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OzZET

Amag: Hipertermi; vicut isisinin 41°C'ye ya da daha ¢ok yikselmesi
durumudur. Sicak stresi duktus epididimis Gzerinde gesitli anomalilere neden
olur. Super oksit dismutaz (SOD) ise oksidatif stresi engelleyebilen ve
apopitotik sureci geri dondurebilecegi dusuntlen antioksidan bir maddedir.
Bu nedenle galismamizda; hipertermi ile olusturulan isi stresinin ve stres
oncesinde kullanilan SODun, duktus epididimis (izerindeki etkilerinin
immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi amaglanmistir.

Yontemler: Calismada Wistar-Albino cinsi erkek siganlar, her grupta 6 denek
olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Hipertermi deneklerin 42°C'de sicak su
banyosuna 20 dakika birakiimasiyla gergeklestirildi. Kontrol grubu olarak
belirlenen 1. grup, 22°C'de 20 dakika bekletilerek 24 saat sonra duktus
epididimis dokulari alindi. 2, 4, 6. gruplara hipertermiden bir saat 6nce
NaCl+Katalaz uygulandi, 2. grup hipertermiden 6 saat, 4. grup 24 saat ve 6.
grup 72 saat sonra dokulari alindi. 3, 5, 7. gruplara hipertermiden bir saat
once NaCl+Katalaz+SOD uygulamasi yapildi. 3. grup hipertermiden 6 saat, 5.
grubun 24 saat, 7. grubun 72 saat sonra dokulari alindi. Alinan dokulara,
hiperterminin neden oldugu apoptozisi belirlemek igin Kaspaz 9, Kaspaz 8 ile
Kaspaz 3 protein yapilarina etkisinin belirlenebilmesi amaciyla HSP 70 primer
antikorlariyla indirekt immunohistokimyasal yontem uygulanmistir.

Bulgular: Calismamizda morfolojik olarak bozuk spermiyum igeren
limenlerde Kaspaz 3 immunreaktivitesi belirlendi. Bu bulgu hipertermi
etkisiyle  testiste  Uretilen anormal  spermiyumlarin, epididimise
ulasabildiklerini gosterdi. Bazi bolgelerde yuvarlak spermatit baslarinin
epitele yoneldigi ve sterosilyalar arasinda sokuldugu saptandi. Bu ydonelmenin
Sertoli hicrelerince ortadan kaldirilamamis artik cisimleri ve bozulan
spermiyumlari fagosite eden esas hicrelerce diizenlenen bir mekanizma
sonucu gergeklestigi dusundldd. Tim Kaspazlar igin SOD uygulamasinin
tutulumu azalttigi gézlendi.

Sonug: Skrotal 1s1 yikselmesinin duktus epididimiste olumsuz etkisini
gosterdigi ve SOD’ un slreye kosut artan HSP70 senteziyle apoptozisi
baskilayabilecegi sonucuna varildi.
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ABSTRACT

Objective: Hyperthermia is the condition of the body temperature rising at
41°C or more. Heat stres on ductus epididymis leads to abnormal spermium
production and spermatogenesis. Hyperthermia induced oxidative stres and
apopitosis can be blocked by superoxide dismutase (SOD). In this study we
aimed to determine the protective effects of SOD on ductus epididymis at
hyperthermic conditions by using apoptotic and oxidative stress markers
Methods: Wistar Albino male rats were divided into seven groups. Every
group has 6 rats. Control group (group 1) had set for 20 minutes in a pool
which was 22° C temperature. On the Z”d, 4”', and 6 groups NaCl + catalase
were applied one hour before hyperthermia, and then the rats were
abondoned in 42° C water bath for 20 minutes. After that tissue were taken
at 6”‘, 24“, 72" hours regarding 2"d, 4”', and 6" groups respectively. On the
3 5" and 7" groups NaCl + catalase + SOD was applied one hour before
hyperthermia and then the rats were abandoned in 42° C water bath for 20
minutes. After hyperthermia for 20 minutes tissues were taken at 6“, 24"
and 72" hours regarding 3 5" and 7" groups respectively. In order to
determine apoptosis caused by hyperthermia, removed tissues were
subjected to indirect immunohistochemical method with HSP-70 primary
antibodies to detect impact on Caspase 9, Caspase 8 and Caspase 3 protein
structures.

Results: Morphologically abnormal spermium including lumens show
positive Caspase-3 reaction. This was accepted as an indicator of abnormal
spermiums, which were caused by effects of hyperthermia, can reach ductus
epididymis. It was also remarkable that some areas, round spermatide heads
directed into epithelium an even intruded into stereocilias. It was thought
that, this direction can be caused by a mechanism which is organized by
principle cells, which were not destroyed in Sertoli cells. It was observed
that, for all caspases, SOD application is reducing the immunreactivity in
parallel to time.

Conclusion: The scrotal temperature elevation shows its harmfull effects on
epididymis, but the SOD application may suppress apoptosis in parallel to
time by increasing HSP70 level.
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insan organizmasinin islev gorebilmesi icin 1s1 dengesinin diizenlenmis
olmasi gerekir. Organizmada doku ve hticrelerin en uygun bigcimde islevlerini
gerceklestirebildikleri 1si degerleri olduk¢a dardir. Organizma yalnizca 35-
43°C arasinda canhhgini strdurebilir (1,2).

Enfeksiyonlar, asilar, biyolojik ajanlar, doku hasari, kanser gibi gesitli
hastaliklar, ilaglar gibi termoregilatér mekanizmada bozukluk yaratan
etkenler nedeniyle, viicut sicakliginin artisina “ates” denir. Hipertermi ise,
vicut 1sisinin 41°C ya da daha yiiksek bir degere erismesidir (2).

Normal spermatogenezis 34°C-35°C araliginda gergeklesir. Bu nedenle
testisler karin boslugunun diginda viicut isisindan 2°C-3°C duisik ortam
olusturan skrotum iginde yerlesmislerdir (3).

Testiste Uretilen spermiyumlar duktus efferenteslerden duktus
epididimise tasinir. Duktus epididimis spermiyumlarin olgunlagmasi,
depolanmasi, beslenmesi ve tasinmasi islevlerini gorir ve spermatogenezis
sirasinda olusan artik cisimciklerin ortadan kaldiriimasinda goérev yapar.
Ayrica spermiyumlarin duktus epididimiste kanalinda olgunlasarak ileri dogru
hareket ve déllenme yetenegi kazandigi yerdir. Dolayisiyla duktus epididimis
tireme islevinde oldukga 6nemli bir yere sahiptir (4,5,6,7,8,9).

Skrotum 1sisi pek ¢ok yerel etken ya da tiim viicut isisinin artmasiyla
yukselebilir. Erkeklerde; atesli hastaliklar, inmemis testis olgulari ile sauna,
firin gibi yuksek 1si gerektiren islerde galisiimasi, motorlu tasit surictliugu,
pantolonlar, dizlstu bilgisayar kullanimi testis isisini yiikseltmektedir.
Hipertermi/termal stres kosullari, toksik maddeler, radyasyon ve 1si
degisimleri gametogenezisi olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle spermiyum
tretimini ve hareketliligini azaltir. Bunun da doénemsel ya da kalici
infertiliteye eslik eden testis agirliginda gegici ve gorece azalmayla birlikte
embriyo gelisimini engelledigi goérilmustir. Bu etkenler germ hucrelerinde
oksidatif strese neden olurlar. Bu sitozolik antioksidan olan glutatyon
peroksidaz (GSH) ve slperoksit dismutaz (SOD) diizeyini azaltir ve sonugta
serbest oksijen radikalleri artar (10,11,12,13,14,15,16).

Serbest radikaller aerobik hicrelerin tim islevleri sirasinda ya da
patolojik olgularda birer yan Urlin olarak olusabilir ve hicrelerde geri
doniisimli ya da dénlsumsuz degisikliklere neden olabilir. Bunun sonucunda
ciddi hiicre, doku ve organ hasari olusur (17,18,19,20).

Antioksidanlar iglevlerine gore serbest radikal olusumunu 6nleyen (SOD,
kotalar, glutatyon peroksidaz) ve olusan serbest radikallerin dokudaki
etkilerini  6nleyen (E vitamini, retinoik asit, B karoten, glutatyon)
antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar. SOD, stiperoksidin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene donlsimiini katalizler ve hiicresel dizeydeki
stuperoksidin en 6nemli dlzenleyicisidir. Stperoksit molekiliini oksijen
molekiiliine yukseltgeyip diger superoksit molekilini hidrojen peroksit
(H202)’e indirgeyerek calismaktadir. SOD tarafindan olusturulan H202,
katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan metabolize edilir (21,22,23).

Isi yukselmesinde hiicresel yanit 1si sok proteinlerinin (HSP) yapiminin
artmasidir. Yiksek isiya okaryotik hicrelerde verilen en iyi cevap HSP
genlerdir. Isi artisi sonucu hiicrelerdeki ribozomlarda HSP sentezinin artmasi
denatiire proteinlerin renatiire olmasina aracilik eder. in vitro ortamda akut
sicaklk stresinde morula evresinde embriyolarin HSP Uretimiyle stresi tolere
edebildikleri, kronik 1si stresinin embriyo gelisimde blastokist evresinden
sonra olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (13,24).

Tim bu veriler dogrultusunda, galismamizda hipertermi etkisinde kalan
deneklerde duktus epididimiste olusabilecek degisimlere bir antioksidan olan
SOD’un olasi koruyucu etkilerinin apopitotik ve oksidatif stres belirtegleri
kullanilarak ortaya konmasi amaglandi.

YONTEMLER

Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Calismamiz G.U.T.F yerel etik kuruldan alinan izin dogrultusunda Gazi
Universitesi Laboratuar Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirma
Merkezin (GUDAMY) de yapildi. Arastirma igin 150-200 gram agirhginda 2 aylik
yetiskin 42 adet erkek sicandan 7 grup olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulama

Gruplar Uygulama Denek
Sayisi
Grup 1 222 C sicak su banyosu uygulanan ve 24. saatte 6

dokularin alindigi grup

Grup 2 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6
Katalaz uygulanan ve 6. saatte dokularin alindigi
grup

Grup 3 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6

Katilan + SOD enjeksiyonu yapilan ve 6. saatte
dokularin alindig grup

Grup 4 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6
Katalaz uygulanan ve 24. saatte dokularin alindigi
grup

Grup 5 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6

Katilan + SOD enjeksiyonu yapilan ve 24. saatte
dokularin alindig grup

Grup 6 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6
Katalaz uygulanan ve 72. saatte dokularin alindigi
grup

Grup 7 Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl + 6

Katilan + SOD enjeksiyonu yapilan ve 72. saatte
dokularin alindig grup

immiinohistokimyasal Yontem

Siure sonunda her denekten alinan duktus epididimis drnekleri %10’luk
noétral formaldehite alinarak dokularin tespit edilmesi saglandi. Alisilmig 151k
mikroskobik izleme yontemlerinden gegirilerek parafin bloklar olusturuldu.
Dokulara immunohistokimyasal yontem olarak peroksidaz antiperoksidaz
(PAP) indirekt immunohistokimyasal yontem uygulanarak kaspaz 9 (Cat: RB-
1205-P, Lot:1205P306, Neomarkers, USA), kaspaz 8 (Cat: RB-1200- P, Lot:
1200P708C, Neomarkers, USA), kaspaz 3 (Cat: RB-1197, Lot: 1197P08A,
NeoMarkers, USA) ve HSP-70 (Cat: Sc-66048, Lot: J1408, Santa Cruz, USA)
primer antikorlari uygulandi. Sekonder kit olarak kaspaz 9, 8, 3 icin
Ultravision Detection System (Cat: TA- 125-UB, Lot: AUB70803, Lab Vision,
Fremont, USA) ve HSP-70 icin HRP kit (Cat: 85-9043, Lot: 1396691, Zymed,
Frederick, USA) kullanildi. Elde edilen bloklardan polilizinli camlara 4 pm’luk
kesitler alinarak deparafinize ve dehidrate edildiler. Sonrasinda %3’luk
hidrojen perokside etkin birakilarak doku icerisindeki endojen peroksidaz
aktiviteleri bloke edildi. Formaldehitin kapattig antikor baglanma bdlgelerini
aciga cikartmak eregiyle kaspaz 9, 8 ve 3 uygulanacak kesitlere “retriver”
uygulamasi yapildi. HSP-70 icin bu islem uygulanmadi. Daha sonra, camlar
PBS (Phosphate Buffer Saline, pH: 7.4) ile yikandiktan sonra 6zgin olmayan
baglanmalarin engellenmesi amaciyla kaspaz 9, 8, 3 icin 5 dakika ve HSP-70
icin 10 dakika Ultra V Blok uygulandi. Blok asamasinin ardindan kesitler
kaspaz 9, 8, 3 icin 1 saat ve HSP-70 icin +4°C’ de bir gece primer antikorlara
etkin birakildi. Bu slrelerin sonunda camlar PBS ile yikandiktan sonra 10
dakika biyotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora baglanmasi
saglandi. Yeniden PBS ile yikanan camlar, enzimin biyotine baglanmasi
amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakildi.
Kromojen olarak kaspaz 9, kaspaz 8, kaspaz 3 antikorlari icin AEC (3-amino-9-
ethylcarbazole, Cat:TA- 007-HAC, Lot: 007HAC13565, Lab Vision, Fremont,
USA) uygulanarak gozle gorilebilen immun reaksiyonun agiga cikmasi
saglandi. HSP-70 primer antikoru icin kromojen olarak DAB
(3,3’iaminobenzidine Tatrahyrochloride - Plus kit, Cat No; 00-2020, Lot;
421138A, Zymed, Frederick, USA) kullanildi. Zemin boyamasinda kaspaz 9, 8,
3 igin Mayer’ in hematoksileni (Cat:TA- 125-MH, Lot: AMH70809, Lab Vision,
Fremont, USA) ve HSP-70 icin Harris’ in hematoksileni uygulandi. AEC ile
boyanan camlar Ultramount (Cat: TA-125- UG, Lot: VM13518, Lab Vision,
Fremont, USA), DAB ile boyanan camlar entallan ile kapatildilar. Tim
preparatlar Leica DM 4000 (Leica, Weetlar, Germany) mikroskobunda
kamera atagmanli (DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) bilgisayar
destekli gorintlileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda
degerlendirilerek fotograflandirildi.
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Kaspaz 9 immiinreaktivitesi

Grup 1'de kaspaz 9 boyamalarinda herhangi bir immunreaktivite
izlenmedi (resim ile gosterilmedi). 2.grupta epitel hicreleri ve limendeki
spermiyumlarda belirgin tutulum izlenmedi . 3.grupta, apikal sitoplazma ve
zarin ortadan kuvvetliye degisen tepkime gosterdigi saptandi. Limendeki
spermiyumlarda belirgin immiinreaktivite izlendi ve 2. gruba gore spermiyum
anomalilerinin daha az oldugu ilgiyi ¢ekti. Dérdiincu grupta kaspaz 9’un epitel
tutulumu diger gruplara esdesken spermiyum anomalilerinin biraz daha
belirgin oldugu dikkati cekti. iri bash kisa kuyruklu, dev bagh uzun kuyruklu
spermiyumlarin ¢ogunlukla epitel ylizeyine yoneldikleri ve sterosilyalar
arasina dogru girdikleri goéruldu. 5.grupta  kaspaz 9 tutulumu apikal
sitoplazma ve hicre zarinda yer vyer ayirt edildi. Bazi limenlerde
spermiyumlar normal yapi sergilerken, bazilarinda hala anormal spermiyum
birikimi ilgiyi ¢ekti. Bu hlcrelerde bas bélumiinde ortadan kuvvetliye degisen
immunreaktivite  belirgindi. 6. grupta hiperteminin etkisini yitirmeye
basladigi  saptandi. Epitel ve lumen igerigindeki  kaspaz-9
immunreaktivitesinin olmadigi belirlendi. 7.grupta epitel ve limen
icerigindeki kaspaz-9 tutulumunun bir 6nceki grup ile esdes oldugu belirlendi
(Resim 1).

Resim 1. Kaspaz 9 immiinboyamasi. A: NaCl+Katalaz 6saat (Grup 2), B:
NaCl+Katalaz+SOD 6saat (Grup 3), C) NaCl+Katalaz 24saat (Grup 4), D-E:
NaCl+Katalaz+SOD 24saat (Grup 5), F: NaCl+Katalaz 72saat (Grup 6), G:
NaCl+Katalaz+SOD 72saat (Grup 7), Ep: epitel, BH: Bazal Huicre, BD: Bag
Doku, Sp: Spermiyum, *: Sterosilya, C: Cekirdek (immiinperoksidaz—
Hematoksilen X400)

Kaspaz 8 immiinreaktivitesi

Grup 1'de kaspaz 8 boyamalarinda herhangi bir immunreaktivite
izlenmedi (resim ile gosterilmedi). 2.grupta anormal morfolojide
spermiyumlarin epitel hiicre ylizeyine yoneldikleri gérilmekle birlikte kaspaz-
8 immunreaktivitesinin diger gruplara esdes oldugu belirlendi. 3.grupta,
anormal spermiyumlarin 2.gruba gére daha az oldugu ayirt edildi ancak
tutulum diger gruplarla benzerdi. 4.grupta anormal buyik bash, kisa kopuk
kuyruklu ya da kuyruksuz spermiyumlarin epitel yiizeyine sokulduklari dikkati
cekti. 5.grupta doku genelinde, anormal spermiyum ve kanal kesitlerinin yani
sira normal kanal kesitleri de gozlemlendi ve immdinreaktivite benzerdi.
6.grupta kaspaz-8 immunreaktivesi izlenmedi. 7.grupta bir onceki gruba
benzer immunreaktivite 6zellikleri goruldu (Resim 2).

Resim 2: Kaspaz 8 imminboyamasi. A: NaCl+Katalaz 6saat (Grup 2), B:
NaCl+Katalaz+SOD 6saat (Grup 3), C) NaCl+Katalaz 24saat (Grup 4), D-E:
NaCl+Katalaz+SOD 24saat (Grup 5), F: NaCl+Katalaz 72saat (Grup 6), G:
NaCl+Katalaz+SOD 72saat (Grup 7), Ep: epitel, BH: Bazal Hiicre, BD: Bag
Doku, Sp: Spermiyum, *: Sterosilya, C: Cekirdek (immiinperoksidaz —
Hematoksilen X400)

Kaspaz 3 immiinreaktivitesi

Grup 1'de kaspaz 3 boyamalarinda tutuluma rastlanmadi (resim ile
gosterilmedi). 2. grupta kaspaz-3 immunreaktivitesinin, epitel hiicrelerinde
apikal hiicre zarinda ve tim sitoplazmada yaygin oldugu belirlendi. 3.grupta
doku genelinde, 2.gruba benzer tutulum izlenmekle birlikte limendeki
anormal spermiyumlarin diger gruplara karsin daha az oldugu ilgiyi cekti.
4.grupta epitel ve stereosilyalarda belirgin immunreaktivite izlendi. 5.grupta
anormal spermiyumlar goreceli olarak azalmisti ve epitelde kaspaz-3
imminreaktivitesinin daha zayif oldugu izlendi. 6.ve 7. gruplarda
immunreaktivite izlenmedi (Resim 3).
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Resim 3: Kaspaz 3 imminboyamasi. A: NaCl+Katalaz 6saat (Grup 2), B:
NaCl+Katalaz+SOD 6saat (Grup 3), C) NaCl+Katalaz 24saat (Grup 4), D-E:
NaCl+Katalaz+SOD 24saat  (Grup 5), F: NaCl+Katalaz 72saat (Grup 6), G:
NaCl+Katalaz+SOD 72saat (Grup 7), Ep: epitel, BH: Bazal Hiicre, BD: Bag Doku, Sp:
Spermiyum, *: Sterosilya, G: Cekirdek (immiinperoksidaz — Hematoksilen X400)

HSP70 immiinreaktivitesi

Grup 1’de HSP70 boyamalarinda immunreaktivite gorilmedi (resim ile
gosterilmedi). 2.grupta HSP70 tutulumu epitel hiicre apikal sitoplazmasinda
ve zarda, ara doku ve limen birikintilerinde gozlemlendi. 3.grupta ortadan
zayifa degisen tutulum belirlendi. 4.grupta tutulumun ortadan zayifa degistigi
gorlldi. Limen igerigi yogun boyandig dikkati ¢ekti. 5.grupta yaygin
boyanma gorilmustir. 6.grupta immunreaktivite izlenmedi. 7.grupta bir

Resim 4: HSP70 immiinboyamasi. A: NaCl+Katalaz 6saat (Grup 2),
B:NaCl+Katalaz+SOD 6saat (Grup 3), C) NaCl+Katalaz 24saat (Grup 4),
D:NaCl+Katalaz+SOD 24saat (Grup 5), E: NaCl+Katalaz 72saat (Grup 6),

F: NaCl+Katalaz+SOD 72saat (Grup 7), Ep: epitel, BH: Bazal Hiicre, BD: Bag Doku,
Sp: Spermiyum, *: Sterosilya, C: Cekirdek (immiinperoksidaz — Hematoksilen X400)

TARTISMA

insan organizmasinin islev gérebilmesi icin 1si dengesinin diizenlenmis
olmasi gerekir. Organizma yalnizca 35-43°C arasinda canliligini strdurebilir.
Hipertermi viicut isisinin 41°C ya da daha yuksek bir degere erismesidir (1,2).
Son yillarda gelisen teknolojiyle birlikte dizlisti bilgisayar, uzun siireli araba
ve cocuklarda plastik icerikli bezlerin kullaniimasiyla olusan hipertermi
sonucu infertilitenin arttigi belirtilmistir (25). Normal spermatogenezis viicut
1sisindan 2°C-3°C disik ortamda olustugundan, erkek genital sistem
hipertermiden en ¢ok etkilenen dokulardan sayilabilir. Spermiyumlarin
olgunlagmasini, tasinmasini, depolanmasini ve beslenmesi islevlerini yerine
getiren duktus epididimis Greme fonksyonunda Onemli bir organdir
(4,5,6,7,8,9). Litaraturde testis Uzerine yapilan ¢alismalar siklikla izlenirken
direk epididimis Uzerine yapilan ¢ok fazla galisma gorilmemektedir.

Hipertermi ile ilgili ¢alismalarda, 1si artisinin, molekiler diizeyde, ¢ogu
geri donlsimsiz slregler olan nikleik asit yapisinin ve protein sentezinin
bozulmasina, hiicre zari gegirgenligi ve lipit peroksidasyonun artmasina
neden oldugu ve tiim bu siireglerin apoptozisi tetikledigi belirtilmistir (26).

Apoptozisin genel 6zelligi oksidatif stresin olusmasidir (16). Son yillarda
yayinlanan verilerde, sitosolik bir antioksidan olan SOD, lipit
peroksidasyonunu engelleme ve serbest oksijen radikallerini ortadan
kaldirabilmesi 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmistir (27). Dada ve arkadaslari 5-7 yil
yuksek 1s1 etkisinde kalan erkeklerde oligoastenozoospermi, 12-15 yil
kalanlarda ise azospermi bulgularina rastlamistir (10,11).

Birbirini destekleyen pek g¢ok calismada ise, skrotal isi yiikselmesinin
sigan, fare ve insanlarda testis agirliginin azalmasina, spermiyum yapilarinin,
hareketliliginin  bozulmasina ve canliigin azalmasina neden oldugu
bildirilmistir (28,29,30).

Bizim g¢alismamizda da apoptozisi baslatici kaspazlardan kaspaz-9
tutulumunun, SOD uygulamasi yapilan 3.grup ile SOD uygulamasi yapilmayan
2.grup karsilastinldiginda, 3.grupta 2.gruba goére, duktus epididimis
epitelinde, bazal ve apikal hicrelerde immunreaktivitenin oldukga zayif
oldugu gorildi. Hipertermi uygulanan 4.grupta ise olgunlasmamis
spermiyumlarin stereosilyalar arasinda gomiliu durdugu ayirt edilirken, iri
bagli kisa kuyruklu ve dev bash uzun kuyruklu spermiyumlarin epitel yiizeyine
yoneldikleri izlendi. 5.grupta ise bazi limenlerde spermiyumlarin normal yapi
sergiledigi, bazilarinda ise hala anormal spermiyum birikiminin strdigu
dikkati ¢ekti. Hipertemi uygulanan 6.grupta yapilan degerlendirmelerde
immunreaktivitenin azaldigl ve 7.grupta immunreaktivitenin goérilmedigi
izlendi. Bu bulgu hiperterminin 72 saate kadar etkinliginin azaldiginin
gostergesi olarak kabul edildi.

Hjollund ve arkadaslari, aktif hareket gerektirmeyen isi olan erkeklerin is
sirasinda skrotal sicakliginin 0.7 derece fazla ve bu erkeklerin spermiyum
yogunlugunun %75 daha az oldugunu saptanmistir (31). Yapilan bagka bir
¢alismada hiperterminin, spermiyumlarin canlilik, hareket ve yogunlugunun
azalttigi belirtilmistir ve hiperterminin strekliligi durumunda spermiyumlarin
cok fazla parcalanmis DNA igerdigi gbzlenmistir (32,33).

Biz de yaptigimiz ¢alismada hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce
NaCl + katalaz verilen hipertermi gruplari ile NaCl + kotalar + SOD verilen
gruplarda, 6zellikle 6 saatlik gruplarin duktus epididimis karsilastirilmasinda,
SOD verilen grupta hipertermi grubuna (NaCl + katalaz verilen grup) karsin
anormal spermiyum sayisinin daha az oldugu gozlendi.

Rockett ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada isinin gen ifadelenmesi ve
testis agirhginda goreceli gegici azalmaya neden oldugu belirtilmistir.
Abdominal isi stresine yanit olarak testikiiler germ hicrelerinde apopitozis
ile azalmaya ve i1sinin kromozomal ayrilmalara neden oldugu belirtilmistir
(12). Bizim galismamizda da kaspaz-8 ve 9 ile yapilan degerlendirmelere ek
olarak, apopitozisi ilerletici kaspazlardan kaspaz-3 degerlendirmesi de yapildi.
NaCl + katalaz verilen hipertermi gruplari ile NaCl + kotalar + SOD verilen
gruplar karsilastirildiginda, SOD verilen gruplarda duktus epididimiste azalan
kaspaz-3 tutulumu ayirt edildi.

Hipertermi Reaktif Oksijen tirevleri (ROS) artisina neden olarak HSP
artisina yol acabilir (34,35). Hucreler, ROS’larin olusturdugu hasarlardan
korunmak igin enzimlere bagh (SOD, katalaz, GST) ve bagimsiz (vitaminler,
trik asit ve glutatyon) savunma sistemlerini kullanirlar (36). Hiperterminin
yalnizca 1si sok ailesi (HSP) Uyelerini degil ayni zamanda HSP’leri fosforile
eden MAPK, p38, JNK ve protein kinaz C (PKC) gibi proteinleri arttirdigi da
gosterilmistir (37). Du ve arkadaslar 1si soku uygulanan meme dokusu
hiicrelerinde mitokondriyal degisiklikler, kromatin yogunlagsmasi ve
apopitotik cisimcikler ile belirlenen apopitozisin uyarildigini bildirmislerdir
(38).

Bizim galismamizda da, SOD’un olasi koruyuculugunu ve isinin etkisini
belirleyebilmek amaciyla HSP70 imminreaktivitesi de degerlendirildi.
Kontrol, hipertermi (NaCl + katalaz verilen grup) ve SOD gruplar
karsilastirildiginda 6zellikle SOD verilen gruplarda duktus epididimiste yaygin
immun tutulum izlendi.
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Galismamizda yapilan degerlendirmelerde, kaspaz-3 tutulumunun 6zgiin
oldugu belirlendi. Bazi limenlerde anormal morfolojideki spermiyumlarda
kaspaz-3 pozitifliginin belirlenmesi, hiperterminin asil hedefi olan testis
dokusunda olusan vyapisal bozukluklar nedeniyle olusan anormal
spermiyumlarin duktus epididimise ulastiginin bir gostergesi olarak kabul
edildi. Spermatit baglarinin epitele ve stereosilyalara arasina degin
sokulmasinin Sertoli hiicrelerince artik cisimlerin kaldirlamamis oldugunun
ve bozulan spermiyumlar fagosite edemediginin gostergesi olarak sayild.
Tim kaspazlar igin SOD uygulamasinin siireye kosut tutulumu azalttig
gozlendi.

HSP70 tutulumunun ozellikle 72. saatte gorulmiyor olmasi stresin
stireye bagimh olarak azaldigini distndirdid. SOD uygulanan gruplarda
uygulanmayan gruplara karsin artan tutulumun belirlenmesi koruyucu 6zellik
sergilediginin gostergesi olarak dustunuldu.

Sonug olarak hipertermiye kosut, spermiyum yapisinin, hareketliliginin
bozulmasina ve canliliginin azalmasina neden oldugu bilinen skrotal isi
yukselmesinin, duktus epididimiste etkisini gosterdigi, SOD uygulamasinin
sureye kosut apopitozisi baskilayabilecegi, bunu da artan HSP70’in koruyucu
etkisiyle gergeklestirmis olabilecegi sonucuna varildi.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemislerdir.
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