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SICAN TESTiS DOKUSUNDA KADMiYUM iLE OLUSTURULAN HASAR UZERINE
UZUM CEKIiRDEGI EKSTRESININ ETKIiLERININ ARASTIRILMASI
Simge TASCIOGLU
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2012
Damsman: Do¢.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

OZET

Kadmiyum mineral madenciligi, tarim ve endiistri gibi bir¢ok degisik insan aktivitesi
sonucu ¢evremizde agiga cikan toksik bir metaldir. Bu metal yash ve sigara icenlerin
kaninda, seminal plazmasinda ve follikiiler sivisinda artis gostermektedir. Kadmiyum
hiicrenin c¢ogalmasi, farklilagsmasi, apopitozunu ve diger hiicresel aktivitelerini
etkilemektedir. Kadmiyumun gen transkiripsiyonu ve translasyonu iizerine de
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Uziim ¢ekirdegi de antioksidan 6zelligi cok fazla olan
bir maddedir. Biz bu c¢alismada kadmiyum ile testis dokusunda olusturulan hasar
tizerine iiziim cekirdegi ekstresinin koruyucu etkisini arastirmayr amagladik. Bu
calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM)
yetigtirilen ergin erkek Wistar albino tiirii sicanlar kullanildi. Denekler rastgele 4gruba
ayrildi. Grup I; (n=6) kontrol grubu, grup II; (n=6) 2,5 mg/kg (intraperitoneal)
kadmiyum uygulanan sigcanlar, grup III; (n=6) 2,5 mg/kg kadmiyum + 100 mg/kg iiziim
cekirdegi ekstresi (intragastrik), grup IV; (n=6) 100 mg/kg iiziim cekirdegi ekstresi
(intragastrik) uygulanarak olusturuldu. Uziim cekirdegi ekstresi ugulamasinin 8.
giiniinde 2. ve 3. gruplara kadmiyum uygulandi ve uygulamadan 48 saat sonra
deneklere dekapite edilerek testis dokular1 alindi. Parafine gomiilen 6rneklerden alinan
kesit ornekleri incelendi ve degerlendirildi. Kadmiyum uygulanan grupta germinal
epitelde diizensizlik, limene epitel hiicre dokiilmesi, epitel hiicreleri arasinda vakuol
olusumu ve yer yer nekrotik tiibiiller gozlendi. Kadmiyum uygulanan grupta seminifer
tiibiil ¢aplar1 ve Johnsen’in tiibiiler biyoksi skoru kontrol ile karsilastirildiginda anlaml
derecede azalmis olarak belirlendi. Koruyucu amagl verilen iiziim c¢ekirdegi ekstresinin
ise bu skorlar1 artirdigr gozlendi. Sonug¢ olarak kadmiyum uygulamasi testis dokusunda
cok ciddi histopatolojik degisiklikler olusturmakta oldugu ve koruyucu amagl verilen

tiztim cekirdegi ekstresinin bu hasari engelledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Uziim Cekirdegi Ekstresi, Testis, Sican.
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A RESEARCH ON EFFECTS OF GRAPE SEED EXTRACT ON RAT
TESTICAL TiSSUES WHICH WAS DAMAGED WITH CADMIUM
Simge TASCIOGLU

Erciyes University, Depertman of Histology and Embryoloji
MS Thesis, June 2012
Advisor: Do¢.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

ABSTRACT
Cadmium is a toxic metal in our environment which comes out of many activities such

as mining, agriculture and industry. This metal shows an increase in the blood, seminal
fluids and follicular cells of elder and smoking people. Cadmium effects proliferation,
apoptosis, diferansation and all other activities of cell.It is also known that cadmium is
effective on genetic transcription and translation. Grape seed is a highly antioxidant
natural material. Grape seed is a natural extract of vitis vinifera. And it is known with
antioxidant and protective features under the oxidative stress and effects of heavy
metals. In this study we established to investigate the protective effect of grape seed
extract on cadmium damage to testis tissue. In this study, adult male Wistar albino rats
that raised in DEKAM (Erciyes University Experimental And Clinic Researches Centre
) are used. Rats are seperated into four random groups. Group 1; (n=6) control group,
group 2; (n=6) 2.5 mg/kg (intraperitoneal) cadmium administrated rats, group 3; (n=6)
2.5 mg/kg cadmium plus 100 mg/kg grape seed was administrated (intragastic), group
4; (n=6) 100 mg/kg grape seed extract (intragastrik) was administrated. Cadmium were
application grape extract seed groups 2 and 3 on day of 8 and all the subjects are killed
by decapitation. Testes of samples are taken and identified and it was buried into
paraffine. Section examples which was buried into paraffine is analysed and reviewed.
Germinal epithelium irregularities, epithelial cell loss in lumen, formation of the
vacuoles between epithelial cells and necrotic tubules was observed to applied cadmium
in the group. The diameters of seminiferous tubules and tubular biyoksi score of
Johnsen compared to control group; significantly decreased. These scores was increased
by the grape seed extract for protective purposes. As a result of application of cadmium
create a very serious changes on testicular tissue and the grape seed extract for

protective purposes inhibited this damage.

Key Words: Cadmium, Grape Seed Extract, Testis, Rat.
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1.GIRIS VE AMAC

Kadmiyum mineral madencigi, tarim ve endiistri gibi bir¢cok degisik insan aktivitesi
sonucu c¢evremizde agiga c¢ikan toksik bir metaldir (1). Kadmiyum ve kadmiyum
bilesikleri, 1993 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) tarafindan
insan i¢in karsinojenik olarak (grup I) simiflandinlmistir (2). Bu metal yash bireylerde
ve sigara icenlerin kaninda, seminal plazmasinda ve follikiiller sivisinda artig
gostermektedir (3). Kadmiyum hiicrenin proliferasyonunu, diferasiyonunu, apopitozunu
ve diger hiicresel aktivitelerini etkilemektedir. Kadmiyumun gen transkripsiyonu ve
translasyonu iizerine de etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bunun yan1 sira, oksidatif
hasarda DNA tamir siirecinin savunma mekanizmalarimi etkiliyor olmas1 genotoksik
etki mekanizmalarindan diger bir tanesidir (4). Kadmiyum gonadotropin, ovarial
progesteron ve ovulasyon oranini diisiirmekte, plasenta yapisini bozarak gebeligi de ters
yonde etkilemektedir (5, 6). Kadmiyum organizmada direk olarak ya da immiin sistem
gibi homeostatik mekanizmalan etkileyerek toksik etki gostermektedir (7). Uzun siire
kadmiyuma maruz kalinmasi sonucu bir¢cok organda ozellikle erkek ve disi iireme
sisteminde, bobrekler ve endokrin sistemde yapisal ve fonksiyonel bozukluklar
meydana gelmektedir (1).

Kanser olusumunun engellenmesi igin viicutta antioksidan miktarinin azalmamasi,
yaslanma ile birlikte antioksidan takviyesi yapilmasi gerekir. Uziim gekirdegi de
antioksidan 6zelligi cok fazla olan bir maddedir (8). Oksidatif stres ve agir metallere
maruz kalma sirasinda antioksidan ve hiicreyi koruyucu etkisi oldugu bilinen iiziim
cekirdegi ekstresi, vitis vinifera’min tohumlarimin  dogal ekstresidir. Bitki

flavonoidlerinin pro-antosiyanin oligomerlerinin en yararl gruplarindan birinin zengin



2

bir kaynagidir (9). Bu flavonodilerin saglhiga bircok etkisi bulunur; intraselliiler vitamin
C seviyelerini arttirabilir kapiller gegirgenligini, kirilganligini, ciiriitiicii oksidanlari,
serbest radikalleri azaltir (10, 11).

Bu calismanin amaci, testislerdeki kadmiyumun olusturdugu hasar iizerine oral
uygulanan iiziim cekirdeginin koruyucu etkisinin olup olmadigimin 1sik mikroskobik

olarak belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GENITAL SiSTEM EMBRiYOLOJiSi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti ovumu dolleyen sperm cesidi ile
fertilizasyon sirasinda belirleniyor olsa da erkek ve disi morfolojik karakteristikleri
embriyonik 7. haftaya kadar gelisime baslamazlar. Genital sistem erken donemde her iki
cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin gelisiminin baslangi¢ peryodu

seksiiel gelisimin farklanmamis sathasi olarak adlandirilir (12).

Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar, seksi belirleyen bolgesinde testis belirleyici
faktdr genini tagiyyan Y kromozomudur. Bu faktoriin varligi ya da yoklugu gonadal
farklilasma {izerinde dogrudan etkilidir ve aym zamanda bir selale gibi Y
kromozomundan asagi dogru bir¢ok baska genin de rudimenter cinsiyet organlarinin

kaderini tayin etmek icin harekete gecmesini saglayacak olan diigmeyi cevirir (13).
2.1.1. Gonadlarmm Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek ve disi morfolojik ©zelliklerine

sahip degildirler (13).

Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan koken alirlar (Sekil 2.1) (12).
= Posterior abdominal duvarin mezotel dosesi (mezodermal epitel),
= Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu),

* Primordial germ hiicreleri.
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Sekil 2.1: A. 3 haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin bir yerde
primordiyal germ hiicrelerini gosteren sematik ¢izim. B. Primordiyal germ hiicrelerinin, son barsak ve
dorsal mezenter boyunca genital kivrima dogru go¢ yolu. (Langman’s Medikal Embriyoloji’den

alinmistir.)

Gonadlar baslangigta bir ¢ift uzunlamasina kdlomik epitelin proliferasyonu ve altindaki
mezensimin yogunlagmasiyla olusmus genital veya gonadal kabariklik halinde belirirler.
Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabarikliklar icinde germ hiicreleri mevcut degildir.
Primordiyal germ hiicreleri insan embriyosunda gelisimin erken devrelerinde yolk
kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirmektedir.
Ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital kabarikliklar isgal
eder. Kabarikliklara ulagamadiklan takdirde gonadlar gelisemez. Gonadlarin over ve

testise farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (13).
2.1.2. Farklanmamis Gonad

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya cikar. Primordiyal germ hiicrelerinin
primitif gonadlara ulasmasindan hemen 6nce ve ulasmasi sirasinda genital kabarikligin
kolomik epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altindaki mezensim icine girerler.
Burada primitif cinsiyet kordonlar1 denilen irregiiler sekilli kordonlar1 olusturur. Hem
erkek hem disi embriyolarinda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir. Bu donemde erkek
veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilmesi miimkiin degildir ve bu evredeki

gonada farklanmamis gonad adi verilir (13).



2.1.3. Testis

Y kromozumunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktorler icin SRY geni
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gormektedir
(12). Testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomunun etkisiyle, primitif cinsiyet
kordonlar1 ¢ogalmaya devam ederler ve testis veya meduller kordonlar1 olusturmak
iizere medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerlerler. Kordonlar bezin hilusuna dogru daha
sonra rete testis tiibiillerini olusturacak ince hiicre siralarindan ibaret bir ag sekline
doniisiirler. Gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlar1 yiizey epiteliyle olan
iligkilerini kaybederler. Daha sonra testisin karakteristik bir 6zelligi olan tunika
albuginea adli yogun fibr6z bir bag dokusu bu kordonlan yiizey epitelinden ayirir.
Dordiincii ayda testis kordonlar at nali seklini alir ve bu at nalinin uglar rete testis ile
devam eder. Interstisiyel Leydig hiicreleri gonadal kabarikligin orijinal mezensiminden
koken alir ve bu kordlarin farklanmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar.
Gebeligin 8. haftasinda Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimi baslar. Bununla
birlikte testis genital kanal ve dis genital farklanmasini etkileyecek hale gelmistir.
Puberteye kadar solid halde kalan kordlarin pubertede liimenleri acilarak seminifer
tiibiiller olustururlar. Seminifer tiibiiller bir kere kanalize olduktan sonra rete testis
tiibiilleri katilir ve daha sonra duktuli efferenteslere girerler. Bu duktuli efferentesler
mezonefrik sistemin geri kalan bosaltim tiibiilleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu
kanallar rete testis ile mezonefrik veya Wolffian kanallar1 arasinda bir baglant1 islevi

goriirler (Sekil 2.2) (13).

Testislerin bilylimesi ve mezonefrik bobreklerin atrofisi, testislerin posterior abdominal
duvar boyunca kaudal yonde hareketine miisaade etmektedir. Miillerian inhibitér madde
(MIS) ile uyarilan paramezonefrik duktuslarin atrofisi, testislerin transabdominal olarak
derin inguinal halkaya dogru hareketini saglamaktadir. Processus vaginalisin biiytimesi,
testislerin inguinal kanal boyunca skrotuma ilerlemelerinde rehberlik etmektedir.
Yirmialtinct haftada testisler posterior abdominal duvardan, retroperitoneal olarak derin
inguinal halkaya dogru inerler. Testislerdeki bu pozisyonel degisiklik fotal pelvisin
genislemesi ve embriyonun boyutlarinda uzama ile birlikte olmaktadir. Testislerin
inguinal kanal boyunca skrotuma inmelerindeki sebepler ¢cok az oranla bilinmekle
birlikte, bu durumun f6tal testislerce iiretilen androjenlerle (testosteron) kontrol edildigi

kabul edilmektedir. Testislerin inguinal kanala gecisinde karin i¢i organlarin



biiytimesine baglh olarak intraabdominal basing artisinin rol oynadig diisiiniilmektedir.
Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inisi genellikle 26. haftada baslar ve 2-3 giin
devam eder. Testisler periton ve processus vaginalis disindan gecerler. Testisler
skrotuma girdikten sonra, inguinal kanal spermatik kord etrafina kasilir. Terminde
dogmus yeni doganlarin %97°den fazlasinda, her iki testis de skrotum icerisinde
bulunur. Dogumdan sonra ilk ii¢ ay igerisinde inmemis testislerin cogu skrotuma iner.

Bir yasinda sonra testislerin kendiliginde (spontan) skrotuma inisleri gdzlenmez (12).
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Sekil 2.2: Gelisimin 8. haftasinda testisten gecen ve tunika albuginea, testis kordlari, rete testis ve
primordial germ hiicrelerini gosteren transvers kesiti gosteren sematik ¢izim. B: Testis ve genital kanalin
4.aydaki goriinlimiinin sematik ¢izimi. At nali seklindeki testis kordlari rete testis kordlariyla devam
etmektedir. Mezonefrik kanala giren duktuli eferenteslere dikkat ediniz (Langman’s Medikal

Embriyoloji’den alinmustir).

Deri ve fibromuskuler yapidaki skrotum ic¢inde spermatik kordon ile asili duran testisler
hem ekzokrin hem endokrin salgi yapan bir organdir. Ekzokrin salgis1 seminifer tiibiil
ad1 verilen bilesik tiibiiler yapidaki kanalciklarda yapilir (Sekil 2.3). Testikiiler siv1 ve
spermatozoon testisin ekzokrin salgisin1 olusturur. Endokrin salgis1 ise Leydig

hiicrelerinde yapilan steroid yapidaki testosterondur (14).

Testisin 6n kenart ile yan yiizleri ¢ift yaprakli bir serdz zar, tunika vaginalis testis ile

ortitliidir (15).



2.2. TESTISIN ANATOMISI

Testisler erkek iireme hiicrelerini (spermatozoon) ve erkege 6zgii seks hormonlarini
iireten kus yumurtast biiyiikliigiinde olusumlar olup skrotum igerisinde asili olarak
bulunur. Sagli sollu bir ¢ift olan testisler 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde, 3
cm kalinhiginda ve 10-14 gr agirhigindadir. Oval bicimde olup yanlardan basiktir ve
skrotum icerisinde bulunur. Sol testis sag testisten 1 cm daha asagidadir. Testisin facies
medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii; margo anterior ve margo posterior
olmak iizere iki kenari; extremitas superior ve extremitas inferior olmak iizere iki ucu
vardir. Testislerin uzun eksenleri tam vertikal yonde bulunmaz. Ust ucu biraz 6nde ve
dista, alt ucu ise biraz arkada ve icte bulunur. Konveks 6n kenan biraz da disa-asagi
dogru, daha diizce olan arka kenarida biraz yukari-ige dogru meyilli olarak bulunur.
Testis’in 6n kenar, her iki yiizii ve uglan diiz konveks olup visseral periton ile kaplidir.
Arka kenarinin sadece lateral kismi peritonla Ortiiliidiir. Peritonsuz olan medial
boliimiine, epididimis tutunur ve buradan damar-sinirleri ve kanallar1 gecer (sekil 2.3)
(15).
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Sekil 2.3: Testisin anatomisi (Sobotta Insan Anatomisi Atlasi’ndan alinmstir).



2.3. TESTIiSIiN HiSTOLOJiSi

Testisler, tunika albuginea denilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile
cevrilidir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis
denilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin igine giren fibréz uzantilar (septum), bezi
testikiiler lobiiller denilen piramidal bolmelere ayirirlar. Her lobiilde gevsek bag
dokusuyla sarili 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igerir. Seminifer tiibiiller
erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlari iiretirler. Interstisyel hiicreler ise testikiiler

androjenleri salgilarlar.
2.3.1. Seminifer Tiibiil

Cok katl epitel hiicrelerinden olusan 150-250 pm c¢apinda, 30-70 cm uzunlukta
tiibiillerden olugmustur. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu 250 m kadardir.
Spermatogenez bu tiibiillerde meydana getirilir. Tiibiiller arasinda, bag dokusu
yapisindaki interstisiyel doku yer alir. Bir-dort adet tiibiil bir araya gelerek testis
lobiillerini olusturur. Tiibiiller lobiiliin tepesine dogru sonlanirken daralir ve diiz tiibiiller

(tubuli rekti) ad1 verilen kisa boliimii olusturur (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Testis ve tireme yollarin1 gosteren sematik ¢izim (Ross, Romrell, Histoloji. A Text and Atlas,

5th ed.’dan modifiye edilmistir.)



Diiz tiibiiller seminifer tiibiillerin dolambag¢ seklindeki birbiri ile baglant1 yapan rete
testis denilen kanallara baglanmasim saglar. Rete testis 10-20 adet kanaldan olusan
duktuli efferentese baglanir. Duktuli efferentes de duktus epididimis ad1 verilen 4-6 m.
uzunlukta asirt derecede kivrintili bir kanal ile duktus deferense baglanir. Duktus
deferens daha sonra prostata girer; burada duktus ejakulatoryus ile devam ederek

prostatik iiretraya acilir (14).

Seminifer tiibiiller distan bazal membran ile ¢evrili germinal epitelden olusur. Germinal
epitel, distan bazal lamina ile kollagen lifler ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan
ozellesmis bir fibr6z doku tarafindan sarilmistir (Sekil 2.5). Bu fibr6z dokuya

peritiibiiler doku ya da membrana propria denir (16).

Sekil 2.5: Testiste seminifer tiibiillerin 151k mikroskobunda goriiniimii. X20, hematoksilen ve eozin.

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri adin1 da alan Sertoli hiicreleri, bazalden liimene kadar uzanan biiyiik,
prizmatik hiicrelerdir. Tiibiil boyunca diizgiin araliklarla yerlesim gosteren Sertoli
hiicreleri arasinda bazale yakin yerde o6zel tip baglantilar bulunmaktadir. Oval veya
iicgen sekilli ¢ekirdek biiyiik olup, 1-2 belirgin cekirdekcik igerir. Cekirdegin en énemli

ozelligi bir ya da daha fazla derin invaginasyonlar gostermesidir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Bir seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilar1 ve gelisimin farkli
donemlerindeki spermatojenik hiicreleri gosteren ¢izim (Ross, Romrell, Histology A Text and Atlas’tan).

Elektron mikroskopta sertoli hiicre sitoplazmalarinin lipid damlaciklar1 yoniinden
zengin olduklar1 goriiliir. Ayrica gelismis graniiler endoplazmik retikulum (GER),
yaygin agraniiler endoplazmik retikulum (SER) sisternalari, dagimik halde serbest
ribozomlar, primer ve sekonder lizozomlar, glikojen graniilleri, mikrotiibiiller ve
filamanlara sahiptir. Insanlarda ender olarak da, gekirdek yakiminda yer alan protein
yapisinda olduklarina inanilan kristalloid cisimcikler olan Charcot-Béttcher kristali de
goriilebilir. Sitoplazmada ¢ok miktarda gozlenen elektron yogun cisimciklerin, steroid
senteziyle ilgili olduklar1 disiiniiliir. Mitokondriyonlar, tiibiiler tipte olup sekil
degistirebilirler. Sitoplazmada iyi gelismis Golgi kompleksi de yer almaktadir. Sertoli
hiicreleri, puberteye kadar seminifer epitelin baskin hiicre tipidir. Puberteden sonra,
seminifer tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik % 10’unu olusturur. Daha ileri yastaki
erkeklerde spermatojenik hiicre populasyonu azaldigi zaman, Sertoli hiicreleri tekrar

seminifer epitelin ana elaman haline gelir.

Sertoli hiicreleri, bazolateral bolgelerinde komsu Sertoli hiicreleri ile okludens tipi
baglantilar1 olustururlar. Bazolateral okludens baglantilar, seminifer epiteli bazal ve
adluminal kompartmana bolerler ve gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri
otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerinin esas yapisim olustururlar

(16,17).
Sertoli hiicrelerinin ¢ok ¢esitli gorevleri bulunmaktadir. Bunlarin baslicalar:
1- Gelismekte olan spermatojenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

2- Spermiyogenezin sonunda atilan artik cisimcikleri fagosite etmek,
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3- Olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla, spermiyasyon siirecinde,

seminifer tiibiil liimenine salimmin1 kolaylagtirmak,
4- Seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir s1v1 salgilamak,

5- Follikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimiyla, androjen baglayici protein
(ABP) sentezlemek. Bu protein, seminifer tiibiil icinde spermatogenez ig¢in

gerekli olan testosteronun yogunlasmasini saglar.

6- Anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini 6nleyen inhibin ve uyaran

aktivin ad1 verilen peptidleri salgilamak,

7- Anti-Miillerian hormonu (AMH) iiretmek. Bu hormon embriyonik gelisim
sirasinda, erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglar

(17,18).

2.3.3.1. Kan-Testis Bariyeri

Interstisyel kan damarlar ile seminifer tiibiiller arasinda yer alan kan-testis bariyeri,
Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglantilar ile olusturulur ve germ hiicrelerinin

kandan gelen zararl ajanlara kars1 korunmasini saglar.

Spermatogonyumlarin farklilasmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Seksiiel olgunlagsmanin, immiinolojik yetenegin gelismesinden daha sonra meydana
gelmesi sonucu, farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak algilanmaktadir. Bu
durum, germ hiicrelerinin liimiine sebep olabilecek bir immiin yanit1 tesvik etmektedir.
Kan—testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem arasinda olusabilecek herhangi
bir etkilesimi ortadan kaldiracaktir. Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin
gecmesini Onler ve bu nedenle serumlarinda ¢ok yiiksek diizeylerde sperm antikorlart

bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmemektedir (16, 17).
2.3.3. intertisyum

Testis kiitlesinin yaklasik %25-30’unu gevsek bag doku olusturur, bu ara doku
icerisinde Leydig hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, farklilasmamis mesenkim

hiicreleri, sinirler, kan ve lenfatik damarlar bulunur.
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2.3.3.1 Leydig hiicreleri

Seminifer tiibiiller arasindaki iiggenlerde gruplanirlar. Testosteron hormonu iiretimi ve
salgilanmasindan sorumludurlar. Noroendokrin gorevleri de vardir. Parakrin olarak
oksitosin, substans-P, B-endorfin vb. salgilarlar. ki cekirdekli olabilirler. Iyi geligmis
Golgi kompleksi, tiibiiler tip kristali mitokondriyonlar ve asidofil sitoplazmalarinda yag
damlaciklar icerirler. Cok iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikuluma sahiptirler.
Bu hiicrelerde salgi graniilii bulunmaz, iiretilen testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve

bekletilmeden kana verilir (18).
2.4. KADMiYUM

En 6nemli endiistriyel ve ¢evresel kirleticilerden biri olan ve canlilar iizerindeki cesitli
toksik etkileri bilinen kadmiyum (Cd), cinko (Zn) iiretimine eslik eden bir metal olarak
diretilmistir (19, 20). Cinko iiretiminde kullanilincaya kadar havaya, yiyeceklere ve suya
dogal siireclerle onemli miktarlarda karismamistir. Ancak giiniimiizde kadmiyum da
cevre kirliligine sebep olan agir metaller arasinda yerini almistir (21, 22). Kadmiyumun
tim canlilar icin esas cevresel kaynagi yiyecekler ve icme suyudur (23, 24). Metal
alasimlari halinde pillerin, plastik maddelerin ve pigmentlerin yapisina giren kadmiyum
organizmada pek c¢ok toksikolojik etkiye sahiptir (25-27). Kadmiyumun cevresel
miktarinda son birka¢ ylizyill i¢inde ©nemli derecede artis gostermesinin Onemli
nedenlerinden biri de, biyolojik yarilanma Omriiniin olduk¢a uzun olmasidir (21, 28,
29). Kadmiyum, diisiikk konsantrasyonda bile biyolojik sistemler iizerinde son derece
zararl bir etkiye sahiptir. Kadmiyum toksisitesinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak aydinlatilabilmis degildir. Cogu metallerde oldugu gibi kadmiyum i¢in de esas
hedef organ karaciger olmasina ragmen, bu toksik metalin bobrek, akciger, duodenum,
pankreas, kemik ve testis dokularinda birikip, sitolojik ve histolojik hasara sebep oldugu
cesitli aragtiricilar tarafindan rapor edilmistir (30-32). Deneysel ve cevresel olarak bu
metale maruz kalinmasi halinde testis atrofisi, infertilite, bobrek fonksiyon kaybi,
karaciger hasari, solunum ve sindirim sistemi bozukluklari ve anemi gibi ciddi
rahatsizliklar olugsmaktadir. Kadmiyumun cesitli hiicrelerin ince yapis tizerindeki toksik
etkileri ise ¢ekirdek membran hasari, kromatin yogunlagsmasi, mitokondri kristalarinda

hasar ve sonunda hiicre 6liimiidiir (33-36).

Kadmiyumun iiretimi ve kullanimi arttikca sadece endiistride calisanlar degil, aym

zamanda genel popiilasyon da kadmiyumun toksik etkisine maruz kalir. Kadmiyum
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diger agir metallerle karsilastinldiginda suda c¢ozinme o6zelligi en yiiksek olan
elementtir (37). Bu nedenle dogada yayilma hiz1 yiiksektir ve insan yasami icin gerekli
elementlerden biri degildir. Suda ¢oziinebilir dzelliginden dolayr Cd** halinde bitki ve
deniz canlilan tarafindan biyolojik sistemlere alinir. Kadmiyumun canlilar iizerindeki
toksik etkilerinin mekanizmas1 giiniimiizde hala tartismali olup yogun olarak
arastirilmaktadir. Tarim sektoriinde yaygin ve kontrolsiiz sentetik giibre kullanimi ve
bunun yam sira seracilikla iiretilen sebze ve meyvelerin, kadmiyumla kirlenmis
topraklarda yetisen tahillarin, sanayi ve diger atiklarla kirlenen sularda beslenen su
diriinlerinin, kadmiyumla kirlenmis icme sularinin, memeli hayvanlarin karaciger,
bobrek gibi i¢ organlarinin tiiketimi, hava kirliligi, kahve, ¢ay, komiir yakilmasi, yiiksek
sigara bagimlilig1 oran1 ve buna bagh yiiksek oranda pasif igicilik goz oniine alindiginda
toplumumuzun hem gidalarla hem de solunum yoluyla biiyiikk Ol¢iide kadmiyum
toksisitesi tehdidi altinda oldugu acik¢a bilinmektedir. Kadmiyumun yillik dogaya
yayilma miktar1 25.000-30.000 tondur ve bunun 4.000—13.000 tonu insan faaliyetlerine
bagh olarak ortaya c¢ikar (19, 22).

Kadmiyum yar1 Omriiniin uzun olmasi nedeniyle ayri bir oneme sahiptir ve insan
viicudunda hemen hemen tiim sistemler iizerine toksik etkiler gosterebilmektedir. Bu
metalin organizmadan atilimi icin herhangi bir viicut mekanizmasi olmadigindan
dokularda birikim gosterir. Organizmaya alinan kadmiyum Oncelikle bobreklerde ve
karacigerde olmak tiizere, kemikler ve akcigerde birikir (38). Dolayisiyla giiniimiizde
kadmiyumla ilgili olarak yapilan ¢alismalar genellikle kadmiyumun bobrek, karaciger

ve akciger tizerindeki etkileri konusunda yogunlasmistir (26, 30, 39).
2.4.1 Kadmiyumun Metabolizmasi

Kadmiyum viicuda oral ya da inhalasyonla alindiktan sonra absorbsiyona ugrar (40-
42). Absorbsiyondan sonra kan hiicrelerine ve albiimine baglanarak taginir. Kadmiyum,
hiicrelerin ~ antioksidan  sistemlerini  degistirerek ve membran lipitlerinin
peroksidasyonunu artirarak farkli dokularda oksidatif hasar1 indiikleyebilir (43, 44, 45).
Kadmiyumdan etkilenen hiicrelerde, metal baglayicit bir protein olan metallotionein
(MT) sentezini takiben, metallotionein-kadmiyum (MT-Cd) kompleksi olusur.
Metallotioneine baglanamayan kadmiyumun ise toksikolojik degisikliklere sebep

olabildigi ileri siiriilmektedir (46, 47, 48).
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Molekiil agirlign yaklasik 6000 kDa olan metallotionein, diisiik molekiil agirlikli bir
proteindir ve kadmiyum metabolizmasinda anahtar rol oynar (49). Metallotionein
sentezinin indiiksiyonu, ¢cok sayida genin kontrolii altindadir ve glukokortikoidler, ¢inko
ve bakir gibi esansiyel metallerin etkisi ile uyarilir. Yapilan hayvan calismalar1 ve in
vitro c¢alismalar, metallotioneinin kadmiyum toksisitesine kars1 koruyucu oldugu
gosterilmistir (46, 47). Metallotioneinin karacigerden kadmiyum salinmiminda da rol
oynadigi bilinmektedir. Hepatik kadmiyum- metallotionein salgilanmas1 ya da bu
kadmiyum-metallotioneinin kanda varligi, kadmiyumun bdbreklerde birikmesiyle
sonuglanir. Metallotionein-kadmiyum kompleksi, glomeriillerde filtre edilir, ancak
proksimal tiibiiliislerden reabsorbe edildiginden atilimi 6nlenmektedir. Kadmiyuma
maruz birakilan hayvanlarda en yiiksek kadmiyum seviyeleri genellikle karaciger ve
bobrek korteksinde saptanmistir (50, 51). Bununla birlikte, viicuttaki dagilimi,
kadmiyumun alinis yolu, dozu ve siiresi ile degisiklik gostermektedir (52).
Metallotioneinin, oksidatif stres veya agir metallerle muameleden sonra kemiricilerin
bobrek, karaciger, akciger, bagirsak ve testislerinde artis gostermekte oldugu ve hiicreyi
koruyucu etkisi ile agiga ciktigr bilinmektedir (14, 22). Tiim dokularda kadmiyum
metallotioneine baglanir ve toksik olmayan metallotionein-kadmiyum kompleksi olarak
depolamir. Metallotionein, oksidatif stresi baskilayarak kadmiyumun sebep oldugu
toksisiteye karsi korunmaya yardim eder, serbest radikal savici etkisinden dolay1

antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir unsurudur (53, 54, 55).

Karaciger ve bobrek, sistemik kadmiyumun elimine edilmesinde rol oynayan birincil
organlardir ve kadmiyum toksisitesinin hedefidirler. Ciinkii kadmiyum, yapisinda
silfidril gruplar1 tasiyan dokulara yiiksek affinite gosterir (56, 57). Yapilan
calismalarda, glomeriiler mezengimal hiicrelerin kadmiyum aliminin, metabolik enerji
gerektirmeyen bir mekanizma ile ¢ok sayida yiizey baglayici sahalardan gerceklestigi
gosterilmistir (58). Yeni dogmus bir bebegin dokularinda genel olarak kadmiyum
bulunmamaktadir. Akcigerler ve gastrointestinal kanaldan emilen kadmiyum, viicutta
agirlikli olarak bobrek ve karacigerde depolanmaktadir ve bu oran viicuttaki toplam
kadmiyum miktarinin yarisindan fazlasim olusturmaktadir. Kronik diisiikk doz
kadmiyum aliminda, en yiiksek kadmiyum konsantrasyonlari bobrek korteksinde
bulunmaktayken, kadmiyum dozu arttifinda karacigerde depolanma oOn plana
cikmaktadir (34, 36). Yapilan calismalarda, toplumda yasla birlikte tiriner kadmiyum

attliminim arttig1 goriilmiistiir. Idrarla kadmiyum atilimi, viicut yiikiiyle, kadmiyum
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maruziyeti ve bobrek hasarinin varlig ile yakindan iliskilidir. Bébrek hasari ile birlikte
idrarla kadmiyum atilimi artmaktadir. Kadmiyumun sa¢ ve anne siitii ile de atilim

mevcuttur, ama biyolojik yar1 omriinii etkileyecek diizeyde énemi yoktur.

Kadmiyum viicudun farkli bolgelerinde birikmektedir ve her dokudaki kadmiyum yar1
omrii farkl1 olabilir. Insan viicudunda kadmiyumun yar1 émrii, karaciger dokusunda 4—
19 yil, bobrekte ise 15-40 yil olup, kanda ise 2,5 aydir. Bunun yam sira kadmiyuma
maruz kalan isgiler ile dogal kadmiyum maruziyetinin goriildiigii toplum bireyleri
arasinda biyolojik yar1 dmiirde farkliliklar saptanmistir (59). Eger yiiksek doz maruziyet
s6z konusu ise bobrek tiibiiler disfonksiyon nedeniyle kadmiyum yar1 6mrii kisalacaktir.
Ornegin proteinurisi olan, kadmiyum maruziyeti riski olan is kollarinin calisanlarinda,
karaciger kadmiyum yar1 6mriiniin 2 y1l oldugu gosterilmistir (22, 28). Sigara kullanimu,
kronik diisiik doz kadmiyum maruziyetinin 6nemli bir nedenidir ve alinan kadmiyumun
tahmin edilen biyolojik yar1 6mrii 10 y1l kadardir. Kadmiyum tasidigi bu dzellikleri ile

organizmada bir¢ok sistem iizerinde oldukca toksik bir etki gdstermektedir.
2.4.2. Kadmiyumun Organlar Uzerine Etkileri

Kadmiyumun nefrotoksik etkisi iyi bilinmektedir (60, 61). Memeli bdobreginin
proksimal tiibiiliisleri, kronik kadmiyum aracilikli toksisitenin ana hedefidir. Bobrek
hasarinin; kortekste kadmiyum konsantrasyonunun agir metal baglayici proteinlerin
kapasitelerine ulastigi ya da astifi durumda ortaya ciktifi kabul edilmektedir.
Kadmiyum aracilikli nefrotoksisiteden, karacigerde sentezlenip dolasima gecen ve
bobrek tiibiiliis hiicreleri tarafindan alinan kadmiyum-metallotionein kompleksi sorumlu
tutulmaktadir (62). Kadmiyuma maruz kalan isgilerde sik¢a goriillen kadmiyum
nefrotoksisitesinin en erken bulgusu diisiik molekiiler agirlikli proteiniiri formunda,
tiibiiler disfonksiyondur. Ancak proteiniirinin derecesi zaman ile degismektedir.
Kadmiyumun indiikledigi tiibiiler proteiniirinin, bircok iscide en azindan birkac¢ yil
stireyle geri doniisiimsiiz oldugu ileri stiriilmiistiir (63). Bobrek proksimal tiibiiliisiiniin
S1 bolgesi, kronik kadmiyum toksisitesinin ana hedefidir. Proksimal tiibiiliis
hiicrelerinin kadmiyum aliminda temel mekanizma ise, kadmiyum-metallotionein
kompleksinin apikal yoldan endositozudur. Kadmiyum nefrotoksisitesinin molekiiler
mekanizmasini aciga cikarabilmek i¢in yapilan cok sayida ¢alisma mevcuttur (51, 60).
Kadmiyum, tiyol gruplan ile reaksiyona girerek ¢inko ile yarigabilir. Ayrica, DNA

kirilmalarma ve lipid peroksidasyona neden olabilir. Yapilan calismalarda, kadmiyum
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toksisitesinin proksimal tiibiiliis hiicrelerinde apopitoza yol agtigt gosterilmistir.
Kadmiyumun 6nemli nefrotoksik etkilerinden birisi de, tiibiiler hiicre nekrozu ve

inflamasyonu sonucu intersitisyel fibrozise neden olmasidir (61).

Kadmiyumun toksik etkilerine dair arastirmalar daha cok nefrotoksisite iizerine
yogunlasmistir (42, 58). Ancak, kadmiyum bobreklerden sonra en yiiksek
konsantrasyonda karacigerde birikim gosterdiginden, hepatotoksik etkilerinin
belirlenmesi de olduk¢ca oOnemlidir. Yapilan calismalarda c¢evresel kadmiyum
maruziyetinde, kadmiyum ile iligkili karaciger enzim yiiksekligi ya da serum albiimin
diisiikliigii  saptanmamistir  (64). Kadmiyum toksisitesinin karacigerdeki erken
bulgularindan biri de, mitokondriyal fonksiyonun bozulmasidir (36). Kadmiyumun
mitokondri lizerine toksik etkisi, mitokondriyal i¢ zarin gecirgenliginin artisindan daha
cok, kadmiyumun karaciger hiicrelerinde glutatyon miktarin1 artirmasina ve glutatyon
peroksidaz aktivitesini azaltmasina baglanmaktadir. Kadmiyum, hiicre lizozomlar1
icinde birikmektedir ve lizozomal zarin biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir.
Lizozomal proteazlarin ve fosfolipazlarin salinmasi, hepatosit sitotoksisitesine neden
olan bir dizi olaylar zincirini baslatmaktadir. Kadmiyum karacigerde, hiicresel
iletisimde 6nemli rol oynayan hiicreler aras1 siki baglantilari bozmaktadir (65, 66).
Boylece kadmiyum, karacigerde hiicresel hemostazisi bozarak, hiicreleri apopitoza,

nekroza ve hiicresel proliferasyona siiriikklemektedir (60, 66).

Akut olarak yiiksek dozda kadmiyum iceren gaz karisimlarina maruz kalmak oliimciil
seyreden akut kimyasal pnomoniye neden olabilir. Ancak kronik kadmiyum
maruziyetinin solunum sistemi {iizerine etkileri daha Onemli gibi goriinmektedir.
Toplumda sigara kullanimi, siirekli ve diisitk doz kadmiyum maruziyetinin en 6énemli
nedenidir. Kadmiyumun gerek sigara kullanimi ile gerekse mesleki risk grubunda
calisanlarda solunum yolu ile kronik olarak alinmasi, solunum sisteminde zararli
etkilere neden olmaktadir. Bu hasarin siddeti ve olusma zamani, kadmiyumun alinan
dozuna ve siiresine baglidir ve genellikle yillar icinde ortaya cikar. Kadmiyum
endiistrisi calisanlarinda burun, farinks ve larinkste kronik inflamasyon gelistigi
bildirilmistir (67). Kadmiyuma maruz kalan iscilerde ve sigara kullanicilarinda kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) siklikla goriillmektedir. Bu hastalarda, amfizemin
varlig1 gerek klinik gerekse radyolojik olarak da gosterilmistir. Son yapilan ¢alismalar

ile kadmiyumun, akciger dokusunda fibroblastlar tarafindan sentezlenen proteoglikan ve
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prokollajen sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (68). Kadmiyum klorid solunmasi ile
sentri-asiner amfizem olustugu ve kadmiyumun ozellikle respiratuar bronsgiyoller basta
olmak {izere peribronsiyal ve intertisyel fibrozise neden oldugu deneysel olarak
gosterilmis ayrica kadmiyum bilesiklerinin solunmasinin, solunum yollarinda
polimorfoniikleer 16kositlerin infiltrasyonuna ve pulmoner epitel hasarina neden oldugu
bildirilmistir. Bir diger arastirmada ise akciger dokusunun 1sik mikroskobik
incelenmesinde, kadmiyumun diffiiz alveolar kollapsa ve bronsiyal daralmaya neden
oldugu gosterilmis bunun yani sira intra-alveolar makrofaj sayisinda da artig
gozlenmistir (29, 52). Akciger dokusunun elektron mikroskobik incelemelerinde ise
degisiklikler nonspesifiktir ve akciger endoteli iizerine toksik etkilerin oldugunu
diisiindiirmektedir. Kadmiyumun, akciger dokusunda apopitoza ve serbest oksijen
radikallerinde artisa yol actigi gosterilmistir (27, 30). Kadmiyum aracilikli apopitoza,
Clara hiicreleri ve tip II hiicrelerin duyarli oldugu ve bu apopitotik etkinin p53 ve Bax
genlerindeki artis ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (27). Kadmiyuma maruziyet, ciddi
ve sik rastlanilan akciger bulgularina ve buna bagl olarak yiiksek mortalite ve
morbiditeye yol agmaktadir. Kadmiyuma solunum yolu ile maruziyetin, kadmiyum
endiistrisi calisan1 olmak ve sigara kullanmanin yani sira, hava kirliligi ile de olabilecegi

bilinmektedir.

Kadmiyum maruziyeti nedeniyle olusan kalsiyum metabolizma bozukluklar1 ve kemik
hastaliklari, normal cevresel maruziyetin oldugu Japon toplumunda goriilmektedir ve
Itai-itai hastalif1 olarak adlandirilmaktadir. Bu hastaligin ana 6zellikleri, agrili kemik
kiriklarma egilim yaratan osteomalazi, osteoporoz ve bobrek tiibiiler disfonksiyondur.
Kadmiyum, kalsiyum fosfat ve vitamin D metabolizmasim bozarak kemikler iizerine
etkili olabilmektedir. Kadmiyuma maruz kalan iscilerde kemik metabolizma
bozukluklart oldugu bildirilmistir. Bu kisilerde kadmiyuma baghh osteomalazi
goriilebilmektedir. Kronik kadmiyum maruziyetinin, kemik kiitlesinin azalmasina,
kemik kirilmalarinin insidansinin artisina neden oldugu gosterilmistir (69). Viicut,
kadmiyumu kalsiyum gibi algilar ve kadmiyum viicutta birikmeye baslar. Viicutta
kalsiyum eksilmesinden dolay1 kemikler yavas yavas zayiflamaya baslar. Ayakta
durmak hatta oksiirmek bile kemiklerin kirilmasina, hatta iskeletin ufalanarak neticede
hastanin 6lmesine neden olur. Yapilan histolojik c¢alismalarda, kronik kadmiyum
uygulanmasinin kemiklerde Havers kanallarinda dilatasyona, periselliiller sahanin ve

metafizyal kortikal kemik i¢ine dogru hiperplastik kemik iliginin genislemesine neden
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oldugu saptanmistir. Bunun yam sira, kadmiyum, progenitor hiicrelerden yeni
osteoklastlarin farklilasmasini hizlandirir ve matiir osteoklastlarin aktivitesini arttirir.
Benzer sekilde, yapilan ¢alismalarda kronik kadmiyum maruziyetinin, 6zellikle yash
kadinlar basta olmak iizere her iki cinste de osteoporoz ve osteoporoza bagl kemik

kiriklari riskinde artisa neden oldugu gosterilmistir (69).

Bobrek ve karacigerin yan1 sira kadmiyum kalpte de depolanmaktadir. Ancak bobrek ve
karacigerle karsilastirildiginda, kalp dokusundaki kadmiyum konsantrasyonu nispeten
diisiiktiir. Diisiik konsantrasyonlarda da olsa kadmiyumun, kalpte metabolik ve yapisal
bozukluklara neden oldugu ve hipertansiyon etiyolojisinde rol oynadig yapilan
calismalarda gosterilmistir (53, 70). Kadmiyumun kardiyotoksik etkisi tek bir
mekanizmadan ¢ok birbiri icine ge¢mis kompleks bir siire¢ gibi goziikkmektedir.
Metallotionein, hiicresel mekanizmalarda anahtar rol oynamaktadir ve kadmiyumu
detoksifiye etmektedir. Metallotionein ayni1 zamanda nitrik oksit sistemini etkileyerek
bir antioksidan gibi gbrev yapabilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar, endotel hiicreleri ve
fibroblastlar ile karsilastirildiginda,  metallotioneinin diiz kas hiicrelerinde 1iyi
indiiklenemedigini dolayisiyla bu hiicrelerin kadmiyum toksisitesine daha duyarl
olabilecegini ileri siirmiislerdir (28, 70). Kadmiyum, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
proliferasyonun yani sira, vaskiiler endotel iizerine de toksik etki gostermektedir.
Kadmiyum kontaminasyonu olan bolgelerde yasayan kisilerde ateroskleroz insidansinda
artis oldugu bildirilmistir (28). Bu bulgular sigara icicilerinde sik rastlanan ateroskleroz

etiyolojisine de 151k tutabilir.

Yapilan bir¢ok deneysel ¢alismanin sonucunda, gebeligin ge¢ doneminde kadmiyum
tuzlarinin verilmesinin plasental hasara neden oldugu ve gebeligin erken doneminde
kadmiyumun, eksensefali, hidrosefali gibi teratojenik etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Fare embriyo kiiltiirlerinde 123mg/L. dozunda kadmiyumun, kapanmis olan noral tiipiin
yeniden acilmasma neden oldugu bildirilmistir. Insan plasentas: toksik kadmiyum
aktivitesine duyarlidir (28, 71). Maternal dolasimin yiiksek konsantrasyonlarda
kadmiyum ile perfiizyonunun stromal O6deme, 6-8 saat icinde sinsityotrofoblastik
vezikiilasyon ile vakuolizasyon ve plasental nekroza neden oldugu bildirilmistir (28,
71). Dolayisiyla, bu metalin plasental birikimi, plasentada hem yapisal hem de

fonksiyonel degisikliklere neden olur.
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Kadmiyum, ¢inko, bakir, demir, selenyum gibi diger elementlerin metabolizmasini
etkileyerek fetusa zarar verebilir. Gebelikte kadmiyum toksisitesinden 6nemli oranda
sigara i¢imi sorumludur. Sigara icen annelerin bebeklerinde diisiik dogum agirlig:
goriilme insidansi artmistir ve plasental kiitlenin artis1 s6z konusudur. Ancak sigara icen

annelerde anne siitiinde kadmiyum bulunmamustir (19, 59).

Uzun siire kadmiyuma maruz kalinmasi sonucu oOzellikle erkek ve disi iireme
sisteminde, yapisal ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelmektedir (72-74). Memeli
testisleri kadmiyuma olduk¢a duyarhidir. Kadmiyum, spermlerin motilitesinde ve
spermatogenez indeksinde azalmaya neden olmaktadir (75, 76). Kadmiyumun sebep
oldugu testikiiler nekroz, kalic1 infertiliteye neden olabilmektedir. Kadmiyumun erkek
infertilitesindeki molekiiler etkileri tartismali olmakla birlikte, kronik kadmiyum
uygulamasinda, kadmiyumun sperm kromatinine katilarak fertilitede azalmaya neden
oldugu ileri siiriilmiistiir (30). Disi siganlar iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda,
ovulasyona yakin zamanda kadmiyum verilmesinin ovulasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. Bunun yam sira kadmiyumun ovaryan graniiloza hiicrelerinde, folikiil
stimule edici hormon (FSH) ve cAMP ile uyarilan progesteron birikimini 6nledigi

bildirilmistir (77, 78, 79).

Kadmiyumun bir¢cok doku ve organ iizerindeki etkisi viicutta basit hiicresel
fonksiyonlar1 bozmasi ile agiklanabilir. Hiicresel diizeyde kadmiyumun kromatin
yogunlagsmasina yol actigr gosterilmistir. Olusan kromatin yogunlasmasi ve membran
biitiinliigiiniin geri doniisiimsiiz olarak bozulmasi hiicre oOlumii ile sonuglanir.
Kadmiyumun etkilerinde hiicre ¢ekirdeginin primer hedef oldugu diistiniilmektedir (80).
Kadmiyumun toksisitesinde hedef organlardan biride testistir (81). Kadmiyumun
testikiiler timorler dahil olmak iizere bir¢cok patolojik olguda etiyolojik bir faktor
oldugu diistiniilmektedir. Kadmiyum sicanlarda iireme iizerine toksik etki yapmakta ve
testikiiler nekroz olusturmaktadir. Kadmiyum spermatojenik hiicrelere de etki etmekte
ve fertiliteyi 6nemli Olciide diisiirmektedir (82, 83). Oral yolla 52 hafta boyunca Cd
verilen sicanlarda {ireme kapasitesinin hayvanlarin %39,98’inde yok oldugu
saptanmistir (84). Deney hayvanlarinda kadmiyum karaciger, bobrek ve testiste ciddi
lezyonlara sebeb olur. Ancak kadmiyum sican testisinde diger organlara toksik olan
dozlara gore daha diisiik dozlarda ciddi zararli etkiler olusturur. Bu etkiler ciddi

hemoraji, ddem, nekroz ve seminifer tiibiillerin tahribatiyla birlikte olusan atrofi olarak
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ozetlenebilir (85, 86). Kadmiyum 3 mg/kg dozda verildikten 7 giin sonra olusan atrofi
sonucu testis agirhigi azalmaktadir (83). Seminifer tiibiillerdeki atrofi sonucu sperm

yapimi da durmaktadir (87, 88).

2.5. UZUM CEKIiRDEGI EKSTRESI (VITiS VINIiFERA)

Vitis vinifera: Botanik tanimlamada yillik odunsu iiziim asmas1 olarak tanimlanmaktadir
ve Asya’ya Ozgiindiir. Daha sonralari, Avrupa ve diger iilkelerde de kiiltiire edilmistir.
Bu bitkinin farkli kisimlarindan ozellikle de meyveleri kullanilarak yapilan ilaglar,
geleneksel tipta yiizyillarca kullanilmistir. M.O. 2400 yilinda misir hiyerografilerinde;
lizim ve sarabin iiretim tasvirleri duvar resimlerinde tespit edilmistir. Antik ¢aglardan
beri proantosiyanidinlerin en 6nemli diyetik kaynagi olan sarabin farmakolojik degeri
bilinmektedir. Hipokrat, Pliny ve Galen bir¢cok hastaligin tedavisinde sarap
kullanmiglardir. Eski ¢aglarda; iiziim c¢ekirdeginden yapilan yagin; laksatif, antiasit,
safra iiretimini artirict 6zellikleri bildirilmistir. Yanik ve agrisiz iilserlere karsi da yararh
oldugu belirlenmistir. Geleneksel tipta dzellikle de, siyah iiziim meyveleri; afrodizyak,
ditiretik, laksatif, purgatif ve serinletici olarak kullanilirken, brongiyal astim, kan
hastaliklari, goz hastaliklar, ates, sarilik ve bogaz agrisinda ilag olarak kullanildig
belirtilmektedir. Afrika’da koyu renkli vitis vinifera, antiskorbut 6zellikleri nedeniyle
kullanilmis ve iizim surubunun difteri tedavisinde faydali oldugu belirtilmistir.
Liibnan’da yasayan insanlar iiziimii; ates, sinirlilik, karaciger hastaliklan ile cicek
hastaliginda ve tiiberkiiloz tedavisinde ila¢ olarak kullanmislardir. Bunun yaninda kara
iiziimden yapilan kirmizi sarap farkli agrilarda analjezik olarak kullanilmigtir. Vitis
vinifera igerisinde bulunan proantosiyanidinlerin vaskiiler bozukluklarin tedavisinde
terapotik etkinliklerinin olduklar1 gosterilmistir. Uziim g¢ekirdegi icindeki biyoaktif
antioksidan proantosiyanidinleri iceren 6zel farmositik {iiriinler, basta Fransa olmak
iizere, Avrupada, venoz-lenfatik yetmezlik ve periferik kapiller permeabilite artis1 gibi
mikrosirkulasyon bozukluklarinin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir.

Onceden de belitildigi gibi sarabin farmakolojik etkilerinin oldugu bilinmekte idi, ancak
bu etkinligin alkole bagimli ortaya ¢iktig1 dnceleri diisitiniildii. Fakat daha sonra yapilan
calismalarda kirmiz1 sarap icerisinde bulunan proantosiyanidinlerin bu farmakolojik
etkilerden sorumlu oldugu gosterildi. Ilk defa 1979’da Lancet'te St. Leger ve
arkadaslar1 daha sonra da 1992’de yine aym dergide S. Renaud ve arkadaslar1 Fransiz
paradoksunu tanimlamislardir (89). Fransizlarin diyetlerinde tereyagi ve krema gibi

yiiksek oranda doymus yagdan besinleri kullanmalari, sigara tiiketiminin fazla olmasi,
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yeterli egzersiz yapmamalarina ragmen kardiyovaskuler hastaliklardan 6liim risklerinin
diger iilkelerle karsilastirildiginda daha az oldugu gozlenmistir. Yapilan epidemiyolojik
caligmalarda ortaya cikan paradoksun nedeni olarak Fransizlarin iginde yiiksek
konsantrasyonda proantosiyanidinleri bulunduran kirmizi sarabi fazla tiiketmeleri
oldugu gosterilmistir.

Proantosiyanidinler C4 - C6 veya C4 - C8 baglan ile diizenli olarak baglanmis ¢ok
sayida flavon iinitelerinden olusur. Basit proantosiyanidinler dimeriktir, fakat iiziim
igerisinde proantosiyanidinlerin karisimi, 8 {initenin iizerinde trimerler, tetramerler ve
oligomerler icgerir. 4 baglant1 ile karekterize prosiyanidinlerden B1-B4 en genel
dimerlerdir, bazen 4-6 bagli izomerlerle (B5-B8) beraber de bulunur. Siyah iiziim
cekirdegi tohumlarinda tamimlanan ve ayrimi yapilan proantosiyanidin dimerleri B1 -
B4 ve B5 - B8 (gallik asidin C3 hidroksil grubuyla beraber esterlesmis veya serbest
forum iginde) ve trimerleri (aralarinda trimer C1 en yaygin olanidir) bulunur. Bu
tamimlanan proantosiyanidin bilesikleri icerisinde farkli polifenolik bilesikler olan
fenoldienonlar, epikatesin, epigallokatesin galat, ferulik asit, kaffeik asit, P — kumarik
asit, kaempferol, quercetin ve myricetin’de bulunmaktadir.

Proantosiyanidinler, kondanse tanin olarak bilinen alt gruba aittir. Taninler hidroksile
yapilardir, karbonhidratlar ve proteinler ile ¢6ziinmez kompleksler olustururlar ve bu
ozellikleri ile bag dokusu korunmasinda 6nemli gorevler iistlenirler. Dimer, trimer ve
tetramerik proantosiyanidinler diisiik molekiil agirlikli olup, su ve etanolde ¢oziiniirler,
bagirsaklardan emilerek tiim dokulara ve plazmaya dagilirlar, bunun G6tesinde diger suda
eriyen antioksidan molekiillerden farkli olarak plazma ve dokuda 7-10 giin boyunca
mevcudiyetlerini devam ettirerek giiclii antioksidan oOzelliklerinin ortaya ¢ikmasini
saglarlar.

Proantosiyanidinler meyvelerde, sebzelerde, kuruyemislerde, ¢ekirdeklerde, ¢iceklerde
ve kabukta bulunan dogal antioksidanlardir ve serbest oksijen radikallerine ve oksidatif
strese kars1 biyolojik, farmakolojik ve terapotik etkileri vardir. Proantosiyanidinler
konsantrasyona bagli olarak serbest oksijen radikallerinin inhibisyonunu saglarlar.
Proantosiyanidinlerin simdiye kadar gosterilmis ¢esitli farmakolojik tibbi ve terapotik
etkileri arasinda; vazodilator, antikarsinojenik, anti-alerjik, antiinflamatuar, antifungal,
anti-artritik, antibakteriyel, kardiyoprotektif, immunostimulan, antiviral etkiler
sayilabilir. Proantosiyanidinler inflamatuvar reaksiyonda rol oynayan fosfolipaz A2,

siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederler, bunun yam sira hiicre ici
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sinyal iletisiminde rol oynayan protein kinaz-C (PKC), hipertansiyon olusumunda rol
oynayan anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve bag dokusu yikimina yol acan
hyaluronidaz ve kollajenaz enzim aktivitelerini diizenlerler. Ayn1 zamanda yapilan
arastirmalarda  proantosiyanidinlerin ~ sitokrom  P-450  aktivitesini,  hiicre
proliferasyonunda rol oynayan DNA topoizomeraz II enzim aktivitelerini inhibe
ettikleri gosterilmistir. Proantosiyanidinler trombosit agregasyonu inhibisyonu yaninda,
kapiller frajilite ve permiabiliteyi de inhibe ederler. Bu inhibitor etki 6zellikle retinal
mikrokapiller patolojilerin tedavisinde iiziim cekirdegi ekstresi’nin kullanimina yol
acmaktadir. Proantosiyanidinler yiiksek antioksidan aktiviteleri araciligi ile serbest
oksijen radikallerini siipiirerek cilt yaslanmasini ve ultraviyole radyasyonuyla ortaya
cikan lipid peroksidasyonunu oOnlerler ve kognitif fonksiyonlarda bozulmay1 engellerler
(89).

2.5.1. Uziim cekirdeginin antioksidan 6zellikleri

Serbest radikaller (SR), yiiksek oranda reaktif bilesiklerdir. Sahip olduklar1 bu reaktivite
ile hiicre membranin yapisinda bulunan ¢oklu doymamig yag asitleri, DNA’daki
nuleotidler ve proteinlerin sulfidril gruplan ile reaksiyona girerek doku hasarina neden
olurlar. SR fizyolojik sartlarda endojen olarak olusurken aym zamanda hava kirliligi,
pestisitler, UV, radyasyon, X-1s1m1 gibi eksojen faktorlerin etkisi ile de olusumlari
artmaktadir. Serbest radikaller; artrit, hemorajik sok, ateroskleroz, yaslanma, /R,
alzheimer ve parkinson hastalifi, gastrointestinal disfonksiyonlar, timoér olusumu,
karsinogenez ile AIDS gibi insanlarda goriilen yiizlerce hastalikta ise karistig
gosterilmistir. Antioksidanlar gii¢lii serbest radikal siipiiriiciidiirler. Cok sayida sentetik
ve dogal antioksidanin insan sagliginda ve hastaliklarin 6nlenmesinde faydali etkilerinin
oldugu bilinmekte ve bundan yola ¢ikilarak SOR’lerine bagh gelisen pek ¢ok hastalikta
proantosiyanidinlerin kullanilabilecegi bildirilmektedir. SR’nin ciddi hasar yapma
potansiyellerine karsi hiicreler, bu toksik iriinleri hizla metabolize edecek savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Hiicre ve dokular1 serbest oksijen radikallerine karsi
korumada oksijen radikallerinin yapimlarinin inhibisyonu onemlidir. Superokside karsi
savunmanin ilk hattinda siiperoksit dismutaz enzimi yer alir. Sitozolik siiperoksit
dismutaz bakir-¢cinko igeren metalloenzimdir ve mitokondrilerde bulunan formu ise
mangenez igerir. Siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalize eder. Peroksizomlarda bulunan H,O, yine aym organelde bulunan katalaz

enzimi tarafindan metabolize edilir. Katalaz, sitoplazma i¢inde ve peroksizomlarda ve
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hemen her hiicrede bulunan enzimdir. Sitozolde ve mitokondrilerde bulunan H,O,
metabolizmasinda rol alan bir diger enzim glutatyon peroksidazdir. Tim bu
organizmada bulunan antioksidan enzimler endojen veya hastalik durumunda olusup
artan serbest radikallere karsi viicudun antioksidan savunma sisteminin Onemli bir
kismim olusturmaktadirlar. Bir diger ciddi oneme sahip antioksidan savunma yontemi
ise fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olusumunun engellenerek redoks aktif
metallerin (bakir, demir gibi) transport veya depo proteinlerine baglanarak ortamdan
uzaklastirilmasi ve serbest radikallerin lipidlerle olusturdugu zincirleme reaksiyonlarin
durdurulmasidir. Farkli bir koruma mekanizmasi1 da antioksidan etkili vitaminler ile
serbest oksijen radikallerinin detoksifiye edilmesidir. Vitamin E lipidden zengin
membranlarda, vitamin C su bazl ortamlarda temel korumayi olusturur. E vitamini
(alfa-tokoferol) lipid peroksidasyonunda olusan zincirleme reaksiyonu yapisindaki
hidrojen atomunu lipid peroksiline vererek onler. Kendisi ise oksidasyon sonucu alfa-
tokoferol radikaline doniigiir. C vitamini (askorbik asit) ise bir elektron vererek
dehidroaskorbat’a indirgenirken tokoferoksil radikalinin alfa-tokoferole doniisiimiinii
gerceklestirir. Diger antioksidan maddeler iirat, glutatyon (GSH) gibi hidrofilik radikal
stiptiriiciiler, flavonoidler, karotenoidler, ubiquinol gibi lipid radikal siipiiriiciiler ve
GSH reduktaz, dehidroaskorbate reduktaz gibi kiiciik molekiiler antioksidanlarin okside
formlarinin indirgenmesinde etkili enzimler, protein tiyollerin devamliligindan sorumlu
olan thioredoksin reduktaz, indirgenmis formdaki glutatyon (GSSG)’un, glutatyona
doniisiimiinde elektron donoru olarak kullandigt NADPH yenileyen glukoz-6 fosfat
dehidrojenez enzimi gibi enzimler antioksidan savunmaya katkida bulunmaktadir.
Proantosiyanidinler giiclii antioksidan ozellikleri ile oksidatif hasara neden olan serbest
radikallerin inhibisyonuna neden olduklar1 hem in-vivo hem in vitro caligmalarla
gosterilmistir. Proantosiyanidinler indirgeyici ajanlardir ve bir elektron vererek serbest
radikalleri (siiperoksit ve hidroksil radikali) siipiiriirler. Bu 6zellikleri nedeniyle GSPE
i¢indeki proantosiyanidinler oksidatif stres ile hasara ugrayan dokularn korunmasinda
cok etkilidirler. Proantosiyanidinler aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan siiperoksit
anyonunu (O°) ve (OH) siipiiriir, lipid peroksidasyonunu onler, endojen antioksidanlar
olan vitamin E ve C’nin rejenerasyonunu saglar, selasyon yapici etkisiyle pro-oksidan
etkili demir ve bakir gibi ge¢is metallerini inaktive ederek oksidatif strese kars1 direnci
artirirlar. Proantosiyanidinlerin antioksidan aktivitelerinin ortaya ¢ikmasinda bir diger

onemli yol ise antioksidan enzim aktivitelerini artirmalari ile oksidan molekiillerin agiga
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cikmasinda rol oynayan enzim aktivitelerini inhibe etmeleridir. Proantosiyanidinler
ozellikle siiperoksit radikali olusumuna neden olan ksantine oksidaz enzimini
nonkompetatif olarak inhibe ettigi in-vitro deneylerde gosterilmistir. 0,5mmol/L
konsantrasyonda bulunan proantosiyanidinler, ksantine oksidaz enzimi {izerinde %10,5
oraninda inhibisyon olusturmaktadirlar ve proantosiyanidinlerin konsantrasyonu arttik¢a

ksantine oksidaz enzimi iizerinde yaptig1 inhibisyon da ayni oranda artmaktadir (89).



3. GEREC-YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 250-300 gr agirhiginda ergin erkek Wistar albino tiirli sicanlar
kullanildi. Kafesler icinde tutulan siganlara giiniin normal diizeninde 21 °C ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik ortaminda bakim odalarinda izin verilen ol¢iide standart besin ve su

ile yetistirildi. Denekler rastgele 4 gruba ayrildi.
Grup I (n=6); kontrol grubu,
Grup II (n=6); 2,5 mg/kg (intraperitoneal) kadmiyum uygulanan sicanlar,

Grup II (n=6); 2,5 mg/kg kadmiyum + 100 mg/kg {iiziim cekirdegi ekstresi

(intragastrik)

Grup IV (n=6); 100 mg/kg iiziim cekirdegi ekstresi (intragastrik) uygulanarak

olusturuldu.
3.1 DENEYSEL PROSEDUR

Uziim cekirdegi ekstresi giinliik olarak hazirland1 ve 100mg/kg olacak sekilde deneklere
intragastrik olarak verildi. Deneyin 8. giiniinde grup II ve grup III’deki deneklere 2,5
mg/kg kadmiyum intraperitoneal olarak uygulandi. Kadmiyum uygulanmasindan 48
saat sonra tim denekler ketamin + Xxylazin anestezisi altinda dekapite edilerek testis

dokular1 ¢ikarildi.

Tiim prosediirler etik kurallara uygun bir sekilde gerceklestirildi. Hayatlarina son
verilen siganlardan alinan testisler %4’liikk formaldehit ile tespit edildi. Tespit

solusyununda 48 saat bekleyen testisler bir gece akan musluk suyunda birakildiktan
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sonra artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi ve ksilol ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan bu islemler asagidaki
tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 : Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 gece 8 Absolii Alkol 1 saat

2 %50 Alkol 1 saat 9 %50 Ksilen- Alkol 10 dakika
3 %70 Alkol 1 saat 10 %70 Ksilen-Alkol 10 dakika
4 %80 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %96 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 Absolii Alkol 1 saat 13 Ksilen 20 dakika
7 Absolii Alkol 1 saat 14 Eriyik parafin 1 gece

15 Bloklama

Parafin bloklardan alinan 5-6 pm’lik kesitler polilizin kaph lamlara yayildi. Hazirlanan
lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve
dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gérmek
amaciyla kesitler hematoksilen-eozin (H+E) (Tablo 3.2) ve Masson’un ii¢lii (Tablo 3.3)
boyasi ile boyanarak once artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden gegirilerek
incelendi.

Tablo 3.2 : Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira Yapilan Islem Siire Sira Yapilan Islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat 13 Akarsu 5 dakika
2 Ksilen I 20 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Ksilen IT 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen III 20 dakika 16 %50 Alkol 10 dakika
5 Absolu Alkol I 20 dakika 17 %70 Alkol 10 dakika
6 Absolu Alkol IT 20 dakika 18 %80 Alkol 10 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 19 %96 Alkol 10 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika 20 Absolu Alkol I 10 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika 21 Absolu Alkol IT 10 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen I 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen IT 20 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika 24 Kapatma
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Tablo 3.3 : Masson’un Uglii Boyama Teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat 16 Distile Su 5 dakika
2 Ksilen I 20 dakika 17 Fosfomolibdik asit 5 dakika
3 Ksilen II 20 dakika 18 Anilin blue soliisyonu 2-5 dakika
4 Ksilen IIT 20 dakika 19 Distile Su 5 dakika
5 Absolu Alkol I 20 dakika | 20 %]1°1ik asetik asit 2 dakika
6 Absolu Alkol 1T 20 dakika | 21 Distile Su 5 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika | 22 %50 Alkol 10 dakika
8 %70 Alkol 20 dakika | 23 %70 Alkol 10 dakika
9 %50 Alkol 20 dakika | 24 %96 Alkol 10 dakika
10 Akarsu 5 dakika 25 Absolu Alkol T 10 dakika
11 Hematoksilen 5-8 dakika | 26 Absolu Alkol 1T 10 dakika
12 Akarsu 5 dakika 27 Ksilen I 20 dakika
13 Asit alkol 3-5 dakika | 28 Ksilen IT 20 dakika
14 Akarsu 5 dakika 29 Kapatma

15 Asit fuksin 5 dakika 30

3.2. SEMINIFER TUBUL CAPLARININ OLCUMU

Testisteki hasarin bir gostergesi olarak Seminifer Tiibiill Caplarinin oOl¢iimii de
kullanildi. Hemotoksilen-Eozin ile boyali kesitlerde, Olympus BX51 mikroskobundaki
Analysis LS Reserach programi kullanilarak seminifer tiibiil caplan 6l¢iildii ve ortalama
tiibiil caplan hesaplandi. Seminifer tiibiil ¢cap1 6l¢iimii, her gruptan rastgele secilmis 10
farkli preparattan 5’er farkl tiibiil cap1 20’lik objektifteki farkli alanlardan olgiilerek
yapildi. Istatistiksel analizler icin SPSS paket programi kullanildi.

3.3. JOHNSEN TESTiKULER BiYOPSi SKORU

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, tiibiiliin
icindeki hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif bir sekilde kaybolur.
Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skoru (JTBS) kullanild1 (Tablo 5). Histolojik incelemelerin sonuglart Erciyes

Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda iki uzman histolog
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tarafindan degerlendirildi. Her gruptan rastgele se¢ilmis 10 farkli preparattan 20’ser
farkli tiibiil 20’1ik objektifteki farkli alanlar incelenerek yapildi. Her grup i¢in ayr ayri
200 adet tiibiil degerlendirilerek ortalama Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS)
hesaplandi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar icin SPSS paket programi
kullanildi. Elde edilen veriler onceden hazirlanan bir forma islendi. Degerlendirme

olciitleri soyleydi:

Tablo 3.4. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skolamast

Skor Histolojik Bulgular Skor Histolojik Bulgular
. . A d 5/ tiibil tid
1 Ttibiiler kesitte hi¢bir hiicre yoktur. | 6 2z sayda ubtl)  spermati
mevcuttur.
Farkl isareti olmak fazl
2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 arke anma lsé Tet ofmaksizn - ez
sayida spermatid vardir.
3 Germ hiicreleri olarak sadece 3 Olgun spermatozoa olmaksizin gec
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.
A da (5/ tiibiil tosit
4 z sayida ( ubal)  spermatosi 9 Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa vardir.
vardir.
Fazl d " Srildusi
5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. | 10 azla sayida spermatozoantin gordugt
tam spermatogenez mevcuttur.

3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim istatistiksel analizler SPSS yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak belirlendi. Seminifer tiibiil ¢aplar1 ve Johnsen’in tiibiiler biyopsi
skorlar1 ANOVA yontemiyle degerlendirildi. Post hock analiz icin Tukey testi

kullanild. Tstatistiksel anlamlilik P < 0.001 olarak tanimland.




4. BULGULAR
4.1. Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu kesitlerinde tunika albuginea, seminifer tiibiil
kontiirleri, seminifer tiibiillerin germinal epiteli ve interstisyel alanda bulunan Leydig
hiicreleri normal yapida gozlendi (Sekil 4.1). Sadece iiziim ¢ekirdegi ekstresi uygulanan
sicanlarin testis dokularinda da kontrol grubuna benzer histolojik bulgulara rastlandi
(Sekil 4.2).

Sadece kadmiyum uygulanan sicanlarin testis dokularinda damarlarda konjesyon,
hemoraji (Sekil 4.3), seminifer tiibiillerin kontiirlerinde ve germinal epitelinde
diizensizlik, liimene epitel hiicre dokiilmesi (Sekil 4.4), baz tiibiillerde cok cekirdekli
hiicreler (Sekil 4.5), germinal epiteller arast vakuol olusumu (Sekil 4.6), bazi tiibiillerde
tiibiiler nekroz ve eozinofilik madde birikimine rastland1 (Sekil 4.7). Ayrica bazi
alanlarda intertisyel bolgedeki mononuklear hiicre infiltrasyonu belirgindi (Sekil 4.8).
Kadmiyum ile birlikte iiztim ¢ekirdegi ekstresi uygulanan sicanlarin testis dokularidaki
seminifer tiibiillerin biiyiilk kisminin normal oldugu goézlendi. Ancak bununla birlikte
baz1 tiibiillerde liimene epitel hiicre dokiilmesi seminifer tiibiillerin kontiirlerinde
diizensizlik (Sekil 4.9), ve epiteller aras1 vakuol olusumu gozlendi (Sekil 4.10). Sadece
kadmiyum verilen grupda gozlenen hemoraji, mononuklear hiicre infiltrasyonu ve

nekrotik tiibiillere rastlanmadi.
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4.1. Seminifer Tiibiil Caplar1 Olciim Sonuclar

Seminifer tiibiil ¢aplar1 acisindan testisler incelendiginde, sadece kadmiyum uygulanan
gruptaki seminifer tiibiil caplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede azalmisti. Kadmiyum ile birlikte tiziim ¢ekirdegi ekstresi uygulanan
gruplarda ise tiibiil ¢aplarinin sadece kadmiyum uygulanan grup ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Seminifer tiibiil ¢cap1 6l¢iim sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. * Grup I ile karsilastirildiginda p < 0.001; ~ Grup II ile karsilastirildiginda p <
0.001.

Grup I Grup II Grup III Grup IV

Seminifer tiibiil

319.66+27.76 | 225.73+55.52* | 301.03+35.81%* | 336.45+42.80
c¢ap1 (um) (n=50)

4.3. JOHNSEN TESTIiKULER BiYOPSi SKORU SONUCLARI

Johnsen testikiiler biyopsi sonuglar1 Tablo 4.2’de gosterilmistir. Seminifer tiibiillerdeki
germinal epitelin degerlendirildigi Johnsen tiibiiler biyopsi sonuglarina gére kontrol ve
sadece iiziim ¢ekirdegi alan gruplar birbirlerine yakin sonuclar gosterdiler. Kadmiyum
uygulanan grupda biyopsi skoru kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalmis olarak belirlendi. Kadmiyum ile birlikte iiziim ¢ekirdegi verilen
gruptaki biyopsi skoru sadece kadmiyum uygulanan gruba gore istatistiksel olarak

anlamli derecede artmusti.

Tablo 4.2: Johnsen Testikiiler Biyopsi Sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. * Grup I ile karsilastirildiginda p < 0.001; * Grup II ile karsilastirildiginda p <
0.001.

Grup I Grup 1I Grup III Grup IV

Johnsen biyopsi skoru (n:200) | 9.36+1.79 | 5.11£2.68 | 8.31£1.74 | 9.16+1.59




200:pm

Sekil 4.1: Kontrol grubuna ait sigan testis dokusu. Seminifer tiibiiller normal olarak
gozlenmekte (H&E).

Sekil 4.2: Sadece iiziim ¢ekirdegi verilen gruba (Grup IV) ait testis dokusu. Seminifer
tiibtiller normal olarak gozlenmekte ( H&E).
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Sekil 4.3: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Damarlarda
konjesyon (ok), hemoraji (h) ve seminifer tiibiil epitelinde hiicreler arasinda vakuol
olusumu goriilmekte ( H&E).

Sekil 4.4: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Kan
damarlarinda konjesyon (k), seminifer tiibiil liimenine hiicre dokiilmesi (ok) ve
germinal epitelde diizensizlik (*) ayirt edilmekte ( H&E).
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Sekil 4.5: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Seminifer
tiibtil epitel hiicreleri arasinda vakuol olusumu (*) ve ¢ok cekirdekli hiicreler (ok)
gozlenmekte (H&E).

Sekil 4.6: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Damarlarda
konjesyon, seminifer tiibiil germinal epitelinde diizensizlik ve epitel hiicreleri arasinda
vakuol olugumu (¥) goriilmekte (H&E).
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Sekil 4.7: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Seminifer
tiibiillerin bazilarinda eozinofilik boyanma (*) ayirt edilmekte (H&E).

Sekil 4.8: Sadece kadmiyum uygulanan gruba (Grup II) ait testis dokusu. Seminifer tiibiiller
arasindaki intertisyel alanda mononuklear hiicre infiltrasyonu (ok) gozlenmekte (H&E).
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Sekil 4.9: Kadmiyum ile birlikte iiziim cekirdegi eksterisinin birlikte uygulandigi gruba (Grup
IID) ait testis dokusu. Seminifer tiibiil kontiirlerinde diizensizlik (kalin ok) ve bazi tiibiillerde

liimene epitel hiicre dokiilmesi (ok) gozlenmekte (H&E).

Sekil 4.10: Kadmiyum ile birlikte iiziim ¢ekirdegi eksterisinin birlikte uygulandig1 gruba (Grup
IIT) ait testis dokusu. Seminifer tiibiillerin bazilarinda liimene epitel hiicre dokiilmesi (*) ve

epitel hiicreleri arasinda vakuol olusumu (ok) ayirt edilmekte (H&E).



5. TARTISMA ve SONUC

Kadmiyum, canlilarda herhangi bir fizyolojik islevi olmayan, kanserojen ve mutajen
etkileri bilinen agir bir metaldir (19, 22). Giiniimiizde cesitli endiistri kollarindaki
gelismeler, modern tekniklere dayali tarimin yayginlagmasi ve kentlesme sonucu
kadmiyum ve benzeri agir metallerin ¢evredeki derisimi artis gostermistir. Bu metalin
cok diisiikk ortam derisimleri bile canlilar iizerinde toksik etki yaptigindan, besin
zincirinin ¢esitli basamaklarindaki dagilimim belirlemek biiyiik onem tasimaktadir.
Kadmiyumun diisiik derisimlere duyarli canli tiirlerinde iiremenin durmasina, gelisimin
yavaglamasina ve mortaliteye neden olabilmektedirler (21, 29). Buna karsin kadmiyuma
toleransi daha yiiksek olan tiirlerde yiiksek metal derisimlerinin birikmesi ve bu tiirlerin
daha iist trofik diizeylerdeki tiirlerce besin olarak alinmalari, bu metalin besin zincirinin

iist basamaklarina daha derisik olarak aktarilmasina neden olmaktadir.

Kadmiyum, esansiyel olmayan, toksik, agir metallerden biridir. Kadmiyum dogada
serbest olarak c¢ok az bulunur. Belli bashh kaynagi ¢inko ve kursun cevherleridir.
Cinkonun rafinasyonu sirasinda yan {iriin olarak elde edilir. Cinko cevheri % 0.2-4.5
kadmiyum icerir. Kadmiyum giimiis beyazi renginde bir metal olup paslanmaya karsi
dayaniklidir. Bigak ile kesilebilecek kadar yaumusaktir. Kadmiyum bilesikleri, metallerin
kaplanmasinda, bakir gibi diger metal alasimlarinda, alkali bataryalarinda, plastiklerde
stabilizer veya pigment olarak, fotograf malzemelerinde, boya ve cam iiretiminde
kullanilmaktadir (28, 29). Bu kadar ¢ok kullanim alan1 olmasi kadmiyumun toksikolojik
Onemini arttirmaktadir. Kadmiyum iceren madde veya esyalarin cevreye atilmasi ve
kadmiyumun kullanimi sirasinda yapilan aktiviteler atmosferik kadmiyum kirliligini

meydana getirir. Bu nedenle kadmiyum toksisitesi yiiksek olan cevresel ve endiistriyel
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kirletici maddelerden biri olarak bilinmektedir. Organik bilesiklerin aksine agir bir
metal olarak her yerde bulunabilmektedir ve ¢ok uzun biyolojik yarilanma Omriine

sahiptir (90)

Kadmiyum c¢ok yaygin kullanimi ve yarilanma Omriiniin uzun olmasi nedeniyle dogada
yillarca kalabilmekte ve bunun sonucunda da insanlan etkilemektedir. Kadmiyumun
karaciger, bobrek, akciger, duodenum, pankreas, kemik ve testis dokularinda birikip,
sitolojik ve histolojik hasara sebep oldugu cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir
(30, 32). Deneysel ve cevresel olarak bu metale maruz kalinmasi halinde testis atrofisi,
infertilite, bobrek fonksiyon kaybi, karaciger hasari, solunum ve sindirim sistemi

bozukluklar1 ve anemi gibi ciddi rahatsizliklar olusmaktadir.

Bugiine kadar insanlarda iireme sistemiyle ilgili bozukluk saptanamamis olmakla
birlikte deneysel olarak hem erkek hem de disi sicanlarda yiiksek dozda kadmiyum
maruziyeti sonucu fertilite bozukluklar1 oldugu gozlenmistir. Gebelikte maruz
kalindiginda da kadmiyum intrauterin biiyiime ve gelismeyi etkilemektedir. Kadmiyuma
maruz birakilan gebe sicanlarin yavrulann daha kiiciik ve anemik dogduklar

belirtilmistir (91).

Yapilan caligmalarda kadmiyumun plesantadan gecisi sonucunda fetal biiylime ve
metabolizmada etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmistir. Disi cinsler iizerinde
yapilan deneysel c¢alismalarda, ovulasyona yakin zamanda kadmiyum verilmesinin
ovulasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (92). Bunun yani sira kadmiyumun, ovaryan
graniiloza hiicrelerinde, FSH ve cAMP-stimule progesteron birikimini Onledigi

bildirilmistir (93).

Kadmiyum, spermlerin motilitesinde ve spermatogenez indeksinde azalmaya neden
olmaktadir. Kadmiyumun sebep oldugu testikiiler nekroz, kalici infertiliteye neden
olabilmektedir. Testikiiller kadmiyum seviyeleri arttikca, seminifer tiibiillerdeki
apoptozis orani artmakta ve varikosel onarimi sonrasi semen parametrelerindeki
diizelme azalmaktadir. Kadmiyum spermatogenezis olayinda etkili olan sertoli hiicreleri
arasindaki baglant1 kompleksini bozmakta spermatogenik seriye ait hiicrelerde bozukluk

olusturmaktadir (10, 26).

Hew ve arkadaslar (94), kadmiyumun spermatogonia, spermatosit ve spermatidlerin
nekrozuna sebep oldugunu bildirmektedir. Gouveia MA (95) 1mg/ml kadmiyumun

periton ici enjeksiyonundan 24 saat sonra testislerde siddetli 6dem, 14 giin sonra ise
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atrofi, tiibiillerde nekroz ve tiibiiller aras1 bag dokusunda fibrozis meydana geldigini

belirtmektedirler.

Boscolo ve ark. (72), 17 mililitresinde 20 mikrogram kadmiyum bulunan suyu 9 ay
boyunca icen tavsanlarin spermatogenik hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde 6nemli
degisiklikler olusmadigim tespit etmislerdir. Fakat Sertoli hiicrelerindeki lizozomlarin
biiyiikliiklerinde artis saptamiglardir. Yapilan bu calismada 3.5 mg/kg kadmiyum
kloriir’iin deri altina verilmesi sonucu 6zellikle uygulamanin 3. giiniiden itibaren testis
dokusunda siddetli etkilenmenin oldugu saptandi. Kadmiyuma bagh olarak tunika
albugineada kalinlasma, interstisiyel bag dokusunda artig, tiibiillerin ¢ogunda
spermatogenik seriye ait olan hiicrelerin 6nemli derecede azaldigi ve tiibiillerin
bazilarinda spermatogenik hiicrelerin yerini hiyalin maddeye biraktifi saptanmistir.
Ayrica deneyin 3. giiniinden itibaren interstisiyel bolgede normal yapida Leydig hiicresi

gozlenmedigi belirtilmistir

Rajender ve ark. (96), yaptiklann calismada bir hafta boyunca deri altina yapilan
kadmiyum uygulamasinin testis dokusunda damarlarda konjesyon, seminifer tiibiil
epitelinde diizensizlik ve ¢ok ¢ekirdekli biiyiik hiicrelerin oldugunu belirlemislerdir.
Aktas ve ark. (97), ise dort hafta boyunca deri altina uygulanan Img/kg kadmiyum
uygulamasinin serum testosteron, seminifer tiibiil capi1 ve biyopsi skorunu azalttigini
tespit etmiglerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada sadece kadmiyum uygulanan sicanlarin testis dokularinda
damarlarda konjesyon, hemoraji, seminifer tiibiillerin kontiirlerinde ve germinal
epitelinde diizensizlik, liimene epitel hiicre dokiillmesi, bazi tiibiillerde ¢ok cekirdekli
hiicreler, baz tiibiillerde tiibiiler nekroz ve bazi tiibiiller de ise eozinofilik madde
birikimine rastlandi. Ayrica yapilan seminifer tiibiil ¢ap Ol¢iimii ve tiibiiler biyopsi
skorunun kontrol grubu ile karsilastirildigl zaman azaldigr goriildii. Bizim calismamizin
bulgulart yukarida bahsedilen kadmiyum toksisitesi bulgularina paralellik
gostermektedir.

Antioksidanlar, ¢esitli hastaliklarin olusmasinda tetikleyici rol oynayan “oksidatif stres”
sonucu aciZa c¢ikan serbest radikallerin iiretilmesini engellemekle gorevlendirilmistir.
Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu

olaya antioksidan savunma denir. Viicutta bulunan antioksidan savunma sistemleri,
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serbest radikalleri etkisiz hale getirmeye calisir. Ancak savunma sistemlerinin yeterli
olmadigi durumlarda giincel bir metod olarak erkek infertilitesinde de kullanilan
antioksidan tedavi devreye girmektedir. Oksidatif stres kaynakli rahatsizligi bulunan
hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar etkili olmadigindan, oksidatif hasari
azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak antioksidanlardir (Orn: Vitamin E,C,
Melatonin). Boylece uygulanan antioksidan terapi spermin kalitesini de
gelistirmektedir. Antioksidan terapi ile lipid peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi;

fertilizasyon oranlarinin gelismesiyle paralellik gostermektedir (98).

Kadmiyum ile olusan hasara oksidatif sistemin aracilik ettigi bilinmektedir. Bu nedenle
antioksidan kullamilarak kadmiyum toksisitesinin azaltilmasina yonelik cok sayida
calisma vardir. Rajender ve ark. (96), kadmiyum ile olusturulan testis hasarini birlikte
verilen alfa-tokoferoliin iyilestirdigini rapor estmistir. Benzer bir ¢alismada Aktas. ve
ark. curcumin uygulamasimin kadmiyum ile olusturulan hasar1 1iyilestirdigini

belirlemislerdir.

Li ark. (99), yaptiklan1 calismada kadmiyum ile olusturulan testis hasarim1 engellemek
amaciyla birlikte selenyum uygulamiglar. Deney sonucunda selenyum uygulamasinin
kadmiyumun neden oldugu histopatolojik, oksidatif, endokrin ve apoptotik

degisiklikleri engelledigini tespit etmislerdir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda antioksidan olarak fitokimyasallarin kullanimi
artmaktadir. Yaptigimiz literatiir taramasinda testiste olustulan hasar iizerine iiziim
cekirdegi ekstresinin etkilerini inceleyen herhangi bir yayina rastlayamadik. Bu nedenle
bu calismada kadmiyum ile olusan testis hasarina iiziim cekirdegi ekstresinin etkilerini

arastirmay1 amacladik.

Antioksidan niteligi olan liziim c¢ekirdegi ekstresi, serbest radikal temizleyici aktiviteye
sahiptir. Daha Once yapilan ¢aligmalarda {iziim cekirdegi ekstresinin kardiovaskiiler
hastaliklarda (iskemik kalp hastalifi, kardiomiyopati, aterosiklerozis, kojestif kalp

yetmezligi ve aritmi) tedavi edici etkinligi gosterilmistir.

Bijak ve ark. (100), yaptiklar1 c¢alismada iiziim cekirdegi ekstresinin plazma oksidan

sistemini etkileyerek antioksidan aktivite gosterdigini gozlemislerdir.

Mahmoud (101), yaptigi ¢alismada ovalbumin ile akciger dokusunda astim modeli

olusturmustur. Ovalbumin uygulamast sonucunda akciger dokusunda alveol
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boyutlarinda kiigiilme, alveolar duvar kailinliginda artma, kan damarlarinda konjesyon
ve hiicresel infiltrasyon alanlar tespit etmistir. Tedavi amagh verdigi {iziim cekirdegi

ekstresinin ise tiim bu hasarlar iyilestirdigini belirlemistir.

Baska bir caligmada, Sehirli ve ark. (102), karacigerde olusturulan iskemi-reperfiizyon
hasar1 ve bu hasara Uziim cekirdegi ekstresinin etkilerini arastirmislardir. Iskemi-
reperfiizyon grubunda, ciddi siniisoidal konjesyon ve hemoraji, santral venda
dilatasyon, subendotelyal O6dem ve dejenere olmus periniikleer vakuolizasyonlu
hepatositler gozlemlenmis. Uziim cekirdegi ekstresi uygulamasiyla histolojisi iyi

korunmus karaciger parankimini tespit etmiglerdir.

Uziim cekirdegi ekstresi (75 mg/ kg) ve Marjoram esansiyel yagimin (0,16 mL/ kg)
birlikte verilmesinin; etanoliin fertilite iizerindeki olumsuz etkileri ile karaciger ve beyin

dokularinda yaptig tahribati, oksidatif hasar1 6nlemek suretiyle azalttig1 bildirilmistir.

Su ark. (103), yaptiklar1 ¢alismada nikel siilfat ile testis doksunda olusturulan hasar
iizerine iiziim cekirdegi ekstresinin etkilerini arastirmislardir. Bu calismada iiziim
cekirdegi ekstresinin sperm motilitesini diizelttigi, apoptozisi azalttigi ve oksidatif

hasar1 engelledigi belirlenmistir.

Biz de yaptigimiz ¢alismada kadmiyum ile olusturulan hasar1 engellemek icin iiziim
cekirdegi ekstresi uyguladik. Kadmiyum ile birlikte {iziim ¢ekirdegi ekstresi uygulanan
sicanlarin testis dokularindaki seminifer tiibiillerin biiyiilk kisminin normal oldugu
gozlendi. Ancak bununla birlikte bazi tiibiillerde liimene epitel hiicre, dokiilmesi
seminifer tiibiillerin kontiirlerinde diizensizlik ve epiteller aras1 vakuol olusumu devam
etmekteydi. Seminifer tiibiil ¢aplar1 ve tiibiiler biyopsi skorunun ise iiziim cekirdegi
ekstresi uygulanmasi ile kontrol grubuna yakin sonug¢ gosterdigi belirlendi. Bizim
sonuc¢larimiz iiziim cekirdegi ile ilgili yapilan daha 6nceki calismalarla uyumludur ve

iiziim ¢ekirdegi ekstresinin antioksidatif etkisini ortaya koymaktadir.

Sonug¢ olarak kadmiyum bir¢cok orgam etkiledigi gibi testis dokusunda da ¢ok ciddi
histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Bu hasar1 engellemek i¢in koruyucu amagh
verilen {iziim cekirdegi ekstresinin testisteki histopatolojik skoru iyilestirdigi belirlendi.

Ancak bu faydali etkinin klinik ¢caligmalar ile de desteklenmesi gerekmektedir.
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