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OZET

COVID-19 ilk olarak Cin’in Vuhan Eyaleti’nde solunum yolu belirtileri (nefes darligi,
Oksiiriik, ates) gelisen bir grup hastada yapilan arastirmalar sonucunda 13 Ocak 2020°de
tanimlanan pandemik bir virlis hastaligidir. Siddetli olgularda makrofaj aktivasyon
sendromu (MAS) tablosunu meydana getirir. Kronik tibbi rahatsizliklar1 olanlar, kalp
hastalari, kanser hastalari, 60 yas istii bireyler ve saglik ¢alisanlar1 hastaliktan en ¢ok
etkilenen kisilerdir. Calismamizda COVID-19 tedavisinde kullanilan ilaglarda bulunan
asiklovir, hidroksiklorin siilfat, anakinra ve favifpiravir etken maddelerinin erkek genital
sistem T{izerine etkilerinin incelenmesi ve erkek fertilitesi {izerindeki etkilerinin
aydinlatilmas1 amaclanmistir. Bu amacla denekler (kontrol gruplari i¢in n=3, ila¢ gruplar
icin=6); sham kontrol-1(gavaj stresi), sham kontrol-2 (intravenoz [i.v.] enjeksiyon stresi),
sham kontrol-3 (subkutan [s.c.] enjeksiyon stresi), asiklovir, hidroksiklorokin, anakinra ve
favipiravir gruplar1 olmak iizere yedi gruba ayrildi. Alinan testis doku ornekleri %10’luk
tamponlu formaldehitle tespit edilerek takip edildi. Kesitler immiinohistokimyasal olarak
anti-1L-1beta, anti-IL-6 ve anti-TNF-alfa antikoru ile isaretlendi. Histomorfolojik inceleme
icin ikili (H&E) boyama yapildi. Johnsen’ Skorlamasi ile testis kesitlerinin
degerlendirilmesi, Makler sayim kamarasi kullanilarak sperm sayimi, Kruger yontemi ile
sperm morfolojisi degerlendirilmesi, testis dokusu diizeyinde TOS, TAS Analizi ve OSI
indeksinin  belirlenmesi analizleri yapildi. Calismamizdan elde edilen bulgular
dogrultusunda COVID-19 tedavisinde kullanilan ajanlarin hem testis dokusu hem de sperm
parametreleri iizerinde degisen diizeyde olumsuz etkilere sahip oldugu sonucuna ulasildi.
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ABSTRACT

COVID-19 is a pandemic virus disease that was first identified in Wuhan Province,China as
a result of research conducted in a group of patients who developed respiratory symptoms
(shortness of breath, cough, fever) on January 13,2020.In severe cases, causes Macrophage
Activation Syndrome (MAS). Individual are suffer from chronic disease, heart diseases,
cancer, over the age of 60 and healthcare workers are most affected by the disease.Our study
aimed to examine the effects of the active ingredients Acyclovir, hydroxychlorine sulfate,
anakinra and favifpiravir, which are found in the drugs used in the treatment of COVID-19,
on the male genital system and to elucidate their effects on male infertility. Experimental
animals were divided into 7 groups (n=3 for control&n=6 for drug groups); sham control-
1,2,3 (gavage-intravenous injection-subcutaneous injection stress respectively), acyclovir,
hydroxychloroquine, anakinra, favipiravir group.Tissue samples were fixed with 10%
formaldehyde and followed by light microscopy.Sections were immunohistochemically
labeled with anti-IL-1beta, anti-IL-6 and anti-TNF-alpha antibody.H&E staining was
performed for histomorphological examination.Johnsen's Scoring, was performed to
evaluate the damage of testicular sections.Sperm count was performed using a Makler
counting chamber. Sperm morphology was evaluated by the Kruger method. TOS,TAS and
OSI Index determination analyzes were performed in testes. It was concluded that the agents
used in the treatment of COVID-19 have varying negative effects on both testicular tissue
and sperm parameters.

Science Code : 1033

Key Words : COVID-19, testes, IL-1beta, IL-6, TNF-alpha, sperm anomaly
Page Number : 109

Danigsman : Prof. Dr. Giilnur TAKE KAPLANOGLU

Ikinci Danisman : Dog. Dr. Cemile Merve SEYMEN



Vi

TESEKKUR

Doktora 6grenimim siiresince her tiirlii bilgi ve tecriibesini benden esirgemeyen, yetismemde
emekleri ¢cok biiyiik olan, doktora egitimim boyunca her ne olumsuzluk yasarsam yasayayim
bana inanip varliklarin hissettiren, sedece bilimsel anlamda degil insani olarak da benden
desteklerini esirgemeyen danisman hocalarim Dog. Dr. Cemile Merve SEYMEN ve Prof.
Dr. Giilnur TAKE KAPLANOGLU hocalarima minnettarim. Doktora egitimim sirasinda
kendilerinden cesitli dersler aldigim, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Bagskanimiz Prof. Dr. Cigdem ELMAS ve Ogretim Uyesi Sayin
Prof. Dr. Suna OMEROGLU hocalarima, birlikte ¢alismaktan mutlu oldugum Dr. Ogr.
Uyesi Duygu DAYANIR hocama ve Dr. Ogr. U. Esra SAVARI OZKOCER e ¢ok tesekkiir
ederim. Uzun yillar boyunca birlikte calistigim Ars. Gor. mesai arkadaslarim Deniz Irem
BULUT, Gokg¢e Nur ARIK EROL, Pimnar KACAMAK ve Miiserref Seyma CEYHAN
arkadaslarima ve bana ruhen iyi gelen canim arkadasim Dr. Ogr. Uyesi Pakize Nur
AKKAY A’ya ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica tezime farkli noktalarda destek olan Sayin Uzm.
Dr. iskender KAPLANOGLU ve Dr. Ogr. Uyesi Ercan AYAZ hocalarima da tesekkiirii borg

bilirim.

Yagsamama imkan veren, dogdugum giinden bugiine daima emeklerini esirgemeden beni
bugiine getiren, okutan, bana ve potansiyelime her daim inanan annem Ogretmen Niliifer
Mehtap BICMEN’e, benden sevgi ve emeklerini esirgemeyen sevgi dolu kalbiyle yanimda
olan saygideger dayim Faysal BICMEN e, sonsuzlukta bir yerde olduklarini diisiindiigiim
ve ruhen yanimda olduklarini hissettigim ani ve erken kaybettigim babam Atilla
EMNIYET’e, bana daima inanan rahmetli anneannem Fazilet BICMEN ve rahmetli teyzem
Emine SERT e ¢ok tesekkiir ederim. Varliklari ile gii¢ buldugum, bana daima sevgi ve saygi
duyan kardeslerim Nihat Egemen’e, Atilla Samed’e, en yakin arkadasim olarak bildigim ve
hayatimin sonuna kadar dyle olacak olan biricik kiz kardesim Derya Giilenay’a ve uzak yol
vardiya zabiti sevgili esim Kadir SERT’e ¢ok tesekkiir ederim. Bana bu egitimi alma ve
bilim doktoru olma imkanini sunan iilkeme vatanima ve devletime sonsuz saygi ve
tesekkiirti borg bilirim. En biiyiik tesekkiirii de en zor ve 1ss1z hissettigim anlarda kiigiiciik
bedeni ama kocaman kalbi ve kara kara bakan gozleri ile bakarak i¢imi 1sitan, her an yanimda
olan, yasadigim zorluklara ragmen pes etmeden devam etme nedenim olan canim oglum
Edis Mete SERT e ve yakinda kucagima almay1 umut ettigim kii¢iik oglum Teoman Bora

SERT’e bor¢luyum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm santimetre

°C Celcius Derece, Santigrad Derece
Dk dakika

di desilitre

gr gram

kDa kiloDalton

It litre

mg miligram

nm nanometre

ngr nanogram

P istatistiksel olarak anlamlilik degeri
pH bir maddenin hidrojen giicii (power of hydrogen)
rpm dakikadaki devir sayis1 (revolution per minute)
AAbs absorbans degerleri farki

nL mikrolitre

pm mikrometre, mikron

pmol mikromol

% 1/100, yiizde

2n diploit kromozom takimi1

cc cubic centimetre(s), santimetre kiip
kda kiloDalton

kg kilogram

M Molarite

ml mililitre
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Kisaltmalar

ABD
ABTS
ACE

AIDS

ALP
AMH
ANOVA
ARSD

BSF2
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CRP

CTL

DIS
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DSO
ELISA

FSH
GIN
GPX
GR
GSH

Xix

Aciklamalar

Amerika Birlesik Devletleri
2,2’azinobis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonat
Anjiyotensin doniistiiriicli enzim (angyotensin
converting enzyme)

edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu (acquired
immunodeficiency syndrome)

Alanin amino transferaz

Anti Miillerian Hormon

Varyans analizi (Analysis of variance)

Akut solunum sikintis1 sendromu hastalig1 (Acute
respiratory distres syndrome disease)

B hiicresi uyarici faktor - 2

Siklik adenozin monofosfat

Juvenil idiyopatik artrit ve cryopyrin iliskili peryodik
sendromlar

kaspaz 1 / interlokin 1 doniistiiriicii enzim

Katalaz

Kolinerjik gelisme faktorii

Koronaviriis hastaligi-19 (Coronavirus Disease — 19)
Siklooksijenaz enzimi

C reaktif protein

Sitotoksik T lenfosit farklilasma faktori

Serum disiilfit seviyesi

Deoksiriboniikleik asit

Diinya Saglik Orgiitii

Enzime bagli immiinosorbent assay (enzyme-linked
immunosorbent assay)

Folikiil uyarict hormon (follicle stimulating hormone)
Gingko biloba yaprag: ekstresi

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Total rediikte edilen glutatyon



Kisaltmalar

GUDAM

H&E
H20
H20:
HIV

XX

Aciklamalar

Gazi Universitesi Labaratuvar Hayvanlar1 Yetistirme
ve Deneysel Arastirmalar Merkezi
Hematoksilen ve eozin ikili boyamasi
dihidrojen monoksit (su)

Hidrojen peroksit

Insan immiinyetmezlik viriisii (Human
immunodeficiency viriis)

Insan papilloma viriisii (human papilloma viriis)
Herpes simpleks viriisii

Miyoglobin

Interseliiler hiicre adezyon molekiilii — 1
Interferon-gama

Interferon

Interferon-o

Interferonp

Interferonp - 2

interlokin-10

interlokin-12

interlokin-15

interlokin-18

Interlokin 1 gen ailesi proteini 2
interlokin 1-beta

interlokin-23

interlokin-28

interlokin-6

Intravendz immiinoglobulin
Iskemi/reperfiizyon

intramtiskiiler

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi
Intravendz

Janus kinaz enzimi

Liiteinlestirici hormon
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MDA

MERS-COV2

MIS

MPO
MRNA
MTX
NF-xB
NK
NO
NT

(0N}
(OR]
PBS

PTGS2/COX2

RAAS
RdRp
RNA
RNS

ROS
RT-qPCR

S proteini
SARS

sc
SCoV

SF

XXi

Aciklamalar

Makrofaj aktivasyon sendromu

Malondialdehit

Ortadogu solunum sendromu koranoviriisti (Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus)
Miillerien inhibeedici madde (Miillerian inhibiting
substance)

Miyeloperoksidaz

mesajct RNA

Metotreksat

Niikleer fakor-kappa beta

Dogal oldiirticii hiicreler

Nitrik oksit

Nativ tiol

Oksidatif stres

Oksidatif stres indeksi

Fosfat tuzlu tamponu (phosphate buffered saline)
Prostoglandin endoperoksidaz sentaz 2 enzimi /
siklooksijenaz 2
Renin-anjiotensin-aldestron-sistemi

RNA’ya bagli RNA polimeraz

Reoksi riboniikleik asit

Reaktif nitrojen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri

Gercek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(real time — quantitative polimerase chain reaction)
Yiizey proteini (surface protein)

Siddetli akut solunum yolu sendromu (severe acute
respiratory syndrome)

subkutan

Siddetli akut solunum yolu sendromu viriisii (severe
acute respiratory syndrome virus)

Serum fizyolojik
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TACE
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TEM
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TITCK
TMPRS2
TNF
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TNF-a
TOS

TT
VCAM-1
VvOoC
WHO
XY

Y

v-GTP

Aciklamalar

sekonder hemofagositik histiyosis

stiperoksid dismutaz enzimi

Sosyal bilimler i¢in istatistik programi (Statistical
package for social sciences)

Timor nekrosis faktorii doniistiiriicii enzim

Total antioksidan kapasite

Tiobarbutirik asit reaktif substans

Gecirimli elektron mikroskobu (transmision electron
microscopy)

Tiirkiye Ilag ve Ecza Kurumu

Tiirkiye ila¢ ve tibbi cihaz kurumu

Transmembran Protein serin proteaz 2

Tlimor nekroz faktorii

Tiimdr nekroz faktori siiperailesi — 2

Tlimor nekroz faktorii-o

Total oksidan kapasite

Total tiol

Vaskiiler adezyon molekiilii-1

Endise verici varyant (variant of concern)

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation)
Erkek cinsiyeti belirten gonozom

Erkek gamet kromozomu

gama-glutamil transferaz



1. GIRIS

Koronaviriisler; Coronaviridae ailesine ait, tek iplikli pozitif polariteli RNA igeren, 120-160
nanometre blylkliigiinde zarflari bulunan ve heliksel niikleokapsitli viriislerdir. Zarf
tizerinde 20 nm uzunlugunda ve viriise ta¢ gorlinii veren peplomerler bulunmasi nedeniyle
bu ailede bulunan viriisler Latince ta¢ anlamina gelen “Coronaviridae” ailesindendir. Pozitif
polariteli olmalar1 nedeniyle sahip olduklar1 niikleik asit mRNA gibi davranir ve dogrudan
sitoplazmada replike olup sitoplazmik vezikiillerden tomurcuklanirlar. Bu aile viriisleri
hayvanlardan insanlara kadar oldukca genis bir konak spektrumuna sahiptir ve yiliksek
patojenite gdstermektedir. Ik tanimlandiklarinda insanlarda sadece hafif iist solunum yolu
enfeksiyonuna neden olduklar1 diisiiniilen bu viriislerden, 2003 yilinda tanimlanan SARS
Coronavirlisiin (SCoV), yiiksek mortalite oranina sahip akut solunum yolu enfeksiyonuna
neden oldugu gbézlemlendi (Ustagelebi ve Us, 2008). Coronaviriis (COVID-19) tiim diinyay1
etkisine alan bir pandemi olarak giin gegtik¢e yayilan ve heniiz etkin bir antiviral ajanin

tedavi i¢in belirlenemedigi bir viriistiir.

Bir hastaligin veya enfeksiyon etkeninin iilkelerde, kitalarda, hatta tiim diinya gibi ¢cok genis
bir alanda yayilim gostermesi durumuna pandemi adi verilmektedir (Tiirkiye Cumhuriyeti

Saglik Bakanligi-1).

Yeni Koronaviriis Hastaligi (COVID-19) ilk olarak Cin’in Vuhan Eyaleti’nde solunum yolu
belirtileri (nefes darligi, Oksiiriik, ates) gelisen bir grup hastada yapilan arastirmalar
sonucunda 13 Ocak 2020’de tanimlanan bir viriis hastaligidir. Salgin ilk olarak Cin’in Vuhan
Eyaleti’ndeki deniz iirlinleri ve hayvan pazarinda bulunan bireylerde tespit edilmistir. Daha
sonra insandan insana bulagarak Vuhan basta olmak iizere sirasiyla Hubei eyaletindeki diger
sehirlere, Cin Halk Cumhuriyeti’nin diger eyaletlerine ve tiim diinya {ilkelerine yayilmistir

(Tiirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi-2).

Kronik tibbi rahatsizliklar1 olan insanlar (hipertansiyon, diyabet, kronik solunum yolu
hastalig1), kalp hastalari, kanser hastalari, 60 yas iistii bireyler ve saglik calisanlari
hastaliktan en ¢ok etkilenen kisilerdir. Klinikte COVID-19 destek tedavileri immiin
(konvelesan) plazma, intravendz immiinglobulin (IVIG), interlokin-6 (IL-6) antagonistleri,
janus kinaz (JAK) inhibitorleri anakinra, sitokin uzaklastirma, plazmaferez uygulamalari
yapilmaktadir. COVID-19 hastaliginda ilk 5-7 giin i¢inde en sik gozlenen yakinmalar ates,

oksiiriik ve solunum zorlugudur. Ilk olarak antiviral icerikli tedaviler verilir ve hastalarin



onemli bir kismi iyilesir. Genellikle sonraki bes-on giin iginde hastalarin %15’ inde
yakinmalar artabilir ve ilerleyen siirecte hastaligin siddeti artar. SARS-CoV-2
enfeksiyonuna viicudun verdigi yanit kandaki proinflamatuvar sitokinlerde artis, immiin
disregiilasyon ve sonugta doku hasarlanmalar1 seklinde gelisen Makrofaj Aktivasyon
Sendromu (MAS) veya sekonder Hemofagositik Lenfohistiyositozis (SHLH) olarak da
adlandirilan sitokin firtinast seklinde gelisebilir (Atalay ve Ersan, 2020).

COVID-19 tim diinyay1 etkisine alan bir pandemi olarak giin gectik¢e yayilan ve heniiz
etkin bir antiviral ajanin tedavi i¢in belirlenemedigi bir viriistlir. Gliniimiizde kullanilan
tedavi protokollerinde mevcut antiviral ajanlar ile sitokin firtina blokdrlerinden
yararlanildig1 bilinmektedir. Ancak bu ajanlarin erkek tiremesindeki olasi etkilerine ait hi¢bir
kanit bulunmamaktadir. Tedavide lilkemizde ilk donemde klinikte acil durum 6nlemi olarak
pek ¢ok ilag denemesi yapilmistir. Bunar arasinda niikleotitd analogu olan remdesivir, viriis
— konak hiicre fiizyonunu pH degisiklikleri saglayarak engelleyen hidroksiklorokin, selektif
olarak RNA’ya bagli RNA polimeraz inhibitorii olan favipiravir, makrolid bir antibiyotik
grubu olan ve immiinmodiilator etki gosterecegi beklentisiyle uygulanan azitromisin,
HIV/AIDS tedavisinde kullanilan bir proteaz inhibitorii olarak kullanilan lopinavir/ritonavir
gibi pek ¢ok ajan denenmistir. Yine destek tedavi amaciyla immiin (konvelesan) plazma,
intravendz immiinoglobulin uygulamasi, IL-6 antagonistleri uygulamak, sitokin

uzaklastirma ve plazmaferez denemeleri de yapilmistir (Atalay ve Ersan, 2020).

Bu mevcut ve sinirh bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢aligmada 6zellikle COVID-19 tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ilaclarda bulunan asiklovir, hidroksiklorin siilfat, anakinra ve
favifpiravir etken maddelerinin erkek genital sistem iizerine etkilerinin incelenmesi ve erkek

fertilitesi lizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Gelisimi

Insanda gelisimin 7. haftasma kadar gonadal gelisim erkek ve disi bireylerde aynidir. Bu
nedenle bu ilk 7 haftalik siire, embriyonun farklanmamis gonadal evresi olarak adlandirilir.
Farklanmamis gonadal evrede gonadlar mezonefrik kanalin iizerinde mezensimin
yogunlagmas: ile uzunlamasina seyreden bir kabarti seklinde gonadal sirti olusturur.
Gelisimin 6. haftasina kadar bu gonadal kabartida germ hiicreleri bulunmazlar. 5. haftanin
sonunda primordiyal germ hiicreleri vitelliis (yolk) kesesinin allantoyise yakin olan
duvarindan hareket ederek primitif son bagirsagin endodermi i¢inden ameboid hareketlerle
ilerler ve son bagirsagin mezenterinden dorsale gecerek primitif genital kabariklia go¢
etmeye baglarlar. Gelisimin 6. haftas1 tamamlandiginda genital kabartinin i¢i germ hiicreleri
ile isgal edilmis olur ki primordial germ hiicreleri sayet genital kabarikliga erisememisse
gelisemezler. Ote yandan primordiyal germ hiicreleri genital kabarikliga go¢ ederken genital
kabariklik epitelinin hiicreleri de es zamanli olarak proliferasyoa ugrayarak mezensim igine
parmak gibi uzanir ve primitif cinsiyet kordonlarini olusturur. Primitif cinsiyet kordonlari
hem erkek ve hem de disi bireylerde yiizey epiteli ile baglantilidir. Bu haldeki gonad
farklanmamis gonaddir. Eger embriyo genetik olarak XY kromozomlarina sahipse bu erkek
birey oldugu anlamina gelir ve sahip oldugu Y kromozomu nedeniyle siire¢ bir miktar farkl
isler. Ciinkii Y kromozomu {izerinde testis belirleyici faktor adi verilen bir transkipsiyon
faktorii cinsiyet kordonlarmin ¢ogalmasini tetikler. Bu cinsiyet kordonlari testisi veya
medullar kordonlar1 gelistirmek tlizere medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerler. Testis
gelisiminde iki 6nemli noktaya dikkat etmek gerekmektedir. Bunlardan ilki; primordiyal
germ hiicrelerinden olusan ve ileride spermatositleri olusturacak olan spermatogonyumlardir
ve vitelliis kesesinin endoderminden koken alirlar. ikinci olarak da seminifer tiibiildeki
ikincil tip hiicreler olan ve pek ¢ok 6nemli gdrevi olan Sertoli hiicreleridir ve bunlar da
mezoderm kokenlidir. 7. haftada medullar kordonlar seminifer tiibiil kordonlarina
doniistirken tunika albuginea gelisir. Seminifer tiibiiller arasinda Leydig hiicreleri belirir. 8.
haftada testosteron dihidrotestosterona doniistiiriiliir ve bu sayede mezonefrik kanal ve dig
genital yapilar maskiilen yapida gelisme gosterir. Testosteron salinimi en yiiksek diizeyde 8-
12. haftalarda gergeklestirilir. Bu sirada Sertoli hiicreleri de Anti-Miillerian Hormon (AMH-
Mullerian Inhibiting Substance = MIS) salgilayarak paramezonefrik kanal gelisimini puberte

zamanina kadar baskilar. Ilerleyen siiregte testis kordonlari at nali seklini alarak ug kisimlari



rete testis olarak adlandirilan kisimlarla birlestirilir. Bu testis kordonlar1 destek hiicreleri olan
Sertoli hiicreleri ve primitif germ hiicrelerinden olusan kordonlar liimeni kapali bir tiip
seklindedir. Kordonlar arasinda ise intersitisyel Leydig hiicreleri yer alir. Puberteye kadar
limeni kapali solid bir sekilde olan kordonlar pubertede liimeni acik bir hale gelerek
seminifer tiibiilleri olusturur. Seminifer tiibiillerden sonra sirasiyla 6nce rete testis sonra da
duktuli eferentes kanali acik bir kanal haline gelir. Erkekte testisin kraniyalindeki
mezonefroz tiipciikler atrofiye olurlar. iste bu kraniyaldeki epigenital tiibiil olarak
adlandirilan kanallar rete testis ile baglanti1 kurarak duktuli efferentesleri meydana getirir.
Testisin kaudal ucundaki paragenital tiibiiller rete testis ile birlesmeyerek topluca
paradidimis olarak adlandirilir. Mezonefrik kanallar en kraniyaldeki kisimlar1 hari¢ kivriml
bir yap1 alarak epididimisi olusturur. Mezonefrik kanalin vezikiila seminalisin tomurcuguna
kadar uzanan kisminin etrafi kas katmanu ile sarilir ve duktus deferensi olusturur. Bu kanalin
seminal vezikiilden sonraki kismi ise ejakiilatuvar kanali meydana geitirir (Larsen, 2005)

(Moore ve Persaud, 2002) (Sadler ve Langman, 2005).

Dis genital organlarin gelisimi su sekildedir.Erkek fetiiste testisten salgilanan androjenlerin
etkisiyle genital tiiberkiil hizla geliserek fallus yapisini meydana getirir. Fallus gelisirken
iiretral olugun yan duvarlarini da olusturur. Uretral oluk fallusun ventral yiizii boyunca
uzansa da glans penise kadar ulagsmaz, olugun epiteli endodermden kdken alir. Gebeligin 3.
ay1 bittiginde karsilikli her iki iiretral plak kaynasir ve penil liretrasini sekillendirir. 4. aydan
itibaren glansin dip kismina kadar ulasir. Glans penisi bas kisminda deler ve es zamanl
olarak glans penisin basinda epitelyal bir ¢okiintli olan orificitum iiretra eksternay1 yapar (

Larsen, 2005) (Moore ve Persaud, 2002) (Sadler ve Langman, 2005).

Tuberkulum genitalisin mezensiminden korpus kavernozum, korpus spongiosum ve tunika
albuginea gelisir. Erkekte inguinal bolgedeki genital kabarikliklara skrotal kabarikliklar
denmektedir ve bu skrotal kabarikliklar birleserek skrotumun her bir yarimimi
olusturmaktadir. Ortadaki birlesme ¢izgisine ise septum skroti denir (Larsen, 2005) (Moore
ve Persaud, 2002) (Sadler ve Langman, 2005).

2.1.1. Testislerin inisi

Testislerin normal fizyolojik siire¢lerini saglikli bir sekilde viicut sicakligindan birkag derece

diisiik sicakliklarda gerceklestiriyor olmasi nedeniyle gelisimsel olarak intra abdominal



alandan inguinal bolgedeki ekstra abdominal kese icine inmelerine testis inmesi denir.
Baslangicta testisler mezonefronlar ile birlikte karin duvarina tirogenital mesenterium adi
verilen kordonlar ile asilidir. Mezonefronlar bir siire sonra dejenere olur ve geride sadece
testisi asan baglar kalir. Testisi kaudalden asan bu ligamente ligamentum genitalis caudalis
denir. Ligamentin kaudalinde biriken mezensim kaynaklt yogun matriks dokusuna ise
gibernakulum adi verilir. Testis ilk olarak gebeligin 2. aymnda inmeye basladiginda,
ligamentum genitalis caudalis, testisi karin yan duvarmin kas tigliisiinliin en dista olani
musculus obliquus externus abdominisin internus ve eksternusunun caprazlastigi yerde
canalis inguinalisin abdominal kismina getirir. 3. ayda peritoneal bir invajinasyonla skrotum
icine getirilir, yani inguinal kanaldan gibernakulum yoluyla karin kaslarinin disina
cikarilarak skrotum icine indirilir. Bu sirada tunika vaginalis de olusmaya baslar. Insan
fetusunda gebeligin 7. ayinda testis normal anatomik pozisyondaki yerine inmis olur

(Larsen, 2005) (Moore ve Persaud, 2002) (Sadler ve Langman, 2005).

2.2. Testis Anatomisi

Erkek iireme organlar testis, epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus, penis ile
yardimci genital bezler olan vezikiila seminalis, prostat ve glandula bulbouretralisden olusur.
Genital organlar i¢ ve dis genital organlar (organo genitalia masculina interna ve eksterna)
olarak iki gruba ayrilir (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004)
(Hatipoglu 2005).

Organo genitalia masculina interna; testis, epididimis, duktus deferens, vezikiila seminalis,

ve duktus ejakulatoryus bu grupta yer alir.

Testis (orchis); Erkek lireme bezleri olan testisler ve funiculus spermaticusu olusturan
olusumlar skrotumda asilidirlar. Sag testis 1 cm kadar yukaridadir (Cimen, 1987) (Cosgun
ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) ( Hatipoglu 2005).

Boyutlar1 ve agirligi: Ortalama 4-5 cm yiiksekliginde, 2,5 cm genisliginde ve
anterioposterior kalinligi 3 cm’dir. Agirligi 10,5 — 14 gr olan oval sekilli yanlardan basik bir
organdir. Testisin dis ylizii facies medialis, i¢ yiizli facies lateralis, 6n iki kenar1 margo
anterior arka iki kenar1 margo posterior, iist ucu ekstremitas superior, alt ucu ekstremitas

inferior olarak adlandirilir. Ust u¢ dne disa ve yukariya, alt uc arkaya ice ve asagiya dogru



konumlanmis sekilde skrotum iginde egik pozisyondadir. Margo posterior (arka kenar) diiz
sekillidir ve funiculus spermaticus bu kenara tutunmustur. Epididimis, margo posteriorun

disinda testisin arka dis yiiziindedir.

Testisin Ortiileri sirasiyla agagida belirtildigi gibidir.

1) Deri (skrotum)

2) Tunika dartos

3) Fascia spermatica externa

4) Fascia cremasterica ve musculus cremaster

5) Fascia sprematica interna

6) Tunika vaginalis testis; a) Lamina parietalis (periorchium) ve
b) Lamina visceralis (epiorchium)

7) Tunika albuginea

8) Tunika vasculosa

Yukarida belirtilen tabakalardan tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vasculosa testisi
sarar. Testisi saran tunika vaginalisin iki yapragi olan parietal yaprak (periorchium) ve
visseral yaprak (epiorchium) arasinda kapiller bir aralik bulunmaktadir. Tunika vaginalisin
visseral yapragi (periorchium), tunika albuginea ve tunika vasculosa yapilarinin ii¢li birden
capsula testicularis (testis kapsiilii) olarak isimlendirilir. Testis kapsiilii kolinerjik ve
adrenerjik uyarilara yanit verebilir ve bu sayede spontan kasilmalar gelisir. Tunika
albugineada kan damarlar1 yakininda ¢ok sayida otonom sinir uglar1 bulunurken, tunika
albugineada ve epididimisin testise bitisik olan arka kisimda ise kas lifleri yerlesim gosterir.
Hem kas liflerinin bulunusu ve hem de sinir aginin yogunlugu testis kapsiiliiniin kontraktil
olmasini saglar. Bu sayede spermatozoonlarin iletimi kolaylasir (Cimen, 1987) (Cosgun ve

Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).

Tunika vaginalis testis: Peritoneumun uzantis1 olan procesus vaginalisin uzantisidir.
Procesus vaginalis fetal donemde testisin karin boslugundan skrotum i¢ine inisini saglayan
yapidir. Testis skrotum i¢ine ulastiginda procesus vaginalisin {ist par¢asi biiziiliir ve tikanir.
Alt pargast ise testisi saran kapali bir kese olan tunika vaginalis olarak kalir. Uzant1, skortum
icinde kivrilarak visseral (epiorchium) ve parietal (periorchium) yapragi olusturur (Cimen,

1987) (Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).



Lamina visceralis (Epiorchium): Testisin 6n kenarini ve iki yiizlinli saran, arkadan ise i¢
tarafta one dogru kivrilarak lamina paryetalis (periorchium) ile devam eden tunika vaginalis
yapragidir. Margo posteriorun dis tarafinda epididimisin i¢i yiiziinii, testisin list kismi1 ile
epididimis arasinda yer alan siniis epididimisi ve epididimisin arka kenarinda da
epididimisin disg kismin1 6rterek lamina paryetalis ile devam eder. Testisin alt ve iist ucunda
lamina paryetalis ile visseralis devam eder ancak {ist ucta kaput edidimisin istiinii Orter.
Bununla birlikte epiorchium (lamina viseralis) kanallarin testisten ¢ikis yerindeki arka
kenarini 6rtmez. Ligamentum epididimis superius ve inferius testisin arka kenarinda lamina
viseralisin lamina pariyetalise gegis yerinde testisi skrotuma baglayan ligamenttir (Cimen,

1987) (Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).

Tunika albuginea: Testisin arka kenarinda mavimsi beyaz renkte testis i¢i basing olusumunu
saglayan fibroz ortiidiir. Cok miktarda kollajen iceren bu kapsiil testisin {ist ucundan alt
ucuna kadar uzanir ve iistte daha genis ve altta dardir. Bu 0rtii 6nden ve yanlardan testis
ylzeyine dogru 1sinsal septalar uzatir ve bu sayede testis tabani testis yiizeyine apeksi
mediastinuma dogru olan ¢ok sayida koni bi¢ciminde lopguklara boliiniir (Cimen, 1987)

(Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).

Tunika vasculosa : Tunica albuginea’nin i¢ yiliziinde uzanan septulalarin iistiinii 6rten damar
agindan olusan tabakadir (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004)
(Hatipoglu 2005).

2.2.1. Testis’in damarlar

Damarlar; margo posteriordan testisin igine girerler (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras, 1998)

(Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).

Arterler; aortanin bir dali olan arteria testicularis testisin arka kenarindan girer, kivrimlar
yaparak i¢ kisma dogru seyreder, septalar iizerinde dallar vererek her lopcugun etrafina

dagilir (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).

Venler; ductus deferens ¢evresinde pleksus pampiniformis adi verilen ven agimi yaparlar.

Pleksus agindan once iki sonra birer vena ayrilir. Vena cava dextra, vena cava inferior’a,



vena testicularis sinistra ise vena renalis sinistra’ya dokiiliir (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras,

1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).
2.2.2. Testis’in lenf drenaji

Lenf damarlari; funiculus spermaticus iginde 4-8 tane toplayan trunkus seklinde ilerler. Nodi
lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici laterales ile birlesir (Cimen, 1987) (Cosgun

ve Aras, 1998) (Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).
2.2.3. Testis’in sinirleri

Testisin sinir innervasyonu 9-12. gdgiis spinal segmentlerinden ¢ikan sinirler tarafindan
saglanir. Bu sinir lifleri plexus aorticus ve plexus renalis’ten ayrilarak arteria testicularis
cevresinde plexus testicularis sinir lifini olusturur (Cimen, 1987) (Cosgun ve Aras, 1998)

(Ozan ve Ozan, 2004) (Hatipoglu 2005).
2.3. Testis’in Histolojisi

Erkek genital sistem bir ¢ift testis, genital bosaltma kanallar1 olan tubuli rekti, rete testis,
duktuli efferentes, epididimis, duktus deferens, duktus ejakiilatoryustan ve prostat bezi ile

glandula bulbouretralis ad1 verilen aksesuar bezlerden olusur (Bloom ve Fawcett, 1994).

Testisle erkek gamet hiicreleri olan spermatozoa ya da spermin iiretilmesi ve steridogenezis
isleminden sorumlu organlardir. Her bir testis dista tunika vaginalis ile sarilidir ancak arka
ylziinde tunika vaginalis yoktur. Kan damarlari, sinirler, lenfatik damarlar iste bu arka
kisimdan testise girerler ve organi buradan terk ederler. En dista fibromuskiiler bag dokusu
yapisinda tunika albuginea bulunur. I¢ kisimda tunika vaskiiloza damardan zengin olan
boliimdiir. Arkada tunika albugineanin kalinlagmasi ile olusan mediastinum testis kisminda
kapsiil kalinlasir ve mediastinum testisten testisi 250 kadar lobiile bdlen septalar cikar.
Mediastinum testisten ¢ikan septalarin bélmesi ile olusan her bir lobiilde bag doku stroma

icine gdmiilii halde seminifer tiibiil bulunmaktadir (Erdogan ve digerleri., 2008).



2.3.1. Seminifer tubiiller

Seminifer tiibiiller, 150-250 mikrometre ¢apinda, uzunluklar1 30-80 cm arasinda degisen
oldukca kivrimli yapidadir ve tiibiil distan fibromiiskiiler tunika propria adi verilen
kasilabilir bir bag doku ile ¢evrilidir. Bu bag dokusu fibroblastlar ve miyoid hiicreler i¢eren
gevsek bag dokusudur. Seminifer tiibiil i¢inde bir bazal membran iizerine oturmus seminifer
epitel bulunmaktadir. Spermler seminifer tiibiillerde iiretilmektedir. Seminifer epitel, erkek
gamet hiicrelerinin farkli mayotik hiicrelerinden olusan spermatogenik seri hiicrelerinden ve

Sertoli hiicrelerinden olugmaktadir (Erkocak, 1982).

Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri); diger adiyla sustentakiiler hiicreler bazal membrandan
liimene kadar uzanan pirizmatik sekilli hiicrelerdir. Cogalma 6zelligi gostermeyen bu
hiicreler, gelismekte olan spermatogenik seri hiicrelerine mekanik desteklik saglar,
hiicrelerin beslenmelerine yardimeir olur, kan yoluyla gelen zararli materyallerin
engellenmesini ve olusan hiicre artig1 materyalin fagosite edilmesini saglar. Salgiladiklar1
androjen tutucu protein (androgen binding protein) ile genital kanal ve testisteki
testosteronun salinimini diizenler. Sertoli hiicreleri birbirleri ile siki baglatilar kurarak kan

testis bariyerini olustururlar (Henrikson ve digerleri., 1997).

Spermatogenik seri hiicreleri diger adiyla germinal epitel; bazal membrana yakin tarafi
bazal kompartman, liimene yakin tarafi da adluminal kompartman olarak adlandirilan
bolgelerde yerlesim gosterirler. Bazal kompartmanda soluk ve koyu tipteki spermatagonyum
A hiicreleri ile spermatogonyum B hiicreleri bulunur. Adluminal kompartmanda ise primer
spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermler ile Sertoli hiicrelerinin
apikal kisimlar1 yer almaktadir. Embriyonik ve f6tal gelisim donemlerinde seminifer tiibiilde
baskin hiicre tipi Sertoli hiicreleridir ve liimen kapalidir. Puberte ile birilikte seminifer tiibiil
limeni acgik hale gelir ve spermatogenik seri hiicreleri daha fazla sayida izlenir

(Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

Spermatogenezis; 2n kromozomlu diploid spermatogenetik hiicreden, n kromozomlu

(haploid) spermatozoonlarin gelistigi siirece verilen isimdir. Spermatogenesis;

1- Spermatogonyal evre (spermatogenezis)

2- Mayoz boliinme evresi
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3- Spermatid evresi (spermiyogenezis) olmak {izere 3 evrede tamamlanir.

Spermatogonyal evre (Spermatogenezis) evresinde spermatogonyumlar bazal membran
iizerinde bulunan ve sayilar1 mitoz boliinme ile artan spermatogenik seri hiicreleridir.
Spermatogonyumlar kendi iginde A tipi spermatogonyum ve B tipi spermatogonyum olarak
ikiye; A tipi spermatogonyumlar da kendi arasinda koyu tip ve agik tip olmak tizere ikiye
ayrilir. Koyu tip spermatogonyumlar rezerv hiicrelerdir ve ihtiya¢ olmasi halinde mitoz
boliinme ile sayilarini arttirirlar. Agik tip spermatogonyumlar ise mitoz boliinme gegirerek
B tipi spermatogonyumlari verirler. B tipi spermatogonyumlar ise mitoz boliinme gecirerek
spermatositleri verir ve spermatositler de mayoz boliinmeye girer. Her 3 hiicre de bazal
membran lizerinde oturan bol sitoplazmali iri hiicrelerdir (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve

Pawlina 2006).

Mayoz boliinme evresinde bazal membrana daha yakin konumda preleptoten evresindeki
spermatositler bulunur. Bu preleptoten evresindeki spermatositler spermatogonyumlara
benzerler ve komsu Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kompartmanlarda yer alarak liimene
dogru ilerlemeye baslarlar. Bu ilerleme esnasinda hiicrenin hacmi artar, ¢ekirdek yapisi
sirastyla leptoten, zigoten, pakiten ve diploten asamalarin gegirerek profazini siirdiiriir. Iste
bu profaz agamasindaki spermatosite primer spermatosit denir. Profaz-1’deki pakiten evresi
16 giin boyunca siirer. Mayoz boliinme tamamlanmasi 24 giin i¢cinde olur ve sonucta
sekonder spermatosit olusur. Sekonder spermatosit 8 saatlik ¢ok kisa bir émre sahiptir ve bu
nedenle histolojik kesitlerde ¢ogunlukla ayirt edilemezler. Sekonder spermatositler
ekvatoryal boliinme olarak da bilinen 2. Mayoz boliinmelerini tamamlayarak spermatidleri
olustururlar. Ardindan spermiyogenezis evresi baslar (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve

Pawlina 2006).

Spermiyogenezis evresinde Spermatidler, Sertoli hiicreleri arasindaki kompartmanda
liimene en yakin yerlesim gosteren hiicrelerdir. Erken spermatid olarak da adlandirilan ve
baslangicta yuvarlak sekilli olan bu hiicreler Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasina go¢
ederek bir takim yapisal degisiklikler gosterir. Erkek spermatidler sirasiyla akrozom
olusumu, flagellum sekillenmesi, kromatin kondensasyonu ve fazla sitoplazmanin atilmasi
seklinde devam eden yapisal degisiklikler gosterir. Bu degisiklikler tamamlandiginda artik
gec spermatid olarak adlandirilir (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).
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Spermiyogenezis basladiginda ilk olarak Golgi kompleksinden vakuoller ayrilarak
niikleusun 6n kismina dogru go¢ eder. Cekirdegin 6n kisminda birlesen akrozomal vezikiiller
burada birleserek akrozomal kepi olusturur. Akrozomal kep karbonhidrattan zengindir ve
hiyaliironidaz, nérominidaz, asit fosfotaz, aril siilfataz, triptofan benzeri fosfotaz gibi
enzimler icerir. Bu enzimler hidrolitik aktivite gostererek fertilizasyon sirasinda akrozom
reaksiyonunun gerceklesmesini ve oositin etrafindaki yapilarin asilmasini saglar

(Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

Golgi kompleksinden akrozomal kep yapis1 gelistigi sirada sentriyol ¢ifti de hiicrenin karsi
kutbuna go¢ ederek hiicre zarina yakin bir yere konumlanir. Distal sentriyolden bir ¢ift
santral tiibiiliis ve bunun etrafinda dokuz ¢ift periferal tiibiiliisten meydana gelen ve ileride
flagellumun merkezini olusturacak olan aksonem yapis1 olusturulur. Tiim bu islemler ile es
zamanli olarak akrozomal kep ¢ekirdegin her iki yaninda incelerek uzayip son konumunu
alir. Cekirdegin kaudal kisminda yer alan girintiye de proksimal sentriyol yerlesir.
Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomal kepin her iki ucundan hiicrenin kaudaline dogru
uzanarak manset yapisini olustururlar. Cekirdek uzayip yassilasarak fusiform bir sekil alir.
Sitoplazma da ¢ekirdegin sekline uygun olarak hiicrenin kaudaline dogru birikerek hiicrenin

spermiyum sekli almasi saglanir (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 20006).

Flagellum uzamasinda ise birbirini takip eden su olaylar gergeklesir: 1) Aksoneme dis yogun
fibriller ad1 verilen 9 adet dis kolonun yogun fibrilleri eklenir. 2) Cekirdek ile spermiyumun
kuyrugunu birlestiren birlestirici par¢a olusur. 3) Uzunlamasina iki kolon seklinde seyreden

fibroz tabaka gelisir (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

Hiicre zar1 flagellum boyunca uzanir ve manset yapist bu sirada kaybolur. Spermin
mitokondriyonlar1 flagellumun proksimal kismina heliks bigiminde yerlesir. Sitoplazmanin
fazlalik olan kismi atilir ve Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (Kierszenbaum, 2006)

(Ross ve Pawlina 2006).

Olgun spermde total uzunluk 60 mikrometre civarindadir ve yapisi bas, boyun ve kuyruk
olarak incelenir. Oval ve yass1 sekilli bas kisminda niikleus ve niikleusun 6niinde akrozomal
kep bulunur. Spermde postekvatoryal bolgedeki hiicre membrani fertilizasyon sirasinda oosit
membrani ile kaynasma noktasi olmasi itibariyle 6zel bir bolgedir. Boyun kismi kisadir ve

baglanti noktasidir. Kuyruk kismi orta parca, esas par¢a ve son kisim olmak iizere {i¢



12

kisimdan olusur ve kabaca 50-55 mikrometre uzunluktadir. Orta parga en igte aksonem onun
disinda dis yogun fibriller ve en dista heliks seklinde diizenlenerek konumlanan
mitokondrilerden olusur. Esas parga, orta parcaya gore daha dardir ve iki uzunlamasina
kolon ve bunlarin baglantilarindan meydana gelir. Son par¢a ise sadece aksonem ve
aksonemin etrafindaki kii¢iik miktardaki sitoplazmadan olusur. Spermler testiste iiretilir ve

gelisimlerini epididimiste tamamlar (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

Seminifiier tiibiiller tubuli rekti ad1 verilen kisa diiz tiibiiller ile rete testise baglanir. Tubuli
rektinin baslangi¢ kisimlar1 Sertoli benzeri hiicrelerle, son boliimleri ise tek katli kiibik epitel
ile doselidir. Rete testis ise labirent benzeri bosluklardan olusan mediastinum testis i¢indeki

yapidir (Kierszenbaum, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

2.3.2. intersitisyel doku

Seminifer tiibiiliin etrafinda gevsek, bol damarli bag dokusu yapisinda stroma yer alir.
Stroma iginde intersitisyel alanda normalden daha biiyiik boyutta vakuollii goriinlimdeki
endokrin hiicreler olan Leydig hiicreleri, fibroblastlar, ince kollajen ve retikiiler lifler ile
makrofajlar ve mast hiicrelerini de barindiran bir bag dokulusu yer alir (Jungueira ve

Carneiro, 2006) (Ross ve Pawlina 2006).

Leydig hiicreleri intersitisyel bag dokuda yer alan 5-a rediiktaz enzimi sayesinde testosteron
hormonu tiretiminden sorumlu olan, bir ya da iki ¢ekirdekgik iceren 6kromatik yuvarlak bir
niikleusa sahip, poligonal sekilli hiicrelerdir. Intersitisyel hiicreler olarak da adlandirilir.
Sitoplazmalarinda Reinke kristalleri ad1 verilen protein tabiatinda kristal yapilar barindirir.
Yasla birlikte miktar1 artis gdsteren lipofuskin pigmenti iceren bu hiicreler sitoplazmalarinda
diiz endoplazmik retikulum, tiibiiler kristali mitokondri ve bol miktarda lipit damlaciklar1 da

bulunur (Ovalle ve Nahirney, 2009) (Ross ve Pawlina 2006).

2.3.3. Kan-testis bariyeri

Prepubertal donemde Sertoli hiicrelerinin birbirlerine komsu olan yiizlerinde hiicre
zarlariin birbirlerine parmaksi uzantilar yaparak birlestikleri ve bu sayede adherens tipi
baglantilar ve oluklu baglantilarla siki1 baglantilar kurduklar1 hiicrenin daha bazaline yakin

konumlanan lateral bdlgeye kan testis bariyeri denmektedir. Bu bariyer puberte ile birlikte
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islev kazanmaktadir. Kan testis bariyeri sayesinde seminifer tiibiil epitelinin limeninde yer
alan gelismekte olan germ hiicreleri intersitisyel alandaki antijenik koruma molekiilleri,
ilaglar ve metabolitler gibi zararli etkilerden korunur (Ross ve Pawlina 2006) (Young ve

Heath, 2000).

2.4. Testis Fizyolojisi

Testis, cinsiyet hormonlarinin liretimi ile hem i¢ salgi ve hem de erkek gamet hiicreleri olan
spermiyumlarin tiretimi nedeniyle dis salg1 yapan birlesik tiibiiler bir bezdir. Hipofiz bezi ve
hipotalamus ile birlikte erkek genital sistemin aktivitesinin diizenmesinde gorev alir.
Adenohipofizden salgilanan follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon
(LH) erkek iireme sistemindeki testisler lizerinde etkili olarak burada hormon sentezini
uyarir. Testiste Leydig hiicreleri ile Sertoli hiicreleri hormon {ireten hiicrelerdir. Erkeklik
hormonu olarak tanimladigimiz testosteron Leydig hiicreleri tarafindan tiretilir. Testosteron
benzeri etki gosteren steroid hormonlara androjenler denir ve androjenler bobrek iistii

bezinin korteks kisminda tretilir.

Saglikli bir tireme ve fertilite icin yeterli diizeyde testosteron iiretilmesi gerekir. Sayet
bireyde yeterli diizeyde testosteron iiretimi gergeklesmezse bu infertiliteye neden
olabilmektedir. Intersitisyel bag dokudaki Leydig hiicrelerince salinan testosteron
diffiizyonla spermatogonyumlara ulasir. Testosteron kolesterolden sentezlenen steroid
yapida ve yapisinda 19 adet karbon atomu barindiran bir hormondur. Liiteinizan hormonun
(LH’m) siklik Adenozin Monofosfat (cAMP) diizeyinin arttirict etkisi ile Leydig
hiicrelerinde uyarim baglar. Hiicrede cAMP kolesteril esterlerinden kolesterol iiretimini
saglar. Protein kinazin aktivasyonu kolesteroliin mitokondriyonda pregnenolona
doniisiimiine neden olur. Mitokondriyonda iiretilen pregnenolon mitokondri disina ¢ikarilir
ve mikrozomal enzimlerin aktivitesi ile progesterona doniistiiriilir. Ardindan Leydig
hiicresinin endoplazmik retikiilumuna gelen progesteron molekiilii 6nce androstenedion

molekiiliine ve son olarak da testosteron molekiiliine ¢evrilir.

Testosteron, reseptorii sitoplazmada yer alan bir hormondur ve her steroid hormonda oldugu
gibi hiicre zarindan olduk¢a kolay bir sekilde gecis yapar. Sitoplazmadaki reseptorii ile
birlesen testosteron, hormon-reseptdr kompleksi seklinde hiicrenin gekirdegine transfer olur

ve cekirdekte belirli genlerin mRNA sentezini baglatir. Bu yolla hormonun hedefi olan
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proteinlerin Once transkripsiyonu sonra da translasyonu gerceklestirilir (Bozdogan, 2004)

(Bullock ve digerleri, 1994) (Ganong, 2002) (Guyton, 2007) (Noyan 2005) (Yaman 1999).

Genital kanallarda hormonal denetime baktigimizda Sertoli ve Leydig hiicreleri FSH ve LH
hormonlar1 tarafindan kontrol edilmektedir. FSH’in Sertoli hiicrelerini uyarmasi ile bu
hiicrelerden eriskinde aktivin ve inhibin hormonlar1 ile androjen baglayici protein
sentezlenmeye baglar. Aktivin, hipotalamus ve hipofizden FSH salinimi tizerinde etkilidir.
Inhibin ise aktivine antagonistik etki yaparak negatif geri bildirim yapar. FSH, Sertoli
hiicrelerini uyararak burada androjen baglayici proteinin (ABP) sentez ve iiretimini baglatir.
ABP, testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenleri baglar. Bu baglanma sonucu olusan
ABP-androjen kompleksi spermatogenik seri hiicrelerinin etrafinda ve epididimiste androjen
diizeyinin ylikselmesini saglar. FSH etkisi ile fotal Sertoli hiicrelerinde ise Miillerian inhibe
edici faktor salgilanmasi gergeklesir. LH ise Leydig hiicrelerinden testosteron sentezini
uyarir. Kanda yeterince testosteron varligina ulasildiktan sonra fazla miktara eristiginde,
hipofiz bezi 6n lobundan LH salinimi negatif geri bildirim mekanizmas: ile engellenir

(Guyton, 2007) (Noyan 2005).

Testisteki Sertoli hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde androjenlerin aromatizasyonu ile
Ostradiol de tiretilir ve vendz kana verilir. Yetistkin bir erkekte plazma ostradiol diizeyi 2
nanogram/desilitredir (Bozdogan, 2004) (Bullock ve digerleri, 1994) (Ganong, 2002)
(Guyton, 2007) (Noyan 2005) (Yaman 1999).

2.5. Yeni Koronaviriis Hastahgi (COVID-19)

Koronaviriisler; Coronaviridae ailesine ait, tek iplikli pozitif polariteli RNA i¢eren, 120-160
nm biiyiikliigiinde zarflar1 bulunan ve heliksel niikleokapsitli viriislerdir. Zarf {izerinde 20
nm uzunlugunda ve viriise tag goriiniimii veren peplomerler bulunmasi nedeni ile bu ailede
bulunan viriisler Latince ta¢ anlamina gelen “Coronaviridae” ailesine ait olarak
siifandirilirlar. Pozitif polariteli olmalar1 nedeniyle sahip olduklar niikleik asit mRNA gibi
davramir ve dogrudan sitoplazmada replike olup, sitoplazmik vezikiillerden
tomurcuklanirlar. Bu aile viriisleri hayvanlardan insanlara kadar oldukca genis bir konak
spektrumuna sahiptir ve yiiksek patojenite gostermektedir. ilk tanimlandiklarinda insanlarda
sadece hafif iist solunum yolu enfeksiyonuna neden olduklari diisiiniiliirken; 2003 yilinda

tanimlanan SARS Coronavirus’iin (SCoV), yiiksek mortalite oranina sahip akut solunum
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yolu enfeksiyonuna neden oldugu gozlemlenmistir (Ustacelebi ve Us, 2008). Coronaviriis
(COVID-19) tiim diinyay1 etkisine alan bir pandemi olarak giin gectik¢e yayilan ve heniiz
etkin bir antiviral ajanin tedavi i¢in belirlenemedigi ve bu viriisiin sebep oldugu bir hastalik

olarak bilim diinyasindaki yerini almistir (Atalay ve Ersan, 2020).

Yeni Koronaviriis Hastaligi (COVID-19) ilk olarak Cin’in Vuhan Eyaleti’nde solunum yolu
belirtileri (nefes darligi, oOksiiriik, ates) gelisen bir grup hastada yapilan aragtirmalar
sonucunda 13 Ocak 2020’de tanimlanmis bir viriis hastalifidir. Salgin ilk olarak Cin’in
Vuhan Eyaleti’ndeki deniz {irlinleri ve hayvan pazarinda bulunan bireylerde tespit edilmistir.
Daha sonra insandan insana bulasarak Vuhan basta olmak iizere sirasiyla Hubei eyaletindeki
diger sehirlere, Cin Halk Cumhuriyeti’nin diger eyaletlerine ve tiim diinya iilkelerine

yayilmistir (Saglik bakanligi-2).

Kronik tibbi rahatsizliklari olan insanlar (hipertansiyon, diyabet, kronik solunum yolu
hastalig1), kalp hastalari, kanser hastalari, 60 yas {istii bireyler ve saglik c¢aliganlari
hastaliktan en cok etkilenen kisilerdir. Akut solunum yolu enfeksiyonlarinin genel bulasma
riskini azaltmak icin 6nerilen temel ilkeler COVID-19 icin de gegerli sayilmis; bu kapsamda
el ve kisisel temizlige dikkat edilmesi, 0ksilirme veya hapsirma sirasinda burun ve agizin tek
kullanimlik kagit mendil ile Ortiilmesi, miimkiinse kalabalik yerlere girilmemesi, eger
girmek zorunda kalintyorsa agiz ve burun tibbi maske kullanilarak kapatilmasi gerektigi

belirtilmistir.

COVID-19 hastaliginda ilk 5-7 giin i¢inde en sik gozlenen yakinmalar ates, Oksiiriik ve
solunum zorlugudur. ilk olarak antiviral igerikli tedaviler verilir ve hastalarin énemli bir
kismi 1yilesir. Genellikle sonraki 5-10 giin i¢inde hastalarin %15’inde yakinmalar artabilir
hastaligin siddeti ylikselir. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) enfeksiyonuna viicudun verdigi yanit kandaki proinflamatuvar sitokinlerde artig, immiin
disregiilasyon ve sonugta doku hasarlanmalar1 seklinde gelisen Makrofaj Aktivasyon
Sendromu (MAS) veya sekonder Hemofagositik Lenfohistiyositozis (sHLH) olarak da
adlandirilan sitokin firtinast seklinde gelisebilir (Atalay ve Ersan, 2020).

Diinya Saghk Orgiiti (DSO); COVID-19 tiirii viriisleri, patojeniteleri acisindan
degerlendirmek ve hastaligin yonetimini daha kolay hale getirebilmek icin niikleik asit

mutasyonlarini baz alarak varyant tiplendirmesi gergeklestirmis ve buna gore mutasyonlari
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iceren gen bdlgelerine gore viriis varyantlarinin 4 tanesini "endise verici", 8 tanesini
"izlenmesi gereken" varyant olarak belirtmistir. "Endise Verici Varyant" (VOC : variant of
concern) olarak tanimlanan mutasyonlarin alman 6nlemleri etkisiz kilmak ve hastaligin
yonetimini smurlandirip mortalite oranini arttirict etkiye sahip olmak gibi sonuglar
dogurdugu belirtilmektedir. Varyantlar DSO’niin karariyla ilk kez ortaya c¢iktiklar iilkenin
adiyla anilmasi yerine Yunan alfabesindeki harfler ile isimlendirilir. "Endise Verici
Varyant"lar sirasiyla Alfa, Beta, Gamma ve Delta, "Izlenmesi Gereken Varyant" gurubu ise
Epsilon (2 varyant), Zeta, Eta, Teta, lota, Kappa ve Lambda harfleri ile adlandirilir. Bu
baglamda ilk kez Ingiltere’de tanimlanan varyant "Alfa", Giiney Afrika'daki varyanta
"Beta", Brezilya'daki varyanta "Gamma" ve Hindistan'da tespit edilen varyanta ise "Delta"

varyant1 denmistir (internet kaynagi : https://tr.euronews.com/2021/06/30/alfa-beta-delta-

gamma-koronavirus-varyantlar-neler hangi-varyant-ne-kadar-etkili ). Omicron varyanti ise

ilk olarak Gliney Afrika’da gorilmiistiir (internet kaynagi:

https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/omicron-varyanti-nedir-omicron-varyantinin-

belirtileri-nelerdir ).

2.6. COVID-19 Salgininda Sitokin Firtinasi ve Etkili Sitokinler

Sitokinler bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan, hem kendi (otokrin) hem de baska hiicreler
tizerinde (yakin hiicrelere parakrin etki ve sistemik etkili endokrin etki) etkili olarak hiicre-
hiicre etkilesimini saglayan, bir uyarana karsi salinan kiigiik molekiil agirlikli ¢oziinebilir
proteinlerdir. Genel olarak bagisiklik sisteminde etkene 6zgii yanitta, inflamasyona karsi
verilen cevapta ve doku onariminda sitokinler anahtar rol alir (Nairn ve Helbert, 2007).
Sitokin firtinasi apoptozise bagl olarak gelisen bagisikligin baskilanmasi nedeniyle oldukca
onemlidir. Bireyde yiiksek ates, C reaktif protein serum seviyesinin yiikselisi, interlokin-6
(IL-6) ve serum ferritin yiiksekligi ile birlikte ilerleyici nefes alma zorlugu tablosuyla gelisir
ve SARS-CoV-2 i¢in spesifik bir tedavisi yoktur (Huang ve digerleri, 2020) (Kang ve
digerleri, 2019) (Atak Yiicel ve digerleri, 2020).

Sitokin firtinasinin baslatilmasinda proinflamatuvar sitokinler etkin goérev alir ve farkl
hiicrelerden farkli sitokinler salinir. Monosit, makrofaj ve dendritik hiicreler gibi dogal
bagisiklik sistemi hiicrelerinden; tip1 interferonlar (IFN-a, IFN-B), IL-1, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-15, IL-18, IL-23, IL-27, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve kemokinler (hiicrelerin

yonsel hareketine sebep olan kimyasal sitokinler) gibi sitokinler, kazanilmig/edinilmis


https://tr.euronews.com/2021/06/30/alfa-beta-delta-gamma-koronavirus-varyantlar-neler%20hangi-varyant-ne-kadar-etkili
https://tr.euronews.com/2021/06/30/alfa-beta-delta-gamma-koronavirus-varyantlar-neler%20hangi-varyant-ne-kadar-etkili
https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/omicron-varyanti-nedir-omicron-varyantinin-belirtileri-nelerdir
https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/omicron-varyanti-nedir-omicron-varyantinin-belirtileri-nelerdir

17

(adaptif) bagisiklik sistemi hiicrelerinden ise (6zellikle T lenfositlerden) IL-2, IL-5, IL-17,
IFN-y, TNF-a gibi sitokinler salgilanirlar (Atak Yiicel ve digerleri, 2020).

2.6.1. interlokin-1Beta

Interlokin-1, makrofajlarca inflamasyon durumunda iiretilen bir sitokindir ve T hiicrelerinin
aktive olmasini saglar. Akut solunum sikintisi olan hastalarda (ARSD) bronkoalveolar lavaj
sivilarinda antagonistine gore 10 kat daha yiliksek oranda saptanabilen proinflamatuvar bir
sitokindir. Akciger hasarina aracilik eden, giiclendiren ve devam ettiren karmasik sitokin
aginin bir parcasidir. Astim gibi alt solunum yollarini etkileyen solunum yolu hastaliklarinda
hava yolunun yeniden sekillendirilmesinde ve epitel ile endotel hiicrelerinin hasarinda
etkilidir. (Stylianou ve digerleri, 2006). Bu protein IL-1 sitokin ailesinin gen bdlgesinden
kodlanir. Interseliiler adezyon molekiilii (ICAM-1) ve vaskiiler adezyon molekiilii (VCAM-
1) gibi adezyon molekiillerinin 16kositlerden salinimini saglar. Bu sitokin yani IL-1p aktive
edilmis makrofajlar tarafindan tiretilen bir proproteindir, Kaspaz-1 (CASP1/ICE) tarafindan
aktif formuna proteolitik olarak islenir. Inflamatuvar cevabin 6nemli bir aracisidir ve
proliferasyon, diferansiasyon ve apoptozis gibi cesitli hiicresel aktiviteler i¢in gereklidir.
Siklooksigenaz -2’nin indiiksiyonu (PTGS2/COX2) ile bu sitokin merkezi sinir sisteminde
inflamasyon ile gelisen hipersensivite agrisini saglar. IL-1p ve diger sekiz IL-1 gen ailesine
ait alt tiir, sitokine ait II. kromozom {izerinde bulunan sitokin geni tarafindan kodlanir.
Katabolin ve IL-1F2 ise IL-1p’nin sinonimleridir. Molekiil agirlig1 35-40 kDa agirligindadir.
(NCBI-2024).

2.6.2. interlokin-6

Bir diger sitokin olan IL-6 hem proinflamatuvar ve hem de antiinflamatuar aktivite gosterir.
IL-6, T-hiicreleri ve makrofajlar gibi ¢esitli hiicreler tarafindan fosforillenmis olarak ve
degisen derecede glikozillenmis bir molekiil olarak salgilanir. IL-6, B hiicrelerinin lenfosit
ve monosit farklanmasinda gerekli olan immiinolglobulini salgilayabilen hiicrelere
farklanmasinda son farklanma agsamasinda hayati rol oynar. Miyelom ve plazmasitoma
biliylimesini ve sinir hiicrelerinin farklilagsmasini indiikler. B hiicreleri, T hiicreleri,
hepatositler, hematopoietik progenitor hiicreler ve merkezi sinir sistemi hiicreleri lizerinde
etki gosterir. IL-6 ayrica kastan iiretilen bir sitokin olan bir miyokin olarak kabul edilir ve

kas kasilmasina yanit olarak yiikselir. IL-6'nin IL-6 reseptorii ve glikoprotein 130 ile
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etkilesime girdigi gosterilmistir. Ek olarak, IL-6’nin hematopoez, kemik metabolizmasi ve
kanserin ilerlemesinde ve dogustan gelen bagisikliga gegisin yonlendirilmesinde 6nemli bir

rol aldig1 bildirilmektedir (Jenkins, 2022).

IL-6’nin sinonimleri sirasityla B hiicresi uyaric1 faktér-2 (BSF-2), kolinerjik gelistirme
faktorii (CDF), sitotoksik T lenfosit farklilagma faktorii (CTL), hibridoma biiylime faktorii
ve interferon- beta 2 (IFN-B2)’dir. Molekiil agirligi 24 kDa agirligindadir.

2.6.3. Tumor nekrozis faktorii-alfa

Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), kasektin olarak da adlandirilir. TNF siiper ailesine ait
olan TNF-a, multifonksiyonel proinflamatuvar bir sitokindir ve temel olarak makrofajlar
tarafindan sentezlenir ancak gereklilik durumunda; mast hiicresi, notrofil, endotel hiicreleri,
fibroblast ve T-lenfositler tarafindan da iiretilebilir bir glikoporteindir. Stres ve doku
hasarinda kanda ilk saptanabilir belirtegtir (Cayakar, 2018). TNF-a, 26 kDa molekiil
agirliginda membrana bagli bir protein olarak sentezlenir. TNF-a doniistiiriicii enzim
(TACE) tarafindan membrandan ayrilarak, 17 kDa agirliginda ve dolasimda homotrimerler

olusturan ¢oziinebilir monomerler seklinde serbest birakilir (Aggarwal ve digerleri, 2012).

CD4+ lenfositler, dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK), nétrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller ve
noronlar gibi pek ¢ok diger hiicre tipi tarafindan iiretiliyor olmasina ragmen esas olarak
aktive olmus makrofajlar tarafindan tretilir. TNF-a baglanabilir 6zelliktedir ve bdylece
TNFRSF1A/TNFR1 ve TNFRSF1B/TNFBR reseptorler iizerinden islev gosterir (Chen ve
Goeddel, 2002). Bu sitokin hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptozis, lipit metabolizmasi
ve koagiilasyon gibi genis spektrumlu ¢ok sayida biyolojik siirecin diizenlenmesi igin
gereklidir ve ayrica otoimmiin hastaliklar, insiilin direnci ve kanser gibi ¢cok ¢esitli hastalik
ile de iliskilidir (Bradley, 2008). Kasektin, Tiimor nekroz faktorii (Tumor necrosis factor
=TNF), Tumor necrosis factor -alpha (TNF-a ya da TNF-A), Tiimoér Nekroz Faktorii
Siiperailesi 2 proteini (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 2 = TNFSF2) ise TNF-
o’nin sinonimleridir; 22 kDa agirhgindadir (Cayakar, 2018).
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2.7. Sitokin Firtinasi Sonrasi1 Oksidatif Stres

Enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ya da immiinoterapi gibi tedavilerde komplikasyon
durumu seklinde bagisiklik sisteminin asir1 tepkisi olarak ortaya c¢ikan, bireyde kan
basincinda diisme, yiiksek ates, nefes darligi, siddetli halsizlik ve ilerleyen durumda da ¢oklu
organ yetmezligi gibi semptomlara neden olan kontrolsiiz yanita sitokin firtinasi ad1 verilir.
Bu durumu kontrol altina almak adina cesitli destek tedaviler, bagisiklik baskilayict ya da
diizenleyici ajanlar, steroid igerikli preparatlar kullanilabilir. COVID-19 hastalarinda
tedavinin kotiilesmesi ve hatta hastalar lizerindeki morbidite oraninin artmasina neden olan
bir sitokin firtinast durumu meydana gelir. Bu tabloda hastalarda sitokin firtinasina neden
olan baslica sitokinler interlokin 1-Beta (IL-1p), interlokin-6 (IL-6) ve Tiimor Nekroz
Faktorii-alfa (TNF-a)’dir (Felsenstein, 2020). Bu sitokinlerin artan ekspresyonlar1 nedeniyle
dogustan gelen immiin sistem hizl1 bir sekilde aktive edilerek endoteliyal ve vaskiiler hiicre
hasar1 meydana getirilir. Nekroz ve piropitoz geligir. Monosit ve makrofajlarin indiiksiyonu
ile dokuda nétrofil infiltrasyonu artar ve sistemik enflamasyon tablosu meydana gelerek
coklu organ hasar1 olusur (Atkin-Smith, 2018) (Zang ve digerleri, 2019). Antikor bagiml
hizlandirict (ADE) gibi, viriise karsi erken donem iiretilen nétrolizan antikorlar viral
parcalarin Fc-gama hiicre ylizey reseptorlerine baglanmasini kolaylastirarak viriisle enfekte
olmus bagisiklik hiicrelerinini antijen sunan hiicreler seklinde kesintisiz bir sekilde
calismasina neden olur ki bu durumda akut solunum distres sendromu (ARDS) olaylanir (Fu
ve digerleri, 2020) (Ji ve digerleri, 2020). Hastada oOzellikle damarlar ve damarlarin
etrafindaki dokuda infiltratif alanlar, doku kalinlagmasi, vaskiilit gibi semptomatik tablo
dikkati ¢eker (Xu ve digerleri, 2020) (Schnabel ve Hedrich, 2018) (Kurtulus ve Pirim, 2020).
Hastalarda goriilen siddetli inflamasyon nedeniyle hiicrelerde oksidatif stres meydana gelir.
Zaten kiimiilatif olarak antiviral bir etkinin maruziyetine ek olarak doku iltihabi, oksidatif
hasar ve DNA hasarinda asir1 bir artisa neden olur (Beltran-Garcia ve digerleri, 2020)
(Laforge ve digerleri, 2020). Yapilan ¢alismalar COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna
gore serum Total Oksidan Statiisii (TOS), Total Antioksidan Statiisii (TAS), serum
Miyeloperoksidaz (MPO), serum disiilfid miktar1 (DIS), oksidatif Stres Indeksi (OSI) ile
interlokin 1-Beta (IL-1P), interlokin-6 (IL-6) ve Tiumor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a)
seviyeleri 6l¢iilmiis, inflamasyon biyobelirtecleri ve DNA hasari istatistiksel olarak anlamli
derecede arttig1 (p<0,001) bildirilmistir. Hasta bireylerde TAS ve total tiol (TT) ve nativ tiol
(ysni hiicrelerin i¢indeki tiol) (NT) seviyelerinin ise istatistiksel olarak anlamli derecede

azaldig1 da belirtilmistir (p<0,001) (Bektemur ve digerleri, 2023).
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2.7.1. Serum total oksidan kapasite (TOS)

Plazma 6rneklerinin toplam antioksidan seviyeleri Erel tarafindan gelistirilen yontem temel
aliarak incelenir. Toplam oksidan kapasite seviyesi Ol¢iimii testi, ¢esitli oksidan tiirlerinin
mevcudiyetinde ferrik iyonun demir iyonuna oksidasyonuna baghdir. Oksidanlar demir-a-
dianisidin kompleksini oksitler. Uretilen ferrik iyon, ksilenol turuncu ferrik iyonunun renkli
bir kompleksini olusturur. Bir numunede oksidan miktar1 rengin yogunluguyla
iliskilendirilir. Bu renk degisimi spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.
TOS hesaplamasinda standart olarak H2O2 kullanilir (Erel, 2004).

2.7.2. Serum total antioksidan kapasite (TAS)

Plazma 6rneklerinin toplam antioksidan seviyeleri Erel tarafindan gelistirilen yontem temel
almarak incelenir Test, 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonat (ABTS) radikalinin
olusturdugu mavi-yesil rengin numunedeki antioksidanlarla bozulmasina dayanmaktadir.
ABTS, ABTS" radikalini olusturmak i¢in miyoglobin (HX-Fe") ve H2O:2 igeren bir
peroksidaz ile inkiibe edilir. Ortaya ¢ikan feril miyoglobin ABTS ile reaksiyona girerek
mavi-yesil renkteki ABTS® radikalini olusturur. Olusan bu renk, numunedeki

antioksidanlarin oranina gore inhibe edilir ve Varioskan Multimode ile 6l¢iiliir (Erel, 2004).

2.7.3. Oksidatif stres tanim ve oksidatif stres indeksi (OSI)

Oksidasyon sonucu olusan serbest radikaller ile antioksidanlar miktar1 arasinda bir
dengesizlik oldugunda oksidatif stres dedigimiz siire¢ ortaya ¢ikar. Sayet denge saglanmigsa
viicut fonksiyonlar1 normal seyrinde devam eder, patojenlere karst korunur ve oksidatif hasar
olusmadan yani yapisal proteinler lipitler gibi yapilar bozulmadan saglikli olan durumu
stabil sekilde devam eder. Bu dengenin korunmasi bakimindan antioksidanlar énemlidir.
Denge korunamadiginda oksidatif stres olusur ve bu da oksidatif stres indeksi (OSI) ile
niceliksel olarak hesaplanabilir. OSI, TOS/TAS olarak hesaplanir (Erel, 2004).

2.8. COVID -19 Salgini1 Tedavisinde Kullanilan Ajanlar

COVID -19 salgini ilk olarak pandemi halinde kendini gésterdiginde ne yazik ki etkene 6zgii
dogrudan bir tedavi ajani ya da as1 bulunmamaktaydi. Hastaligin ilk déneminde tedavinin

temel dayanagi destekleyici bakim olarak ilerledi. Bu destek tedavi hastaligin siddetine bagl
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olarak yapilan destekleyici tedavi, ARDS'li hastalar i¢in semptomatik tedaviden ventilator
destegine kadar farkli yollarla yapildi. Viral enfeksiyon iizerine eklenmesi muhtemel
koenfeksiyon ajanlarini bertaraf etmek i¢in bakteriyel enfeksiyonlarin ve/veya sepsisin ile
tedavi edilmesini de igerdi. Yine hastalik sirasinda olusan sitokin firtinasini kontrol altina
almak icin IL-1pB ya da IL-6 antagonisti ajanlar da uygulandi. Ozellikle aginin bulunmasindan
once, daha evvel SARS-CoV ve MERS-CoV'i tedavi etmek i¢in kullanilan ajanlar iizerinden
ilerlendi. Bu siirecte diinya ¢apinda genel olarak klorokin/hiroksiklorokin, azitromisin,
favipiravir, konvelesan plazma, bir ¢esit proteaz inhibitorii olan lopinavir/ritonavir, IL-6
yolag1 inhibitdrleri, bir ¢esit parazit ilact olan ivermektin, ARSD kaynakli inflamasyonlari
durdurmak ve bagisiklik tepkimelerini baskilamak i¢in kortikositoroid, koagiilasyon
kaynakl1 patolojileri engellemek icin heparin, antiinflamatuvar ve antioksidan aktivitesi
nedeniyle vitamin C, viral niikleik asit replikasyonunu 6nleyici ve hiicresel onarimai arttirici
etkisi nedeniyle ¢inko takviyeleri, oksidatif stresi baskilayici etkisi ve antiinflamatuvar etkisi
nedeniyle montelukast gibi tedavi edici ajanlar denendi (Chams ve digerleri, 2020). Bu
kisimda tilkemizde as1 uygulamasindan Onceki donemde uygulanan tedavi ajanlari ele

alinacak ve bu ajanlar hakkinda bilgi verilecektir.

2.8.1. Favipiravir

Favipiravir, ilk kez Cin'de grip tedavisinde kullanilan bir RNA polimeraz inhibitoriidiir.
Favipiravir, RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimini bloke ederek RNA
viriislerinin replikasyonunu bloke edebilir. Bu nedenle favipiravir, ayn1 zamanda bir RNA
viriisii olan SARS-CoV-2'ye kars1 antiviral aktiviteye sahip olabilmesi nedeniyle COVID-
19 hastaliginin tedavisinde kullanilmistir (Dong ve digerleri, 2019). Bu ilacin SARS-CoV-2
enfeksiyonunun tedavisinde kullanimini igeren klinik arastirmalar yapilmis ve bazi yan
etkilerinin bulunmasi ihtimali nedeniyle bir siire sonra kullanimi durdurulmustur ve son

tedavi rehberlerinde bu ajana yer verilmemektedir (T.C. Saglik bakanligi, 2022).

Favipiravir, tedavi protokoliinde guanozin niikleotit analogu olarak gérev RdRp inhibitori
olarak kullanildi. Hastalara 1. giin: sabah 1600 mg (8 tablet) ve aksam 1600 mg (8 tablet)
olmak {tizere giinde iki kez 1.600 mg 2x1 seklinde yiikleme dozu oral olarak; 2-5. giinler:
sabah 600 mg (3 tablet) ve aksam 600 mg (3 tablet) olmak iizere giinde iki kez ikame dozlar
seklinde verildi (T.C. Saglik bakanligi klavuzu, 2020). Kullanim siiresi 5 giindiir. Favipiravir

etken maddesi igeren ilaglar temelde influenza tipi viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda,
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diger influenza viriis enfeksiyonlarina karsi kullanilan ilaglarin yetersiz veya etkisiz kaldigi
durumlarda kullanilan bir ilagtir. Gebelik siiphesi bulunan kadinlarda kullanimi
Onerilmemektedir. Semen igerisine dagildigi bildirildiginden erkek hastalar tarafindan tedavi
sirasinda veya tedavi bittikten sonraki 7 giin siiresince en etkili dogum kontrol yontemi ile
korunulmasi gerekmektedir. Kizariklik, ytliksek atesin eslik ettigi iltihapli sivilceler ve
giinese kars1 daha hassas olma gibi ciddi cilt reaksiyonlari, alerjik reaksiyon, goz, agiz,
dudak, burun ve genital bolgede cildin kabarmasi ve soyulmasi, grip benzeri belirtiler ve ates
(Stevens-Johnson sendromu) seklinde yan etkileri goriilebilir. Ayrica kanda notrofil ve beyaz
kan hiicresi sayisinda azalma, kan {irik asitlerinde ve kan trigliseritlerinde artis,alanin amino
transferaz (ALT) ve gama-Glutamil Transferaz (y-GTP) enzimlerinin seviyelerinde artis gibi

yaygin yan etkileri de s6z konusudur (Neutec Ilag San. Tic. A.S., favimol ilag prospektiisii).
2.8.2. Hidroksiklorokin

Hidroksiklorokin ya da klorokin yaygin olarak aslinda bir tek hiicreli parazit olan
Plasmodium malaria etkeninin bulasmasiyla olusan sitma hastaliginin tedavisinde kullanilan
ilaglardir. Hidroksiklorokin, daha az ilag-ila¢ etkilesimi ve daha iyi giivenlik profiline sahip
bir klorokin analogudur. ilk olarak bu ilacin SARS-CoV-2 etkeni viriisiin in vitro ortamda
cogalmasini inhibe ettigi ve konsantrasyona bagli bir sekilde viral replikasyonu azalttigi
gosterilmesi iizerine ilacin COVID-19 hastalarinda tedavi amaciyla uygulanmasina
baslanmistir. Viral replikasyonu durdurma aktivitesini, hiicre zarmin ylizeyindeki pH"
degistirerek, bdylece viriisiin konak hiicreye flizyonunu engelleyerek ve ayrica niikleik asit
replikasyonunu, glikozilasyonu ve viral toplanma ile salinmay1 engelleyerek yapabildigi
belirlenmistir (Yao ve digerleri, 2020). Cin’de yapilan ¢ok merkezli klinik arastirmalar bu
durumu destekler nitelikte pozitif sonuglar vermistir (Gao ve digerleri, 2020). Amerika’da
ise SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan hastalarin tedavisi ve ayrica maruziyet oncesi ve
maruziyet sonrast profilaksi amaciyla uygulanmis ancak anlamli derecede etkinligi igin

kesin yargilarda bulunulmamaistir (Rosenberg ve digerleri, 2020).

Ulkemizde asinm uygulanmasindan énce olaganiistii kullanim izni ile ayaktan tedavi alan
hastalarda 5 giin stireyle 2x200 mg, yatan hastalarda 1. giin 200 mg 2x2 (yiikleme dozu) ve
takip eden 2-5. giinlerde ise 2x1 dozajda regete edilmistir. Hem immiinmodiilator etki
gostermesi ve hem de ¢ok sayida viriise karsi in vitro non-spesifik antiviral etki gostermesi

nedeniyle dengue, chikungunya, influenza, insan immiinyetmezlik viriisii (Human
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Immunodeficiency Virus = HIV), Ebola, hepatit-C, Ciddi Akut Solunum Yolu Sendromu
Koronavisiisii (Severe Acute Respiratory Syndrome- Coranoviruses )SARS-CoV, Orta Dogu
Solunum Sendromu Viriisii (Middle East Respiratory Syndrome Virus = MERS) ve COVID-
19 etkeni viriislere kars1 antiviral tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Uzun siire ve birikimli
doza maruz kalan kisilerde retinopati veya kardiyomyopati beklenen yan etkileridir. Sitma
ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve bazi tilkelerde proflaksi amaciyla endikasyon dis1
olarak saglikli bireylerde de kullanilan bu ilacin enfeksiyonu tedavi edici etkinligi ile ilgili
bir kanit bulunmamaktadir. immiinmodiilatér etkisi nedeniyle olasi sitokin firtinasini
durdurucu etkisi nedeniyle kullanilmasi s6z konusu olmustur (Olukman M, Ulker Goksel,

2020).

2.8.3. Asiklovir

Asiklovir, Herpes simpleks viriis enfeksiyonlari, viral menenjit, kirim kongo kanamal atesi,
viral deri enfeksiyonu, viral pnomoni gibi yaygin viral enfeksiyon tedavisinde
kullanilmaktadir (Atalay ve Ersan, 2020). Biyokimyasal olarak “9-2 hidroksi
etoksimetilguanin” olarak isimlendirilen asiklovir, enfekte hiicrelerde viral timidin kinaz ile
trifosfat formuna dondstiiriiliir. Bu sekilde fosforile olmus asiklovir, viral DNA sentezi
sirasinda DNA polimeraz fonksiyonu i¢in kompetetif inhibitor seklinde etki eder ve DNA
sentezinde zincir terminasyonu yaparak sentezi bloke eder (Kara, 2007; Arvin, 2002; Breuer
ve Whitley.2007; Keating, 1999). Intravendz uygulama igin 8 saat ara ile 10 mg/kg/giin (3 x
10mg/kg/g IV) 10 mg/kg dozda verilmelidir. Oral yolla uygulanirken ilacin verilen dozunun
sadece %20’si biyoyararlamm sagladig1 igin daha yiiksek dozda verilmelidir. ilacin oral
kullanim dozu 400 mg/kg seklinde ve 8 saatte bir (yani 3 x 400 mg/kg/giin) ya da gilinde 5
kez 200 mg/kg seklinde uygulanmalidir. Tedavi siiresi intravendz uygulamada 14-21 giin,
oral tedavide ise 5-7 gilindiir (Biike, 2014). Cok yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullanimda
dahi giivenli bir ila¢ oldugu farz edilmesine karsin nadir olmakla birlikte bulanti, kusma,
ishal ve karmn agris1 ile alerjik deri dokiintiileri, bobrek yetmezligi goriilen kisilerde
konfiizyon, konviilziyon, ajitasyon, tremor, dalginlik ve halisinasyonlar gibi yan etkileri
mevcuttur (Kara, 2007). Eriskinlerde intravendz tedavi genellikle 5 giin siirer ancak bu
durum hastanin durumuna ve tedaviye verdigi yanita gore degisebilir. Herpes ensefaliti
tedavisi genellikle 10 giin siirer. Yenidogan herpes tedavisi ise genellikle 14-21 giin boyunca
devam ettirilir (Tiirkiye Ila¢ ve Tibbi ilag kurumu-TITCK, Kisa Uriin Bilgisi, Zoviraks ilag

prospektiisii).
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2.8.4. Anakinra

Anakinra dogal bir molekiil olan IL-1 reseptorii antagonistinin rekombinant hali olup, ailesel
akdeniz atesinin tedavisinde kolsisin tedavisine cevapssiz kalinirsa, sistemik juvenil
idiopatik artrit ve cryopyrin ile iligkili periyodik sendromlar (CAPS) gibi oto-enflamatuvar
sendromlarda, enflamasyon siirecini engellemek amaciyla kullanilir (Onder ve Onat, 2015).
Anakinra, IL-6 blokorii olmasi nedeniyle COVID-19 tedavisinde de kullanilmaktadir.
Ozellikle makrofaj aktivasyonu sendromu (MAS) bulgular1 gelisen hastalarda giinde 3 kez
200 mg intravendz uygulamaya kadar doz ayarlamasi yapilabilmektedir. Ilacin yarilanma
Omriiniin 4-6 saat olmasi nedeniyle giin igerisinde hastaligin siddetine gore doz tekrari
gerekebilmektedir (100 mg deri altina enjeksiyondan direngli hastalarda 6 saatte bir 200 mg
dozuna ¢ikilabilir) (T.C. Saglik bakanligi, 2020).
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3. YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar:

Gergeklestirilen bu doktora tezi ¢alismamizda 8-10 haftalik 200-250 gr agirliginda 36 adet
Wistar Albino cinsi erkek sican kullamldi. Denekler, Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM) nden sagland1 ve tiim
hayvan deneyleri bu merkezde gerceklestirildi. Deney hayvanlari ile ilgili uygulanacak her
tiirlii islem icin yerel etik kurul izni alind1 (T.C. Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Baskanligi 04.04.2022 tarihli ve E-66332047-604.01.02-331481 sayili

Degerlendirme ve Onay yazisi ekler boliimiinde belirtilmektedir).
3.2. Laboratuvar Kosullar:

Deney siiresince deneklere nisbi nemi ortalama % 50+£5, ortalama 1s1s1 22 + 2°C ve 12 saat
aydnlik ile 12 saat karanlik olacak sekilde olarak ayarlananan fotoperiyottaki laboratuvar
kosullarinda bakildi. Denekler ad libitum oranda yem ile sinirsiz beslendi ve sinirsiz igme

suyu verildi.
3.2.1. Deneyde kullamlan ajanlar

Deneyde kullanilan ilag ajanlar1 yerel eczanelerden elde edilmistir. Ilaglarin etken maddeleri
igeren ticari preparat formlar1 kullanilmistir. Tablet seklindeki ilaglar 6giitiilerek belirlenen
dozlarda olacak sekilde serum fizyolojik i¢inde ¢oziinmiistiir. Kullanilan ilaglar ve temin

edilen ticari formlarinin bilgileri asagida belirtildigi sekildedir.

e Favifiravir (Favimol® 200 mg Tablet, Markas1 - Neutec Ila¢ San. Tic. A.S. Esenler /
Istanbul-Tiirkiye)

e Hidroksiklorokin (Plaquenil® 200 mg Tablet, Markas1 - Sanofi Saglik Uriinleri Ltd. Sti.
Biiyiikdere Cad. No:193 Levent 34394 Sisli-Istanbul-Tiirkiye)

e Asiklovir (Asiviral® 200 mg Tablet, Markas1 - Terra ilag ve Kimya Sanayi ve Ticaret
A.S. Umraniye/istanbul- Tiirkiye)
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e Anakinra (Kineret® Kineret 100 mg solution for injection in a pre-filled syringe, Swedish
Orphan Biovitrum Ltd. ATC code: LO4ACO03, Suite 2, Riverside 3, Granta Park, Great
Abington,, Cambridgeshire, CB21 6 AD, UK)

3.3. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi ve Deneyin Uygulanmasi

Sicanlardan randomize 7 grup olusturuldu. Her bir gruba uygulanan islem ve ila¢ doz

araliklar1 asagidaki tabloda belirtilen sekildedir. Ilag doz araliklari, as1 &ncesi donemde

insanda tedavi amaciyla uygulanan doz araliklari ile ayn1 olacak sekilde tercih edilmistir:

Cizelge 3.1. Deney gruplarinin diizenlenisi, denek sayis1 ve deneyde kullanilan ilaglarin
dozlar1 ile uygulama siireleri

DENEK DENEY
DENEY GRUPLARI SAYISI DOZ ve UYGULAMA SURESI
SHAM KONTROL-1 _ o . .. . ..
(GAVAJ STRESI) n=3 0.5 cc 0.09% Serum Fizyolojik (SF) (Gavaj) 5 Giin
S.HAM KON'I:ROL-Z
(INTRAVENOZ [i.v.] n=3 0.5 cc 0.09% Serum Fizyolojik (SF) (i.v.) 7 Giin
ENJEKSiIYON STRESI)
SHAM KONTROL-3
(SUBKUTAN [s.c.] ) n=3 0.5 cc 0.09% Serum Fizyolojik (SF) (s.c.) 7 Giin
ENJEKSIYON STRESI)
2x10 mg/kg Asiklovir (0.09% SF Igerisinde
. . _ Cozlinmiis) ..
ASIKLOVIR n=6 (Giinde 2 Defa, 12 Saat Arayla) 7 Giin
(i.v)
2x400 mg/kg Hidroksiklorokin (0.09% SF
Icerisinde Coziinmiis)
(1.Gun: Giinde 2 Defa, 12 Saat Arayla)
HIDROKSIKLOROKIN n=6 2x200 mgrkg Hidroksiklorokin (0.09% SF > Giin
Icerisinde Coziinmiis)
(2-5.Giin: Giinde 2 Defa, 12 Saat Arayla)
(Gavaj)
4x100 mg/kg Anakinra (0.09% SF Igerisinde
. _ Coziinmiis) ..
ANAKINRA n=6 (Giinde 4 Defa, 6 Saat Arayla) 7 Giin
(s.c.)
2x1600 mg/kg Favipiravir (0.09% SF Icerisinde
Cozlinmiis)
(1.Giin: Giinde 2 Defa, 12 Saat Arayla)
FAVIiPiRAVIR n=6 5 Giin

2x600 mg/kg Favipiravir (0.09% SF Igerisinde
Coziinmiis)

(2-5.Giin: Giinde 2 Defa, 12 Saat Arayla)
(Gavaj)
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Deney baslangicinda Sham Kontrol gruplart i¢in denek sayisi 6 adet olacak sekilde
planlanmis, ancak Etik Komite’ nin dnerisi dogrultusunda 3’er denek olarak azaltilmigtir. Bu
dogrultuda; tiim istatistiksel analizler i¢in; her Sham Kontrol Grubundan rastgele 2’ser denek

secilerek, 6 denek igeren tek bir Sham Kontrol Grubu olusturulmustur.

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

Ilaglar ve kontrol grubuna uygulanan stresler tamamlandiktan sonra tiim denekler deney
bitiminde ketamin (45 mg/ kg i.m ) ve xylazine (5 mg/kg i.m ) ile anestezi uygulanarak
sirtlistli pozisyonda yatirildi ve etik kurallar ¢cergevesinde derin anestezi altinda intrakardiyak
kan alinmasi ile bilime feda edildi. Sicanlarin testis dokular1 alinarak %10’luk tamponlu
notral formaldehite alindi. Fiksatife alinan doku oOrnekleri histokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilebilmek i¢in 151k mikroskobik doku takibine

alindi.

Sicanlarin sol kaudal epididimis ve duktus deferens dokular1 alinarak, 24 saat siiresince
37°C’ de tutulan saf sperm yikama (Sperm Rinse-Vitrolife) soliisyonuna alind1 ve steril igne
uclari ile ayristirilarak spermiyumlarin soliisyona ge¢mesi saglandi. Spermiyumlar, Makler
Counting Chamber ile sayilarak hareketlilikleri degerlendirildi ve yapisal inceleme igin
Spermac Boyasi (FertiPro) ile boyanmak {izere lamlara froti teknigi kullanilarak yayildi ve

%4 paraformaldehit ile bu lamlar tespit edildi.

3.5. Histokimyasal Yontem

Deneklerin diseksiyonu sonrasinda ¢ikarilan testis dokulart %10’luk formaldehitte 72 saat
stiresince tespit edildi. Fiksasyonun tamamlanmasinin ardindan gazli bezden yapilan keseler
icinde etiketlenen dokular 24 saat boyunca akar suda tutularak tespit materyalinin
uzaklastirilmasi amaciyla yikandi. Yikama isleminin tamamlanmasinin ardindan dokudaki
suyun uzaklastirilip ksilol ile yer degistirilebilmesini saglayan bir materyal olan etil alkol ile
artan alkol serlerinden (sirasiyla %50-%70-%80-%96-%100 etil alkol) her birinde 1’er saat
kalacak sekilde gecirildi. Ardindan dokunun seffaflagtiriimasi amaciyla her birinde 1’°er saat
kalacak sekilde iki ayr1 ksilol soliisyonunda dokular bekletildi. Seffaflagtirma asamasinin
tamamlanmas1 sonrasinda 60°C derecelik sicakliktaki etiivde siv1 hale gelen parafin I’de (1

saat) ve Parafin II’de (1 saat) bekletilerek dokunun igerisine parafinin niifuz etmesi saglandi.
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Dokular 2x2 cm?® ebatta parafin kaliplar yardimi ile parafin bloklar halinde gomiilerek 151k
mikroskobik takip tamamlanmis oldu. Parafin bloklardan, Leica markali 2245 model
mikrotom ile 4 um kalinlhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler hem histokimyasal hem de

immiinohistokimyasal boyamalarda kullanildu.

3.5.1. Hematoksilen-eozin boyama yontemi

Lamlar cam zembillere dizildi. Parafin bloklardan lama alinan kesitler icerdikleri parafinin
erimesi i¢in siire uygunluguna gore etiivde 70 °C’de 20 dakika ya da 60 °C’de bir gece
boyunca bekletilerek deparafinize edildi. Bu sekilde 1s1 etkisi ile deparafinize edilen
dokularin igerisinde geriye kalan parafinin de uzaklastirilmasi amaciyla lamlar 2 kez 15’ser
dakika ksilende bekletildi. Bu sekilde deparafinizasyonu tamamlanmis olan lamlar azalan
etil alkol/su karigimi serilerinden (sirasiyla %100, %96, %90, %80, %70 ve %50’lik
etanol/su karisimi) 10’ar dakika gecirildi. %50 lik etil alkol/su karisimindan ¢ikarilan doku
kesitleri once havada igerdikleri alkol uguncaya kadar kurutuldu. Ardindan boyanma
islemine gecilmeden Once rehidrasyonu saglamak amaciyla 10 dakika akarsuda yikandi.
Ardindan Harris hematoksilen’de 10-15 dakika bekletilerek hemtoksilen boyamas1 yapildi.
Kesitler hematoksilendeki siireleri tamamlaninca 10 dakika akar suda yikanadi. Yikama
sonrasi kesitler asit alkol karisimina (%70 alkol + 2-3 damla glasiyal asetik asit iceren
soliisyon) 2-3 dip batirilarak tekrardan 10 dakika akar suda yikamaya alindi. Sonrasinda
Eozin’de 5-10 dakika bekletilip tekrar 10 dakika akar suda yikandi. Yikama sonrasi 2’ser
dakika artan alkol serileriden (sirasiyla % 50-70-80-96-100 etil alkol) gecirildi. %100
alkolden ¢ikarilan preparatlar havada alkolii uguncaya kadar kurutulup 2 kez 15’er dakika
ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatilirak daimi hale getilirildi. Dokuda bulunan
hiicrelerin niikleusu Haris hematoksilen ile mor, sitoplazmik kisimlar1 eozin ile pembe
boyandi. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde,
LAS programinda fotograflar1 ¢ekilerek degerlendirildi. Degerlendirmeler sonunda
meydana gelen histolopatolojik parametreler incelenerek doku hasar1 hem histopatolojik
degisimler agisindan hem de Johnsen’s skorlama ile degerlendirmeye alindi. Incelemeler

sonrasi ulasilan veriler incelenerek gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirildi.
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3.6. Immiinohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimyasal isaretlemeler icin polilizinli lamlara (IsoTherm — Germany) alinan
testis doku ornekleri, 62°C’deki etiivde (IsoLab- germany ya da ElectroMag M420 BP) 1
saat bekletildi. Deparafinizasyonu tamamlamak i¢in lamlar 2 kez 15°ser dakika ksilolde
(Tekkim) bekletildi. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70’lik
alkol (etil alkol- Tekkim) serilerinden gecirildi. Boyama islemine hazirlamak icin dehidrate
edilen dokular1 alkolden arindirmak igin kesitler 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi.
Daha sonra doku igerisinde formaldehitin (Tekkim) kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga
cikarilmasini saglamak amaciyla, dokulara sitrat tamponu (ChemBio marka CB6535)
(pH6.0) ile mikrodalga firin (Argelik MD-574) ile retriver islemi uygulanandi. Bu islem
siiresinin 15 dakikadan uzun olmamasina 6zen gosterildi. Mikrodalgadan ¢ikan sitrat
tamponundaki dokular 20 dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Dokularin sitrattan
arindirilmasi i¢in 2 kez 5’er dakika distile suda yikamasi yapildi. Yikanan dokular sudan
cikarilip ¢irpildi fazla suyu uzaklastiktan sonra dokularin etrafi Pap-Pen hidrofobik kalem
(PathoLab) ile ¢evrilerek nemli ortam olan immiinohistokimya baria dizilip 3 defa 3’er
dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7,4) (Merck) ile yikandi. Dokular PBS ile
yikandiktan sonra, 15 dakika %3’liik hidrojen peroksit (Thermo Scientific TA-125-H202Q)
ile etkin birakilarak dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Endojen
peroksidaz aktivitesi sonlandirildiktan sonra PBS ile 3 kez 3’er dakika camlar yikandi.
Ardindan 5 dakika UltraVblock (Thermo Scientific-TA-125-UB) uygulanarak, 6zgiin
olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu asama tamamlaninca dokular
yikanmadan primer antikor asamasi baslatildi. Isaretleyici olarak kullandigimiz ajanin
endojen preoksidazlara baglanmasini engellemek amaciyla yaptigimiz bloklama agamasinin
ardindan kesitler yikanmadan, primer antikorda 4°C’ de 1 gece inkiibe edildi. Tezimizde
primer antikor olarak asagida maddeler halinde belirtilen antikorlar kullanildi. Tim

diliisyonlar Thermo Scientific marka Antikor diluenti (TA-125-HD) ile seyreltildi.

e Interlokin 1-Beta (FineTest, Cat No: FNab04209, Wuhan Fine Biotech Co. Hubei, China)
1/150 diliisyonda +4 °C derece de 1 gece inkiibe edilerek uygulandi.

e interlokin-6 (FineTest, Cat No: FNab04282, Wuhan Fine Biotech Co. Hubei, China)
1/150 diliisyonda +4 °C derece de 1 gece inkiibe edilerek uygulandi.

e TNF-Alfa (FineTest, Cat No: FNab08815 Wuhan Fine Biotech Co. Hubei, China) 1/200

diliisyonda +4 °C derece de 1 gece inkiibe edilerek uygulandi.
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Primer antikorlar ile inkiibasyonu tamamlanan dokular +4 °C derece sicakliktaki dolaptan
cikarilarak oda sicakligina getirildi. Oda sicakligina geldiklerinde lamlar 3 kez 3’er dakika
PBS ile yikandi ve sonra 10 dakika antijen-primer antikor kompleksini goriiniir hale
getirmek i¢in biyotinli sekonder antikor (Thermo Scientific- TA-125-HL) uygulanarak
sekonder antikorun primer antikora baglanmasi saglandi. Ardindan dokular tekrar 3 kez 3’er
dakika PBS ile yikanip biyotin ile yiiksek oranda baglanma 6zelliginde olan streptavidin
(Thermo Scientific-TA-125-HL) ile10 dakika inkiibe edildi. Islem sonunda dokular 3 kez
3’er dakika PBS ile yikandi. Son olarak dokulara diaminobenzedin (DAB) (Thermo
Scientific- DAB substrate system- TA-125-HD) substratt iceren DAB kromojeni

damlatilarak gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi.

2 kez 5’er dakika distile su ile yikanan dokularda zemin boyas1 olarak Harris Hematoksilen’i
kullanildi. Hematoksilen boyamasinin ardindan preparatlar distile su ile tekrar yikanip
azalan alkol serilerinden gegirildi. Sonrasinda 20 dakika ksilolde bekletilen lamlara entallan
damlatilip lamel ile kapatildi. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli

goriintiileme sisteminde, LAS programinda fotograflar ¢ekilerek degerlendirildi.

Tiim antikorlar i¢in immiinohistokimyasal tutulumlar her grup ve her denekte birbirinden
bagimsiz iki korv goézlemci tarafindan degerlenirilerek, gruplar arasinda tutulum
yogunluklar1 arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigimin tespiti H-Skor analizleri
yapilarak saglandi. Uygulanan primer antikor i¢in “ 0=Hi¢ Yok, 1=Zayif Tutulum, 2=Azdan
Ortaya Degisen Tutulum, 3=Orta Dereceli Tutulum, 4=Ortadan Yoguna Degisen Tutulum,
5=Yogun Tutulum” sayisal veriler olarak kabul edildi. H-Skor degeri H-Skor = XPi (i + 1)
formiilii kullanilarak hesaplanirken, tutulum degerleri 0-5 arasinda belirlendi ve Pi ise

tutulum gosteren hiicrelerin yiizde degeri olarak kabul edildi.

3.7. Makler Sayim Kamarasi Kullanilarak Sperm Sayimi

Deney bitiminde sicanlarin sol kaudal epididimis ve duktus deferens dokulari 24 saat
siiresince 37°C’ de tutulan saf sperm yikama (Sperm Rinse-Vitrolife) soliisyonuna alind1 ve
steril igne uglarn ile aynistirilarak ve minik hareketlerle doku igeriginin yikama soliisyonuna
karigmasi saglanarak hassas bir sekilde pargalandi. Bu sayede; spermiyumlarin yikanmis

peletten ayrilip, taze kiiltiir mediumuna yiizmesi saglandi. Spermiyumlar Makler Counting
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Chamber ile 20x objektif altinda seri bir sekilde sayilarak hareketlilikleri; ileri hareketli,

yerinde hareketli ve immotil siniflandirmasi baz alinarak degerlendirildi.

Resim 3.1. Makler kamarasi

3.8. Kruger Yontemi ile Sperm Morfolojisi Degerlendirilmesi

Yapisal inceleme i¢in Kruger teknigi ile sperm morfolojisi degerlendirilmek iizere temiz bir
lam tiizerinde froti teknigi ile sol kaudal epididimis ve ductus deferensten sperm yikama

soliisyonuna alinan sperm igerikli siv1 yayilarak Spermac Boyasi (FertiPro) ile boyandi.

Spermac boyama (FertilPro) yontemi igin ; deneklerden elde edilen spermler ile morfolojik
degerlendirme yapildi. Spermac Boyama (FertilPro) Yontemi ile Kruger sayimi igin
spermler lamlara fikse edilerek boyandi. Sperm yayma boyasi i¢in FertilPro Spermac boya
kiti kullanildi (Lot: FP12S05, Referans No: SPS050). Lama yayilan semen 6rnegi 5 dakika
havada kurutuldu. Sonrasinda 5 dakika siiresince formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
Tespit islemi tamamlandiktan sonra 7x1 distile suya batirilarak fazla tespit maddesinin
uzaklastirilmasi saglandi. Boyama icin oncelikle A soliisyonuna 7 kez daldirilan lamlar, 1
dk boya icinde bekletildi. Siire bitiminde 7%2 kez distile suda yikama yapildi. Daha sonra
aynt igslemler B ve C soliisyonlar1 i¢in de gergeklestirildi. Boyama bitiminde lamlar
immersiyon yag1 yardimi ile 1s1k mikroskopunda %100 objektifi ile degerlendirilerek uygun
alanlardan resimlendirildi. Ayrica her bir denekten alinarak yukarida belirtilen sekilde
boyanarak hazirlanan preparatlar morfoloji anomalileri agisindan 151k mikroskop altinda
incelendi. Her bir preparatta rastgele secilimle 100 adet sperm morfolojik olarak incelenerek
normal sperm sayimi ve anomalili sperm sayimi yapildi. Her bir anomaliden kagar tane

bulundugu kaydedildi. Inceleme normal sperm, bas anomalisi, akrozom anomlisi, boyun
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anomalisi, kuyruk anomalisi, sitoplazmik droplet varligi ve ¢oklu anomali bulundurmasi

acisindan simiflandirilarak yapildi.

3.9. Testis Kesitlerinin Johnsen’s Skorlamasi ile Degerlendirilmesi

Bu skorlama teknigi erkek inferilitesi tanisnin konmasinda spermatogenezisin kantitatif
analizi amactyla kullanilan bir tekniktir. Buna gore alinan testis kesitleri seminifer tiibiil
morfolojisi skorlanmasi i¢in hematoksilen-eozin rutin boyamasi yapilarak incelendi. Her bir
preparatta 50 tiibiil incelenerek skorlandi. Skorlamada sirasiyla asagidaki 6zellikler dikkate

alinarak puan verildi (Johsen, 1970).

1 puan: Seminifer tiibiil icinde hi¢ hiicre bulunmuyor (oblitere tiibiil).

2 puan: Germ hiicresi yok sadece Sertoli hiicreleri var.

3 puan: Germ hiicresi olarak sadece spermatogonyum var.

4 puan: Spermatozoa ve spermatid yok, 5 taneden az sayida spermatosit var.

5 puan: Spermatozoa ve spermatid yok, 5 taneden fazla sayida spermatosit var.

6 puan: Az sayida spermatid var, spermatozoa yok.

7 puan: Cok sayida spermatid var, spermatozoa yok.

8 puan: Germinal epitel kalin ancak spermatozoa sayica 10 taneden az.

9 puan: Spermatogenez tam ancak epitelde disorganizasyon ve liimene dokiilme var.

10 puan: Komplet spermatogenez, germinal epitel kalin ve ¢ok sayida spermatozoa izleniyor

(Johnsen, 1970).

3.10. TOS, TAS Analizi ve OSI Indeksinin Belirlenmesi

3.10.1. Total oksidan kapasite (TOS) analizi

Tez calismamizdaki testis doku 6rneklerinde Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Oxidant
Status (TOS) kiti (Baran Medikal- Tiirkiye) ile ELISA cihazinda Ol¢iim yapilarak
calistlmigtir ~ (https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-oxidant-status-assay-
kit.html).

Kit kutu igeriginde ¢ikan hacimler:

. Reaktif-1 (R-1): 300 pl


https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-oxidant-status-assay-kit.html
https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-oxidant-status-assay-kit.html
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* Numune veya Standart veya H20: 45 ul
* Reaktif- 2 (R-2): 15 ul

Deney sonucundaki tiim absorbans 6l¢timleri 530 nm dalga boyunda ya da bu dalga boyuna

en yakin dalga boyunda dl¢iilmesine 6zen gosterilmistir.

Test ¢alisma adimlari:

1. Secili kuyucuga R-1 ile numune pipetlendi ve karisim saglandi (karisim vortex ile veya
kullanilan otomatik pipet ile en az 3 kez ¢ekildi ve tekrar pipetlendi).

2. R-1 ile numune karistirildiktan sonra ilk okuma alindi (ilk okuma A1l).

3. R-1 ile numune karigimina R-2 pipetlendi ve karigim saglandi.

4. R-2 karistirildig1 andan itibaren zaman baslatildi. 5 Dk siiresince inkiibatdrde veya oda
1sinda 10 Dk beklendi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda ikinci okuma alind1 (ikinci okuma A2).

6. A2-A1 = Numune Sonucu (ham sonug).

TOS Sonucu = [AAbs Numune / AAbs Standart] x 10 (Esitlik, 3.10.1)

Elde edilen sonug birimi umol/L’dir.

3.10.2. Total antioksidan kapasite (TAS) analizi

Tez caligmamizdaki testis doku orneklerinde Total Antioksidan Kapasite (TAS), Total
Antioxidant Status (TAS) kiti (Baran Medikal- Tiirkiye) ile ELISA cihazinda 6l¢im

yapilarak  ¢alisilmistir  (https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-antioxidant-

status-assay-kit.html).

Kit kutu iceriginde ¢ikan hacimler:

* Reaktif-1 (R-1): 300 pl
* Numune veya Standart veya H20: 18 pl
* Reaktif- 2 (R-2): 45 ul


https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-antioxidant-status-assay-kit.html
https://www.baranmedikal.com.tr/urundetay-total-antioxidant-status-assay-kit.html
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Deney sonucundaki tiim absorbans 6l¢iimleri 660 nm dalga boyunda ya da bu dalga boyuna

en yakin dalga boyunda o6l¢tildii.

Test calisma adimlari:

1. Segili kuyucuga R-1 ile numune pipetlendi ve karisim saglandi (karigim vortex ile veya
kullanilan otomatik pipet ile en az 3 kez ¢ekildi ve tekrar pipetlendi).

2. R-1 ile numune karistirildiktan sonra ilk okuma alindi (ilk okuma Al).

3. R-1 ile numune karisimina R-2 pipetlendi ve karisim saglandi.

4. R-2 karistirildig1 andan itibaren zaman baslatildi. 5 Dk inkiibatorde veya oda 1sinda 10
Dk beklendi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda ikinci okuma alind1 (ikinci okuma A2).

6. A2-Al= Numune Sonucu (ham sonug).

Yukaridaki 6 adim sonucunda elde edilen ham sonuglar ile test sonucuna ulagabilmek i¢in
asagidaki formiil kullanildi. Formiiliin hesaplama yapabilmesi i¢in numune, standart ve su
sonuglarina ihtiyag vardir. Formiil i¢in gerekli olan numune, standart ve su test calisma

prosediiriine tabi kalinarak ayr1 ayr1 yapildi.

R-2 pipetlendikten sonra reaksiyon basladigindan cihazin programi ayarlanarak pipetleme
yapildi, 12 siitun arasina 1 Dk konuldu ve cihaza okutma yaparken bu 12 siitunu 1’er Dk ara
ile okunmasi komutu verildi. Bu, tiim sonuglarimizin ayni reaksiyon siiresine tabi olmasi
acisindan 6nemlidir. Taze numune veya dondurulmus numune ¢alismaya baslanmadan 6nce
vortex yardimu ile karigtirilmasina 6zen gosterildi ve ardindan 3000 rpm de 3 dk santrifii

islemine tabi tutuldu.

Calisma Oncesi numune ve tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.

TAS Sonucu = [AAbs H20 — AAbs Numune] / [AAbs H20 — AAbs Standart] (Esitlik, 3.10.2)

Sonugta elde edilen degerin birimi mmol/L’dir.
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3.10.3. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplama

TAS ve TOS testlerinden elde edilen sonuglar asagidaki oksidatif stres indeksi (OSI)
formiiliine islendi. OSI, TOS degerinin TAS degerine béliinmesi ile ¢ikan sonucun 100 ile

carpilmast ile hesaplanir. TAS ve TOS ile elde edilen sonuglarin birimleri ayni olmalidir.

OSi = [(TOS, pmol H202 Equivalent / Lt) / (TAS, umol Trolox Egivalent / Lt)] x 100
(Esitlik, 3.10.3)

3.11. istatistiksel Yontem

Deneklerin TNF-a, IL-1 ve IL-6 immiinohistokimya boyamalar1 dogrultusunda olusturulan
H-Skor verileri ile spermiyogram, Kruger sayimi, Johnsen skor ve TOS-TAS-OSI
sonuglarina ait tiim istatistiksel veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS)

versiyon 20.0 Software (SPSS Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak analiz edildi.

Deneklerin H-Skor istatistiksel verilerine ait gruplar arasindaki farkliliklar ANOVA ve
Tukey post hoc testleri ile analiz edildi. Deneklerin spermiyogram ve Kruger sayimlarina ait
istatistiksel veriler ANOVA ve Tukey ile Tamhane post hoc testleri ile analiz edildi. Johnsen
skor ve TOS-TAS-OSI sonuglarina ait istatistiksel veriler ise ANOVA ve Tukey post hoc
testleri ile analiz edildi. Tiim veriler ortalama seklinde sunuldu. p < 0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Gavaj stresi, intravendz enjeksiyon stresi ve subkutan enjeksiyon stresi uygulanan Sham
Kontrol gruplarinda Hematoksilen-Eozin boyama sonrasi yapilan kiiciik ve biliyiik
bliyiiltmeli incelemelerde; testis dokusundan alinan enine kesitlerde, kan damarindan zengin
gevsek bag dokusu 6zelligindeki tunika vaskiiloza tabakasi testis ¢cevresinde normal yapilari
ile ayirt edildi. Seminifer tiibiilleri cevreleyen myoid hiicrelerin komsulugundaki fibroz bag
dokusu o6zelligindeki lamina limitans kiliflar1 normal yapilarindaydi. Seminifer tiibiillerin
duvarlarinda yerlesim gosteren germinal epitel, farkli gelisim asamalarindaki spermatogenik
seri hiicreleri ve Sertoli hiicreleri ile normal histolojik goriintiilerinde izlendi. Spermatogenik
seri  hiicrelerinin  tiibiil bazalinden apikaline dogru siras1 ile heterokromatik
spermatogonyumlar, iri primer spermatositler, spermatidler ve kuyruklar1 limene dogru
serbestlesmek iizere uzanmis elonge bashi spermatozoa ile normal diizenlenimlerinde
siralandiklari tespit edildi. Seminifer tiibiillerin arasin1 dolduran interstisyel bag doku alan,
kan damarlar1 ve bu yapilar arasinda tek tek ya da gruplar halinde yerlesim gosteren
poligonal morfolojili eozinofilik Leydig hiicreleri ile normal izlenimlerinde ayirt edildi

(Resim4.1,4.2,4.3,4.4,45, 4.6).

TR
6

Resim 4.1. Gavaj Stresi Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda kiigiik biiyiitmede
seminifer tiibiil enine kesiti St: Seminifer Tiibiil, Kd: kan damari, Tv: Tunika
vaskiiloza (H&E, 10x biiylitme)
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Resim 4.2. Gavaj Stresi Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda biiyiikk biiylitmede
seminifer tiibiil enine kesiti. Ge: Germinal epitel, Ser: Sertoli hiicresi, Sg:
Spermatogonyum, Ps: Primer spermatosit, S: Spermatit, L.: Leydig hiicresi, Mh:
Miyoid Hiicreler, (*): Spermatozoa (H&E, 40x biiyiitme)

Stres uygulanan tiim Sham Kontrol gruplari histolojik olarak kendi igerisinde
degerlendirildiginde, tiim deneklerde goriilmemek ile birlikte bazi deneklerde testis
dokusunun 6zellikle merkezi bdlgesine yakin alanlarinda intersitisyel bag dokuda 6dem ayirt
edildigi i¢in intravendz enjeksiyon stresi grubunun diger sham kontrol gruplarina kiyasla
deneklerde testikiiler agidan daha etkin strese yol actig1 tespit edildi. Ancak bu izlenim tiim
deneklerde goriilmediginden ve spermiogram testleri sonucunda da dejenerasyonu
destekleyecek bir veriye rastlanilmadigindan, denek-spesifik olabilece§i de gz Oniinde

bulundurularak bir dejenerasyon kriteri olarak kabul edilmedi (Resim 4.3, 4.4).



39

Resim 4.3. Intravendz Enjeksiyon Stresi Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda kiigiik
biiytitmede seminifer tibill enine kesiti St: Seminifer Tubil, Tv: Tunika
vaskiiloza, O: 6dem (H&E, 10x biiyiitme)

n’m

Resim 4.4. Intravendz Enjeksiyon Stresi Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda biiyiik
bliylitmede seminifer tiiblil enine kesiti, Ser: Sertoli hiicresi, Sg:
Spermatogonyum, Ps: Primer spermatosit, S: Spermatit, L: Leydig hiicresi, Mh:
Miyoid Hiicreler, (*): Spermatozoa (H&E, 40x biiylitme)
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Resim 4.5. Subkutan Enjeksiyon Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda Kkiigiik
biiylitmede seminifer tiiblil enine kesiti St: Seminifer Tibiil, Tv: Tunika
vaskiiloza (H&E, 10x biiyiitme)

Resim 4.6. Subkutan Enjeksiyon Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunda biiyiik
biiylitmede seminifer tiibiil enine kesiti, Ge: germinal epitel, IBd: intersitisyel
bag doku, (*): Spermatozoa (H&E, 40x biiylitme)

Asiklovir uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde yapilan kiiclik biiyiiltmeli
incelemelerde; testisi ¢evreleyen tunika vaskiiloza’nin normal yapisinda seyrettigi izlendi.
Seminifer tiibiillere ait germinal epitelde 6dem ve ¢ogu tiibiil liimeninde gorece spermatozoa

azalmas belirgindi. Interstisyel bag doku yogunlugunda yine bazi alanlarda kayip dikkati
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cekti. Interstisyel bag doku igerisinde yerlesim gosteren kan damarlarinda dilatasyon ve
konjesyon izlendi (Resim 4.7). Bu grupta yapilan biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde; seminifer
tiibiilleri ¢evreleyen lamina limitans biitlinliigliniin baz1 alanlarda bozuldugu dikkati ¢ekti.
Seminifer tiiblil bazalinde, germinal epitelin ayrildigi bolgeler ayirt edildi. Germinal
epitelde, kiiciik biiyiiltmede de ayirt edilen 6dem, bu biiyiiltmede de belirgin olarak izlendi.
Bu tip alanlarda spermatogenik seri hiicreleri arasinda baglanti kaybi1 oldugu goriildii.
Seminifer tiibiil limeninde hyalinizasyon ayirt edildi, hyalinizasyon izlenen bu tip
tiibiillerde, tiibiil liimenindeki spermatozoa yogunlugunun da gorece azaldig: dikkati ¢ekti.
Interstisyel alanda bag doku yogunlugunda azalma ve Leydig hiicre popiilasyonunu

kesintiye ugratacak siddette vakuolizasyon ayirt edildi (Resim 4.8).

Resim 4.7. Asiklovir Grubuna ait testis dokusunda kiiglik biiylitmede seminifer tiibiil enine
kesiti, Tv: tunika vaskiiloza normal yapida, O: germinal epitelde 6dem, *:
limendeki spermatozoa sayisinda azalma, IBd: interstisyel bag dokusu
yogunlugunda azalma, Kd: dilatasyon ve konjesyon gozlelenen kan damari.
(H&E, 10x biiyiitme)
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Resim 4.8. Asiklovir Grubuna ait testis dokusunda biiyiik biiyiitmede seminifer tiibiil enine
kesiti, LI: lamina limitans biitiinligiinde bozulma, Ge: Germinal epitelin
bazalinde baglanti kaybi, H: seminifer tiibiil liimeninde hyalinizasyon, (*):
Spermatozoa sayisinda azalma, IBd: intersitisyel bag dokuda kayip, L: Leydig
hiicrelerinde vakualizasyon, (H&E, 40x biiyiitme)

Hidroksiklorokin uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde yapilan kiigiik biiytiltmeli
incelemelerde; testisi ¢evreleyen tunika vaskiiloza tabakasinda fibrozis ve bu tabakada
goriilen kan damarlarinda belirgin dilatasyon ve konjesyon dikkati cekti. Interstisyel bag
dokuda vakuolizasyon gdsteren alanlar ve bu alanlarda hyalinize goriintii izlendi. Bu gruba
ait kii¢iik biiyiiltmeli incelemelerde en dikkat ¢ekici 6zelligin, germinal epitelin hemen her
tiibiilde seminifer tiibiil bazalinden ayrilmasi oldugu tespit edildi. Baz tiibiillerin liimeninde,
spermatozoa kaybi gorece belirgin olarak izlendi (Resim 4.9). Yapilan biiyiik biiyiiltmeli
incelemelerde, interstisyel alanda Leydig hiicre biitiinliigiinii bozacak siddette vakuolize ve
hyalinize alanlar dikkati ¢ekti. Seminifer tiibiile ait germinal epitelde spermatogenik hiicre
serilerinin baglantilarin1 kaybetmelerine sebep olacak siddette 6dem tespit edildi. Bu tip

tiibiillerin liimeninde, spermatozoa kaybi ise gorece belirgin olarak izlendi (Resim 4.10).
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Resim 4.9. Hidroksiklorokin grubuna ait testis dokusunda kiiciik biiyiitmede seminifer tiibiil
enine kesiti, Tv: Tunica vaskiilozada fibrosis, Kd: Kan damarinda konjesyon ve
dilatasyon, IBd:intersitisyel bag dokuda vakuolizasyon, H: Hiyalinizasyon, Ge:
Germinal epitelin bazalinde ayrilma, (*): Spermatozoa sayisinda azalma (H&E,
10x biiyiitme)

Resim 4.10. Hidroksiklorokin Grubuna ait testis dokusunda biiyiik biiylitmede seminifer
tiibll enine kesiti V:intersitisyel bag dokuda vakuolizasyon, H: intersitisyel
bag dokuda hiyalinizasyon, A: Germinal epitelin bazalinde ayrilma,
O:spermatogenik serii hiicreleri arasindaki 6dem, (*): Spermatozoa sayisinda
azalma (H&E, 40x biiylitme)
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Anakinra uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde yapilan kii¢iikk biiyiiltmeli
incelemelerde; testisi ¢evreleyen tunika vaskiiloza tabakasinda fibrozis ve bu tabakada
goriilen kan damarlarinda belirgin dilatasyon ve konjesyon ayirt edildi. Interstisyel bag
dokuya ait kan damarlarinda dilatasyon ve bu alandaki hiicrelerde vakuolizasyon dikkati
cekti. Germinal epitelin seminifer tliblil bazalinden ayrildig: alanlar ile germinal epitelde
0dem gosteren bolgeler ayirt edilirken; bazi tiibiillerde liimende kuyruklari ve elonge baslar
ile izlenmesi gereken spermatozoa yerine liimenin hiicre artiklar ile doldugu tespit edildi.
Liimeni bu tip goriintii sergileyen tiibiillerin germinal epitelleri incelendiginde, bu hiicre
artiklarinin germinal epitelin organizasyonunu bozacak sekilde epitel icerisine de yayilim
gosterdigi tespit edildi. Bu goriintii, bu tip tiibiillerde spermatogeneziste arrest olaylandigi
seklinde yorumlandi (Resim 4.11). Bu gruba ait kesitlerde yapilan biiylik biiyiiltmeli
incelemelerde, interstisyel alanda izlenen Leydig hiicrelerinde vakuolizasyon goriildigi
tespit edildi. Seminifer tiibiillere ait germinal epitelde 6dem ve buna bagli spermatogenik
hiicre serileri arasindaki baglanti kaybi belirgindi. Hiicrelerin, bazi tiibiillerde bazal
membran ile baglantisin1 kaybettigi izlendi. Tiibiil liimenlerinde gorece spermatozoa kaybi
belirgin sekilde ayirt edildi. Bazi tiibiillerde, diger deney gruplarinda goriilmeyen, Sertoli
hiicrelerinin ¢ok baskin hale gectigi ve spermatogenik seri hiicre sayilarinin diger tiibiillere
gore gorece oldukga azaldigi bu grubun en dikkat ¢ekici bulgusu olarak nitelendirildi. Bu
tiibiillere ait germinal epitelde spermatogenik seriye ait yalnizca heterokromatik
spermatogonyumlarin izlendigi, diger seri hiicrelerine rastlanilmadigi ve dolayisi ile bu

tiibiillerde spermatogenezis arresti olaylandig tespit edildi (Resim 4.12).
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Resim 4.11. Anakinra Grubuna ait testis dokusunda uygulanan grupta testis dokusunda
kiigiik biiylitmede seminifer tiibiil enine kesiti. Tv: tunica vaskiilozada fibrosis,
Kd: kan damarinda konjesyon ve dilatasyon, V: intersitisyel bag dokuda
vakuolizasyon, A: germinal epitelin bazalinde ayrilma, O: germinal epiteldeki
O0dem, (*): spermatozoa bulunmasi gereken liimende hiicresel atiklar (H&E,
10x biiyiitme)

Resim 4.12. Anakinra Grubuna ait testis dokusunda uygulanan grupta testis dokusunda
kiiciik biiylitmede seminifer tiibiil enine kesiti. V: intersitisyel bag dokuda
vakuolizasyon, O: germinal epiteldeki &dem, Ser: Sertoli Hiicreleri, S:
spermatogonyum hiicreleri, (*): spermatozoa kayb1 (H&E, 40x biiyiitme)

Favipiravir uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde yapilan kiiclik biiyiiltmeli

incelemelerde; tunika vaskiiloza’nin gevsek bag dokusu 6zelligini kaybederek kollajen lif
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miktarinin arttig1 ve bu tabakaya ait kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon izlendigi ayirt
edildi. Tunika vaskiiloza ile seminifer tiibiiller arasinda, diger gruplarda goriilmeyen ve bu
iki yapmin baglantisin1 bozacak siddette hyalinizasyon ve édem ayirt edildi. interstsiysel
alanda diger tiim deney gruplarina kiyasla gorece ¢ok daha fazla vakuolizasyon izlendi.
Hemen her seminifer tiibiilde germinal epitelin bazal membrandan ayrilmis oldugu tespit
edildi (Resim 4.13). Bu gruba ait yapilan biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde, interstisyel
alanda kiiclik biiyiiltmede gozlemlenen vakuolizasyonun bu biiyiiltmede de diger deney
gruplarina karsin daha yaygin olarak goriildiigii dikkati ¢ekti. Seminifer tiibiile ait germinal
epitelde bazal membran baglantisini kaybedildigi alanlar izlenirken, germinal epitelde 6dem
oldukga belirgin olarak ayirt edildi. Bu grubun en dikkat ¢ekici bulgusu, anakinra uygulanan
grupta yalnizca birkag tiibiilde goriilen Sertoli hiicre baskinliginin ve buna karsilik
spermatogenik hiicre serisi azalmasinin bu grupta ¢ok daha fazla ve yaygin tiibiilde
goriilmesi olarak tespit edildi. Bu tip tiibiillerde yine Sertoli hiicreleri haricinde
spermatogenik hiicre serisine ait yalnizca heterokromatik spermatogonyumlarin gorildigi

ve liimende spermatozoa ayirt edilmedigi dikkati ¢ekti (Resim 4.14).

Resim 4.13. Favipiravir Grubuna ait testis dokusunda uygulanan grupta testis dokusunda
kiigtik biiyiitmede seminifer tiibiil enine kesiti. Tv:kolajen lif miktar1 artmis
tunica vaskiiloza, Kd: kan damarinda konjesyon ve dilatasyon, V:intersitisyel
bag dokuda vakuolizasyon, A: germinal epitelin bazalinde ayrilma, O: germinal
epiteldeki 6dem, H: intersitisyel bag dokuda hiyalinizasyon, (H&E, 10x
biiylitme)
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Resim 4.14. Favipiravir Grubuna ait testis dokusunda uygulanan grupta testis dokusunda
biiylik biiylitmede seminifer tiibiil enine kesiti. V:intersitisyel bag dokuda
vakuolizasyon, A: germinal epitelin bazalinde ayrilma, S: spermatogonyum
hiicreleri, Ser: Sertoli hiicreleri, (*): spermatozoa bulunmasi gereken liimende
spermatozoa bulunmamasi (H&E, 40x biiyiitme)

4.2. TNF-ALFA immiinohistokimya Boyama Bulgulari

Gavaj stresi, intravendz enjeksiyon stresi ve subkutan enjeksiyon stresi uygulanan Sham
Kontrol gruplarinda TNF-a immiinohistokimya boyamasi sonrasi yapilan incelemelerde;
interstisyel alanda yerlesim gosteren Leydig hiicrelerinde sitoplazmik diizeyde zayif
immiinreaktivite izlenirken, germinal epitele ait spermatogenik seri hiicrelerinde
immiinreaktiviteye rastlanilmadi (Resim 4.15 ve inset, Resim 4.16 ve inset, Resim 4.17 ve

inset).



48

Resim 4.15.

Resim 4.16.

Gavaj Stresi Sham Kontrol Grubuna ait testis dokusunun enine kesitinde TNF-
alfa antikorunun immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: zayif sitoplazmik
tutulum gosteren Leydig hiicreleri, S: tutulum gostermeyen spermatogenik serii
hiicreleri (Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik mikrograf -20x inset)

Intravendz Enjeksiyon Sham Kontrol grubuna ait testis dokusunun enine
kesitinde TNF-alfa antikorunun immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: zayif
sitoplazmik tutulum gosteren Leydig hiicreleri, S: tutulum gostermeyen
spermatogonyum hiicreleri (Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik
mikrograf -20x inset)
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Resim 4.17. Subkutan Enjeksiyon Sham Kontrol grubuna ait testis dokusunun enine
kesitinde TNF-alfa antikorunun immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: zayif
sitoplazmik tutulum gosteren Leydig hiicreleri, S: tutulum gdstermeyen
spermatogonyum hiicreleri (Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik
mikrograf -20x inset)

Asiklovir uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde uygulanan immiinohistokimyasal
boyamalar sonucunda; interstisyel alanda yerlesim gosteren Leydig hiicrelerinde sitoplazmik
diizeyde zayif ve zayiftan ortaya degisen siddette TNF-a immiinreaktivitesi izlenirken, sham
kontrol gruplarindan farkli olarak bu grupta seminifer tiibiile ait germinal epitelde de
immiinreaktivite ayirt edildi. Germinal epitelde yapilan incelemelerde; spermatogenik seri

hiicrelerinin tamaminda zayif siddette immiinreaktivite izlendi (Resim 4.18 ve inset).



Resim 4.18. Asiklovir Grubuna ait testis dokusunun enine kesitinde TNF-alfa antikorunun
immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: zayiftan ortaya degisen sitoplazmik
tutulum gosteren Leydig hiicreleri, S: zayif sitoplazmik tutulum gdsteren
spermatogenik seri hiicreleri (Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik
mikrograf -20x inset)

Hidroksiklorokin uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde TNF-a immiinohistokimya
boyamasi sonrast yapilan incelemelerde, interstisyel alanda yerlesim gosteren Leydig
hiicrelerinde sitoplazmik diizeyde zayif immiinreaktivite ayirt edildi. Seminifer tiibiillere ait
germinal epitelde yapilan incelemelerde; az sayida spermatogonyumda sitoplazmik diizeyde
zayif immiinreaktivite goriiliirken, ozellikle spermatositlerde ve Sertoli hiicrelerinde

sitoplazmik diizeyde orta siddetli TNF-a immiinreaktivitesi goriildii (Resim 4.19 ve inset).
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Resim 4.19. Hidroksiklorokin Grubuna ait testis dokusunun enine kesitinde TNF-alfa
antikorunun immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: zayif sitoplazmik tutulum
gosteren Leydig hiicreleri, S: zayif sitoplazmik tutulum gosteren
spermatogonyum hiicreleri, Ser: orta siddette sitoplazmik tutulum gosteren
Sertoli hiicreleri, Sp: orta siddette sitoplazmik tutulum goésteren spermatosit
hiicreleri (Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik mikrograf -20x inset)

Anakinra uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde uygulanan immiinohistokimyasal
boyamalar sonucunda; Leydig hiicrelerinde sitoplazmik diizeyde siddetli TNF-a
immiinreaktivitesi izlendi. Hematoksilen-Eozin boyamalara ait bulgularin da destekledigi
sekilde, spermatogenik olarak dejenerasyona ugramis bu tiibiillerin epitelinde, bu bozulma
dolayisi ile net olarak faz ayrimi1 yapilamayan seri hiicrelerinde genel olarak orta siddetli ve
orta siddetliden siddetliye degisen seviyelerde sitoplazmik immiinreaktivite ayirt edildi.
Liimene dogru kuyruklari uzanan spermatozoa bazinda degerlendirildiginde ise, diger tim
gruplardan ayricali olarak, bu hiicrelerde de orta siddetli immiinreaktivite tespit edildi

(Resim 4.20 ve inset).



52

Resim 4.20. Anakinra Grubuna ait testis dokusunun enine kesitinde TNF-alfa antikorunun
immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: siddetli sitoplazmik tutulum gosteren
Leydig hiicreleri, }: orta siddetli sitoplazmik tutulum gdsteren spermatogenik
seri  hiicreleri, *: siddetli tutulum gOsteren spermatozoa hiicreleri
(Immiinoperoksidaz-Hematoksilen) (40x biiyiik mikrograf -20x inset)

Favipiravir uygulanan deney grubuna ait testis kesitlerinde TNF-o immiinohistokimya
boyamasi sonrasi yapilan incelemelerde, tiim gruplar arasinda en siddetli ve yaygin
immiinreaktivite goriilen grubun bu grup oldugu tespit edildi. Buna gore; vakuolize oldugu
icin sitoplazmik sinirlar1 net olarak ayirt edilemeyen Leydig hiicrelerinde siidetli sitoplazmik
immiinreaktivite ayirt edilirken, germinal epitele ait primer spermatositler, spermatidler ve
kuyruklar1 liimene dogru serbestlesmek iizere uzanmis elonge baslh spermatozoa’da siddetli
ve yaygin immiinreaktivite izlendi. Tiibiil bazalinde yerlesim gosteren heterokromatik
spermatogonyumlarda ise gorece daha az hiicrede zayif TNF-a immiinreaktivitesi tespit

edildi (Resim 4.21 ve inset).
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Resim 4.21. Favipiravir Grubuna ait testis dokusunun enine kesitinde TNF-alfa antikorunun
immiinohistokimyasal isaretlenmesi. L: siddetli sitoplazmik tutulum gosteren
Leydig hiicreleri, }: siddetli sitoplazmik tutulum gosteren spermatogenik serii
hiicreleri, Sg: gorece orta siddette tutulum gdsteren spermatogonyum hiicreleri
*: siddetli tutulum gdsteren spermatozoa hiicreleri (Immiinoperoksidaz-
Hematoksilen) (40x biiyiik mikrograf -20x inset)

4.3. IL-1 ALFA immiinohistokimya Boyama Bulgulari

IL-1o immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda yapilan incelemelerde genel olarak tiim
gruplardaki tutulumlarin yalnizca sitoplazmik diizeyde ve Leydig hiicrelerinde oldugu ayirt
edildi. Gruplar iizerinde yapilan incelemelerde; seminifer tiibiill duvarinda herhangi bir

immiinreaktiviteye rastlanilmadi.

Gavaj stresi, intravendz enjeksiyon stresi ve subkutan enjeksiyon stresi uygulanan Sham
Kontrol gruplarinda oldukg¢a zayif immiinreaktivite izlenirken (