07S0Z

Ksilol ve formalin, histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda ve ¢esitli sanayi kollarinda
siklikla kullanilan kimyasal maddelerdendir. Bu tiir ortamlarda calisan kisilerde farkli
zararll etkileri oldugu bilinmektedir. Insanlarin bulundugu ortamlarda kirlilige ve
dolayisiyla insan saghigina direkt veya indirekt zararh etkisi olan kimyasal maddelerin,
etkileme sekilleri ve sonuglari ayrintili sekilde c¢alisilmalidir. Bu calismada ksilol ve
formalin  koklatilan  ratlarin  testis dokusunda meydana gelen histolojik,
immunohistokimyasal ve histometrik farkliliklar aragtirilmigtir. Elde edilen bulgular
kimyasal bulunan ortamlarda calisanlarin sagligin1 korumaya yonelik kullanilabilecegi
gibi, erkek genital sistemde yapilacak olan ¢aligmalarda referens olarak da kullanilabilir.

Aragtirma, “Ratlarda ksilol ve formalin inhalasyonunun testis dokusu {izerine etkisi”
isimli ve VTF-05007 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Erkek genital sistem, esey hiicrelerini yapan testisler, bu hiicreleri ileten yollar olarak
tubulus rektus, rete testis, epididimis, duktus deferens ile eklenik genital bezler ve dis

genital organ olan penisten olusur (Tanyolag¢ 1999).

1.1. Testis

Testis, skrotum igerisinde lokalize olan bir ¢ift organdir (Krinke 2000). Testislerin
1s1s1n1, intra-abdominal 1siin altinda tutma gibi énemli gorevi olan skrotum, deriden bir
kiliftir. Ince ve seyrek killi olan bu deri kilif altinda gevsek bag doku bulunur (Tanyolag
1999). Organ kalin tunika albugineya ve skrotumun i¢ ylizeyini de Orten ince tunika
vaginalis ile kaplidir (Krinke 2000). Tunika albugineya diizensiz, yogun, siki1 bagdokudan
bir kapsiildiir. Yogun olarak kollagen iplikler ve az sayida elastik iplikleri igerir. Tunika
vaginalis’in pariyetal yapragi skrotuma yapisiktir, viseral yapragi ise testis ve epididimisi
ortmek suretiyle tunika albugineya ile temas halindedir (Dellmann ve Brown 1987).
Tunika vaginalis’in iki yaprag: arasindaki bosluk, pelvis bosluguyla ya da bir baska deyisle
karin bosluguyla iliskidedir. Gelismenin baslangi¢ evresinde karin boslugunda bulunan
testislerin torbalara inmesi -desendus testis- bu yolla ger¢eklesir (Tanyolag 1999). Tunika
albuginaya’dan organ i¢ine uzanan bagdoku bdlmeleri (septula testis), testis parensimini
her biri 1-4 kivrimli tubul igeren piramit seklinde lopguklara ayirir (Dellmann ve Brown
1987, Tanyolag 1999). Yetiskin rat testisinde yaklasik 20 adet seminifer tubul vardir. Bu
tubuller 200-400 pm’luk bir ¢apa sahiptir. Bu kivrimli halkalarin son uglar rete testis’e
baglanir. Rete testis, spermatozoonu tubulustan epididimise tasir (Krinke 2000). Tubuluslar
kivrimli bir yapiya sahip oldugu i¢in kesitlerde de bunlarin yuvarlak, oval ya da kivrimlt

goriintiileriyle karsilagilir (Tanyolag 1999).



1.2. Tubulus Seminiferus Kontortus

Tubulus seminiferus kontortuslar bazal membran ile ¢evrilir (Dellmann ve Brown
1987). Germ hiicreleri seminifer tubul igerisinde 4-7 hiicre katmanli kalin bir epitel
olusturur. Germ hiicreleri tubulusun bazalinden lumenine dogru farklilasir. Proliferasyonla
hiicreler lumene dogru itilir (Leeson ve ark 1985). Bazal membran iizerine oturan, genis
tabanli Sertoli hiicreleri ile bunlarin arasinda yer alan ¢ok sayidaki spermatogonyumlar ilk
siradaki hiicrelerdir (Tanyolag 1999). Sertoli hiicreleri bazal laminadan tubulusun lumenine
dogru uzanir (Johnson 1991, Krinke 2000). Bazal membrandan ayrilan ve luminal yiize
dogru yonlenen spermatogonyumlarin biiyiimesiyle olusan primer spermatositler en iri
germ hiicreleridir. Sekunder spermatositler, primer spermatositlerin yaklagik yarisi
kadardir ve bu hiicreler luminal yiize dogru uzanmislardir (Leeson ve ark 1985).
Tubulusun lumenine ulagmis olan kii¢iik, yuvarlak spermatidler baskalasim gecirmek tizere
Sertoli hiicrelerinin sitoplazma oyuntularina gomiiliirler ve bir siire sonra o tiire 6zgii
bicimlerini kazanarak, gelismelerini tamamlamis spermatozoon olurlar (Tanyolag 1999).
Farklilagmasini tamamlayan spermatozoonlar epitel katmandan ayrilarak lumene gecer

(Leeson ve ark 1985).

1.3. Sertoli Hiicresi

Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreleri desteklemektedirler. Seminifer epitelin
bazal laminasina dayanir ve buradan tubulus lumenine dogru uzanirlar. Sertoli hiicresi
Okromatik iri bir niikleus igerir (Johnson 1991). Bol miktarda graniilsiiz endoplazma
retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida lizozozom ve 6zellikle bazalde daha
bol bulunan krista tipi mitokondriyonlar igerir. Bunlarin yaninda glikojen, lipit
damlaciklar1 ve albumin kristalleri gibi cesitli sitoplazma inkliizyonlarina da sahiptir

(Johnson 1991, Tanyolac 1999).

Sertoli hiicreleri spermatogenezis’te Onemli gorevlere sahiptir (Johnson 1991).
Bunlar; spermatogenezisi diizenlemek ve kontrol etmek (Dalgaard ve ark 2002), gelisme
asamasindaki esey hiicrelerini desteklemek, korumak ve beslemek, dejenere olan esey
hiicrelerini ve gelisen esey hiicrelerinden arta kalan sitoplazma pargaciklarini fagosite
etmek, spermatozoon transportuna yarayan bir sekresyon yapmak (Johnson 1991, Tanyolag
1999) olarak sayilabilir. Folikiil uyarict1 hormon (Follicle Stimulating Hormone-FSH) ve

testosteron, Sertoli hiicrelerini uyararak bu hiicrelerin androjen baglayicit protein



(Androgen Binding Protein/ ABP) sentezlemesini saglar. ABP’nin, seminifer epitelde
testosteron ile olusturdugu kompleks, spermatogonyumlar: etkileyerek ¢ogalma siirecini
baslatir (Johnson 1991, Hassa ve Asti 1997). Yiiksek testosteron konsantrasyonlari
spermatogenik siklusu desteklemek i¢in gereklidir (Johnson 1991). Sertoli hiicreleri ayni
zamanda inhibin hormonu da salgilarlar. Inhibin, adenohipofizden FSH iiretimini inhibe
eder (Johnson 1991, Krinke 2000). Bunu ya direkt olarak adenohipofiz’den gonadotropin
hormon iiretimini etkileyerek ya da hipotalamustan gonadotropin salinim hormonu
(Gonadotropin Releasing Hormone/ GnRH) sekresyonunu etkileyerek gergeklestirir
(Johnson 1991). Sertoli hiicreleri, potasyumdan zengin bol miktarda intraseliiler sivi da
salgilarlar. Bu 0zel sivi yardimiyla spermatozoonlar, iyice gomiilii olduklar1 Sertoli
hiicrelerinin apikal sitoplazma invaginasyonlarindan kurtularak ileriye dogru sevk edilirler

(Tanyolag 1999). Sertoli hiicreleri az miktarda 6strojen hormonu da salgilamaktadirlar.

Yetiskinlerde spermatid sayilart kismi olarak perinatal gelisim boyunca iiretilen
Sertoli hiicre sayilarina baghdir. Sertoli hiicrelerinin  proliferasyon periyodu
tamamlandiktan sonra yasam boyunca sayilarinin sabit kaldigi varsayilir. Sertoli
hiicrelerinin spermatid sayisin1 sabitleyici bir 06zelligi vardir, bu hiicrelerin sayis1

spermatogenezis ve giinliik sperm iiretimi i¢in dnemlidir (Dalgaard ve ark 2002).

Sertoli hiicre proliferasyonu erkek ¢ocuklarda perinatal olarak meydana gelir. Daha
sonraki proliferasyon ve olgun hiicrelere farklilagma puberte doneminde tekrar baslar
(Dalgaard ve ark 2002). Ratta Sertoli hiicrelerinin proliferasyon periyodu gebeligin 17-19.
giinlerinden baglar ve postnatal 15-20. giinlere kadar devam eder (Orth 1982).

1.4. intertubuler Alanlar

Tubuluslarin arasinda gevsek bagdoku yer alir. Bu bagdoku alanlari igerisinde, kan
ve lenf damarlari, fibrositler, kollagen iplikler, serbest mononiikleer hiicreler (lenfositler,
makrofajlar ve mast hiicreleri) ve endokrin fonksiyona sahip Leydig hiicreleri bulunur

(Johnson 1991).



1.4.1. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri intesitisyel dokuda kiiclik gruplar halinde bulunurlar. Caplar1 15-20
um olan bu hiicrelerin merkezinde periferal heterokromatik, bir ya da daha fazla
cekirdekeikli yuvarlak bir ¢ekirdek vardir. Leydig hiicreleri ¢gekirdege yakin iyi geligmis
bir Golgi aygiti bulundurur. Sitoplazma ayrica lizozomlar, peroksizomlar ve Reinke
kristalleri icerir. Ancak bu kristallerin fonksiyonu bilinmemektedir. Hiicreler ¢ok sayida

krista tipi mitokondri bulundurmaktadir.

Leydig hiicrelerinde liiteinizasyon hormon (Luteinisation Hormone/ LH) reseptorii
bulunmaktadir (Teerds ve ark 1999). LH, Leydig hiicrelerinin farklilagmasi ve

fonksiyonlarint devam ettirebilmesi i¢in temel faktordiir (Ge ve ark 2005).

LH Leydig hiicre proliferasyonunu, direkt olarak veya indirekt olarak biiylimeyi
destekleyen faktorlerin iiretimini diizenleyerek uyarir. Yetigkin rat testislerinde ise Leydig

hiicre proliferasyonu az miktardadir (Teerds ve ark 1999).

Leydig hiicreleri androjenler olarak adlandirilan erkek seks steroidlerinin
(testosterone, androstenedione ve dehydroepiandrosterone) sentez ve sekresyonunu saglar
(Nozu ve ark 1981, Johnson 1991). Androjenler Leydig hiicrelerine yakin olan kapillar
delik¢iklerinden sistemik dolasima katilir. Testosteron sistemik dolagima girer girmez
viicuttaki hedef organlar1 etkiler (Johnson 1991). Uretilen testosteronun bir kismu ise
intersitisyel s1v1 ig¢erisine verilir ve spermatogeneziste parakrin ve otokrin bir etki gdsterir

(Krinke 2000, Ge ve ark 2005).

Puberte ile birlikte Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteronun (Dellmann ve
Brown 1987, Johnson 1991, Krinke 2000) ana fonksiyonlar1 arasinda seksiiel istegin
(libido) belirmesi, eklenik genital bezlerin fonksiyonunun siirdiiriilmesi, sekonder cinsiyet
karakterlerinin ortaya ¢ikmasi, spermatogenezisin kontrolii, hipofiz ve hipotalamusta
negatif geri tepki, genel anabolik etkiler sayilabilir (Dellmann ve Brown 1987, Johnson

1991, Hassa ve Ast1 1997).

Dolasimdaki testosteron seviyeleri, Leydig hiicrelerinin hem steroidojenik kapasitesi

hem de testisteki total sayilar ile iligkilidir (Ge ve ark 2005).

Leydig hiicrelerinin testosteron iiretimi ilerleyen yas ile birlikte azalir. Bu mekanizma
tam olarak aciklanamamistir. Olast nedenleri; Leydig hiicre sayisinda azalma, diisiik LH
uyarimi, Leydig hiicrelerinin testosteron iiretme yeteneginin azalmasi ve Onemli germ

hiicre kayiplaridir (Chen ve ark 1994).



Ratlarda Leydig hiicre gelisimi postnatal 10. giinde baslar. Bu hiicre gelisiminde bes
hiicre tipi bulunur; bunlar mezensimal prekiirsor hiicreler (Mesenchymal Precursor Cells),
progenitdr hiicreler (Progenitor Leydig Cells/ PLC), yeni sekillenmis eriskin Leydig
hiicreleri (Newly Formed Adult Leydig Cells/ NFALC), geng erigkin Leydig hiicreleri
(Immature Adult Leydig Cells/ IALC) ve olgun eriskin Leydig hiicreleri (Mature Adult
Leydig Cells/ MALC)’dir. Mezensimal prekiirsor hiicrelerin progenitdr hiicrelere
farklilagsmasinin baslamas1 LH’dan bagimsizdir. Bundan sonraki gelisme donemlerinde
LH, progenitdr hiicrelerin proliferasyonu ve bu hiicrelerin sirastyla yeni sekillenmis erigkin
Leydig hiicreleri, gen¢ eriskin Leydig hiicreleri ve olgun erigkin Leydig hiicrelerine
farklilasmasin1 ve farklilasmay1 takiben Leydig hiicrelerinin proliferasyonunu saglar.
Mezensimal prekiirsor hiicre farklilagsmasi ile Leydig hiicrelerinde mitoz ayni zamanda
meydana gelir. Gelisim boyunca mezensimal ve Leydig hiicre sayilar1 dogrusal olarak 1:2
oraninda artar. Gelisimini tamamlamig Leydig hiicrelerinin boyutu 6nemli derecede
artmistir. Steroid iiretimi i¢in gerekli tiim organelleri kazandig i¢in hiicrelerin testosteron
salgilama kapasitesi artar. Bu siirecte Leydig hiicreleri fazla sayida LH reseptoriine sahip
olmustur. Dolayistyla Leydig hiicresinin LH uyarimina karsi duyarlilifn  artmigtir

(Handagama ve Ariyaratne 2001).

Hardly ve ark (1989) postnatal rat testisinde Leydig hiicrelerinin farklilasmasinda iki
farkli fazin oldugunu ileri siirmiislerdir. Ik faz mezensimal prekiisér hiicrelerin progenitdr
Leydig hiicrelerine doniistiigii postnatal 14. ve 28. giinler arasindadir. Ikinci faz ise 28.

giinde baslar ve Leydig hiicre sayis1 mitoz ile artar.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise (Ge ve ark 2005), Leydig hiicrelerinin postnatal
gelisimi ii¢ ayr1 ddneme ayrilmustir. {1k olarak 14-21 giinliik testislerde progenitor hiicreler
bulunur. Sonrasinda 35. giine kadar hiicreler steroidojenik organel yapisi ve enzim
aktivitesi kazanarak gen¢ Leydig hiicreleri (Immature Leydig Cells/ ILC)’ne donisiir.
Fakat bu hiicrelerin iirettikleri testosteronun ¢ogu metabolize olmaktadir. Son olarak bu
donemden sonra 90 giinliik yasa kadar eriskin Leydig hiicreleri (Adult Leydig Cells/ ALC)

olusur. Olusan bu hiicreler aktif olarak testosteron iiretir.

Leydig hiicre gelisimi, insan ve diger memeli tiirleri i¢in de ratlarda tanimlandigi
sekle benzerdir. Ratlarda progenitér Leydig hiicreleri gelisim sirasinda ilk tanimlanan
olduke¢a yiiksek proliferatif hiicrelerdir. Birka¢ steroidojenik enzim barindiran graniilsiiz
endoplazmik retikulum igerir. Bundan sonraki gelisim ile ILC olusur. Cogunlukla

postpartum 28-56. giinlerde goriiliir. ILC, PLC’e gore daha fazla graniilsiiz endoplazmik



retikuluma sahiptir ve ilaveten yiiksek bir steroidojenik kapasiteyi destekleyen sitoplazmik
yag damlaciklar (3 alfa-androstanediol, 5 alfa-androstanediol) igerir (Ge ve Hardly 1998).
Bu hiicreler ratlarda 20-40 giinliik yaslarda 3 alfa-androstanediol ve 5 alfa-androstanediol-
testosteron metaboliti- liretmektedir (Chase ve Payne 1983). ILC, 56. giinde ALC’e
dontismeden once son kez boliinmeye ugrar. ALC iri hiicrelerdir ve c¢ok miktarda
graniilsiiz endoplazmik retikulum ile az miktarda yag damlacigr icerir. Yiiksek
steroidojenik enzim aktivitesine sahiptir ve predominant olarak testosteron salgilarlar

(Hardly ve ark 1989).

Prepubertal rat testisinde progenitor Leydig hiicreleri yaklasik olarak dogum sonrasi

ikinci haftada belirlenmistir (Handagama ve Ariyaratne 2001).

LH disinda bazi hormonlar ve kimyasal faktorler de Leydig hiicre gelisimine etki
etmektedirler. Testosteron ve Ostrojen, prekiirsor hiicre farklilasmasinin baglamasini inhibe
eder. Progenitor hiicre olusturulduktan sonra androjenler progenitoér hiicrelerin olgun
eriskin tip Leydig hiicrelerine farklilasmasi i¢in gereklidir (Handagama ve Ariyaratne
2001). Bir grup arastirict (Purvis ve ark 1979, Molenaar ve ark 1986, Teeders ve ark 1989)

FSH’nin bu siiregte gerekli olmadigini ileri siirmiiglerdir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (Insulin-like growth factor I/IGF-I), IALC
proliferasyonunun indiiklenmesinde ve gen¢ eriskin Leydig hiicrelerinin olgun eriskin

Leydig hiicrelerine farklilagsmasinda gorevlidir.

Transforme edici biliylime faktdrii a (Transforming growth factor o/ TGFa)
mezensimal prekiirsor hiicreler icin mitojendir. Hem TGFe hem de transforme edici
bliylime faktorii B (Transforming growth factor B/ TGFRB)-TGFa’den daha az-, LH veya
insan koryonik gonadotropini (human chorionic gonadotropin-hCG) varliginda Leydig

hiicrelerinde mitozu uyarir (Teerds ve ark 1999, Handagama ve Ariyaratne 2001).

Makrofajlar Leydig hiicre gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Leydig hiicreleri
makrofajdan yoksun testiste gelisimlerini tamamlayamazlar. Makrofajlar yangi durumunda
tirettikleri interlokin 1 (interleukin-1/ IL-1) ve tiimor nekroz faktorii (tumor necrosis factor/

TNF) ile Leydig hiicre fonksiyonlarini inhibe ederler (Hales 2002).

Tiroid hormonu mezensimal prekiirsorlerin proliferasyonuna, mezensimal prekiirsor
hiicrelerin progenitor Leydig hiicrelere farklilagmasina, mezensimal hiicrelerin progenitor

Leydig hiicrelerine farklilasmasinin hizlanmasina ve neonatal donemde yeni sekillenmis



Leydig hiicrelerinin proliferasyonunun artmasina neden olur (Handagama ve Ariyaratne

2001).

Postnatal testiste Leydig hiicre sayilarinda prepubertal ve pubertal artiglar ortalama
iki mekanizmayla agiklanir. lki kisa bir zaman siirecinde mezengimal prekiirsdr hiicrelerin
Leydig hiicrelerine farklilagmasi, ikincisi ise yeni olusan Leydig hiicrelerinin mitotik

boliinmeleridir (Handagama ve Ariyaratne 2001).

Ratlarda dogumdan sonraki 90 giinlilk yasa kadar testis intersitisyumunda bir
mezensgimal hiicre arttiginda iki Leydig hiicresi olugturmaktadir (Handagama ve Ariyaratne
2001). Deneysel olarak ethan dimetan siilfonat (Ethane Dimethane Sulphonate/ EDS)
uygulamasi yetigskin rat testislerinde hem mezensimal hem de Leydig hiicre sayisini

artirmistir (Teerds ve ark 1999, Handagama ve Ariyaratne 2001).

Bazi arastiricilar da (Russel ve ark 1995, Teeders ve ark 1998, Ariyaratne ve ark
2000a,b) progenitor hiicrelerin proliferasyonunu ve prepubertal rat testisinde progenitdr
hiicrelerin farklilasarak yeni sekillenmis erigkin Leydig hiicrelerine doniistiigiint

gbzlemlemislerdir.

Rat testisinde hem Leydig hem de mezensimal hiicre sayilari dogumdan seksiiel

olgunluga kadar artar (Ariyaratne ve Handagama 2000).

Hardly ve ark (1989), 28. giindeki mezensimal hiicre sayilarim1 56. giin ile

karsilagtirdiklarinda % 50’ye varan bir azalma tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Leydig hiicreleri, insiilin like faktor 3 (Insl3) ya da Leydig- insiilin like peptid (Ley-
IL) olarak da bilinen Relaksin like faktor (RLF)’l salgilarlar (Ivell 1997, Bamberger ve ark
1999, Adham ve ark 2000, Klonisch ve ark 2001, Ivell ve Bathgate 2002, Kumagai ve ark
2002).

1.5. Spermatogenezis

Spermatogonyumdan  olgun esey  hiicrelerinin  (spermatozoon-spermiyum-
spermatosit) olusmasi spermatogenezis olarak tanimlanir. (Dellmann ve Brown 1987,
Hassa ve Asti 1997, Krinke 2000). Bu olayda; ¢ogalma (goniyogenezis), biiyiime,
olgunlagsma (spermatositogenezis) ve baskalagim (spermiyogenezis) evreleri goriiliir

(Dellmann ve Brown 1987, Hassa ve Ast1 1997).



Ratlarda dogumdan sonraki yaklasik 50 giin olan puberte 6ncesinde erkek gonositler,
inaktif olarak durur. Pubertede béliinmeye baslar ve spermatogonyumlar olusturulur
(Krinke 2000). Spermatogonyumlar mitoz boliinmeyle sayica artarlar (Hassa ve Asti
1997). Spermatogonyumlar hayvan spermatozoa iiretme yetenegini kaybedinceye kadar

boliinmeye devam ederler (Krinke 2000).

Spermatogonyumlar tip A, ara tip ve tip B olmak iizere kabaca li¢ tip halinde
siniflandirilirlar. Tip A spermatogonyum, AO tip, A1 ve A4 tiplerine tekrar ayrilir. Tip A0
spermatogonyum seminifer tubulun membraninda kalir ve iki kardes hiicreye boliinme
yetenegine sahiptir, Tip Al spermatogenezis siirecine devam ederken, diger hiicre de kok
hiicre olarak kalir. Ratlarda A1 tip spermatogonyum 6 mitotik boliinme gegirir ve biiyiime
evresine girerek primer spermatosit olur. Primer spermatositler mayoz boliinmenin 1.
evresine girer. Hiicreler bu donem boyunca Sertoli hiicresinin adluminal komponentinde
sekonder spermatosit olur (Krinke 2000). Sekunder spermatositlerden de II. mayoz
boliinme sonucu, haploid kromozom igeren spermatidler sekillenir (Dellmann ve Brown
1987, Hassa ve Asti 1997). Spermiyogenezis asamasinda, spermatidler g¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda goriilen bir seri degisiklikler sonucu, o tiire 6zgii bigimlerini kazanarak,
spermatozoonlara doniisiirler (Dellmann ve Brown 1987, Hassa ve Asti 1997).
Spermiyogenezis asamasinda spermatidler akrozom gelisimi i¢in akrozomal faza girer.
Daha sonra ¢ekirdek yogunlasmasi ve uzamast meydana gelir, bunu sitoplazmik
eliminasyon ve salinma takip ederek olgun spermatozoon olusumu tamamlanir (Krinke
2000). Olgunlagmanin ilk asamasinda Golgi aygiti i¢inde bir¢ok kii¢iik graniiller belirir. Bu
graniiller -proakrozom graniilleri- toplanarak akrozom kesecigini olustururlar. Akrozom
kesecigi, spermatid cekirdeginin 6n kutbuna gider ve g¢ekirdek zarina yapisir. Akrozom
kesecigi, c¢ekirdek dis zarma yapistigi yerde yayilir ve ¢ekirdegin 6n yiiziinl tiimiiyle
kaplayan bir baglik olusturur. Kesecik iginde yerlesik olan proakrozom graniilleri de baslik
icinde yayilir ve ikisi birlikte akrozomu meydana getirirler. Cekirdek bu donemde uzar ve
hiicre i¢inde eksentrik olarak yerlesir. Daha sonra bas kismi tubulusun periferine dogru
yonlenirken kuyruk kismi da lumene dogru olusmaya baglar. Kuyruk gelisimi
tamamlandiktan sonra sitoplazma yavas yavas c¢ekirdegin bi¢imini alarak uzar.
Sitoplazmanin biiyiik bir kismi parcalanip ayrildiktan sonra hiicreler lumen i¢inde serbest

kalir ve spermatozoonlara doniisiirler (Dellmann ve Brown 1987).



1.5.1. Spermatogenezisin Kontrolii

Spermatogenezis puberte Oncesi gonadotropin sekresyonunun artisiyla puberte
zamaninda baglar (Krinke 2000). Spermatogenezis’te testosteron ile FSH, LH ve androjen
baglayici protein (ABP)’lerin rolii vardir (Hassa ve Ast1 1997). Peptid hormonlar (FSH ve
LH) kan-testis bariyerini gecerek spermatosit ve spermatidlere direkt olarak ulasamadigi
icin spermatogeneziste FSH etkisi muhtemelen Sertoli hiicreleriyle gerceklesir. Kan-testis
bariyeri ratlarda post partum 16-19. giinlerde olusur (Krinke 2000). FSH
spermatogenezisin baglamasi ve seminifer tubullerin uyarilmasi i¢in gerekli bir hormondur
(Krinke 2000). Hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH tubulus seminiferus kontortuslardaki
Sertoli hiicrelerini etkileyerek bu hiicrelerden ABP’nin {iiretilmesini uyarir (Hassa ve Asti
1997, Krinke 2000). LH, intersitisyumdaki Leydig hiicrelerinde androjenik etki
olusturmasindan dolay1 erkeklerde interstitial cell stimulating hormone (ICSH) olarak
adlandirilir (Krinke 2000). Cinsel olgunluga ulasildiginda, hipofiz 6n lobundan salgilanan
LH testisin intersitisyel dokusunda bulunan Leydig hiicrelerini etkileyerek testosteronun
salgilanmasina neden olur (Hassa ve Ast1 1997, Krinke 2000). Peptid hormonlarinin tersine
steroid yapida olan testosteron difiizyonla kan-testis bariyerini kolaylikla gegebilir.
Yetiskin ratlarda intersitisyel sivida bulunan testosteron seviyesinin (>50 ng/ml), testikiiler
stvi (~30 ng/ml) veya dolasimdakinden (<10 ng/ml) daha yiiksek olmasi testosteronun
spermatogeneziste parakrin ve otokrin bir etki gdsterdigini isaret eder (Krinke 2000).
Testosteron diizeyindeki yilikselme, LH nin salgilanmasini inhibe eder. Boylece testosteron
miktart belirli bir diizeyde tutulur (Hassa ve Asti 1997). Plazma testosteron

konsantrasyonlari saglikli erkek ratlarda yaklasik 2-3 ng/ml’dir (Krinke 2000).

Tubulus seminiferus kontortuslara gelen testosteronun androjen baglayici protein ile
olusturdugu kompleks, spermatogonyumlar: etkileyerek cogalma siirecini baslatir (Hassa

ve Astt 1997).

FSH spermatogenezisin baslatilmasi, LH ve testosteron hormonu ise siirekliligi i¢in

gereklidir (Hassa ve Ast1 1997).

Sertoli hiicreleri, ABP’nin disinda, inhibin hormonu ile az miktarda da Ostrojen
hormonu salgilarlar. Inhibin, hipofiz 6n lobundan FSH hormonunun salgilanmasini 6nler
(Hassa ve Ast1 1997, Krinke 2000). Ostrojen hormonu da Leydig hiicrelerinden salgilanan

testosteronun, Sertoli hiicrelerinde dstrojene cevrilmesiyle elde edilir (Hassa ve Ast1 1997).



1.5.2. Ik Spermatogenetik Dalga

Memeli spermatogenezisi germ hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptozis

arasinda hassas denge gerektiren olaganiistii gelisimsel bir siiregtir (Meehan ve ark 2001).

Bir seminifer tubulden enine seri kesitler alinip incelenirse kolaylikla ayirt edilebilen
farkli asamada hiicreler goriiliir. Her bir spermatogenik diizen, seminifer epitel siklusunun
bir donemi olarak tanimlanir. Bir spermatogenik siklus, tubuliin bir boliimii i¢indeki ayni
donemin tekrar goriilmesi i¢in gecen zaman olarak tanimlanir. Siklusun her bir dénemi
tubuliin uzunlugu boyunca ardisik bir diizeni takip eder. Aym1 donem arasindaki mesafe
spermatogenik dalga olarak tanimlanir. Bir tubiil cok sayida tamamlanmis spermatogenetik

dalga icerir (http://www.uwyo.edu/wjm/Repro/spermat/htm 2006).

Spermatogenezisin tamamlanmasi i¢in gerekli olan, bir spermatogenik siklus i¢indeki
donem sayilar1 ve siklus sayisi tiirler arasinda farklilik gosterir. Ratlarda 14 donemden
olusan bir siklusun tamamlanmasi 12 giin siirer ve bir spermatogonyumundan spermatozoa
olusumu i¢in 4 siklusa (48 giin) gerek vardir (Krinke 2000). Bogalarda 12 donemden
olusan bir siklus 14 giin siirer ve spermatogonyumun spermatozoona doniismeden dnce 4
siklus (48 giin) meydana gelirken, insanlarda bir siklusun 6 dénemi goriiliir ve bir siklus
16 giin silirer. Spermatogenezisin tamamlanmasi i¢in 4 siklusa ihtiya¢ vardir (64 giin)

(http://www.uwyo.edu/wjm/Repro/spermat/htm 2006).

Memeli spermatogenezisi iki faza ayrilir. Ik faz, dogumdan sonra baslayan ilk
spermatogenetik dalgayla karakterizedir. Ilk spermatogenetik dalga yapilan arastirmalar
sonucu erkek rat, fare, hamster, tavsan, kedi, insan vb. canlilarda gozlenmistir (Schulze
1982, Meehan ve ark 2001, Rodriguez 2002, Moreno ve ark 2006). Spermatogenezisin 2.
faz1 olan olgun spermatogenezis, ilk spermatogenetik dalgadan sonra yetiskin hayvanlarda

stirekli olarak meydana gelen spermatogenetik dalgalardan olusur (Rodriguez ve ark 1997).

Erken postnatal yasamin ilk doneminde goriilen ilk spermatogenezis dalgasi, ilk germ
hiicre apoptozisiyle ayn1 zamanda olusur (Meehan ve ark 2001, Jahnukainen ve ark 2004,
Moreno ve ark 2006, Zheng ve ark 2006). Ratlarda postnatal 1-6 haftalik donemde
meydana gelen ilk spermatogenezis dalgasi {i¢ haftalik yas doneminde oldukca yiiksektir
(Rodriguez ve ark 1997, Jahnukainen ve ark 2004). Erkek ratlarda postnatal 18 ve 26.
giinler arasinda apoptozis pik olusturur (Jahnukainen ve ark 2004). Erkek farelerde ise
postnatal 15 ve 16. giinlerde pik tespit edilmistir (Zheng ve ark 2006). Erken apoptozis

dalgasi1 spermatositleri spermatogonyumlardan daha cok etkiler. Ik spermatogenetik dalga



boyunca germ hiicrelerinin en az % 75-80’1 elimine edilir (Rodriguez ve ark 1997, Yilmaz
2005). Olgun hayvanlarda ise apoptozise ugrayan hiicreler tip A ve tip B spermatogonyum,

spermatosit ve spermatidlerdir (Jahnukainen ve ark 2004).

Ilk spermatogenetik dalga boyunca goriilen apoptozis olgun testiste gdzlenen

apoptozisten farklidir:
1. Prepubertal donem apoptozisinde sadece bir dalga meydana gelir,

2. Apoptozis spermatogonyumla smirli degildir tersine spermatositleri daha c¢ok

etkiler,

3. Ik spermatogenetik dalga boyunca gériilen apoptozis antiapoptotik protein (Bcl-
xL)-pro-apoptotik protein (Bax) dengesindeki degisimlere baglidir. Testis dogumdan
itibaren yiiksek seviyede Bcl-xL, Bax ve p53 proteinlerini igerir. Dordiincii haftadan sonra
bu proteinlerin seviyeleri ani bir sekilde diiser veya tamamen ortadan kaybolur (Rodriguez
ve ark 1997). Farelerde postnatal 23. giinde Bcl-xL spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde
pozitif olarak goriilmiistiir (Meehan ve ark 2001).

Immature rat testisinde meydana gelen fizyolojik ilk spermatogenetik dalga,
spermatogenezisin baslatilmasinda ve gelisiminde, seksiiel olgunlasma ve testikiiler
gelisim icin gereklidir (Rodriguez ve ark 1997, Jahnukainen ve ark 2004). Fakat goriilen
apoptozisin fizyolojik ©Onemi ayrintili olarak heniiz agikliga kavusturulmamistir
(Jahnukainen ve ark 2004). Spermatogenezis olusumu boyunca erken donemde goriilen
germ hiicre apoptozis dalgasi, olgunlagmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri
arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir

(Rodriguez ve ark 1997).

Genetik olarak testiste apoptozisi indiikleyen ve engelleyen proteinler arasindaki
denge degisimleri normal fonksiyonel spermatogenezis gelisiminin bozulmasi igin
yeterlidir. Transgenik fareler erken apoptozis dalgasindan yoksundur. Bu da
spermatogonyum ve spermatosit yigilimi ve infertiliteyle sonuglanir (Jahnukainen ve ark

2004).

Kaspas-2 ilk spermatogenetik dalga boyunca olusan germ hiicre apoptozisinde
onemli bir rol oynar. Kaspas-2 aktivasyonunun blokaji, apoptozis dalgasindaki apoptotik

germ hiicre sayisini azaltir (Zheng ve ark 2006).



Erkek ratlarda pubertenin baslamasi ilk spermatogenik dalganin tamamlanmasiyla
karakterizedir. Bu da muhtemelen spermatozoonun tubulus lumeninde goriildiigii zamandir
(Aragon ve ark 2005). Sperm iiretimi immatiire spermatogonyum populasyonunun kendini
yenilemesiyle baglar (Meehan ve ark 2001). Erkek ratta spermatozoon ilk kez tubulus

lumeninde 45-50 giinliik yasta goriiliir (Aragon ve ark 2005).

Ik spermatogenik dalga boyunca testisteki somatik hiicreler prolife olur ve
olgunlasir. Sertoli hiicreleri germ hiicrelerini sarar ve destekler. Farelerde 16. giinde

hiicrelerin proliferasyonu sona erer (Meehan ve ark 2001).

Yapilan bir ¢aligmada, ruminantlarda spermatogenik siklusun 6 farkli fazi boyunca

tubuler ¢apta 6nemli degisiklik goriilmemistir (Wrobel ve Schimmel 1989).

Yetiskin ratlarda yapilan bir ¢alismada, seminifer tubiil ¢aplar1 VII-VIII, IV-V ve
XII-I. spermatogenik siklus donemlerinde Ol¢iilmiis ve aralarinda bir fark olup olmadig:
degerlendirilmistir. VII-VIII. donemlerde tubulus g¢apinin diger donemlere gore daha

biiyiik oldugu bulunmustur (Harris ve Nicholson 1998).

1.5.3. Spermatogenik Siklus Donemleri

Rat seminifer epitelyum siklusu Leblond and Clermont (1952) tarafindan 14 doneme
ayrilir. Smiflandirma i¢in, hiicrelerin ¢ekirdek caplart ve hiicrede mitotik figiirlerin
bulunmasi1 veya bulunmamasi gibi ozellikler gz oniinde tutulur (Hess 1990). Tubul
segmental bir diizene sahiptir ve her bir tubuliin enine kesiti, spermatogonyum,
spermatosit ve spermatidleri igeren germ hiicre durumunu homojen bir sekilde gosterir
(Hess 1990, Krinke 2000). Testis icinde donemler seminifer tubullerin uzunlugu boyunca
birbirini takip eden diizen i¢inde tekrar edilir. Rat testisinde her bir tubulus kesiti, 14
spermatogenik siklus doneminden birini gostermektedir (Hess 1990). Spermiyogenezis 19
adimda gerceklesmektedir (Krinke 2000). Bu donemlerin ayriminda, spermatidlerdeki
morfolojik degisiklikler de temel alinmistir (Hess 1990).

Elektron mikroskobunun kullanilmasiyla seminifer epitel siklusundaki spermatidlerin

gelisimi daha net bir sekilde incelenmistir (Hess, 1990).



Donem I

Siklusun 1-4. doénemlerinin taninmasi ilk yuvarlak spermatidlerdeki Golgi aygitinin
net olarak goriinmesine baghdir. Golgi aygiti goriindiigiinde graniillerin  bulunup

bulunmadigi net bir sekilde belirlenir.

Ik dénem heterokromatik niikleuslu yuvarlak spermatidlerin goriilmesi ve goze

carpan bir Golgi aygitinin belirlenmesiyle karakterizedir.
Donem II

Bu donemin taninmasi genellikle vezikiillerle c¢evrelenmis 0,3-0,6 pm capta
proakrozomik kiigiik graniillerin taninmasina baglidir. ikinci adim spermatidin Golgi aygit:

iki proakrozomik graniil igerir. Dorsal akrozomik yiizge¢ dikkat ¢ekici uzunlukta degildir.
Donem IIT

Siklusun 3. doneminin ortasindaki iiclinci adim spermatidlerdeki akrozomik
graniiller 0,6-0,8 um c¢apa sahiptir ve ikinci adimdaki proakrozomik graniillerden daha
bliyiiktiir. Metakrilat kesitlerde, akrozomik vezikiiller daha az belli ve acgik olarak PAS+
boyanmustir. Fakat ¢cok yagun olarak PAS+ boyal1 Golgi aygitiyla ¢cevrelenmistir.

PAS+ boyali, tek akrozomik graniil, 3. adim spermatidlerin akrozomik vezikiilleri
icerisinde lokalize olmustur. Vezikiil, niikleer membranda olduk¢a yassilasmis olabilir.

Golgi aygit1 vezikiiliin biraz yaninda bulunabilir.
Donem IV

Siklusun 4. dénemi esas olarak dordiincii adim spermatidlerde bir veya daha fazla
akrozomik sistem konfigiirasyonunun bulunmasiyla ayirt edilir. Akrozomik graniil 0,8 ve
1,1 um aras1 bir ¢apa sahiptir. Ge¢ dordiincii adim spermatidlerde akrozomik vezikiiller,
niikleer membrana dogru yaslanmistir. Golgi aygiti, olusan akrozomik sistemin biraz

yaninda bulunur.
Dénem V

Yuvarlak spermatidlerin akrozomik sisteminin az egri olmasi ve akrozomik graniiliin
her iki yana dogru uzamis olmast 5. donem tubulusu olarak siiflandirilir. Uzamisg
spermatidlerin ¢ekirdegi 5. donemde epitelin derinligine dogru hareket eder. Bu donemde

spermatidler tubulus epiteli i¢ine maksimum penetrasyon gostermistir. Mitotik figiirler 4.



donemde bulunur fakat 5. donemde bulunmaz. 17. adim spermatidin basi, Sertoli hiicre

cekirdegine bitisik olarak gizlenir.
Doénem VI

Mitotik figiirlerin bulunmasi bu dénemleri ayirt etmek icin kullanilir. Mitotik figiirler
6. donemde bulunur fakat 7. donemde bulunmaz. Akrozomik sistem altinci adim spermatid
niikleusunun yaklagik dortte birini kaplar. Onsekizinci adim spermatidler lumene dogru

gb¢ etmistir.
Donem VII

Erken 7. donem 19. adim spermatidin sitoplazmasindaki bazofilik graniiliin
bliylimesiyle ge¢ 6. donemden ayrilir. Akrozomik sistem 7. adim spermatid niikleusun
neredeyse ligte birini kaplar. Ondokuzuncu adim ge¢ spermatid niikleusunun egriligi dikkat
cekicidir.

Doénem VIII

Siklusun 7. déneminden 8. doneme gegiste, bazofilik graniiller 19. adim spermatidin
bas bolgesine dogru hareket eder ve burada birlesirler. Sekizinci adim spermatidin
niikleusu ve akrozomik sistemi sitoplazmanin bazal kutbuna dogru yerlesir. Bu dénem i¢in
tipik Ozellik Sertoli hiicresinin niikleusunun bazal membrandan uzaga yerlesmesidir.

Siklusun 8. doneminde 19. adim spermatidler serbest birakilir.
Donem IX

Bu donemin taninmasi i¢in O6nemli iki Ozellik, dokuzuncu adim spermatid
cekirdeginin az miktarda sikismasi ve asimetrisi ile epitel icinde artik kitlelerin

bulunmasidir. Ayni zamanda mitotik figiirler 9. donemde gortiliir.
Donem X

Siklusun 10. donemi kolaylikla 9. donemden ayirt edilir. Ge¢ 10. adim spermatidin
akrozomik sistemi niikleusun apeksinden kaudal bdlgesine dogru uzar. Spermatid

niikleusunun sagital bir kesiti V bi¢gimli bir yap1 gosterir.
Donem XI

Akrozomal-niikleer agidaki sagital kesitte niikleus capi ayirt edici bir 6zelliktir.

Onbirinci adim spermatidlerin niikleusunun apeksi ve akrozomu niikleus kaudal kismina



dogru keskin bir agida ¢ikint1 yapar. Onbirinci adim spermatid, akrozomik sistemin ve

niikleusun caudal bélgeye dogru keskin bir agida ¢ikintisini 6n plana ¢ikarir.
Doénem XII

Siklusun 11 ve 12. donemleri arasinda spermatid degisimi en yiiksektir. Onikinci
adim spermatidler kolaylikla ayirt edilir, sivri akrozomik uclar1 kesit diizleminde

bulunmustur.
Donem XIII

Erken 13. spermatidde akrozomal bas tepesi niikleusun ventral tarafinda ¢ikint1 yapar
ve niikleer apex kromatin yogunlugundan dolay:r yogun sekilde boyanir. Dikkat ¢ekici

cekirdekgige sahip genis diploten spermatositler bu donemde tipiktir.
Donem XIV

Siklusun 14. donemi sadece mitotik figiirler (mayoz I veya mayoz II) ve/veya
sekonder spermatositler bulundugunda siniflandirilir.

A (Mayoz I)

[Ik mayotik boliinme, spermatosit sitoplazmasinin merkezinde sacilmig goriiniimde
kromatin yiginindan olusmus biiyiik mitotik figilirlerin bulunmasiyla taninir.

B (Mayoz II)

Sekonder spermatositler yuvarlak spermatidlerden tipik olarak daha genistir. Mayoz
II, merkeze yerlesmis yogun kromatin kiimelerinden olusmus mitotik figiirlerin

bulunmasiyla belirlenir (Hess 1990).

1.6. Relaksin Benzeri Faktor

Relaksin benzeri faktor [relaxin-like factor (RLF), Leydig insiilin like peptid (Ley-
IL), insilin like faktér 3 (Insl3)], memelilerin gonadlarinda sentez edilen ve kan

dolagimina salinan bir hormondur (Bullesbach ve ark 1999, Ivell ve Bathgate 2002).

Insanlarda kanda dolasan ve ligand- reseptdr baglanmasimin biitiin dzellikleriyle bir
membran proteini ile baglant1 kuran RLF, bahsedilen bu 6zelliklerinden dolay1 bir hormon

olarak tanimlanmistir (Bullesbach ve ark 1999).



Insl3 geninin iirlinii olan RLF, insiilin- benzeri hormon ailesinin yeni bir iyesidir
(Ivell 1997, Bamberger ve ark 1999, Adham ve ark 2000, Klonisch ve ark 2001, Ivell ve
Bathgate 2002, Kumagai ve ark 2002, Sadeghian ve ark 2005).

RLF ilk kez domuz testisinde tanimlanmistir. Daha sonra insan, marmoset maymun,
ruminant, fare, rat, kopek, geyik ve subprimat tiirlerini igeren memelilerin testis ve

ovaryumlarinda belirlenmistir (Ivell ve Bathgate 2002, Sadeghian ve ark 2005).

RLF, erkeklerde olgun ve fotal testikiiler Leydig hiicrelerinden salgilanirken, yetiskin
disilerde teka interna, siklik ve gebelik korpus luteumunda da yapilir (Ivell ve Bathgate
2002, Paust ve ark 2002, Bogatcheva ve ark 2003).

RLF geninin acgiga ¢ikarilmasi, RLF’ye karsi olusturulan bir antikorun kullanildigi
immunohistokimyasal metotla gerceklestirilmistir (Bamberger ve ark 1999, Ivell ve
Bathgate 2002, Sadeghian ve ark 2005). Bu metotla RLF protein olarak, testisin Leydig
hiicrelerinde, ovaryumun luteal hiicrelerinde, folikiiler teka hiicrelerinde ve diger
dokularda (plasenta, hipotalamus, tiroid, meme bezi) yliksek bir seviyede aciga
cikarilmistir (Ivell ve Bathgate 2002). Sentetik insan RLF’sine kars1 olusturulan poliklonal
antikor, insiilin ve relaksine yapisal olarak benzeyen diger hormonlarla capraz iliski

gostermez (Bullesbach ve ark 1999).

Yetigkin erkek insan ve ratta sirkiilasyondaki InsI3 konsantrasyonu 0.5-2.0 ng/ml’dir.
Fotal Leydig hiicrelerinde Insl3 proteinin boyanmadigi goriilmiistiir. Bunun icin olast
aciklamalar vardir. Ilki protein sentezlenir sentezlenmez fotal Leydig hiicrelerinden
salinmis olabilir. Ikincisi immunohistokimya i¢in kullanilan antikorlar rekombinant pro-
forma kars1 yiikselir ve muhtemelen Insl3’iin C peptid zincirindeki epitoplar1 tanir. Bu
olduk¢a yiiksek metabolik fotal Leydig hiicre fonksiyonunun g¢ok hizli bir sekilde
azalmasindan olabilir (Sadeghian ve ark 2005). Yetiskin erkeklerin kaninda en yiiksek 2
ng/ml konsantrasyonda oldugu gosterilmistir (Ivell ve Bathgate 2002). Yetiskin disilerde
sirkiilasyondaki InslI3 konsantrasyonlar1 ¢ok diisiiktiir (Sadeghian ve ark 2005).

Insl3 farelerin fotal ovaryumunda gozlenmezken, testiste ilk olarak embriyonik 13,5.

giinde ortaya ¢ikarilmistir (Adham ve ark 2000).



1.6.1. RLF Reseptorii ve Etkisi

Arastirmalar (Ivell 1997, Bamberger ve ark 1999, Adham ve ark 2000, Klonisch ve
ark 2001, Kumagai ve ark 2002) RLF ve relaksinin benzer bir yapida oldugunu
gostermistir. Ancak kalintt maddelerin RLF reseptoriine (B zincirinin karboksil ucunda)
baglanmasi, relaksin ve RLF’nin farkli reseptorler igerdigini gostermektedir. RLF ig¢in
reseptor, 7-transmembran bolge reseptorii (LGR8 veya Great) iken, relaksin i¢cin LGR7

reseptordiir (Ivell ve Bathgate 2002).

Fotal rodentlerde Insl3 testikiiler inigin ilk transabdominal fazindan sorumludur.
Yetiskin rodentlerde Insl3 erkek germ hiicrelerinde anti-apoptotik bir etkiye sahiptir.
Indirekt olarak fotal Leydig hiicrelerinin farklilasmasini kontrol eder (Sadeghian ve ark

2005).

Memelilerde farklilasmamis testis ve ovaryumlar esas olarak abdominal pozisyonda
lokalize olur. Testisler gelisimi boyunca embriyonik intraabdominal pozisyondan skrotum

igerisine iner. Testislerin inisi iki fazda agiklanmistir.

(1) Transabdominal faz, insan embriyolarinda gebeligin 10-15. haftalar1 arasinda,
fare embriyolarinda ise ¢iftlesmeden sonraki 15,5- 17,5. giinler arasinda meydana gelir.
Kaudal genitoinguinal ligamentin dogal gelisimi ve kranial suspansor ligamentin
regresyonu testislerin inguinal bolgeye dogru direkt olarak hareketini saglar (Bogatcheva
ve ark 2003). Kranial suspansor ligament ve kaudal genital ligament gubernakulum olarak

adlandirilir (Adham ve ark 2000).

(2) Inguinoskrotal faz, insanlarda dogumdan &nce, farelerde ise neonatal gelisimin
ilk 20 giinii i¢ginde meydana gelir. Bu donem boyunca gubernacular kordonun kisalmasi ve
gubernacular kokiin kabarmasi, testislerin skrotum ig¢ine gecisini saglar (Bogatcheva ve ark

2003).

Erkek rat fotiislerinde serum RLF konsantrasyonu dogumdan iki giin 6nce yiiksektir
(2,4 ng ml™") ve dogumdan hemen &nce ani olarak azalir. Daha sonra erkek ve disiler ayni
diisiik serum konsantrasyonuna sahiptir. Serum RLF konsantrasyon artis1 dogumdan 10
giin sonra baslar ve 39. giine (0,6 ng ml™") kadar devam eder (Boockfor ve ark 2001, Ivell
ve Bathgate 2002) Bu bulgular RLF’nin in vivo sentez edilen bir hormon oldugunu ispat
etmek i¢in onemlidir (Ivell ve Bathgate 2002). Testisler RLF konsantrasyonunun artis fazi

boyunca skrotuma iner. Bu inis dogumdan 19-21 giin sonra tamamlanir. Yiiksek prenatal



serum konsantrasyonlari gubernakulum dokusundaki fazla miktarda RLF reseptoriiniin

ortaya ¢ikarilmasi ile ayn1 zamana rastlamaktadir (Boockfor ve ark 2001).

Yapilan ¢aligmalar, prepartum gubernakulumun RLF i¢in reseptorlere sahip oldugunu
ve bicim degisikligi ve DNA senteziyle RLF’nin etkisine organ kiiltiirlerinde cevap
verdigini gosterir. Kranial suspansor ligamentin gerilemesini igeren testikiiler inisin ilk fazi
androjen bagimlidir. Bu ligament disilerde ovaryumu perirenal pozisyonda tutar (Ivell ve

Bathgate 2002).

In vitro olarak Insl3 peptitin, GREAT/LGRS reseptdriinii aktive ettigi kanitlanngtir.
Insl3 peptit ve GREAT/LGRS reseptorii gubernakulumun farklilagsmasimi kontrol eder
(Bogatcheva ve ark 2003).

Kriptorsizm, testislerin embriyonik intraabdominal pozisyondan skrotum igersine
inmemesidir. RLF geni ¢ikarilmis erkek farelerde gubernakulum ligamentinin gelisimi
zayiflamig ve kriptorsizm (Adham ve ark 2000, Boockfor ve ark 2001, Klonisch ve ark
2001, Ivell ve Bathgate 2002, Kumagai ve ark 2002) ve kriptorsizmin ikincil bir etkisinden
dolay1 spermatogenezis defektleri (Ivell ve Bathgate, 2002) ve kisirlik (Boockfor ve ark
2001) gozlenmistir.

Kriptorsizm yeni dogan erkeklerde % 3,5 oraninda gozlenirken bu oran bir yasinda %
0,5’e diiser. Testislerin abdomende alikonulmasi, infertilite ve testikiiler kanser risk
artistyla sonuglanir. Cerrahi miidahale infertiliteyi Onler. Testikiiler gelisim, transportun

saglanmasinda RLF’nin biiyiik bir rol oynadig1 belirlenmistir (Boockfor ve ark 2001).

Insl3 veya GREAT/LGRS8 reseptoriiniin mutasyonlart da kriptorsizme neden olur
(Bogatcheva ve ark 2003).

Yapilan bir ¢aligmada 6stradiol uygulamalarinin, fotal Leydig hiicrelerinden RLF
tiretimini engelleyerek testislerin inigini olumsuz yonde etkiledigi ve kriptorsizme neden

oldugu bildirilmistir (Ivell ve Bathgate 2002).

Paust ve ark (2002), yaptiklar1 bir calismada erkek ratlarda artan yas ile kandaki
serbest testosteron seviyelerinde bir azalma oldugunu belirlemislerdir. Hybridizasyon
analizi ile iki yash rat testisinde RLF mRNA’nin ortaya ¢ikisi li¢ aylik ratlara gore ¢ok
daha az oranda bulunmustur. Sirkulasyondaki testosteron konsantrasyonundaki azalmanin
baslica nedeni Leydig hiicrelerinde steroidojenik kapasitenin azalmasidir (Teerds ve ark

1999).



1.7. Testis Dokusunu Etkileyen Cevresel Faktorler

Dogal halde bulunan, iiretilen veya herhangi bir islem sirasinda atik olarak ortaya
cikan veya kazara olusan her tiirlii element, bilesik veya karigima “kimyasal madde” denir.
Solundugunda, agiz yoluyla alindiginda, deriye niifuz ettiginde erkek ve disilerin {ireme
fonksiyon ve kapasitelerini azaltan ve/veya dogacak bireyi etkileyecek kalitimsal olmayan
olumsuz etkileri meydana getiren veya olumsuz etkilerin olusumunu hizlandiran kimyasal
maddelere ise “iireme i¢in toksik kimyasal madde” denir. Ozellikle “cevresel kimyasallar”
olarak adlandirabilecegimiz is yerlerinde veya insan yasam alanlarinda kullanilan
pestisitler, gida katki maddeleri, agir metaller vb. kimyasallarin tireme saghigi tizerindeki

etkileri belirlenmistir (Tekbas 2006).

Endiistriyel ve c¢evresel birgok kirletici (Ostrojenler, 1s1, c¢esitli kimyasallar,
elektromanyetik enerji ve radyasyon) iireme sisteminde olumsuz etkiler olusturmaktadir
(Steinberger 1992). Etkisinde kalinan maddenin cinsi yaninda maruz kalma siiresi ve sekli
bu faktorlerin lireme sagligina olan etkilerini belirlemektedir. S6z konusu kimyasallarin
cinsi, etkilenim siire ve siddetine gore degismekle birlikte kimyasal maddeler disi ve/veya

erkek lireme sisteminde olumsuz etkiler olusturabilirler (Tekbas 2006).

Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar (Mori ve ark 1988, Morrissey ve ark 1988,
Yang ve ark 2006) cok sayida g¢evresel etkenin erkek iireme fonksiyonunu

etkileyebilecegini ortaya koymaktadir.

EDS, siilfiir anhidrat, amonyak, kursun asetat, ksilol, tiner, toluen, methanol, etil
asetat, formaldehit gibi ¢evresel kimyasallar testis dokusunun fonksiyonunu ve yapisin
olumsuz yonde etkilemektedir (Yamakada 1993, Teerds ve ark 1999, Handagama ve
Ariyaratne 2001, Karimov ve ark 2003).

1.7.1. Formaldehit

Formaldehit (H,C=0), endiistriyel kullanimi1 bakimdan aldehit ailesinin en 6nemli
tiyesidir (Sarsilmaz ve ark 2000). Formaldehit 30,03 molekiiler agirhiginda, suda kolayca
eriyebilen, renksiz, kotii-keskin kokulu, yanici bir maddedir. Metil alkoliin oksidasyonu
sonucu olugur. Memelilerde metabolizma sonucu da az miktarda formaldehit aciga cikar ve
hizla karbondioksit ve suya metabolize olur. Formalin ise formaldehitin sudaki %37’lik

solusyonuna verilen isimdir. Suyla birlesen formaldehit polimerize olarak paraformaldehite



dontisebilir. Bu doniisiimii engellemek i¢in %10-15 oraninda metanol eklenir (Yilmazer
2006). Formaldehit polimerize formda (paraformaldehit) veya solusyon olarak kullanilir.
Atmosferik kosullar altinda formaldehit giin 1s18inda 15182 baghi olarak hizlica
karbondioksite okside olur, dolayisiyla sehir havasindaki yarilanma omrii, giin 15181 etkisi
altinda kisalir. Nitrojen dioksit bulunmamasi durumunda formaldehitin yarilanma omri
giin boyunca yaklasik olarak 50 dakikadir; nitrojen dioksitin bulunmasi durumunda bu 35
dakikaya diiser (WHO regional office for europe 2001). Birgok gidada, sigara ve egsoz

dumaninda da formaldehit bulunur.

Formaldehit doku proteinlerini presipite etmeden koagulasyonlarina neden oldugu
icin biyolojik Orneklerin saklanmasinda, cesetlerin mumyalanmasinda ve dezenfektan
olarak kullanilmaktadir (Ozen ve ark 2005). Formaldehit tipta; otopsi salonlarinda, patoloji
ve histoloji laboratuvarlarinda dokularin tespit edilmesinde kullanilmasinin yaninda,
tekstil, kimya, boya, kagit, kozmetik endiistrilerinde de kullanilir. Formaldehit atmosferde

0.12-0.39 ppb seviyesinde bulunur ve herkes i¢in temas s6z konusudur (Yilmazer 2006).

Formaldehite olas1 maruz kalma yollar1 sindirim, inhalasyon ve dermal
absorbsiyondur. Formaldehit suda eriyebilme yeteneginden dolay1 hizlica respiratorik ve
gastrointestinal kanallardan absorbe ve metabolize olur. Rat ve maymunlarda inhale olunan
formaldehitin %90’dan fazlasi iist solunum kanallarindan absorbe edilir (WHO regional

office for europe 2001).

Formaldehitin in vitro toksik oldugu gosterilmistir. Insan kiiltiir bronsiyal epitel
hiicrelerinin biiyiime orani azaltmistir. Bu etkiler hiicre i¢i kalsiyum iyonlar1 seviyesinin
yukselmesi, glutathionu iceren diisiik molekiiler agirlikli serbest thiollerin azalmasiyla es

zamanli olarak meydana gelmistir (Graftstrom 1990, Cassee 1995).

Formaldehitin hayvanlarda teratojenik oldugu kanitlanmamistir ve izin verilen
seviyelerde mesleki olarak insanlarda da teratojenik etkili degildir. Ancak formaldehitin
insanlarda ve hayvanlarda kromazomal anomalilere ve kardes kromatid degisimine yol
actig1 icin genotoksik Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Agency for toxic
substances&disease registry 2006).

Formaldehitin reproduktif sistem tizerindeki olumsuz etkilerine ait deliller sinirhdir.

Meslege bagli olarak formaldehite maruz kalan kadinlarda menstrual diizensizlikler ile

deney hayvanlarinda formaldehit inhalasyonu sonucunda serum testosteron seviyesini



azaltarak spermatogenezisi etkiledigi belirlenmistir (Ozen ve ark 2003, Agency for toxic

substances&disease registry 2000).

Deneysel c¢aligmalarda oral yolla gebe halde iken formaldehit alan ratlarin
yavrularinda dogum agirliginin diismesi, erkek ratlarda anormal sperm insidansinin
artmasi, midenin glandiiler yapisinda tiimor aktivasyonu gézlemlenmistir (Sarsilmaz ve ark

2000).

Erkek ratlara %4 formaldehit soliisyonunun oral olarak uygulanmasi, sperm anomali
(uzamis ve incelmis) insidansin1 6nemli derecede artirmigtir (Cassidy ve ark 1983).
Gebeligin 6-15.giinlerinde gavage (sonda ile besleme) yoluyla formaldehit verilen gebe
albino farelerin fotuslarinda teratojenik etkilerin olusmadigi bildirilmistir (Marks ve ark
1980). Gebeligin 8-12. giinlerinde formaldehit verilen farelerden dogan yavrularin gelisimi
ve yasayabilme giicii etkilenmemistir (Seidenberg ve ark 1986). Ciftlesmeden sonraki 4-
56. giinlerde diyetlerine formaldehit konularak beslenen beagle kdpeklerde yavrularin
sagligi, bir batinda dogan yavrularin boyutlari, gebeligin uzunlugu, gebe disilerin agirlik

kazanci1 ve gebelik oraninin etkilenmedigi gézlemlenmistir (Hurni ve Ohder 1973).

Erkek ratlarin siilfiir anhidrat, amonyak veya bu substanslarin formaldehit ve kursun
asetat ile karigimlarinin inhalasyonuna bir ay siireyle maruz birakilmasi, seminifer
epiteldeki hiicrelerin  etkilenerek spermatogenik siklus diizeninin  bozulmasiyla

sonug¢lanmistir (Karimov ve ark 2003).

Cinko ve bakir, 6nemli bir antioksidan enzim olan superoxide dismutase (SOD)’i
iceren metalloenzimlerin prostetik gruplaridir. Erkek ratlar formaldehite maruz
birakildiginda, bu iz elementlerin seviyesinin azaldigi ve doku gelisiminin yavasladigi

gozlenmistir (Ozen ve ark 2003).

1.7.2. Ksilol

Ksiloliin (CgHjo, Dimethylbenzene, Xylol, Xylene) ii¢ kimyasal formu mevcuttur :
meta-xylene, ortho-xylene, and para-xylene. Bu {i¢ farkli formdan isomerler olarak sz
edilir (Agency for toxic substances&disease registry 2005, Environmental health data
search 2006). Daha ¢ok endiistriyel solvent olarak kullanilan xylene ortho-, meta-, ve para-
izomerlerin bir karisimidir. Yaklasik olarak %20 o-oxylene, %44 m-xylene, %20 p-xylene,

ve %15 ethylbenzene igerir. Xylene, toluene ve ethylbenzene gibi alkyl benzene’dir (Irwin



1997). Xylene toluene, trimethylbenzenler, benzene ve diger hidrokarbonlar1 igerir

(Environmental health data search 2006).

Ksilol tatli, aromatik kokulu, renksiz ve kolaylikla yanabilen bir stvidir (Gtiler 2006).
Dogal olarak petrol ve katranda bulunur (Agency for toxic substances&disease registry

2005).

Ksilol matbaacilik, plastik ve deri endiistrilerinde ve laboratuarlarda bir solvent
(eritici s1v1) olarak kullanilir. Ayrica temizlik ajani, boya, vernik, yapiskan ve pestisit

icinde de kullanilir.

Ksilole maruz kalma yollari; boyacilar, boya endiistrisi elemanlari, biyomedikal
laboratuar elemanlari, benzin istasyon elemanlari, otomobil garaj elemanlar1 ve
mobilyacilar gibi ksilol kullanim1 gereken bir iste calismak; benzin, vernik, tutkal,
yapiskan, gomalak, pas koruyucu firiinleri kullanmak, sigara icmek, ksilol ile kontamine
besin ve suyun sindirimi olarak sayilabilir (Agency for toxic substances&disease registry

2005, Environmental health data search 2006).

Ksilol reproduktif dokularda kalic1 yapisal defektlere neden olmaz, fakat emriyo veya
fotus i¢in toksiktir ve fertiliteyi azaltabilir (Environmental health data search 2006). Disi
ratlarda ksiloliin 700 ppm toksik seviyeleri bir batinda dogan yavrularin boyutunu kiigiiltiir,
fotusun gelisimini zayiflatir ve anomali artisina neden olur (Agency for toxic

substances&disease registry 2005, Environmental health data search 2006).

Patoloji veya histoloji laboratuvarlarinda ksilol ve formaline maruz kalan kadinlarda
spontan abortlarin arttig1 gdzlenmistir. Gebeligin 7-14. giinlerinde 8 giin boyunca 775 ppm
ksilol karisimina maruz kalan anne ratlarda, herhangi bir toksisite goriilmezken, fertilitede

azalma gozlenmistir.

Intraperitoneal xylene uygulamasi ile ratlarm testislerinde anormal spermatozoon

sayisinda onemli artiglar gdzlenmistir (Washington ve ark 1983).

Organik ¢oziiciilerin (ksilol, benzene gibi) ve formalinin kullanildig1 laboratuvarlarda
ve bazi sanayii kollarinda bu organik maddelerin gazlarin1 soluyan geng ve eriskin birgcok
insan vardir. Ratlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda (Yamakada 1993, Chung ve ark
1999, Lemansters ve ark 1999, Ozen ve ark 2005) ksilol, toluen, benzene ve formalinin
erkek genital sistemde toksisiteye, 6zellikle testislerde atrofiye, testis agirliginda ve serum
testosteron seviyesinde azalmaya, spermatozoonlarda motilitede azalmaya sebeb oldugu

tespit edilmistir.



Ksilol ve formalin inhalasyonunun farkli yas gruplarinda testis dokusu {izerine
etkileri ile ilgili arastirmalar simirlidir (Yamakada 1993, Karimov ve ark 2003, Ozen ve ark
2005, Zhou ve ark 2006). Kimyasal inhalasyonunu takiben Leydig hiicrelerinde {iretilen
RLF kompozisyonunda meydana gelen degisimlerle ilgili herhangi bir calismaya
rastlanamamigtir. Arastirmada, anne gebeliginin baslangicindan itibaren, dogumdan
itibaren ve puberteden itibaren ksilol ve formalin koklatilan ratlarin testis dokusunda
meydana gelen immunohistokimyasal ve histometrik degisimlerin belirlenmesi

amaglanmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg¢

Bu ¢alismada Adnan Menders Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglanan
96 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Ratlar aragtirma siiresince 14 saat aydinlik/
10 saat karanlik ortamda, konvansiyonel kosullarda, ad libitum su ve yem ile beslendi.
Calisma siiresince ortam sicakliginin 24+£2°C olmasi saglandi. Materyal; anne gebeliginin
baslangicindan itibaren, dogumdan itibaren ve puberteden itibaren denemeye alinmak
lizere, li¢ yas grubunda diizenlendi. Her yas grubundan sekizer hayvanin 8 hafta boyunca,
bulunduklar1 ortamda gilinde 8 saat stireyle ksilol (300 ppm) (Li ve ark 1986), formalin (6
ppm) (Monticello ve ark 1989) ve ksilol+formalin (150 ppm+3 ppm) solunumu
gerceklestirmeleri saglandi. Belirtilen yas gruplarina gore diizenlenen kontrol gruplar1 da
herhangi bir uygulama yapilmadan, esit ortam kosullarinda 8 hafta siireyle tutuldu.
inhalasyon uygulamalari 0.84 m’ kapali ortamda gerceklestirildi. S6z konusu gazlarin
deney ortamindaki seviyeleri gaz dedektoriine takilan ksilol ve formalin gaz Olgiim

tiipleriyle belirlendi (Norback ve ark 1995).

2.2. Yontem

Deney siiresi sonunda bes haftalik, sekiz haftalik ve 18 haftalik olan ratlar bir gece
oncesinden ag¢ birakildilar. Hayvanlar tartilarak canli agirliklart belirlendi. Ksilazin-
ketamin ile O6tenazi uygulanan ratlarin, testisleri ¢ikarilarak toplam agirliklar1 kaydedildi.
Daha sonra testisler % 10’luk tamponlu nétr formalinde (neutral buffered formalin/ NBF)
24 saat tespit edildi ve rutin doku takip islemlerinden sonra, her iki testis birarada

parafinde bloklandilar.

Hazirlanmis olan bloklardan 50 p ara ile 6 p kalinliginda seri kesitler alindi. Seri
alinan ¢ kesite histometrik degisimleri belirlemek amaciyla {iglii boyama metodu (Culling
ve ark 1985), diger bir kesite ise relaksin benzeri faktoriin (relaxin-like factor-RLF)

gosterilebilmesi i¢in, strept avidin-biyotin kompleks (strept avidin-biotin complex/ sSABC)



boyama metodu (Hsu ve ark 1981) uygulandi. Bu amagla rabbit anti-Insl 3 antiserumu

(Phoenix Pharmaceuticals, Inc., H-035-43) kullanildi.

Yapilan preparatlar 151k mikroskobu (Leica DMLB) ve buna bagl goriintii analiz
sistemi yardimi ile incelendi. Her hayvan igin, ti¢lii boyama yapilan ve seri olan ii¢ adet
kesitten her birinde, yuvarlak veya yuvarlaga yakin 10 adet tubulusun alan1 ve epitel
yiiksekligi (spermatogenetik hiicrelerin olusturdugu katmanin yiiksekligi) ol¢iildi.

Olgiimler gériintii analiz programi (Leica Q Win Standart) yardimiyla gergeklestirildi.

sABC boyama metodu uygulanan kesitler ise incelenerek, RLF’nin dokudaki

yogunlugu subjektif olarak degerlendirildi.

Incelenen kesitlerin gerekli gériilen kisimlarmin fotograflar gekildi.

2.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amactyla SPSS (for Windows 11.5) hazir
paket programi kullanildi. Her yas grubu icinde, canli agirlik, testis agirligi, tubulus alani
ve tubulus epitel yliksekligi bakimindan gruplar arasi farklilik tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ile, farklarin 6nem kontrolii ise Duncan testi ile yapildu.

Incelenen parametreler bakimidan yas gruplari arasindaki farkliliklarin aranmasi,
canli agirhik kovaryans faktorii (ortak varyans faktorii) olarak kabul edilerek, Genel

Dogrusal Model (General Lineer Model) ile degerlendirildi.



3. BULGULAR

3.1. Histolojik Bulgular

Histolojik bulgular, kontrol grubunda belirlendi. Bes haftalik ratlarin testisinde
tubulus seminiferus kontortusun lumeninin belirgin oldugu ve spermatogenetik hiicrelerin
kalin bir katman olusturdugu goézlendi. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 yer yer ayirt
edilebildi (Sekil 1). Bes ve sekiz haftalik kontrol grubunda spermatidler gézlendi (Sekil 2).
Onsekiz haftalik ratlarda tubulus seminiferus kontortusta epitel yiiksekliginin azaldigi,
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinin daha net ayirt edildigi gortildia (Sekil 3). Tubulus
lumeninde belirgin sekilde spermatozoonlar goézlendi. Leydig hiicreleri her ii¢ yas

grubunda da (Sekil 4 - 6) tespit edildi.

30 pm

Sekil 1. Bes haftalik kontrol grubuna ait testis dokusunda tubulus goriintiisii.

Uclii boyama yéntemi



Sekil 2. Sekiz haftalik kontrol grubuna ait testis dokusunda tubulus goriintiisii.

Uglii boyama yéntemi

Sekil 3. Onsekiz haftalik kontrol grubuna ait testis dokusunda tubulus goriintiisi.

Uglii boyama yéntemi



20 pm

Sekil 4. Bes haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: Leydig hiicreleri.

Uclii boyama yéntemi

Sekil 5. Sekiz haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: Leydig hiicreleri.

Uglii boyama ydntemi



Sekil 6. Onsekiz haftalik haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: Leydig hiicreleri.

Uclii boyama yéntemi

3.2. immunohistokimyasal Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal demonstrasyon (SABC) sonucunda belirlenen RLF
yogunlugu, her iic yas grubu igin kontrol ve deneme gruplarinda subjektif olarak

degerlendirildi ve elde edilen verilerin ortalamasi Cizelge 1’de gosterildi.

Kontrol gruplarinda RLF, her ii¢ yas grubunda da tespit edilmekle beraber (Sekil 7 -
9), sekiz haftalik grubun boyanma yogunlugunda azalma dikkati ¢ekti (Cizelge 1).

Ksilol inhale ettirilen her ii¢ yas grubunda da RLF yogun bir sekilde boyandi,
etkilenme gozlenmedi. Formalin inhale ettirilen beg haftalik yas grubunda RLF yogun bir
sekilde belirlenirken, sekiz haftalik ve 18 haftalik yas gruplarinda boyanma yogunlugunun
az oldugu dikkati ¢ekti. Ksilol+formalin inhale ettirilen bes haftalik grupta RLF ¢ok yogun

boyanirken, diger yas gruplarinda boyanma gozlenmedi (Cizelge 1).



Cizelge 1. Kontrol ve deneme gruplarina ait testislerde RLF’ nin boyanma yogunlugu.

Yas Gruplari

Gruplar 5 Hafta 8 Hafta 18 hafta
Kontrol

(n=8) o +++ -t

Ksilol

(n=8) +++ - +
Formalin

(n=8) +++ + ++

Ksilol+Formalin
(Il:8) +H++

- : Boyanma yok, + : Cok az boyanma, ++ : Az boyanma, +++ : Yogun boyanma, ++++: Cok
yogun boyanma

Sekil 7. Bes haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: RLF pozitif hiicreler.
sABC boyama yontemi



Sekil 8. Sekiz haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: RLF pozitif hiicreler.
sABC boyama yontemi

Sekil 9. Onsekiz haftalik haftalik kontrol grubuna ait testis dokusu, X: RLF pozitif

hiicreler. sABC boyama yontemi



3.3. Histometrik ve Istatistik Bulgular

Kontrol grubu ratlar ile kimyasal inhale ettirilen gruplarda belirlenen canli agirlik,
testis agirligi, tubulus alani ve epitel yiiksekligi degiskenlerine ait degerler; bes haftalik yas
gruplarindaki ratlar i¢in Cizelge 2, sekiz haftalik yas gruplarindaki ratlar i¢in Cizelge 3 ve
18 haftalik yas gruplarindaki ratlar i¢in Cizelge 4’de verildi.

Kontrol gruplarinda canli agirlik, testis agirligi, tubulus alan1 ve epitel yiiksekligi

degerlerine yasin etkisi Cizelge 5’de gosterildi.

3.3.1. Deneme 1 (Bes haftalik yas grubu)

Kontrol grubuna ait ratlarin canli agirliklar1 ve testis agirliklariyla, kimyasal
uygulanan gruplar karsilastirildiginda; ksilol, formalin ve ksilol+formalin koklatilmis
gruplardaki ratlarin canli agirlik ve testis agirliklarinda gozlenen azalmanin istatistiksel

olarak 6nemsiz oldugu belirlendi (Cizelge 2).

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda kimyasal koklatilan gruplarda tubulus alaninda
onemli oranda azalma (P< 0,001) tespit edildi. Ayrica kimyasallardan ksilol ile formalin ve

ksilol ile ksilol+formalin arasinda gozlenen farkin da 6nemli oldugu dikkati c¢ekti (P<

0,001) (Cizelge 2).

Kontrol ile karsilastirildiginda, koklatilan kimyasallarin her {¢iliniin de epitel
ylksekliginde 6nemli oranda azalmaya neden oldugu belirlendi (P< 0,001) (Cizelge 2).
Bunun yaninda formalinin ($ekil 10) ksilolden daha etkili oldugu, ksilol+formalinin ise

(Sekil 11) hem ksilolden hem de formalinden daha etkili oldugu saptandi (P< 0,001)
(Cizelge 2).



Cizelge 2. Bes haftalik yas grubundaki ratlarda belirlenen canli agirlik, testis agirligi, tubulus alani ve epitel yliksekligi degerleri (X + So).

Gruplar
Kontrol Ksilol Formalin Ksilol+Formalin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
P
Canli
Agirlik 49+3 44+3 48+4 47+4 OD
(8)
Testis
Agirhig 0,6+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1 0,5+0,1 OD
(8)
Tubulus
Alan1(pm2) 22940+334" 19028+412° 179974+293¢ 17884+241° Hokk
Epitel
Yiiksekligi 57+0,6° 52+0,5" 49+0,5° 44+0,4¢ ok
(um)

a, b, c: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir.

OD: Onemli degil, ***: P<0,001




Sekil 10. Bes haftalik formalin koklatilan gruba ait testis dokusunda tubulus goriintiisii.

Uglii boyama ydntemi

Sekil 11. Bes haftalik ksilol+formalin koklatilan gruba ait testis dokusunda tubulus

goriintiisii. Uglii boyama ydntemi



3.3.2. Deneme 2 (Sekiz Haftahk Yas Grubu)

Sekiz haftalik kontrol grubuna ait ratlarin canli agirliklari, kimyasal uygulanan
gruplar ile karsilastirildiginda; sadece ksilol+formalin koklatilmig gruptaki ratlarin canh

agirliklariin diger gruplardan 6nemli oranda fazla oldugu goriildii (P<0,01) (Cizelge 3).

Testis agirligi ve tubulus alan1 bakimindan kimyasal uygulanan gruplar ile kontrol

grubu karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi.

Epitel yiiksekligi agisindan ise sadece formalin grubunda (Sekil 12) istatistiksel
diizeyde 6nemli azalma gozlendi (P<0,001) (Cizelge 3).

Kimyasal uygulanan gruplar arasinda yapilan istatistiksel incelemede, tubulus alani
acisindan anlamlilik tespit edilmedi. Epitel yiiksekligi agisindan, ksilol ve ksilol+formalin
gruplar arasinda da istatistiksel anlamlilik goriilmedi. Formalin grubunda ise, ksilol ve

ksilol+formalin gruplarina gére 6nemli oranda azalma gozlendi (P<0,001).

Sekil 12. Sekiz haftalik Formalin koklatilan gruba ait testis dokusunda tubulus goriintiisti.

Uclii boyama yéntemi



Cizelge 3.

Sekiz haftalik yas grubunda, ratlarda belirlenen canli agirlik, testis agirligi, tubulus alan1 ve epitel yiiksekligi degerleri (} 5.

Gruplar
Kontrol Ksilol Formalin Ksilol+Formalin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
P
Canli
Agirlik 77+4° 85+2° 87+1° 111+13° *o
(8
Testis
Agirhigt 1,6+0,1 1,7+0,04 1,7+0,04 1,8+0,2 OD
(8)
Tubulus
Alam(umz) 18339+295 17995+265 17991+262 17981+288 OD
Epitel
Yiiksekligi 40+0,3" 39+0,5% 36+0,3° 39+0,4% *kk
(um)

OD: Onemli degil, **: P<0,01 , ***: P<0,001

a, b, c: Ayni satirda farkl harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.




3.3.3. Deneme 3 (Onsekiz Haftahk Yas Grubu)

Onsekiz haftalik kontrol grubuna ait ratlarin canli agirliklar1 ve testis agirliklar

kimyasal uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda; istatistiksel bir fark saptanmadi
(Cizelge 4).

Tubulus alani agisindan formalin ve ksilol+formalin uygulanan gruplarin ortalama

degerlerinin, kontrol ve ksilol uygulanan gruplardan fazla oldugu goriildi (P<0,001).

Tubulus epitel yiiksekliginin ise kontrole gore sadece ksilol+formalin (Sekil 13)

grubunda 6nemli derecede arttig1 (P<0,001) (Cizelge 4) belirlendi.

Kimyasal uygulanan gruplar arasinda yapilan istatistiksel incelemede; tubulus alani
acisindan, formalin ve ksilol+formalin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit
edilmedi. Ancak formalin ve ksilol+formalin gruplarinda ksilol grubuna gore istatistiksel
diizeyde onemli artis gozlendi (P<0,001) (Cizelge 4). Epitel yiiksekligi ag¢isindan ise,
sirastyla formalin, ksilol ve ksilol+formalin gruplarinda énemli oranda artis tespit edildi

(P<0,001).

Sekil 13. Onsekiz haftalik ksilol+ formalin koklatilan gruba ait testis dokusunda tubulus

goriintiisii. Uclii boyama yontemi



Cizelge 4. Onsekiz haftalik yas grubundaki ratlarda belirlenen canli agirlik, testis agirligi, tubulus alan1 ve epitel yiiksekligi degerleri

(X £8-).
Gruplar
Kontrol Ksilol Formalin Ksilol+Formalin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
P
Canli
Agirlik 193420 202+7 1835 186+5 OD
(g
Testis
Agirligt 3,8+0,2 3,940,1 3,6+0,1 3,740,1 OD
(8)
Tubulus
Alani(um?) 25523+409° 25035+519° 28960+1123° 28083+418* ok
Epitel
Yiiksekligi 41+0,3" 42+0,5 40+0,4° 44+0,4° Hokk
(um)

OD: Onemli degil, ***: P<0,001

a, b, ¢: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.




3.3.4. Kontrol Gruplarinda Yasin, Canh Agirhk, Testis Agirhgi, Tubulus Alam ve
Epitel Yiiksekligi Degerlerine Etkisi

Farkli yas gruplarindaki ratlarin kontrol gruplarinda belirlenen canli agirlik, testis

agirligi, tubulus alani ve epitel yiliksekligi degerleri Cizelge 5°de verildi.

Canli agirhigin yas ile birlikte arttigr goriildii. En yliksek agirlik degerleri 18 haftalik
hayvanlarda, en diisiik agirlik degerleri ise 5 haftalik hayvanlarda saptandi. Yasin canli agirlik
tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli (P<0,001) bulundu. Farklarin 6nem kontrolii sonunda
bes ve sekiz haftalik yas gruplari arasindaki farkin 6nemsiz oldugu, ancak 18 haftalik yas

grubunun bes ve sekiz haftalik yas gruplarinin her ikisinden de farkli oldugu belirlendi.

Testis agirhigi da yas ile birlikte artt1. En yliksek agirlik 18 haftalik, en diisiik agirlik bes
haftalik hayvanlarda tespit edildi (P<0,001).

Tubulus alanlart agisindan en yiiksek degerler 18 haftalik hayvanlarda tespit edildi.
Yasin tubulus alani iizerine etkisi énemli (P<0,001) bulundu. Farklarin énem kontroliinde
farkin sekiz haftalik hayvanlardan kaynaklandigi gézlendi. Sekiz haftalik grubun ortalama
tubulus alan1 degeri, bes ve 18 haftalik hayvanlarin degerlerinden daha diisiik olarak tespit
edildi .

Yasin epitel yiliksekligine etkisinin de istatistiksel olarak onemli (p<0,001) oldugu,
farkliligin bes haftalik gruptan kaynaklandigi goriildii. Bes haftalik grubun ortalama epitel
yiiksekligi, sekiz ve 18 haftalik hayvanlarin ortalama epitel yiiksekliginden anlamli oranda

fazla bulundu (P<0,001).



Cizelge 5. Farkli yas gruplarindaki ratlarin kontrol gruplarinda belirlenen canli agirlik, testis agirligi, tubulus alani ve epitel ytliksekligi

degerleri (} +5).
Kontrol Gruplari
Bes haftalik Sekiz haftalik Onsekiz haftalik P
(n=8) (n=8) (n=8)
Canli
Agirlik 49+3° 77+4° 193+20° ok
(2)
Testis
Agirligt 0,6+0,1¢ 1,6+0,1° 3,8+0,2° ok
(2
Tubulus
Alani(pm?) 22940+334° 18339+295°¢ 25523+409° oAk
Epitel
Yiiksekligi 57+0,6° 40+0,4° 41+0,3° ok
(um)
*k%: P<0,001

a, b, c: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir.




3.3.5. Yas, Canh Agirlik ve Kimyasal Inhalasyonunun Testis Agirhig, Tubulus
Alani ve Epitel Yiiksekligine Etkisi

Testis agirligi, epitel yliksekligi ve tubulus alanina canli agirlik, yas ve kimyasal
inhalasyonunun etkileri, kimyasal madde ile yas arasindaki etkilesimler Cizelge 6 ve 7’de

gosterildi.

Testis agirligina yas ve canli agirligin etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunurken
(P<0,001), kimyasal inhalasyonu ve kimyasal madde-yas etkilesiminin etkisi Oonemsiz
bulundu. Testis agirliginin, tim gruplarda kimyasal inhalasyonundan bagimsiz olarak,

ilerleyen yas ve canli agirlik artisi ile birlikte arttig1 tespit edildi.

Tubulus alanina, yas, canli agirlik ve kimyasal madde etkisinin istatistiksel olarak
Oonemsiz oldugu goriildli. Tubulus alan1 18 haftalik yas grubunda formalin koklatilan grupta
en yiiksek, sekiz haftalik yas grubunda ise ksilol+formalin koklatilan grupta en diisiik olarak
bulundu. Kimyasal koklatilan gruplarda, tubulus alanlar1 18 haftalik yas grubunda diger yas
gruplarina gore daha yiiksek olarak tespit edildi.

Epitel yiiksekligine canli agirligin etkisi 6nemsiz iken, yas, kimyasal madde ve kimyasal
madde-yas etkilesiminin etkisi dnemli olarak belirlendi (P<0,001). Epitel yiiksekligi bes ve
sekiz haftalik yas donemlerinde en yiiksek olarak kontrol grubunda tespit edilirken, 18
haftalik yas doneminde ise ksilol+formalin koklatilan grupta yiiksek olarak belirlendi. Tiim
kimyasal madde gruplar1 i¢in gegerli olmak iizere, bes haftalik yas grubunda epitel yiiksekligi
diger yas gruplarina gore daha yiiksek olarak tespit edildi.

Epitel yiiksekligine kimyasal maddenin etkisi incelendiginde (P<0,001), kontrol ile
ksilol; formalin ile ksilol+formalin gruplari arasinda istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmedi.
Kontrol ve ksilol gruplarinda epitel yiiksekligi; formalin ve ksilol+formalin gruplarina gore
istatistiksel anlamda yiiksek bulundu. Onsekiz haftalik yas grubunda, sekiz haftaliga gore
epitel yliksekligindeki artig istatistiksel olarak anlamli goériinmezken, bes haftalik yas
grubunda sekiz ve 18 haftalik yas grubuna gére daha yiiksek olarak belirlendi (P<0,001).



Cizelge 6. Testis agirligi, tubulus alan1 ve epitel yliksekligine canli agirlik, kimyasal madde, yas ve kimyasal madde-yas interaksiyonunun etkileri

(X+S).
P
Yas Kontrol Ksilol Formalin Ksilol+ Formalin Yas Canli Kimyasal Kimyasal
agirlik madde madde-Yas

Testis Agirhigi | 5 hf 0,6+0,2 0,5+0,2 0,6+0,2 0,6+0,3
(2) 8 hf 1,6+0,4 1,7+0,1 1,7+0,1 1,8+0,6 ok ok OD OD

18 hf 3,8+0,4 3,9£0,3 3,6+0,1 3,7+0,3
Tubulus Alani | 5hf | 2294043002 | 19028+5759 | 17997+3751 1788442070
(um?) Shf | 1833943413 | 1799542635 | 17981+2033 17318+3823 OD OD OD OD

18 hf | 2552343372 | 2503546549 | 28960+14909 28083+3432
Epitel 5hf 57+3 5244 49+4 44,442
Yiiksekligi 8 hf 40+2 39+4 36+1 38+2 ok OD ok ok
(pum) 18 hf 4142 42+5 40+3 43,6+3

OD: Onemli degil, ***: P<0,001




Cizelge 7. Tiim yas gruplari i¢in ortalama testis agirligi, tubulus alani ve epitel yiiksekligine canli agirlik, kimyasal madde, yas ve kimyasal

madde-yas interaksiyonunun etkileri (X+S )

Testis Agirhigi (g) Tubulus Alani (um?) Epitel Yiiksekligi (um)
Yas ko OD sokok
5 hf 1,18+0,07¢ 21392+2086 52+1,2%
8 hf 1,90:£0,04° 18507+1193 38+0,1"
18 hf 2,95+0,09° 24369+2599 41+1,0°
CA ok OD OD
Kimyasal Madde OD OD ok
Kontrol 2,00+0,04 22358+1168 46+0,7°
Ksilol 2,04+0,04 206561165 45+0,7°
Formalin 2,01+0,04 21751+1169 42+0,7°
Ksilol+Formalin 1,98+0,04 20925+1238 42+0,7°
Kimyasal Madde- OD OD ok
Yas
**%*: P<0,001

a, b, ¢: Ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.



4. TARTISMA

4.1. Histolojik Goriiniim

Yapilan ¢aligmada, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 bes, sekiz ve 18 haftalik ratlarin
tubuluslarinda gozlendi. Orth (1982) yaptig1 calismada, rat testisinde Sertoli hiicrelerinin
proliferasyon periyodunun postnatal 15-20. giinlere kadar devam ettigini bildirmistir. Yang ve
ark (1990), Sprague-Dawley ratlarda yuvarlak spermatidlerin ilk kez 25. glinde goriildiigiinii,
25-40. giinler arasinda hizla arttigim1 ve 70. gline kadar artmaya devam ettiklerini
bildirmektedirler. Bu ¢alismada da sekiz haftaliktan itibaren daha belirgin olmakla birlikte her
lic yas grubunda da spermatidlere rastlandi. Leydig hiicreleri de her ii¢ yas grubunda belirgin
olarak gozlendi. Ge ve ark (2005)’nin bulgular1 referens alindiginda, sunulan caligmanin
materyali olan bes ve sekiz haftalik yas grubundaki ratlarda immatiir Leydig hiicreleri,

onsekiz haftalik yas grubunda ise olgun Leydig hiicreleri goriilmektedir.

4.2. Relaksin Benzeri Faktor

RLF’nin sekstiel farklilasma, gonadal fonksiyon ve germ hiicre gelisiminde rol aldig1
bildirilmistir (Bogatcheva ve ark 2003). RLF ekspresyonu yetiskin memeli testisinde,
tamamen farklilasmis olgun tip Leydig hiicreleri i¢in iyi bir igaretleyicidir. Bunla birlikte
prepubertal immatiire Leydig hiicrelerinde veya hipertrofik veya bicimi degismis olan Leydig
hiicrelerinde sadece zayif olarak goriiniir (Ivell ve Bathgate 2002). RLF rat testisinde ilk
olarak 25. giinden sonra progenitdr Leydig hiicrelerinde gozlenmistir (Ge ve ark 2002,
Sadeghian ve ark 2005). Sunulan aragtirmada, kimyasal koklatilmayan her ii¢ yas grubunda da
Leydig hiicreleri RLF pozitif tespit edilmistir. Subjektif olarak degerlendirildiginde, formalin
koklatilan sekiz ve onsekiz haftalik yas gruplarinda boyanma yogunlugunda azalma
gbzlenmis, sekiz ve onsekiz haftalik ksilol+formalin koklatilan grupta ise boyanma

goriilmemistir.

Chen ve ark (1994) ile Paust ve ark (2002)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda Leydig

hiicrelerinin testosteron iiretiminin ilerleyen yas ile birlikte azaldigini belirlemislerdir. Paust



ve ark (2002) ayrica hybridizasyon analizi ile iki yagh rat testisinde RLF mRNA’nin ortaya
¢ikist Uic aylik ratlara gore cok daha az oranda bulmuslardir. Bunun olas1 nedenleri; Leydig
hiicre sayisinda azalma, diisik LH uyarimi, Leydig hiicrelerinin testosteron {iretme

yeteneginin azalmasi ve 0nemli germ hiicre kayiplari olabilir.

Fay ve ark (1995)’nin yapmis oldugu bir calismada xylol inhalasyonunu takiben serum
testosteron seviyesinde herhangi bir degisiklige rastlanmazken, Yamakada ve ark (1993)
serum testosteron seviyelerinin azalmis oldugunu belirlemislerdir. Sunulan ¢alismada, ksilol
inhale ettirilen her {i¢ yas grubunda da RLF yogun bir sekilde boyandi, ksilolden etkilenme

gozlenmedi.

Bes haftalik formalin grubunda RLF yogun bir sekilde belirlenirken, sekiz haftalik ve
4,5 aylik gruplarda boyanma yogunlugu azalmistir. Dolayisiyla ratlar sekiz haftalik yastan
itibaren formalin inhalasyonundan olumsuz yénde etkilenmistir. Ozen ve ark (2003, 2005)
formaldehit koklatilan Wistar ratlarda serum testosteron seviyelerinin azaldigini
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada da formalin koklatilan grupta RLF yogunlugunun

azalmasi, Leydig hiicre fonksiyonlarindaki azalma ile baglantili olabilir.

Ksilol+formalin koklatilan bes haftalik grupta, RLF’nin boyanma yogunlugu ¢ok yogun
olarak belirlenirken, diger yas gruplarinda boyanma olmamistir. RLF boyanmasinda ksilol
inhalasyonundan etkilenme olmazken, formalin gruplarinda etkilenmenin olmasi dolayisiyla,

ksilol+formalin kombinasyonunda formalinin etkili oldugu sonucuna varilabilir.



4.3. Yas, Canh Agirhk ve Kimyasal inhalasyonunun Testis Agirhig, Tubulus Alam
ve Epitel Yiiksekligine Etkisi

4.3.1. Testis Agirhgi

Cassidy ve ark (2005) ratlarda yaptiklari bir ¢aligmada, oral formaldehit uygulamasiyla
testis agirliginda 6nemli bir degisim gozlememislerdir. Shah ve ark (1987) ise intraperitoneal
formaldehit uygulamasmin viicut agirliginda 6nemli herhangi bir degisiklige neden
olmadigini belirlemislerdir. Bir grup arastirici ise formaldehitin canli agirlikta (Khan ve ark
2003) ve testis agirliginda (Shah ve ark 1987, Khan ve ark 2003, Zhou ve ark 2006,)

azalmalara neden oldugunu tespit etmislerdir.

Ksilol inhalasyonunu takiben ise ratlarda canli agirlik (Nylen ve ark 1989) ve testis
agirhiginda (Nylen ve ark 1989, Fay ve ark 1995) degisme olmadigin1 gosteren galismalar
bulunmaktadir. Yamakada (1993) farkli olarak ratlarda ksilol inhalasyonu sonucu canli agirlik

ve testis agirliginda azalma tespit etmistir.

Sunulan calismada, testis agirligia canli agirlik ve yasin etkisi istatistiksel anlamda
onemli bulundu (P<0,001). Kimyasal inhalasyonu ve kimyasal madde-yas etkilesiminin
etkisinin énemsiz oldugu goriildii. Arastirmanin bulgulart bir grup arastiricinin canl agirlik
(Shah ve ark 1987, Nylen ve ark 1989) ve testis agirligi (Cassidy ve ark 2005, Nylen ve ark
1989, Fay ve ark 1995) bulgulariyla uyumluyken; yine bir grup arastiricinin canhi agirlikta
(Yamakada 1993, Khan ve ark 2003) ve testis agirliginda (Shah ve ark 1987, Yamakada 1993,
Khan ve ark 2003, Zhou ve ark 2006) elde ettigi bulgularla uyumsuzdur. Arastirmada testis
agirligmin, tim gruplarda kimyasal inhalasyonundan bagimsiz olarak, ilerleyen yas ve canli

agirlik artisi ile birlikte arttig1 tespit edildi.

4.3.2. Tubulus Alam

Etanol inhalasyonunun on haftalik rat testis dokusunda tubulus ¢apini 6nemli derece
azalttig1 bildirilmistir (Eid ve ark 2002). Khan ve ark (2003)’nin formaldehitin horoz testis
dokusu tizerindeki etkileri iizerine yaptig1 ¢aligmada, seminifer tubul ¢aplarinda 6nemli derece
azalmalar belirlenmistir. Ozen ve ark (2005) da ratlarda formalin inhalasyonu sonucu tubul
capinda azalma saptamislardir. Sunulan calismada ise farkli sonuglar elde edildi. Tubulus

alan1 18 haftalik yas grubunda formalin koklatilan grupta en yiiksek, sekiz haftalik yas



grubunda ise ksilol+formalin koklatilan grupta en diisiik olarak bulundu. Kimyasal koklatilan
gruplarda, tubulus alanlar1 18 haftalik yas grubunda diger yas gruplarina gore daha yiiksek
olarak tespit edildi. Bununla beraber tubulus alanina, yas, canli agirlik, kimyasal madde ve
kimyasal madde-yas interaksiyonunun etkileri incelendiginde, istatistiksel olarak Onemsiz

oldugu goriildi.

4.3.3. Epitel Yiiksekligi

Epitel yiiksekligine canli agirligin etkisi onemsiz iken, yas, kimyasal madde ve kimyasal
madde-yas etkilesiminin etkisi 6énemli olarak belirlendi (P<0,001). Epitel yiiksekligi bes ve
sekiz haftalik yas donemlerinde en yiiksek olarak kontrol grubunda tespit edilirken, 18
haftalik yas doneminde ise ksilol+formalin koklatilan grupta yiiksek olarak belirlendi. Tiim
kimyasal madde gruplari i¢in gegerli olmak iizere, bes haftalik yas grubunda epitel yiiksekligi
diger yas gruplarina gore daha yiiksek olarak tespit edildi.

Epitel yiiksekligine kimyasal maddenin etkisi incelendiginde, kontrol ile ksilol;
formalin ile ksilol+formalin gruplar1 arasinda istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmedi.
Kontrol ve ksilol gruplarinda epitel yiiksekligi; formalin ve ksilol+formalin gruplarina gore
istatistiksel anlamda yiiksek bulundu (P<0,001). Epitel yiiksekligini ksilol etkilemezken,
formalin ile ksilol+formalin inhalasyonlar1 epitel yiiksekligini azaltti. Zhou ve ark (2006) da
erigkin ratlarda (208-216 g) intraperitoneal formalin uygulamasinin seminifer epitel
yiiksekliginde azalmaya neden oldugunu gostermislerdir. Tang ve ark (2003) ise 6-14 giinliik
farelerde de formalin inhalasyonun seminifer epitel yiiksekliginde azalmaya neden oldugunu

belirlemislerdir.

Epitel yiiksekligi kontrol bes haftalik yas grubunda, sekiz ve 18 haftalik yas grubuna
gore daha yiiksek olarak belirlendi (P<0,001). Tiim kimyasal madde gruplar i¢in gecerli
olmak {izere, bes haftalik yas grubunda epitel yiiksekligi diger yas gruplarina gére daha
yiiksek olarak tespit edildi.

Bes haftalik ratlarda ilk spermatogenetik dalga nedeniyle mitoz ve apoptozis aktif iken,
sekiz haftalik hayvanlarda ilk spermatogenetik dalga tamamlanmis olup denge s6z konusudur.
Onsekiz haftalik ratlarda normal spermatogenezis devam etmektedir. Dolayisiyla epitel
yiiksekliginin en fazla bes haftalik grupta tespit edilmesi, ilk spermatogenetik dalgadan

kaynaklaniyor olabilir.



5. SONUC

Yapilan calismada Sertoli ve Leydig hiicreleri; bes, sekiz ve 18 haftalik ratlarin
tubuluslarinda gozlendi. Sekiz haftaliktan itibaren daha belirgin olmakla birlikte her ii¢ yas
grubunda da spermatidlere rastlandi. Onsekiz haftalik yas grubunda tubulus lumeninde

belirgin sekilde spermatozoonlar gozlendi.

Kimyasal koklatilmayan her {i¢ yas grubunda, immunohistokimyasal olarak Leydig
hiicreleri RLF pozitif tespit edildi. Kimyasal koklatilan gruplarda RLF’nin boyanmasinda;
ksilol inhalasyonundan etkilenme olmazken, formalin koklatilan sekiz ve onsekiz haftalik yas
gruplarinda boyanma yogunlugunda azalma tespit edildi. Sekiz ve onsekiz haftalik
ksilol+formalin koklatilan grupta ise boyanma goriilmedi. Ksilol+formalin kombinasyonunun
olumsuz etkisinde, formalinin baskin oldugu sonucuna varilabilir. Dolayisiyla ratlar sekiz

haftalik yastan itibaren, formalin inhalasyonundan olumsuz yonde etkilenmistir.

Testis agirliginin, tiim gruplarda kimyasal inhalasyonundan bagimsiz olarak, ilerleyen

yas ve canli agirlik artisi ile birlikte arttig tespit edildi.

Tubulus alanmna, yas, canli agirlik, kimyasal madde ve kimyasal madde-yas

interaksiyonunun etkilerinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii.

Epitel yiiksekligi ksilolden etkilemezken, formalin ile ksilol+formalin inhalasyonlar
epitel yliksekligini azaltti. Tiim kimyasal madde gruplar i¢in gegerli olmak iizere, bes haftalik

yas grubunda epitel yiliksekligi diger yas gruplarina gore daha yiiksek olarak tespit edildi.

Sonugta, formalin ve ksilol+formalin kombinasyonu, Leydig hiicreleri (RLF) ve tubulus
epiteli acisindan rat testis dokusunu olumsuz yonde etkilemistir. Elde edilen bulgular, bu
konuda yapilacak olan histolojik, histopatolojik ve endokrinolojik ¢alismalara referens veriler
olarak kullanilabilir olmas1 ve ayni zamanda bilimsel birikime katki olusturmasi acisindan

Onemlidir.



OZET

Arastirmada, anne gebeliginin baslangicindan itibaren, dogumdan itibaren ve puberteden
itibaren ksilol ve formalin koklatilan ratlarin testis dokusunda meydana gelen
immunohistokimyasal ve histometrik degisimlerin belirlenmesi amaglanmuistir.

Bu amagla 96 adet erkek Sprague Dawley rat materyal olarak kullanildi. Materyal; anne
gebeliginin baglangicindan itibaren, dogumdan itibaren ve puberteden itibaren denemeye
alinmak {izere, li¢ yas grubunda diizenlendi. Her yas grubundan sekizer hayvanin 8 hafta
boyunca, bulunduklar1 ortamda giinde 8 saat siireyle ksilol (300 ppm), formalin (6 ppm) ve
ksilol+formalin (150 ppm+3 ppm) solunumu gerceklestirmeleri saglandi. Belirtilen yas
gruplaria gore diizenlenen kontrol gruplart da herhangi bir uygulama yapilmadan, esit ortam
kosullarinda 8 hafta siireyle tutuldu. Deney siiresi sonunda bes haftalik, sekiz haftalik ve 18
haftalik olan hayvanlarin canli agirliklar ve testis agirliklar belirlendi.

Hazirlanan bloklardan alinan kesitlere histometrik degisimleri belirlemek amaciyla tigli
boyama metodu, relaksin benzeri faktoriin (relaxin like factor-RLF) gdsterilebilmesi icin
strept avidin-biyotin kompleks (strept avidin-biotin complex/ sABC) boyama metodu
uygulandi. Isik mikroskobu (Leica DMLB) ile RLF’ nin dokudaki yogunlugu; mikroskoba
bagli goriintii analiz sistemi yardimi (Leica Q Win Standart) ile tubulus alan1 ve tubulus epitel

yiiksekligi tespit edildi.

Yapilan calismada Sertoli ve Leydig hiicreleri; bes, sekiz ve 18 haftalik ratlarin
testislerinde gozlendi. Sekiz haftaliktan itibaren daha belirgin olmakla birlikte her ii¢c yas
grubunda da spermatidlere rastlandi. Onsekiz haftalik yas grubunda tubulus lumeninde

belirgin sekilde spermatozoonlar gozlendi.

Kimyasal koklatilmayan her ii¢ yas grubunda, immunohistokimyasal olarak Leydig
hiicreleri RLF pozitif tespit edildi. Kimyasal koklatilan gruplarda RLF’nin boyanmasinda;
ksilol inhalasyonundan etkilenme olmazken, formalin koklatilan sekiz ve onsekiz haftalik yas
gruplarinda boyanma yogunlugunda azalma tespit edildi. Sekiz ve onsekiz haftalik

ksilol+formalin koklatilan grupta ise boyanma goriilmedi.



Testis agirliginin, tiim gruplarda kimyasal inhalasyonundan bagimsiz olarak, ilerleyen

yas ve canli agirlik artisi ile birlikte arttig tespit edildi.

Tubulus alanmna, yas, canli agirlik, kimyasal madde ve kimyasal madde-yas

interaksiyonunun etkilerinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii.

Epitel yiiksekligi ksilolden etkilemezken, formalin ile ksilol+formalin inhalasyonlar
epitel yliksekligini azaltti. Tiim kimyasal madde gruplar i¢in gegerli olmak iizere, bes haftalik

yas grubunda epitel yiiksekligi diger yas gruplarina gore daha yiiksek olarak tespit edildi.

Sonug olarak, formalin ve ksilol+formalin kombinasyonlari, Leydig hiicreleri (RLF) ve

tubulus epiteli agisindan rat testis dokusunu olumsuz yonde etkilemistir.

Anahtar kelimeler; Histometri, tubulus seminiferus kontortus, relaksin benzeri faktor

(RLF), ksilol, formalin, rat



SUMMARY

The Effect of Xylol and Formaline Inhalation to Testicular Tissue in Rats

In this study, the immunohystochemical and histometrical changes of testicular tissues
obtained from the rats which their mothers were subjected to xylol and formaline from the

begining of pregnancy, after the birth and immediately after puberty were evaluated.

Nigty six male Sprague Dawley’s rats were chosen as biological material. The diverse
groups were arranged in order to their ages and the duration of exposure. One group of rats’
mothers exposed to xylol and formaline gases during pregnancy and then the baby rat exposed
to xylol and formaline gases until they were five weeks of age. One group of rats were
exposed to xylol and formaline gases from birth to eigth weeks of age, [In done group of rats
were exposed to xylol and formaline gases from puberty for eigth weeks. Each group of rats
exposed to diverse gas formulations such as xylol (300 ppm), formaline (6 ppm) and
ksilol+formaline (150 ppm+3 ppm) combination for eight hours each day for eight weeks
long. Control groups for each groups of rats, exposed to gases, were taken to compare the
differences. After the tests, the groups, five weeks old, eight weeks old and 18 weeks old,

respectively were weighed and their testis weights were determined.

The blocks were prepared for colorations and then two coloration methods were applied
to the transversal sections; triple coloration methods to define histometric changes and strept
avidin-biotine complex (SABC) to show relaxin like factor (RLF). RLF’s tissue densities were
defined with light microscope (Leica DMLB) and the area of tubulus and the height of
epithelium of tubulus were defined with image analyze system which was linked to

microscobe (Leica Q Win Standart).

In this study, Sertoli and Leydig cells were defined in each groups of rat testes. From the
age of eight weeks spermatids were defined well. In the group of rats, 18 weeks old, had clear

spermatozoons inside the lumen of tubules.

In control groups of those diverse ages, Leydig cells were determined to be positive in
RLF when immunohistochemically checked. In the others, coloration to determine RLF

showed that there was no influence in the group which were exposed to xylol gas but in the



groups which were exposed to formaline gas showed a loss in density of coloration in eigth

and 18 weeks old groups.

The groups which were exposed xylol+formaline gases, whom are eight and 18 weeks

old showed that there was no colaration for RLF.

The weight of testes was not affected from each chemical gases inhalation; testicular

weights increased with increasing age and body weight.

Statistically, there was no influence of age, body weight, chemical substance and

chemical substance-age interactions on the area of tubulus.

Epithelium height was affected by formaline and xylol+formaline inhalations, there is a
clear loss of height in these groups but there was no influence of xylol. Regarding each

groups of rats, five weeks old ones had higher epithelium than the others.

Consequently, formaline and xylol+formaline combinations had negative influences on

Leydig cells (RLF) and those tubular epithelium of rat testises.

Key words; Histometrical, tubulus seminiferous contortus, relaxin-like factor (RLF),

xylol, formaline, rat
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