmada siirekli bi¢cimde olusmaktadir. Fakat bu
radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varlig1 sebebiyle
engellenmektedir. Bu sebeple serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizinin
dengede tutulmasi son derece Onemlidir. Denge bozuldugunda serbest radikallerin

zararli etkileri goriilmekte ve cesitli organ ve sistemler olumsuz etkilenmektedir.283>%
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Antioksidanlar, radikal olusumunu smirlandirma, olusan radikalleri ortadan
kaldirma, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarmm kirilmasin1 saglama ve hasarh
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, metal iyonlarin1 baglayan proteinleri

ve su ve/veya yagda ¢oziinen radikal tutucularini igermektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Organizmada bulunan antioksidan sistem elemanlar1.?23>%

Enzimler Metal iyonlarini Suda ¢6ziinen Yagda ¢6zlinen
baglayan proteinler radikal tutuculari radikal tutuculari

Glutatyon peroksidaz Albumin C vitamini Bilirubin
(GSH-Px)
Glutatyon  rediiktaz Ferritin Glutatyon (GSH) E vitamini
(GSH-Red)
Glutatyon transferaz Haptoglobin Urik asit Flavonoidler
(GST)
Katalaz Seruloplazmin B-Karoten
Siiperoksit  dismutaz Transferrin Ubikinol
(SOD)

SOD: Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) siiperoksit radikalini dismutasyona

ugratarak, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar.

20, + 2H* SO0 2H,0,+ 0,
Insanlarda SOD’un iki izoenzimi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde, Mn
SOD mitokondride bulunur.
Katalaz: Tetramerik hemoprotein yapist olan bir enzimdir. Yiksek
konsantrasyonda olusan hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu

katalizler. Enzim, peroksizomlarda bulunur. 2>

H,0, 2%~ 214 0 +0,
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gerek hidrojen peroksit ve gerekse
lipit hidroperoksitleri metabolize etmektedir. GSH-Px’in selenyuma bagimli ve

bagimsiz iki farkl tiirii vardir. Bagimli olan formu hem hidrojen peroksidin hem de

LOOH’larin metabolizmasinda bulunurken, bagimli olmayan tiirii sadece LOOH’lar1
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metabolize etmektedir. GSH (Glutatyon), bu reaksiyonlarda hidrojen verici olarak gorev
yapmakta, hidrojen peroksit ve LOOH’lar indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline
(GSSG) doniismektedir. NADPH’a bagimhi glutatyon rediiktaz (GSH-R) ise oksitlenmis

glutatyonu tekrar GSH’a indirgemektedir.?®3>%°

LOOH +2GSH —2%FPX_+ | OH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* — 22" R 5GSH + NADP+
GST: Glutatyon-S-Trasferaz (GST) enzimi dimerik yapida olup sitozolde
bulunmaktadir. Fazla sayida izoenzimi vardir. Cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin
GSH ile konjugasyonunu kataliz eden GST’ler yabanct maddelerin

biyotransformasyonunda 6nemli role sahiptirler.

R-X+GSH —= GS- R+ HX
GST’lerin baz1 izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gosterirler bu sayede LOOH’larin
metabolizmasinida sagla1rlar.66'73'74

LOOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0O

GSH: Glutatyon hiicre icinin en 6nemli antioksidan molekiiliidiir. Serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicrelerde gelisebilecek oksidan hasari
engeller. GSH, baz1 enzimlerin substrati veya kofaktorii olarak gorev yaptigr gibi
zehirsizlestirme reaksiyonlarmada dogrudan katilir. Oncelikle karacigerde olmak iizere
pek ¢ok dokuda yiiksek oranda bulunur. Sistein, glutamat ve glisinden sentezlenen bir
tripeptiddir ve oldukca fazla siilfidril gruplart igerir. GSH-PX, GSH-R ve GST gibi
enzimlerin islevi i¢in gereklidir. Ayrica pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu,
hiicrenin protein yapisindaki siilfhidril (-SH) gruplarmi indirgenmis halde tutarak
engeller.2835:%

C vitamini (Askorbik Asit) : Suda ¢o6ziinen en giiclii antioksidan molekiildiir.

Sentez edilemedigi i¢in diyetle alinmasi zorunludur. Yapica heksozlara benzeyen

vitamin C organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Singlet oksijen,
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stiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlar etkisizlestirir. Sulu
fazda bulunmasina karsin lipitleri ve zarlari, lipit peroksidasyonunu baslatici radikalleri
temizleyerek oksidan hasara kars1 korur. E vitamininin rejenerasyonundada gorev alir,
tokoferoksil radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglar. Bu sayede LDL’yi E
vitamini ile birlikte etkin bir sekilde oksidasyona kars1 korur.?®3>%

E vitamini (a-tokoferol ): Yagda eriyen en kuvvetli antioksidan vitamindir ve
yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesikten olusur (tokoferoller ve
tokotrienoller). Bunlar izoprenoid takisi iceren bilesiklerdir. Aktif kismini yapisinda
bulunan fenol halkasindaki hidroksil grubu olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi
bu gruptan kaynaklanir.

Organizmada gii¢lii bir savunma sistemi olmasina ragmen serbest radikallerin
zararl etkilerine kars1 baz1 durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve oksidatif
stres gelismektedir. Hasarin yerine ve diizeyine bagli olarak cesitli organ ve sistemler
etkilenmektedir. Serbest radikallerin giiniimiizde pek cok patolojik durumun ve
hastaligin ortaya ¢ikisinda 6nemli bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. Bu patolojik
durumlar ¢ok genis bir dagilim gdstermektedir.”®?*%*" (Tablo 3). Serbest radikallerin

iskemi-reperfiizyon hasari, ateroskleroz, yaslanma, kanser olusumu, diabetes mellitus

komplikasyonlarinin gelisimi gibi pek ¢ok hastalikta etkin bir rol oynadig1 saptanmistir.

Tablo 2.3. Serbest radikallerle iliskili durumlar.®33

Ateroskleroz Karaciger bozukluklari

Akciger hastaliklar Kan hastaliklar1
Iskemi-reperfiizyon hasari Radyasyon hasari

Yaslanma Merkez sinir sistemi hastaliklar
Diabetes mellitus Bobrek bozukluklari
Inflamasyon Goz bozukluklar

Kanser Gastrointestinal bozukluklar
Otoimmun hastaliklar Beslenme yetersizlikleri
Romatoid artrit Cilt bozukluklari

Kas hastaliklar Sigara
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2.3. Whey Proteini
Spor bilimlerinde kuvvet kavrami (kas kuvveti) ¢ok degisik alanlarda ve degisik
bigimlerde tanimlanip, smiflandirilmistir. Birgok bilim adaminin degisik tanimlarinda,
kuvvet kavrami ifade ve anlam bulmustur. Hollmann’ a gore kuvvet “bir direncle karsi
karstya kalan kaslarin kasilabilme ya da bu direng karsisinda belirli bir oOlgiide
dayanabilme yetenegidir”. Biyomekanikte ise kuvvet, fiziksel bir biiyiikliik olarak
tanimlanir. Meusel kuvveti “ kuvvet insanin temel 6zelligi olup, bunun yardimiyla bir
kiitleyi hareket ettirir (kendi viicut agirligini ya da bir spor aracinin), bir direnci asar ya
da ona kas giicii ile kars1 koyar.”38 Sportif performansin belirlenmesinde 6nemli bir
bilesen olan kuvvet, sporcularin yani sira daha kaliteli bir hayat yasamak isteyen
bireyler igin de énemli bir unsurdur. Ozellikle giinliik hayatlarinda fiziksel olarak aktif
olmayan bireylerde zamanla kilo kontroliiniin kaybedilmesi, ¢esitli eklem ve kemik
rahatsizliklar1 ve kas agrilar1 gibi problemler ortaya ¢ikmaktadir. Kuvvet gelisimi ile
sedanter Dbireyler kas ve eklem rahatsizliklarini Onleyebilip hayat Kkalitelerini
yiikseltirler.® Sporcular ise kuvvetle beraber becerilerini en etkin bicimde performansa
yansitirlar.?

Kesilmig siitiin sivi kismi, siit serumu ya da peynir alti suyu; whey proteini
olarak bilinir. Siit serumu, peynir yapimi esnasinda elde edilen bir Grlindiir. Sitten
kazein ve yagin ayrilmasi sonrasi geride kalir.*®

Sporcu beslenmesi ve bunun 6zelinde de Whey proteinlerinin kullanimina iligkin
pek ¢ok caligsma bulunmaktadir.**>3

Bir kuvvet ortaya koyabilmenin bir¢ok faktorii vardir. Kasilmaya katilacak motor
linite sayisi, sinir uyar1 diizeyi ve kasin boyutunun yani sira eklem agisi, kasin kasilma

hiz1 ve kasilmaya katilan kas grubunun biiylikliigii bir kuvvet ortaya koyabilmek adina
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devrede olacak faktorlerdendir. Kuvvet antrenmanlarinda kasilmanin niteligi ve niceligi
bu faktorlerden bazilarinin daha fazla gelisebilmesinde belirleyici olabilir.*®

2.4. Kuvvet Tiirleri

Spor biliminde kuvvet kavrami (kas kuvveti) ¢ok degisik alanlarda ve degisik
bicimlerde tanimlanip smlﬂandlrllmlstlr.38 Bu smiflamalardan 5 tanesini su sekilde
siralayabiliriz.

Genel Kuvvet: Herhangi bir spor dalina yonelmeden genel anlamda tiim kaslarin
irettigi kuvvettir.

Ozel Kuvvet: Bir spor dalinin niteligine uygun iiretilen kuvvettir.

Maksimal Kuvvet: Kas-sinir sisteminin istemli kasilma sonucu ortaya ¢ikardig
en biiylik kuvvettir.

Cabuk Kuvvet: Kas-sinir sisteminin yiiksek bir hizla kasilarak direnci yenmek
lizere lirettigi kuvvettir.

Kuvvette Devamlilik: Devamli ve bir¢ok kez tekrarlanan kisilmalarda kas
sisteminin yorgunluga uzun bir siire karsi koyabilmesi veya yenebilmesidir.#404

2.4.1. Genel Kuvvet Antrenmam

Tiim kaslarin tiretmis oldugu kuvvettir. Yapilacak olan kuvvet antrenmaninda bu
dogrultuda biitiin kaslara hitap etmesi amaglanir. Ozel kuvvet galismalarmin alt yapisin
olusturmalidir. Bu galismalarda dikkat edilecek hususlardan bir tanesi de kisilere gore
agirh@in ayarlanmasidir. Genel kuvvet antrenmanlari igin tavsiye edilen istasyon
caligmalaridir. Biitiin grupla ¢aligilabilir, ekonomik ve ¢ok yonlii caligma imkani saglar.
Prensip olarak; 8-10 istasyon olmalidir. Istasyonlarin yerlesimi, daire, dikddrtgen veya
“U” diizenlerinde ¢alisabilinir.

v" Yiiklenme yogunluk olarak % 40-60 olmali.

v' Tekrar sayis1 her istasyonda 8-12 veya siire agisindan 25-30 sn. siirmeli.
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v’ Her istasyon arasi dinlenme 40-50 sn. verilmeli.
v’ 3-5 set ¢alisilmali.

v Setler arast dinlenme 4-5 dk. dinlenme verilmelidir.’

2.5. Kuvvet Antrenmanlarinin Performansa Etkisi

Antrenmanlarinin  kassal kuvveti, kuvvette devamliligi, anaerobik giicii ve
yapilan fiziksel hareketteki verimliligi arttirdigi yapilan caligmalarla ortaya
konmustur.>*

2.6. Beslenme

Beslenme, yasamin her doneminde sagligin temelini olusturmaktadir. Beslenme;
biiylime, gelisme, saglikli ve verimli olarak uzun siire yasamak igin gerekli olan enerjiyi
ve besin Ogelerinin her birini yeterli miktarlarda saglayacak olan besinleri, besleyici
degerlerini yitirmeden, saglig1 bozucu duruma getirmeden, en ekonomik sekilde almak
ve viicutta kullanmaktir. Yetersiz ve dengesiz beslenme durumlarinda; viicudun
biiylime, gelisme ve normal ¢alismasinda aksakliklar olacagindan yeterli ve dengeli
beslenme sagligin temelidir.***

Sporcu beslenmesinde amag; sporcunun cinsiyetine, yasina, glnliikk fiziksel
aktivitesine ve yaptig1 spor ¢esidine gore antrenman ve miisabaka donemlerine yonelik
diizenlemeler yapilarak besinlerin yeterli ve dengeli bir bi¢imde alinmasidir. Sporcunun
beslenmesi planlanirken; sporcunun boy ve kilosu, viicut yag yiizdesi, beslenme bilgi

diizeyi, beslenme aliskanliklari, saglik durumu, sosyal ve ekonomik kosullar1 da dikkate

alinmaldir. *
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2.7. Sporcu Beslenmesi

Spor ve sporcu algis1 glinlimiizde degisen sisteme ve teknolojiye ayak
uydurmaya baglamis ve fayda saglayan bir¢ok sektdrden yararlanmaya bagladigini
gormekteyiz. Bunlarin en baglarinda giyim ve gida sektoriinii géormekteyiz. Degisen ve
yenilenen teknolojiyle birlikte sporcu beslenmesine destek saglayan ek gidalar ortaya
¢ikmaktadir.

Beslenme ile sporcunun basarist arasindaki etkilerin konusu eski ¢aglardan beri
ilgi ¢cekmektedir. Sporda basarili olmak i¢in sporcunun diyetinin nasil olmas: gerektigi
tizerinde degisik goriisler 1ileri siiriilmektedir. Sportif miisabakalarda basari
kazanabilmek i¢in baz1 yiyeceklerin sihirli etkileri olduguna inananlar bile olmustur. Bu
inanglar sporcularin beslenmede bir takim yanlis ve garip uygulamalara bile yol
agcmaktadir. Bu uygulamalara bagli olarak bazi sporcularda dengesiz beslenme belirtileri
goriilmiis, gereksiz yiyecek veya maddeler icin para harcamaya zorlandiklar1 ve asil
yapmalar1 gerekenleri ihmal ederek basarisizliga ugradiklari goriilmiistiir. Ozel bir
diyetin sporcularin basarisinda etkin oldugunu ileri siirenler oldugu gibi yeterli ve
dengeli olarak diizenlenmis bir diyetin gereksizligini savunanlar da vardir. Sporcunun
beslenmesindeki amag; cinsiyet, yas ve fiziksel aktiviteye gore gereken biitlin besin
gelerini ve harcanan enerjiyi yeterli oranlarda saglamaktir.*”®

2.8. Sporcu Ek Gida Takviyeleri

Giliniimiizde ister amator ister profesyonel diizeyde olsun sporcular kaybettikleri
enerjiyi geri kazanmak amaciyla sportif destekleyici besinsel iiriinlere yonelmektedir.
Bu iiriinlere yonelik algi, diisiince ve tutumlar iirliniin kullanimi iizerinde biiyiik 6neme
sahiptir.*® Sporcu besin destekleri ya da ergojenik yardim olarak kullanilan bir takim

besinsel destekleyici {irinler sporcular tarafindan kullanilmaktadir. Sporcularin
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performanslarini arttirmak amaciyla dogal yetenek ve antrenman haricinde bir takim
madde ve malzemeleri kullanmas ergojenik yardimer olarak adlandiriimaktadir.*’
Sporcular i¢in enerji verici besin 6geleri:
v" Karbonhidratlar
v Yaglar

v' Proteinler den olusmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Gruplan

Bu ¢alismada, 21 adet Albino-Wistar cinsi erkek sigan (220-450 gr) kullanildi.
Deney 12 saat aydinlik / karanlik dongiisii ile sabit sicaklikta (22+2 C) yapildi.
Hayvanlar her bir grupta 7 adet olmak {iizere 3 gruba ayrildi. Grup I- Kontrol grubu
olarak belirlendi herhangi bir ila¢ veya baska tibbi miidehale uygulanmadi. Grup II- 8
hafta siire ile normal gida alimina ek olarak whey proteini ile desteklenmis gida alan
grup. Grup Ill- 8 hafta siire ile normal gida alimmma ek olarak whey proteini ile
desteklenmis gida alan ve egzersiz yapan gruplar olarak belirlendi.

3.2. Calisma Gruplarmin Diyetleri

Grup 1’de deney hayvanlari standart diyeti alirken grup 2 ve 3 deki ratlar normal
diyetlerine ek olarak whey proteini ilave edilmis gidalar aldilar. Beslenme rejimleri AIN
- 93 protokolii ile uyumlu olarak hazirlandi. Deneysel whey diyet % 15 kcal yag , % 24
kcal proteini ve % 61 kilokalori karbonhidrat olarak hazirlandi. Kjeldahl un methodu
kulanarak hazirlanan bu diyette grup 2-3 bulunan deney hayvanlarina normal gida
alimlarina ek olarak kg’da 200 gr whey protein verildi.

3.3. Egzersiz Protokolii

Grup IIl.” te yer alan tiim ratlara adaptasyon antrenmani ve viicut gelistirici
egzersiz programi uygulanmistir.

3.3.1. Adaptasyon Antrenmani

Adaptasyon doneminde ratlar 1 hafta siire ile 32 derece sabit 1sida 40 cm
derinliginde ylizme havuzunda 15 dakika siire ile ylizme egzersizi yaptirildi.
Adaptasyon siiresi sonrasi (1. haftanin sonunda) ylizme egzersizine ek olarak deney
hayvanlarinin atlamasina tesvik olusurularak deney hayvalarinin viiciit uzunlugunun

yiizde 150 'si uzunlugunde plastik dairesel konteynerdan atlatildu.
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3.3.2. Viicut Gelistirici Egzersiz Programi

Deney hayvanlarin atlamalar1 saglamak i¢in kulanilan yontem; deney
hayvanlarinin gogsiine asagida belirtilen oranlarla agrilik baglanarak suya birakildi.
Konteyneylerden ratlar nefes almak i¢in atlamak istediler. Giinde 10 defa 8 hafta sure
ile yapildi. Her egzersiz sonrasi ratlar en az 1 dakika dinlendirildi. Deney hayvanlarinin
gbglistine baglanan agirliklar ise haftalar igerisinde kademeli olarak artirildi. Burada
kulanilan agirlik oranlar1 hassas 6l¢lim cihazi ile 1. haftada farenin a¢ karinla agriliginin
% 25, 2. haftada i¢inde % 30, 3. hafta % 35, 5. haftada % 40, 6. haftada ,% 50, 7 ve 8.
haftada % 55 olarak belirlendi. Bu belirlen egzersiz modelli 2011 yillinda Haraguchi ve
arkadaslarinin ratlarda uygulanan viicud gelistirici egzersiz programi Ornek alinarak
hazirlanmstir.

3.4. Anestezi ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney bitiminde deney hayvanlar1 anestezi amaci ile 50 mg/kg i.p. ketamin
hidrokloriir ve xylazine 10 mg/kg i.p. olarak enjekte edildikten sonra orsiektomi yapildi.

Islem sonrasinda ketamin ve xylazine anestezisi altinda deney hayvanlarina
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildiler.

Alinan kan ve doku 6rnekleri ¢alisma igin en kisa siirede biyokimya ve histoloji
laboratuarina ulastirildi. Ulastirilan 6rneklerden kanlar, serumlart ayrilip bébrek doku
ornekleriyle beraber ¢alisma zamanina kadar —80 derecede muhafaza edildi.
Serumlardan ve testis dokusu homojenizasyonu sonucu elde edilen homojenatlardan
antioksidan parametreler malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), protein karbonil (PC) ve nitrik oksit (NO)

diizeyleri caligildi.
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3.5. Biyokimyasal inceleme

3.5.1. Serum Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi diizeyi, Sun ve arkadaslarinin yontemi ile
Durak ve arkadaglarinin yapmis oldugu modifikasyona gore tespit edildi.***® Bu
yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile {iretilen siiperoksitin
nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Meydana gelen siiperoksit
radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Olusan kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans verir. Enzimin bulunmadigi ortamda bu indirgenme meydana
gelip mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise NBT indirgenmesi
gerceklesmeyip mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine
bagli olarak acik renk olusmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Absys: — AbShum) / Absys, X 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kimyasallar

150 pmol/L NBT, 0,3 mmol/L xanthine, 0,6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu), 400
mmol/L Na,COs, | g/L bovine serum albumin, xanthine oxidase (XO), 2 M (NH,4),SO,,
0,8 mmol/L CuCl,

Olciim yontemi

Kimyasallar kullanilarak hazirlanan 6l¢iim reaktifinden 2,85 mL deney tiiplerine
alind1. Uzerlerine 0,1 mL numunelerin ekstraklarindan ilave edildi. Kor tiipiine ekstrak
yerine 0,1 mL distile su konuldu. Elde edilen tiim karigimlarin {izerine 0,05 mL ksantin
oksidaz ilave edilip, hizl1 bir sekilde alt iist edilerek karistirildi ve oda 1sisinda 20 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere stop soliisyonu olarak 0,1 mL bakir

kloriir eklendi ve numunelerin kore kars1 560 nm’de absorbanslar1 okundu.
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Hesaplama

% Inhibisyon = [(Absorbans kor {K} - Absorbans Ornek{O})] /K x 100

% 50’1ik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 /0,1)] ml.

U/ml = [(K-O) /K ] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)

Spesifik aktivite (U/ mg protein) = [U/mL / mg/ml protein]

3.5.2. Serum Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin yontemine gore ol¢iildii
(139). GSH-Px ortamda hidrojen peroksit bulundugunda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. GSH-Px’in hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile
GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH 1 NADP’ye yiikseltgenmesi sirasindaki

absorbans seviyesinde meydana gelen azalmanin 340 nm’de okunmasiyla hesaplanir.

LOOH +2GSH —SHPX o | OH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H+ — 2R 2GSH + NADP*
Enzim Unitesi: NADPH’1n birim zamanda okside olan mikromol miktaridir.

Kimyasallar
150 mM rediikte GSH, GSH-Rediiktaz, 8 mM NADPH, 1 M NaN3 (Sodyum
azid), 50 mM H,0,, fosfat tamponu (pH = 7,50 mM), 3,2 M (NH,4),S0,4

Olciim yontemi

Hazirlanan deney tiiplerine; 2,650 mL EDTA’l1 fosfat tamponu,

0,1 mL rediikte GSH,
0,1 mL NADPH,

0,01 mL GSH-Rediiktaz,
0,01 mL NaN3,

0,02 mL numune
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Karisgimlar1 hazirlanarak 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi deney
tiiplerine 0,1 mL hidrojen peroksit ilave edilip 5 dakika boyunca dalga boyu 340 nm’ye
ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin absorbans degerleri kaydedildi. Aktivite
azalisimin lineer oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap
yapildi.

Hesaplama

IU/L = [(DA/)/6,22 x 10°] x (1 /0,02)

Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

3.5.3. Serum Lipid Peroksit (LPO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA), tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile 90 °C’de reaksiyona girer ve pembe renkli kromojen olusturur. MDA
diizeyinin tayini olusan pembe renkli bilesigin 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Sl¢iimii esasina dayanir.”®

Kimyasallar
%10’luk Trisiklik asetik asit (TCA), % 0,675’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA), Stok
standart soliisyonu (1,1,3,3 tetra metoksipropan)

Olciim Y6ntemi

Kapakli cam deney tiiplerine 2,5 ml %10’luk TCA konuldu, iizerlerine 0,5 ml
numune eklenerek vorteksle karistirildi. Elde edilen karigimlarin agizlar kapatilarak 90
°C’de 15 dakika inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonrasi soguk su altinda sogutulan
numuneler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi elde edilen
siipernatantlardan 2 ml ayr tiiplere aktarildi, bunlarin iizerlerine % 0,675’1ik TBA ilave
edildi ve tekrar 90 °C’de 15 dakika inkiibe edildiler. inkiibasyon sonras1 tekrar soguk su
altinda sogutulan numuneler, 532 nm’de kore kars1 absorbanslar1 okutuldu. Kor tiipiine

de numune yerine 0,5 ml distile su konularak ayni islemler yapildi.
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Hesaplama

MDA (nmol/ g.yas doku) = (Ornek OD/Standart OD) x Standart Konsantrasyonu

3.6. Histolojik Inceleme

Deney sonrasinda derin anestezik hale getirilen sicanlardan ¢ikarilan testisler
uygun miktardaki % 4’likk tamponlu nétral formaldehit soliisyonunda 36 saat kadar
birakilarak tespit edildiler. Tespit isleminden donra dokular; yikama, dehidratasyon,
saydamlastirma, emdirme gibi birbirini takip eden rutin histolojik doku takip protokolii
uygulanarak parafin bloklara gomiildiiler. Parafin bloklardaki dokular rotarimikrotom
(LEICA RM2125RT, China) ile 4-5 um kalinlikta kesilerek lamlar {izerine alindilar.
Kesitler parafinin erimesi igin 58 °C -60 °C etiivde bir gece Dbekletildiler.
Deparafinizasyondan sonra kesitlere HEboyama (Hematoksilen-Eozin) protokolii
uygulanarak doku kesitlerin iizeri lamel ile kapatildi. Hazirlanan bu testis preparatlari
arastirma amach kullanilan 1s1k mikroskopu ile (NikonEclipse, Japan) ile histolojik
olarak incelendiler. Histolojik analizler rasgele numaralandirma seklinde kor calisma
seklinde gerceklestirildi. Her gurupta 7 hayvan, her hayvanda 7 kesit ve her kesitte de
ortalama 25 seminifertiibiil degerlendirilmeye tabi tutuldu. Testikiiler dokular
Johnsenscorlama sistemi ile histolojik ve spermatogenik olarak degerlendirilerek
ortalama Johnsen skoru hesap edildi. Johnsen skorlama prensibi birden ona kadar
toplam 10 histolojik kriterden ibaret olup asagidaki gibidir:

JohnsenSkorlama Kriterleri:

Skor 10: Germinal epitel ¢ok siral1, ¢ok sayida spermatazoa var

Skor 09: Germinal epitel disorganize ve limene dogru yi1gilma, spermatozoa var

Skor 08: Germinal epitel ¢ok sirali ancak limende 10'dan az spermatozoa var

Skor 07: Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid var

Skor 06: Spermatozoa yok, spermatid 10'dan az
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Skor 05: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

Skor 04: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5'den az

Skor 03: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

Skor 02: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

Skor 01: Seminifer tubulus i¢inde hig hiicre yok

Bu skorlama sisteminde ortalama 10’a ne kadar yakinsa sperm yapiminin o kadar
normal oldugu kabul edilmektedir.

3.7. Istatistiksel Analizler

3.7.1. Histolojik Analizler

Sonuglarin istatistiksel olarak karsilastirmasinda IBM SPSS 20 Windows
istatistik paket programi kullanildi. Grup ortalama Johnsen skoru degerlerinin
karsilagtirmalart One-WayANOVA sonrasi ¢oklu karsilastirma testlerinden LSD ile
yapildi. Grup 1 ve Grup 3’lin istatistiksel olarak farkli olduklari (p:0.003) Grup 2’nin
Johnsen skoru ortalamasmin ise iki grup ortalamasinin arasinda bir degerde oldugu
ancak istatistiksel olarak diger iki gruptan farkli olmadig: (p:0.065) tespit edildi.

3.7.2. Biyokimyasal Analiz

Gruplar arast genel karsilastirmalar igin Kruskal Wallis Testi; ikili
karsilagtirmalar i¢in ise Mann Whitney U Testi kullanilmistir. P degerleri 0.05’den
kiigiik hesaplandiginda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Hesaplamalarda
hazir istatistik yazilimi kullanilmistir (IBM SPSS Statistics 19, SPSS inc., an IBM Co.,
Somers, NY).

Serum SOD degerleri grup 1’de 8,4 [6,267-13,467] U/ml olarak saptanirken bu
oranin grup 2’de 10,53 [10-11,6] U/ml ve grup 3’te ise 12,4 [10-15,867] oldugu ancak

bu farkin iststiskiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. Biyokimyasal parametreler
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icerisinde sadece MDA seviyesinin egzersiz yapan ve whey proteini kullanan grupta

azaldigi tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Degiskenlerin Gruplara Gére Dagilim1

Grup 1 Grup 2 Grup 3 X? p
(n=7) (n=7) (n=7)

SOD (U/ml) 8,4 [6,267- 10,53 [10-11,6] 12,4 [10-15,867] 2,820 0,244

(mm) 13,467]

GSH-PX (U/dL) 482 [168,7- 530,2 [361,5- 7471[723- 4640 0,098
771,21 795,31 988,11

MDA (umol/L) 0,86 [0,729- 0,87 [0,652-1,01]  0,54[0,519- 8,980 0,011
1,509] 0,665]

Veriler Ortanca [Ceyrek 1-Ceyrek 3] seklinde verilmistir.
p<0,05 anlamlilik diizeyidir.
Kruskal Wallis Testi

MDA (pmol/L) igin farkliik Grup 1 ve Grup 3 (p=0,009) ve Grup 2 ile Grup 3
(p=0,015) arasindaki farktan kaynaklanmistir. (Mann Whitney U Testi)

Isik mikroskobik analizler sonucunda G1 grubu sicanlarin testikiiler dokular1 histolojik
olarak normal testis dokusu goriiniimiindeydi. Inkakt bazal membran ile ¢evrili
seminifertiibiiller, germ hiicreleri, Sertoli ve Leydig hiicreleriinfiltrasyon ve hemorajik belirtiler
olmadan tam olarak goziikiiyordu. Diger her iki grubun genel histolojik goriintiisiiniin testikiiler
mimarisi, seminifer tiibiil bazal membrani, Leydig hiicre hiperplazisi ve konjesyongibi
histopatolojik bulgular bakimindan kontrolden dikkati c¢ekecek diizeyde pek farklilik
gostermedikleri goriildii. Ancak seminifer tiibiillerin detayli analizleri sonucunda kontrol ile
karsilastirildiklarinda G3 grubunda tiibiil epiteli diizensizlikleri, baz1 tiibiillerin liimenlerinde
spermatazoa yoklugu veya azligi, epitelin limene dogru yigilma yaptig1 ve koagulatif nekrozis
varlig1 dikkati ¢ekmekteydi. G2 grubunun mikroskobik analizlerinde ise G3 deki kadar yagin
olmasa da benzer histolojik diizensizlikler G2 de de mevcuttu ancak kontrole yakin bir

histolojik diizenlenme daha fazla idi. Ancak G2 grubunun istatistiksel olarak diger iki gruptan

farkli olmadiklar tespit edildi (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Tablo 4.2. Johnsen skorlar ve istatistik analiz sonuglari

Groupl (n=7) Group2 (n=7) Group3 (n=7) p
942 £0.29 9.16 £0.25 8.81+0.44
Johnsen Skor 0.003
(9.0-9.75) (8.80-9.5) (8.81-9.31)

Veriler + standart sapma ve minimum maksimum degerler olarak ifade edilmistir.

ah
x}
I—

Group 1 Group 2 Group 3

Mean JOHNSENSK
_U'I
e
|

Sekil 4.1. Johnsen skorlar1 grup ortalama degerlerinin karsilastiriimasi.
*Barlar tizerindeki her bir harf istatistiksel farklilig1 ifade eder: a ve b farkli p:0.003, ab
farksiz p>0.05

Sekil 4.2. Normal — normale yakin Seminifertiibiillerin goriintiisii:
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Seminifertiibiillerin ve tiibiiller aras1 bag dokunun normal biitiinliiglinii korudugu,
seminifer tiibiill epiteleait tiim hiicrelerin organize bir sekilde mevcut olup belirli bir
siralama takip ettigi, tiibiil liimeninde ¢ok sayida spermatozoalar goriilmekte (H&E

Boyama, Bar:50um).

Sekil 4.3. Bozulmus seminifertiibiillerin goriintiisii:

Seminifertiibiiller ve intersitisyel doku genel itibari ile biitiinliikk arz etmektedir. Tiibiil
epitelindespermatogenik seri hiicrelerinin mevcut oldugu ancak yer yer dokiilmelerin
oldugu goriilmekte ve tiibiil liimeninde sayica azalmis spermatozoalarmn varlig

goriilmektedir (H&E Boyama, Bar:50pum).
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Sekil 4.4. Belirgin olarak bozulmus seminifertiibiillerin goriintiisii:

Seminifertiibiillerin ve intersitisyelbag dokularin biitiinliigiiniin bozulma egiliminde
oldugu, tiibiil epitelinde spermatogenez seri hiicrelerin ciddi sekilde dokiilmiis oldugu
ve tiibiil liimeninde spermatozoalarin belirgin olarak azalmis oldugu ve genellikle

olmadigr goriilmektedir (H&E Boyama, Bar:50um).
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5. TARTISMA

Gebelik oncesi donemde rahim i¢inde 4. haftadan itibaren testis Onciilleri
olusmaya baslamaktadir. Bu asamadan sonra 12. hafta civarit FSH, LH gibi beyinde
hipofiz olarak adlandirilan alanda yer alan hormonlarin etkisiyle testis gelisim ve
fonksiyonu stirdiirmektedir. Rahim i¢inde gecen gebelik siiresinin baslangicindan 36.
haftaya kadar testisler ilk asamada karin i¢i bolgeden asagiya dogru harcket ederek
skrotum olarak adlandirilan dis genital bolgedeki normal lokalizasyonuna ulasirlar.
Dogum sonrasi, dogum Oncesi var olan gonosit olarak adlandirilan sperm Onciilleri
spermatogonium olarak adlandirilan ikincil sperm Onciillerine doniiserek ergenlik
donemine (puberte) kadar bu sekilde kalirlar. Ergenlik donemi ile beraber beyinde
hipotalamus ve hipofiz bélgelerindeki FSH ve LH etkisi ile testis uyarilmakta bunun
sonucu sperm lretimi baglamaktadir. LH testis igerisinde yer alan Leydig hiicrelerine
etki ederek kolesterolden erkeklik hormonu olarak ta bilinen testosteron yapimina neden
olur. Olusan bu testosteron spermin asil yapilacagi yanibasindaki seminifer tiibiiliis
denilen alana tasinir. Testosteron sperm yapiminda olduk¢a onemli olup eksiliginde
sperm yapimi bozulacagi i¢in infertilite (kisirlik) sdzkonusu olacaktir. Bu hormonun
varliginda FSH’da seminifer tiinbiiliislere etki ederek puberteden Once var olan
spermatogoniumlarin spermatosit ve sonrasinda da normal sperm hiicrelerine
doniislimiinii saglamaktadir. Sprem olusumu sonrast bu sperm normal saglikli bir
erkekte normal bir kadin partner varliginda vajen icerisine atilarak fertilite denilen
¢ocuk olusumunu saglamaktadir. S6z konusu bu siire¢ olduk¢a komplekstir. Normal bir
kadin partner varliginda diizenli korunmasiz cinsel iligkiye ragmen bir yilin sonunda
cocuk sahibi olamama ya da konsepsiyon meydana gelmemesi olarak adlandirilan
infertilitenin ¢iftler arasinda goriilme orant % 10-15 civarinda olup diinya genelinde

48.5 milyon cifti etkiledigi diisiiniilmektedir.”” infertilite denilen kisirlik kadin, erkek ya
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da her ikisine ait nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Infertilitede izole kadin
faktorii %50, izole erkek faktorii %30 ve her iki cinse ait ortak faktor %20 olarak
bilinmektedir.>® Erkek olgulara ait faktorler sperm gelisimini bozabilen hemen her
durumu kapsamaktadir. Bu faktorler testisin normal yerine inmesinin tam olarak
ger¢eklesmedigi inmemis testis, testisin kendi etrafinda doniip kansiz kalmasina ikincil
ortaya ¢ikan iskemi, FSH ve LH gibi yapilarin dogustan salinimindaki yetersizlik, tiroid
bezi bozukluklari, bobrek yetmezligi, karaciger bozukluklari, diabetes mellitus, genetik
nedenler, testisin infeksiyonlari, gegirilmis cerrahi operasyonlar, travma ve giiniimiizde
artik yasamin her alaninda yogun kullandigimiz ilaglara bagl olarak ortaya ¢ikabilir.”®
% Buna gore kanser, hipertansiyon, diabetes mellitus, epilepsi, ¢esitli infeksiyonlar,
kolesterol yiiksekligi, agri, kalp hastaliklari, eklem hastaliklari, bagisiklik sistemi
bozukluklar1 ve depresyon gibi bozukluklara bagli olarak kullanilan antineoplastik
ilaclar, antibiyotikler, antidiabetikler, statinler, morfin, sulfasalazin, enalapril, kolsisin
ve serotinin olarak bilinen ila¢ ya da ilag gruplari sperm yapimini bozarak kisirliga
neden olabilmektedirler.®®® Giiniimiizde yukarida belirtilen ilag ve ilag gruplar
haricinde ¢esitli katki maddelerinin hemen her toplumda giderek daha yaygin olarak
kullanildigi goriilmektedir. Bununla iligkili olarak Whey proteininin de sporcularda
yaygin olarak kullanildigi anlagilmaktadir. Ancak bu ajanin kullanimina bagli olarak
viicutta farkli etkilerin goriilebilecegine dair calismalar oldukga sinirli sayidadir. Zhang
ve ark.”® yapmis oldugu bir metaanalizde bu destek ajanin kullanimina bagl olarak
trigliserid (TG) seviyelerinde orta diizeyde iyilesme saptanirken LDL (diisiik dansiteli
lipoprotein), total kolesterol ve HDL-C (yiiksek dansiteli lipoprotein) seviyelerinde
herhangi bir pozitif bulgu saptanmamistir. Ote yandan Dijk ve ark.®” calismalarinda
antioksidan 6zellikleri nedeniyle kas fonksiyonlarini ratlarda arttirdigi gosterilmistir. Bu

destek tedavisinin kas {izerine olan olumlu etkileri benzer c¢alismalarda ortaya
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konulmustur. Xiao ve ark.?® ise bu destek tedavisinin barsakta lippolisakkaridlerin
meydana getirdigi hasar1 azalttigini bildirmislerdir. Buna karsilik bazi ¢alismalarda kas

biiyiikliigii ve uzunluuna etki etmedigi de bildirilmistir.*®

Whey proteinlerin
ovariumlart alinmis deneysel hayvanlarda kemik kaybini azalttigi gdsterilmistir.
Kanserli olgularda tedavi oncesi verilmesinin yiiriiyiis kapasitesine anlamli etki ettigi
gosterilmistir. Yine ¢esitli durumlarda whey proteinlerinin yag miktarimi diisiirerek
dolayli olarak inflamasyonu azaltip olumlu etki gosterdigi belirtilmektedir.” Chen ve
ark.”" ise whey protein uygulanmasmin farelerde egzersiz performansini arttirdigin,
biyokimyasal parametrelerle de bu durumun gosterildigini bildirmislerdir. Forbes ve
ark.”” calismalarinda whey proteini destek tedavisinin total aminoasit, esansiyel
aminoasit ve 16sin seviyelerini arttirdigin1 buna karsilik glukoz, insiilin, testosteron ve
kortizol seviyelerine etki etmedigi belirtilmistir. Yas ortalamast 21.7 £ 2.8 yil olan
egzersiz yapan 10 erkek olguda whey proteini uygulanmasinin kortizol cevabini
bozabilecegi bildirilmistir.”>  Whey proteininin karacier patolojilerinde, diabetes
mellitusta, biligsel fonksiyonlar, hepatit, sinir sistemi hastaliklar1 (ALS), yara iyilesmesi,
astim hastalari, obez bireylerde kan basinci ve vaskiiler fonksiyonlar {izerine olumlu
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bazi c¢alismalarda whey proteininin demir
yiiklenmesine bagli oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir. Antioksidan ozelligi ile
ilgilide cok sayida calisma yapildigi anlasllmaktadlr.74

Whey proteini ile ilgili caligmalarda yan etkilerin son derece az ¢alisildigi ya da
tam olarak belirtilmedigi goriilmektedir. Iskelet ve bobrek fonksiyonlarina etki etmedigi
anlagllmaktadlr.75 Whey proteinlerinin viicut sistemleri lizerine olan negatif etkisi ile
ilgili calismalarin, Ozellikle de deneysel calismalarin son derece yetersiz oldugu
gorilmektedir. Nunes ve ark.” deneysel calismalarinda sedanter farelerde karaciger ve

bobrek hasart ile iligkili belirtegleri arttirdig egzersiz grubunda ise kardiyak hipertrofiye
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neden oldugu gosterilmistir. Bu calismada egzersiz yapan grupta yapmayanlara gore
daha fazla hasar saptanmustir. Bizim ¢alismamizda da kontrol grubuna kiyasla histolojik
degerlendirmelerde egzersiz yapan ve whey proteini alan grupta hiicresel hasar ve
spermatogenezin daha fazla etkilendigi saptandi. Whey protein destegine bagl olarak
viicutta akne olabilecegi 5 olguluk bir calismada gésterilmistir.77 Kullanilan 1ilaglar
sperm sayisi azligindan tamamen yokluguna kadar pek ¢ok etki yapabilirler. Bu ilaglar
hormonal ya da hormonal dis1 mekanizmalarla testisleri etkileyip sperm bozukluguna
yol agabilirler. Bu ila¢ gruplarindan agr1 kesici ya da inflamasyon inhibitorii olarak
kullanilan siklooksijenaz inhibitorlerinin sperm hiicresine kalsiyum girigini arttirarak ya
da oksidatif hasara yol acarak spermleri olumsuz etkiledigi bilinmektedir.”® Spermlerin
lizerinde poliansatiire yag dedigimiz yapilar bulunmaktadir. Normalde viicutta giinliik
fizyolojik islevlerin bir parcast olarak olusan oksidan dedigimiz maddeler normal
fizyolojik gorevlerini tamamladiktan sonra viicuttaki antioksidanlar dedigimiz yapilarca
ortadan kaldirilirlar. Ancak bazen ciddi ruhsal stres, diabetes mellitus, sigara igimi,
infeksiyonlar, travma ve sayisiz patolojiye bagli olarak meydana gelen yapisal stres asiri
oksidan yapimina neden olmakta viicuttaki antioksidan sistemleri bu oksidanlar1 tam
olarak ortadan kaldiramamaktadirlar. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandinimaktadir.” Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan iiriinler hiicrelerin pek ok
yapisina etki etse de 6zellikle lipid denilen yapilara saldirarak etki etmektedirler. Sperm
tizerinde de %20 civarinda yag dokusu oldugu i¢in oksidanlar buralar1 hedef almakta ve
sperm membranin1 etkileyerek hiicrenin normal fonksiyonlarint gérmesine engel
olmakitadirlar.”®® Yine bir baska agn kesici grup olan opiatlar, morfin, kas eklem
hastaliklar1 tedavisinde kullanilan sulfasalazin, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar,
sitma tedavisinde kullanilanlar, iyi huylu prostat biliylimesinde kullanilan ilaglar,

hipertansiyon tedavisinde kullanilanlarin  oksidatif hasara yol acarak sperm
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8287 Calismamizda da oksidatif hasar1 gosteren

fonksiyonlarii etkiledigi bilinmektedir.
MDA seviyesinin azaldig1 bu durumun oksidatif hasarla iliskili olarak sperm yapimini
bozabilecegi goriisiinii destekledigi disiiniilmektedir. Bunun haricinde bazi ajanlarda
DNA hasari, testosteron ya da Ostrojen gibi spermatogenezde gerekli hormonlarin
yapsii etkileyerek, sperm igin gerekli maddeleri azaltarak ya da sperm kanallarinin
kontraksiyonlarini bozarak, dogrudan spermin hareketini saglayan tiibiillere etki ederek,

membran yapisini bozarak ya da enerji metabolizmasin1 engelleyerek spermatogenezi

bozabilmektedirler.
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6. SONUC VE ONERILER

Bizim bilgilerimize gére Ingilizce yazilan literatiirde whey proteinlerinin testis
lizerine olan etkisinin daha once calisilmadiglr anlasilmaktadir. Calismamizda whey
proteini verilen grupta kontrol grubuna goére hematolojik parametrelerde olmasa da doku
diizeyinde olumsuz etkilenmeler oldugu saptandi. Egzersiz yapip whey proteini alan
grupta ise Johnsen skoru olarak bilinen ve sperm yapimindaki bozuklugu gosteren
degerin hem kontrol hem de sadece whey proteini verilen gruptan sayisal olarak daha
fazla etkilendigi anlasilmistir. Bu bulgular histolojik olarak tiibiil yapisinin daha fazla
etkilendigi grup 3’teki Johnsen skoru ile uyumlu goriinmektedir.

Her ne kadar bu bir deneysel ¢aligma olsa da bu sonuglara gére whey proteininin
sporcularda kullaniminin testikiiler dokularda spermatogenezi olumsuz olarak etkiledigi
goriilmektedir.

Buradan hareketle whey proteininin sporcularda kullaniminin yakindan takip
edilerek uygun dozda ve siirede kullaniminin saglanmasinin 6nemli oldugunu

belirtebiliriz.
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