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1. GIRIS VE AMAC

Gilinlimiizde yasam kalitesini ve siiresini etkileyen bir¢ok farkli kanser ¢esiti
bulunmakta ve giderek daha fazla kisiyi etkilemektedir. Son zamanlarda kanser
alaninda yapilan erken tani, etyolojisine, patogenezine ve yeni tedavi yontemlerine
yonelik caligmalar artmistir (Atal 2014). Kanser, kotii huylu tiimor veya kot huylu
neoplazi olarak da bilinen anormal hiicre biiyiimesi ve kontrolsiiz ¢ogalarak viicudun
diger kisimlarina da yayilma potansiyeli olan hastaliklar grubudur. Kemoterapi,
hastanin veya konak¢inin normal hiicrelerine zarar vermeden, hi¢ veya ¢ok az toksik
etki yapan tedavi sekli olup dogal, sentetik, biyokimyasal ajanlar veya hormonlarin
kullanildig1 bir biyokimyasal madde ile hastalik etkeni iizerine ve ozellikle ¢cogalan
hiicrelere karst yeteri kadar toksik veya letal etki olusturmaktadir. Ancak
kemoterapide kullanilan bu ilaglar, saglikli doku ve tiimor dokusu arasindaki
benzerlikler, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini ve gelismesini 6nledikleri gibi normal
hiicreler (testisin germinatif epiteli, kil folikiilii hiicreleri v.b.) iizerinde de etkili
olurlar ve antineoplastik ilaclarin segiciligini olumsuz yonde etkilerler (Kayaalp

2009; Tiirk 2013).

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), kemoterapotik amaclarla
malign tiimorlerde kullanilan bir ajandir (Yulug ve ark. 2013). Uzun zamandir
kullanilan bir kemoterdpatik olan MTX, hiicre siklusunun S doéneminde sitotoksik
etki yaparak, hiicre boliinmesini inhibe eder. Testisin germinatif epiteli, kil folikiilu
hiicreleri v.b. hizli boliinen hiicreler MTX’in etkisine duyarhidir. MTX, akut
lenfoblastik 16semi, osteosarcoma, koriokarsinoma, non-Hodgkin’s ve lenfoma,
gogiis kanseri, mesane kanseri, bas ve boyun kanseri gibi bir¢ok neoplazinin ve
neoplazi olmayan romatoid artrit, sedef hastalig1 tedavilerinde kullanilmaktadir (Cole
ve ark. 2006; Nouri ve ark. 2009). MTX’in testiste bulunan seminifer tiibiillerdeki
hasar1 sperm sayisini azalttigi ve MTX kullanildiktan sonra sperm DNA’sinin da

hasarlandig1 gosterilmistir (Isik ve ark. 1997).

Yapilan calismalar MTX’in hiicreler iizerine etkisi, hiicrelerin antioksidan
etkinligini azaltarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkilerine acik hale gelmelerini
ve bdylece testis dokusu ve germ hiicrelerinde hasara neden olduklarinm
gostermektedir. Seminifer tiibilillerde atrofiye, germinal hiicrelerde de apopitoza

neden oldugu goriilmiistiir (Vardr ve ark. 2004; Yulug ve ark. 2013). Antioksidan



materyallerin metotreksatin toksik etkilerini azaltmaktaki rolleri yogun olarak

calisilmistir (Yulug ve ark. 2013).

C vitamini, seminal plazmadaki antioksidan kapasitesinin kirilmasinda

onemli bir zincirdir. C vitamini spermatogenezi desteklemektedir (Al-Asadi 2011).

Vijayprasad ve ark. (2014)’larinin yaptig1 ¢caligmalarda Vitamin C ve Vitamin
E’nin eksikliginin oksidatif stresi baglatarak testosteron iiretimini azalttig1 belirtilmis
ve Vitamin C’nin hiicrenin membran biitiinliigiinii ve hiicresel fonksiyonlar

koruyarak oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir.

Bu c¢alismada, C vitamininin MTX 1n testis dokusu {izerinde yaptig1 olumsuz
etkiyi azaltip azaltmadiginin arastirilmasi ve elde edilen sonuglarin toplum saglig
acisindan Onemli olabilecegi, literatiire katki saglayacagi ve bu konudaki

arastirmalara 151k tutacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. TESTIiS EMBRiYOLOJISi

Insan erken fetal gelisiminde, testisler (baskin endokrin bezler), karin boslugu
icerisinde yer almaktadir (Bannister ve Dyson 1995). Fetal biiylime sirasinda testisler
karm boslugundan skrotuma dogru goc ederler; bu gé¢ hormonal (gonadotrophin,
androjen) ve mekanik faktorler (gubernakulumun gelisimi, genitofemoral sinir,
kremasterik kas ve epididimis) sayesinde gergeklesir (Moore ve Persaud 1993; Kiely
1994; Bannister ve Dyson 1995; Rozanski ve Bloom 1995). Memelilerde, genetik
cinsiyet fertilizasyon sirasinda XX veya XY cinsiyet kromozomlarmin varlig: ile
tanimlanir. Ancak, fetal gonadal ve genital gelisimin ilk evresi cinsiyete 0zgii
degildir: XX ve XY fetiisleri i¢in gonadal besleme benzerdir ve iki cinsiyet i¢inde
genital organ primordiasi iki c¢ift kanal ve iirogenital siniisten olusmaktadir.
Gebeligin 7. haftasinda insan fetiisii, Miilleriyan (paramezonefrik) ve Wolffian

(Mezonefrik) kanallara sahiptir (Rey ve Picard 1998).

Gonadlar embriyoda bulunan birbirinden ¢ok farkli iki hiicre tiirlinden

kaynaklanirlar:

- Primordiyal Germ Hiicreleri (PGC) gametleri (sperm hiicreleri ve oositler)
olustururlar. Bu hiicreler ektodermden gelirler ama gelisimin erken
evrelerinde birbirlerinden ayrilirlar.

- Besleyici fonksiyonlar1 olan somatik hiicreler primordiyal hiicreleri
cevrelerler ve somatik gonadal blastoma olustururlar. Testislere destek
hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ve interstisyel hiicreler olan Leydig hiicreleri

katilir.
Kokenleri hala tartigmali olan bu hiicreler i¢in 3 olasi kaynak giindeme gelmektedir:

- Posterior Abdominal Duvar1 Doseyen Mezotel (Mezodermal Epitel)
- Mezensim (Mezotelyum Altindaki Embriyonik Bag Dokusu)

- Primordiyal Germ Hiicreleri

Insanda vitellus kesesi duvarinda bulunan endodermal primordial germ
hiicrelerinin 3. haftada allantois’i asarak bagirsagin arka kismindaki mezenter kokii

(radix mesenterii)’niin saginda ve solunda mezonefrozun medialinde mezoteldeki



gonadal kabarti (plica genitalis) icine girmesi ve burada bulunan hiicreleri
indiiklemesi (5. Hafta bas1) ile gonad taslaklar1 gelismeye baslar (Kayali, Satiroglu,
ve Tagyltrekli, 1992). Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, dista
yer alan bir kortex ve igte yer alan bir medulladan olusan farklanmamis gonadin
korteksi overe differansiye olur, medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini igermekteyse medulla testise farklanir, korteks birtakim kalintilari

disinda geriler, dejenere olur(Kayali ve ark1992,Taylor ve ark 1999, Sadler 2000).

Primordiyal Germ Hiicreleri (PGC) epiblastta gastrulasyonun 6. evresinde
gortliir (Bendel-Stenzel ve ark. 1998; Braat ve ark. 1999) ve embriyodan ¢ikip yolk
kesesi duvarmin icine gocii tamamlarlar. Ug faktdriin birlikteligi sayesinde
(embriyonun katlanmasi, kemotaktik faktorler ve ameboid hareketler) primordiyal
germ hiicreleri gelismekte olan bagirsak dorsal mezenterinden gegerek gelismekte
olan ilkel gonadlara go¢ ederler. 4.-6. hafta arasinda gerceklesen bu gog¢ sirasinda
mitoz bolinmeyle cogalirlar. 6. haftaya kadar olan erkek ve disi gonadlar
ayirtedilemez, gonadal kordlar ve PGC kortikal ylizeylerinin yanisira gelecegin

gonadlarinin medullar bdlgesinde de gozlemlenebilir.

XY fetiiste, testisler 7. haftanin sonunda farklilagsmaya baslarlar. Cinsiyet
kordu gelecekte Sertoli hiicreleri olarak adlandirilacak olan somatik hiicreler
tarafindan olusturulup, ilkel gonositlerle birlesirler. Sertoli hiicreleri, Miilleriyen
Inhibe Edici Madde (MIS) veya Faktér (MIF) olarak da bilinen, Miilleriyen
kanallarin regresyonundan sorumlu bir glikoprotein olan Anti-Miilleriyen Hormon
(AMH) salgilamaya baglar (Josso ve ark. 1993; Lee ve Donahoe 1993). AMH,
Miilleriyan kanallar1 ¢evreleyen mezankimal hiicre membranlarinda bulunmaktadir
(Baarends ve ark. 1994; di Clemente ve ark. 1994) ve apikalden kaudal yoniine dogru
i¢ i¢e katlanarak uterusun beslenmesine neden olur. AMH testis gelisirken en erken
eksprese olan Sertoli hiicresine spesifik biyo belirtectir ve kronolojik ekspresyonu 8.
haftanin sonuna kadar Miilleriyen kanallar1 cevap yetenegini kaybedene kadar biiyiik

Oonem tagimaktadir (Josso ve ark. 1977; Taguchi ve ark. 1984).

Kritik ekspresyon kronolojisi goéz Oniline alindiginda, AMH geni
transkripsiyonel mekanizmalarin kontrolii altinda oldugu diisiiniilmektedir. Cinsiyet
belirleme paternini dogru olmasini saglamak i¢in erken fetal yasamda AMH’nin

sadece testislerde eksprese olmasi gerekmektedir. Testis belirleyen faktor (TDF) olan



Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki cinsiyet belirleyen bolge (SRY), AMH
ekspresyonunun ilk potansiyel regiilatorii adayidir. Farkli gruplar farkli sonuglara
ulagsmiglardir vee AHM’nin dogrudan transkripsiyonel aktivatorii olarak SRY’nin
etkin gerekliligi kanitlanmamistir (Haqq ve ark. 1994; Shen ve ark. 1994). Alternatif
olarak SRY, DNA’nin biikiilmesine katkida bulunarak AMH promoterine bitisik
bolgelere baglanan diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimlerine izin verir
(Lovell-Badge ve Hacker 1995) ve taslak gonadlar testislere farklanirlar. Niikleer
reseptor SF-1 (Niikleer reseptor steroidogenik faktér 1) , AMH geninde bulunan fare,
sican, sigir ve insanda yiiksek derecede korunmus, 20 baz c¢iftlik (bg) motife
baglanma yetenegine sahiptir. Bu regiilator element AMH baslangi¢ kodonundan 110
b¢ yukarida bulunur ve Sertoli hiicrelerinde AMH transkripsiyonunu aktive eder
(Shen ve ark. 1994; Giuili ve ark. 1997).

Erkeklerde Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan AMH ekspresyonu
puberteye kadar devam eder, pubertede androjenlerin ve mayoza girigin sinerjistik

negatif etkisi ile baskilanir (Al-Attar ve ark. 1997).

Sertoli hiicrelerinin farklilagmas1 testis organogenezisinde ilk adimdir.
Gonadal beslemede, SRY tarafindan aktive edilmis genetik iiriinlerin etkisiyle olur.
Bu yolla hiicreler aras1 membran baglantilar1 olusturulur, daha fazla primordiyal
germ hiicreleri ile sarilir, ayn1 zamanda medulla igerisinde de gonadal kord uzamaya
devam eder. Ek olarak erkek embriyosunda, mezonefrik kokenli hiicreler gonadal
kordun sekillemesinde rol alirlar. Gonadal kordlardan testikiiler korda sekillenen ve
sonrasinda farklilasarak kivrik seminifer tiibiilleri (500-1000) ve olgunlasmis

testislerin diiz seminifer tiibiillerini olusturur.

Puberteye kadar sarmal halindeki testikiiler kordlar doludur. Puberte sirasinda
limeni olustururlar ve seminifer tiibiil olarak adlandirilirlar. Diger tarafta germ
hiicreleri mitotik olarak béliiniirler ama mayoz boliinme puberte ile baslar. Testikiiler
kordun septalarla sinirlandirilmis derin gergin kisimlari diiz seminifer tiibiil olarak
adlandirilir. Tunika albunginea igerisinde kiigiik pasajlar halinde bir labirenti andiran
rete testiste sonlanirlar. Kiibik epitel ile kapli ince duvarlara sahiptir. 9. hafta
siiresince mezonefrik tiibliller 3. ayda rete testise baglanan duktus efferentese

sekillenirler.



Efferent kanallar, rete testis ve mezonefrik kanal arasindaki baglantiy1
olusturur. 8. haftanin sonuna dogru testosteronun etkisi altinda mezonefrik kanalin
kraniyal pargasi sikica sarilir ve epididimisin disinda bulunan duktus epididimisi

olusturur ve duktus deferense baglanir.

8. haftadan sonra testikiiler kordlarin arasindaki mezenkimal hiicreler
farklilagarak, androjenik hormonlari-testosteron ve androstenedione iireten
interstisyel hiicrelerini (Leydig) olustururlar. Boylece, endokrin bez olarak gorev
alan testisler androjen iiretirler (Jeays-Ward 2003). Salgiladiklar1 bu hormonlarin

erkek seks karakterinin farklilagsmasinda rolii vardir.
2.2. TESTIS ANATOMISI

Erkek {ireme sisteminin merkezi elemani olan testis (Yunanca “orchis”
kelimesinden gelen) hem tireme (ekzokrin) hem de endokrin fonksiyonlari olan
onemli bir ¢ift organdir (Gray 1918). Bu sistem firetilen spermlerin disi lireme
sistemine gegerek ovuma iletilmesini saglayan bosaltim kanallar1 ve eklenti
bezlerinden olusur. Bosaltim kanallarinin son boliimii, cinsel birlesmede erkegin
fonksiyonuna uygun olarak penis i¢inde yer alir. Bosaltim kanallar1 (viae
genitales,genital yollar), duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus,
duktus efferentes ve iiretra’dan olusur. Bosaltim kanallari, salgilarin1 genital yollara
bosaltan, ejakiilat olusumuna katki saglayan ve islevsel olarak testis’in irettigi
testosterona bagimli bezlerdir. Bunlar seminal vezikiil, prostat ve Bulboiiretral

bezler’dir (Yildirirm M, 2013).
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Testis erkek iireme sisteminde skrotumun (testis torbasi) igerisinde bulunan
ve skrotal septum ile ayrilan ovoid sekilli bir ¢ift organdir. Zeytin yada kii¢iik erik
blytikliiglinde olarak tarif edilen yetiskin testisleri yaklasik olarak 25 ml hacminde
ve 3.5-2.5-3 santimetre Ol¢iilerindedir (Snell 2000). Spermatik kordla asili olan
testisler, uzun eksende tam vertikal olarak degil hafif 6ne ve yana egimli olarak ve

sol testis, sag testise gore biraz daha asagida durmaktadir (Swartz 2006).

Tunika vaginalis testis, spermatik kord ve epididimisin testise bagli oldugu
ist ve arka sinirlar haricinde testisi ¢ift katmanli bir zarf gibi sarar (Tintinalli ve ark.

2004).

Tunika vaginalisin visseral tabakasi testis, epididimis ve duktus deferens ile
yakindan iligkilidir. Testisin postlateral yiizeyinde tunika vaginalis epididimis ve
testisin arasinda yarik seklinde bir bosluk olusturur ve bu bosluk epididimisin siniisii

olarak adlandirilir (Moore 2006).

Tunika vaginalisin paryetal yiizeyi internal spermatik vene bitisiktir ve
spermatik kordun distal kisminin iizerine dogru uzanir. Tunika vaginalisin derininde,
tunika albuginea olarak adlandirilan sert, fibroz yap1 ile testisin yiizeyi Ortiiliir. Bu
kapsiil arka kenarindan testis’in igerisine girerek mediastinum testisi olusturur.
Mediastinum testis bezin superiyor kismimin yakinindan inferiyora uzanir. Inferiyora
dogru uzanirken genisligi daralir. Mediastinum testis, testise anteriyor ve lateral
olarak girip ¢ikan damarlar ile rete testis’i 250-300 loba bdler. Her bir lobta 3-4 tane
olmak iizere tiim testiste 1000 kadar seminifer tiibiill (tubulus seminifer)
bulunur.Seminifer kanallar spermatozoonlarin iiretildigi yerlerdir (Yildinm M.
2013). Mediastinum testis, kanallar1 ve damarlar salgi bezlerinden gecerken
desteklerler. Seminifer tiibiiller sperm testisin vendz drenaji kapiller ile baslar ve
testis disinda ‘plexus pampiniformis’i meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik
halkas1 seviyesinde bu venler birleserek testikiiler veni olustururlar. Sag testikiiler
ven, sag bobrek veninin dort-bes cm kadar altindan vena kava inferiora, sol testikiiler

ven ise sol bobrek venine acilir (Weingarten, Kellman, Middleton ve Gross, 1992).

Testis ve epididimin vendz drenaji, pampiniform vendz pleksus olarak
adlandirilan duktus deferensin anteriyoru boyunca uzanan ve spermatik kordda
testikiiler arteri ¢evreleyen, 8-12 venden olusan bir ag tarafindan yapilir. Derin i¢

kasik halkasmna dogru gectikten sonra, bu venler birleserek testikiiler veni



olustururlar. Sag testikiiler ven inferiyor vena kava’ya, sol testikiiler ven ise sol

bobrek venine agilir (MEB, 2011).

Testisin lenfatikleri, testikiiler damarlar1 (spermatik korddaki) takip ederek
sagdan sol lombere (kaval/aortik) ve ikinci lomber seviyesindeki preaortik lenf

nodlarma acgilirlar (MEB 1992).

Testisin otonomik innervasyonlari, vagal parasempatik ve visseral afferent
lifleri ve omurilik T7 segmentindeki sempatik lifleri iceren testikiiler arterdeki

testikiiler pleksus sinirleri ile olmaktadir (MEB 2011).

Temel fonksiyonlarin1 yerine getirebilmeleri adina karin boslugundan
skrotuma inen testisler, inisleri esnasinda karmm ©On duvari tabakalarini da
stiriklemektedirler (Arinct ve Elhan 1999, Karatas 1998, Odar 1975, Seftalioglu
1998). Bundan dolay1 testisler su tabakalarla kaplidir;

1) Deri skrotum

2) Tunika dartos

3) Fasia spermatika eksterna
4) Fasia kremasterika

5) Fasia spermatika interna

6) Tunika vaginalis testis

2.3. TESTIS HISTOLOJISi

Erkek iireme sistemi, iki adet testis, genital kanallar, aksesuar bezler ve
penisten olugsmaktadir. Bu sistem, embriyonik gelisimi, sperm yapimini, iireme
fonksiyonlarmi etkileyen hormonlarin iiretimini ve erkek gamet hiicrelerinin disi
tireme sistemine iletilmesi islevlerini yerine getirir (Gray 2000; Gartner ve Hiatt
2006; Junqueira ve Carneiro 2006). Testislerde androjenlerin iiretimi, embriyoda
erkek fetiisiin gelisimi i¢in, pubertede testislerden testosteron salgisi ise sperm
iretiminin baglamasi ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi i¢in 6nemlidir (Sharpe

ve ark. 1992).



2.3.1. Testisi Saran Yapilar
2.3.1.1. Skrotum

Fibromiiskiiler yapida ve bol melanin pigmenti igeren, kahverengi ve ince bir
deriye sahip olan skrotum igerisinde testisler, spermatik kordonlarin ucunda asili
olarak bulunurlar (Moore ve Persaud 2009). Yag ve ter bezlerinden zengin bir yapiya
sahip olan skrotumun, yiiksek 1siya dayaniksiz olan spermlerin iiretimi sirasinda
testislerin viicut 1sisindan 2-3°C daha diisiik olmasinda 6énemli rolii vardir (Campell

ve Reece 2006).
2.3.1.2. Testikiiler Kapsiil

Skrotum ile testis arasinda Tunika vaginalis ve Tunika albuginea adi verilen

iki tabakal1 kapsiil bulunmaktadir.

Tunika vaginalis:

Testislerin karin boslugundan skrotuma dogru gogleri sirasinda, testisler,
peritondan gelismis ser6z kese ile sarilir. Bu kese, iki yaprakli, tek sira mezotel
hiicresinden olugmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2006). Bu yapraklardan biri olan
visseral yaprak tunika albuginea’y1 orter, pariyetal yaprak ise skrotumun i¢ yiiziine
tutunur, aralarinda bulunan bosluk ise pelvis boslugu ile iliskidedir. Testislerin

skrotuma bu yolla inisinden bir siire sonra baglant1 yeri kapanuir.

Tunika albuginea:

Testisi, fibroblastlar ve kollajenden yogun ve diiz kas liflerine sahip bir yap1
olan Tunika albuginea, kalin, kompakt bag dokusu ile testisi cevrelemistir. Damardan
zengin, gevsek bir bag dokusu olan Tunika vaskulozanin, Tunika albuginea ile
baglantili septumlari, testisleri yaklasik 250 adet koni bigimli lobiillere ayririr ve
lobiiller, icerisinde bulunan ve kivrimlarindan dolay1r seminifer tiibiil olarak
adlandirilan kanalciklardan olusturur (Lennox ve Ahmad 1970; Kuran 1983; Gray
2000; Gartner ve Hiatt 2006; Sancak ve Cumhur 2008). Tunika albuginea, yapisinda
bulunan bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicrelerden ve

diiz kas liflerinden dolay1 periyodik kasilmalar yapan dinamik bir membrandir.
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Sekil 2.2. Testisi saran yapilar.

2.3.2. Testisin Histolojik Yapisi
2.3.2.1. Seminifer Tiibiiller

Her lobiil, birbiri ile iliskili, yaklasik 30-70 cm uzunlugunda ve zengin bag
dokusuna sahip kilifi, bazal lamina ve seminifer epitelden olusan, 1-4 kadar
seminifer tlibiil vardir. Seminifer tiibiiller spermatozoonlarin {iretiminden
sorumluyken, interstisyel hiicreler de testikiiler androjenlerin salgilanmasindan
sorumludur (Junqueira ve Carneiro 2006). Seminifer epitelde iki farkli hiicre tipi
vardir. Sertoli hiicreleri, germ hiicrelerine destek olur ve besler ve bir diger grup olan
spermatogenetik hiicreler ise germ hiicreleridir. Sertoli hiicreleri ve Sertoli
hiicrelerinin uzantilarinin olusturdugu bdlmelere yerlesen spermatogenetik hiicreler

arasindaki baglantilar kan-testis bariyerini olusturur.
2.3.2.1.1. Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiiliin bazal kismindan liimene uzanan, spermatogenik hiicre
serileri olan Sertoli hiicrelerinin bodliinme yetenegi yoktur. Seminifer tiibiiliin

hiicresel yapisinin %10-15’ini olusturan Sertoli hiicrelerinin igerigi bir¢cok farkl
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hiicre gruplarindan olusur (Kayali1 1989). Cogunlukla iicgen seklinde goriilen belirgin

niikleuslar1 sayesinde germ hiicrelerinden ayrilirlar.

Puberte ¢aginda Sertoli hiicreleri arasinda olugan siki baglanti kompleksleri
tiibiil disindan liimen igerisine girmeye c¢alisan makromolekiillerin veya kanla taginan
maddelerin liimen i¢ine gegisini engeller (Kayali 1989; Junqueira ve Carneiro 2006).
Sertoli hiicreleri, gerekli kimyasal maddeler ve iyonlarin gegisinin saglanabilecegi
gap junctionlara sahiptir. Sertoli hiicreleri, destek, fagositoz, salgilama ve hareket

gibi birgok farkli fonskiyona sahiptir.

a. Destek; spermatozoonlari desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesi gibi
onemli gorevlere sahiptirler. Olusturulan kan-testis bariyeri ile antijen, antikor
gecisini engelleyerek, spermlerin oto-immun reaksiyonlardan korunmasina yardime1

olurlar.
b. Fagositoz; artik kisimlar1 fagosite ederler.

c. Salgilama; endokrin ve ekzokrin salgilarla, androjen baglayici protein
(ABP), steroid olmayan anti-Miilleryen hormon, luteinlestirici hormonu salgilatan
hormona benzeyen peptit (LHRH-like peptit), transferrin, biiyiime hormonu,
seruloplazmin ve inhibin gibi pek ¢cok madde) spermin ilerlemesini kolaylastirir.
Sertoli hiicresinin salgiladigi baslica maddeler ise ABP, inhibin, steroid olmayan

anti-Miilleryen hormon, LHRH-like peptid’tir.

d. Hareket; filament ve mikrotiibiiller yardimiyla spermatogenik hiicrelerin

liimene salinmasini (spermiasyon) saglar (Kayali 1989; Junqueira ve Carneiro 2006).

e. Kontrol; leydig hiicrelerinin ve peritiibiiler hiicrelerinin fonksiyonlarinin ve

spermatogenezin parakrin kontroliinii saglar.
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiiliin igerigi (Hill 2015).
2.3.2.1.2. Spermatogenik Hiicreler

Seminifer tiibliliin bazal laminast ve limeni arasinda bulunan 4-8 epitel
tabaka halinde diizenlenmis hiicrelerdir. Bu hiicreler boliinerek farklilasirlar ve
spermatogonyumlardan spermatazoalar olusana kadar goriilen hiicre tipleridir.
Spermatogenez 3 evreden olusur: spermatositogenez, mayoz, ve spermiyogenez

(Gartner ve Hiatt 2006; Junqueira ve Carneiro 2006; Ross ve Pawlina 2006).

Spermatogonyum (Gonosit):

Fetal gelisimin 12-20. haftalarinda testiste Leydig hiicrelerinin islevlerinin
baslamasiyla testosteron salgilanir ve bu olay fetilisiin erkek cinsiyeti yoniinde
farklilasmaya baglamasi ve erkek lireme sistemine Ozgili organlarin ve kanallarin

gelisebilmesi i¢in gereklidir.

20. haftadan doguma kadar ve sonrasinda da puberteye kadar olan siirede
hormon salgis1 olmaz. Bu nedenle de seminifer tiibiillerin kanallar1 kapali olarak
durmaktadir. Puberteye dogru seminifer tiibiiliin bir kanali a¢ilir ve primordiyal germ

hiicrelerinde spermatositogenez baslar ve bu hiicreler spermatogonyumlara doniisiir.
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Seksiiel olgunlagmada bir seri mitoz boliinme gegiren spermatogonyumlar
oncelikle A ve B tipi spermatogonyum olacak sekilde iki farkl tipe ayrilirlar. Koyu
tip A spermatogonyumlari kok hiicre rezervi olarak gorev yaparlar ve diizensiz
araliklarla mitoz boliinmelerle hem koyu tip A spermatogonyumlarini hem de soluk
renkli boyanan acgik A tipi spermatogonyumlart olustururlar. Olusan agik A tipi
spermatogonyumlarinin  koyu tip A spermatogonyumlarindan soluk gorliinimli
cekirdekleri disinda farkli ozellikleri yoktur ve birbirlerine sitoplazmik kopriilerle
bagli kalirlar ve bu hiicrelerinde bdliinmesiyle olusan yeni ag¢ik A tipi
spermatogonyumlarda birbirlerine hep bagl kalirlar ve boylece ayni ata hiicreden
cogalan kardes hiicreler belirlenebilir hale gelirler. Ayrica bu kopriiler daha sonra s6z
edilecegi gibi primer ve sekonder spermatositler arasinda da iletisimi saglarlar ve
hiicreler arasi bilgi aktarimi bu kdpriiler sayesinde gergeklesir ve koordinasyon i¢in

biiyiik 6nem tasirlar.

Acgik A tipi spermatogonyumlar testosteronun etkisiyle bdliinerek
farklilasirlar ve primer spermatositlere de farklilasabilen onciil hiicreler olan B tipi
spermatogonyumlar1 olustururlar. A¢ik B tipi spermatogonyumlar yogun kromatine
sahip, yuvarlak cekirdekli hiicrelerdir. Ag¢ik B tipi spermatogonyumlar mitoz
boliinmeyle bazal membrandan adliiminal kompartmana dogru go¢ ederler ve primer
spermatositlere doniisiirler. Burada mayoz boliinme oOncesi DNA’larini replike
ederler ve primer spermatositler 4n DNA’ya ve 46 kromozoma sahip olmus olur.
Sekonder spermatositleri olusturma i¢in mayoz bolinme gerceklesir. 1. mayoz
boliinmeyle, mayozun profaz evresine girilmis olur ve bu evre 20-22 giin siirer. 1.
mayoz boliinme sonucunda 2 adet 23 kromozomlu ve 2n DNA’ya sahip olan
sekonder spermatositler olugsmus olur. 2. mayoz béliinme sonunda ise her bir
spermatosit boliinerek 2 adet 23 kromozomlu ve n DNA’ya sahip spermatid

olusturur. Bundan sonra boliinme olmaz.

Spermatidler farklilasarak ve olgunlasarak, hareketli spermatozoonlara
dontisiir. Bu evre spermiyogenez evresi olarak adlandirilir. Bu evrede
spermatogonyumlar ve spermatositler arasindaki kopriiler birbirlerinden ayrilirlar,
yogun transformasyon sonucu cekirdek karakteristik seklini alir (Fawcett 1994;
Sadler 1996; Gartner ve Hiatt 2006; Junqueira ve Carneiro 2006; Ross ve Pawlina
2006).

13



sperm cells J J J
(haploid)
ﬂ ﬁ {} spermiogenesis

i (@) @@
X7 A4

secondary spermatocyte

(haploid)

=p

meiosis 11

©
&

&

ﬁ meiosis |

primary spermatocyte
(diploid)

-@

mitotic divisions

spermatogonium
(diploid)

mitotic divisions

spermatogonial
stem cell (diploid)

mitotic divisions

primordial germ cell

Sekil 2.4. Spermatogenezis (Cheng ve Mruk 2010).

2.3.2.2. interstisyel Doku

Gevsek ve vaskiiler bag dokusundan olusan ve seminifer tiibiillerin arasindaki
bosluklar1 dolduran dokudur. Interstisyel doku, sinirler, fibroblastlar, mast hiicreleri,
kan ve lenf damarlari, farklilasmamis mezenkimal hiicreler gibi farkli hiicre
gruplarindan olugsmustur. Bu hiicre gruplarinin arasina puberteden sonra Leydig

hiicreleri de katilir.

Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler), testislerin hacminin %3’lin{i
olustururlar. Kan damarlarinin etrafinda bulunan Leydig hiicreleri, koryonik
gonadotropinler (HCG) tarafindan uyarilmasiyla testosteron hormonu iiretiminde
bliyiik rol oynarlar (Scott ve ark. 2009; Melmed ve ark. 2011). Fetal donemin 12.-20.
haftalarinda erkek iireme sistemi organlarmin embriyolojik farklilagmasinda
etkindirler. 20. haftadan sonra dejenerasyona ugramaya baglarlar ve sayilar1 giderek
azalir. Boylece testosteron seviyeside diiser. Fetal donem sona erdikten sonra, Leydig
hiicrelerini uyaran plasentada ortadan kalktigi i¢in, bu hiicreler puberteye kadar
inaktif durumda olurlar. Pubertede hipofizden salgilanan liiteinizan hormon (LH) un

etkisiyle hiicreler tekrar aktiflesirler.
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Leydig hiicreleri santral konumlu, belirgin, tek, polihedral sekilli bir
cekirdege sahip olup, sekonder seks karakterlerinin olusumundan sorumlu olan
erkeklik hormonu testosteronun iretiminden sorumlu hiicrelerdir. Testosteron,
plazmada beta-globuline ve albumine bagli olarak bulunur ve testosteronun
salgilanmasmin kontrolii ise LH’dedir. Golgi aygiti ve ¢ok sayida mitokondriye

sahip, kiiciik lipid taneciklerinden zengin hiicre tiirleridir.

Ideal 1silart 35°C olan spermatogenik hiicreler, yiiksek 1siya dayaniksiz
olduklari i¢in 1s1 diizeyleri birka¢ mekanizmayla kontrol edilir. Terlemeyle 1s1 kaybu,
kan dolagimina kars1 1s1 akimi, yiiksek viicut sicakliklarinda viicuttan uzak tutulup,

diisiik 1s1larda viicuda dogru ¢ekilmesi bu mekanizmalardan bazilaridir.

Leydig hiicreleri ise 1stya dayanikli hiicreler olduklari i¢in kisirlik durumda
sperm {iretimi bozulmasina ragmen sekonder seks karakterleri ve libidoda bir
bozulma gergeklesmez (Kayali 1989; Sternberg 1992; Ross ve ark. 2003; Junqueira
ve Carneiro 2006; Ross ve Pawlina 2006).

2.4. OLGUN SPERMIN FiZYOLOJiSi

Spermiyogenez, yuvarlak, haploid kromozomlu erkek germ hiicrelerinin,
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda gerceklesen bir takim kapsamli biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerden gecgerek terminal farklilasma islemidir. Yeni olusan
spermatidler birbirlerine protoplazmik kopriiller yardimiyla baglanirlar ve bu
baglantilarla birlikte Sertoli hiicre sitoplazmasina gegerler (Kierszenbaum ve Tres
2004; Battista ve ark. 2012). Burada bir degisiklikler gecirerek gelisim evresini

tamamlarlar. Bu evreler 4 baglik altinda incelenebilir:
Golgi Fazi:

Spermatid graniiler endoplazmik retikulumunda iiretilen hidrolitik enzimler
Golgi kompleksine gelirler. Golgi kompleksinde sekillenerek akrozomun onciilii
kabul edilen kiigiik proakrozomal graniiller olusur ve Golginin trans yiiziinden
salmirlar. Bu kiigiik proakrozomal graniiller daha sonra bir araya gelerek tek bir
graniile doniisiirler ve bu graniillerde birleserek akrozom vezikiillerini olustururlar.

Bu vezikiil ¢ekirdegin oniinde ve ¢ekirdege yapisik bir sekilde yer alir.
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Akrozom Fazi:

Akrozom ¢ekirdek yiizeyinde biiyiliyerek ¢ekirdegi kismen sarar. Olusan bu
yaptya akrozomal kep adi verilir. Akrozom graniilleri igerisinde bulunan g¢esitli
hidrolitik enzimler (proteaz, asit fosfataz, ndraminidaz,asit peptidaz) spermiyumlarin
yumurta hiicresinin i¢ine girebilmesini saglar. Bu evrede akrozom yapimi

tamamlanir. Cekirdek koyu renkli, kiigiik bir yap1 halindedir.
Kuyrugun Formasyonu:

Akrozom c¢ekirdegin 6n kutbunda olusurken, sentriyoller arka kutbuna
yonelir. Proksimal sentriyolden kuyrugun eksen fibrilleri gelisirken, distal
sentriyollerden ¢ikan ve uzayan fibril demeti merkez fibrilleri olusturur ve uzayarak

kuyruk boyunca ilerler. Boylece flagellum sekillenmis olur.
Maturasyon (Olgunlagma) Evresi:

Spermatidler, birbirlerinden aralarindaki kopriileri kopararak ayrilirlar.
Sitoplazmadan arta kalan parcalar bogumlanarak koparlar. Atik olan bu sitoplazma
pargalari, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek uzaklastirilir. Ayn1 zamanda
bu evrede, mitokondriyumlar kuyrugun orta pargasindan sentriyollerin arasinda spiral
olusturacak sekilde yerlesirler ve kuyrugun bir kism1 béylece mitokondriyal bir kilif
ile kusatilmig olur. Kuyruk hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi mitokondriden saglar.
Niikleusta ise kromatin yogunlasir ve capi kiigiiliir. Niikleus, akrozom ve kalan
sitoplazma yardimiyla spermiyumun bagini olusturur. Boylece olusan spermiyumlar

morfolojik olarak olgundur.

Olgun hale gelen spermiyumlar seminifer tiibiil liimenine dogru ilerlerler.
Olgun olduklar1 halde hareket ve dolleme yetenekleri yoktur. Hareket yeteneklerini

duktus epididimiste yardime1 bezlerin salgilari ile kazanirlar.

Olgunlasmanin son adimi olan kapasitasyon ise spermiyumlarin, disi genital
yollarinda gergeklesen bir dizi enzimatik aktivite ile dolleme yetenegini
kazanmasidir. Disi lireme sisteminde, spermiyumlardan en giicliisii secilerek ovumu
dollemesi saglanir. Akrozomun igerdigi enzimler bu noktada 6nem kazanarak ovumu
delme islemini gerceklestirirler. Dolayisiyla akrozom ve igerdigi enzimler

fertilizasyon i¢in gereklidir (Junqueira ve Carneiro 2006; Ross ve Pawlina 2006;
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Carrell ve ark. 2007; Miller ve ark. 2010; Gill-Sharma ve ark. 2011; Coward ve
Wells 2013).

Olgun Spermiyum: 50—-60 pm uzunlugunda hareketli bir hiicredir. Bas,
boyun, orta par¢a ve kuyruk (esas parca ve son parga) olmak iizere 4 boliimden

olusur.

Acrosome Axial filament
Plasma membrane

Nucleus Mitochondria =

Centnol \

- \\\/
L \J L -y

Head Mid-piece TaII End
piece

Sekil 2.5. Olgun sperm hiicresi.

2.5. TESTIS BOSALTIM KANALLARI

Testis bosaltim kanallar1, spermatozoalar1 tagiyan kanallar sistemidir. Tiibiili
rekti, rete testis, ductus epididimis, ductus deferens, ductus ejakulatoryus bu sistemi

olusturan kanallardir.
2.5.1. Tiibiili Rekti

Tubiili rekti terimi, rete wuzantilariyla seminifer tiibiilleri baglayan
intratestikiilere uzanan kanalinin bir kismini belirtmek i¢in kullanilmistir (Roosen-
Runge 1961; Barack 1968). Bu kisim seminifer tiibiiliin terminal segmenti olarak
adlandirilir (Vitale-Calpe ve Aoki 1969; Dym 1974; Fawcett ve Dym 1974). Tiibiili
rekti terimi, giderek tiibiiler sistemin, terminal segmenti rete testise baglayan boru
seklindeki boliimii i¢in kullanilmaya baslanmistir (Fawcett ve Dym 1974; Cavicchia
ve Burgos 1977; Nogueira ve ark. 1977). MartinPadilla (1964) tiibiili rektiyi, rete
testislerinin spesifik fonksiyonlar kazanmig hali olarak tanimlasa da, Bustos-Obregon
ve Holstein, rete testisin tiibiili rekti ve lakiiner bosluklar olmak {izere iki boliimden

olustugu goriisiindedir (Bustos-Obregon ve Holstein 1976).

Tiibiili rekti kisa tiibiiller olup, seminifer tiibiilleri, mediastinal boliimii, hatta
diger seminifer tiibiillere baglayan, ve bazende testisin santral bolgesinde olan
mediatonal rete’ye dogrudan baglanabilir. Tiibiili rekti, kiibik epitel ile kaplidir.
Yaklagik 1500 tiibiili rekti (ya da seminifer tiibiil segmentlerinde benzerleri) vardir.
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2.5.2. Rete Testis

Testislerin mediastinumunda bulunan rete testis, duktus efferentes ile
seminifer tiibiilleri baglayan kanal ve bosluklardan olusan bir agdir. Kanal ve
bosluklarin boyut ve konfigiirasyonundaki farkliliklardan dolay1 rete testis ti¢ béliime
ayrilir: septal (intralobuler), tiibiili rektiden olusan boliim - mediastinal, birbirine
bagli kanallardan olusan ag; ve ekstratestikiiler - bullae retis olarak adlandirilan
dilate bosluklarin olusturdugu boliim. Diizensiz bosluklar goriiniimiinde olup kiibik

veya yassi epitel ile doselidir.

Spermatozoonlarin rete testis ve tibiili rektide fazla goriilmemeleri bu

kanallardan ¢ok hizli ge¢ip gittiklerini diisiindiirmektedir.
2.5.3. Duktus Efferentes

Duktus efferentes, rete testis ve epididimis arasindaki baglantiy1 ve sperm
iletimini saglayan kiiciik tiibiiller serisidir. Bu duktuslar, tunika albuginea
yakinindaki rete testisten ayri olarak ortaya ¢ikar (Orsi ve ark. 1983; Hess ve Bassily
1988). Her duktus yaklasik 6-8 cm uzunlugundadir. Duktus efferentes diiz kas
hiicreleri ve bag dokusu ile desteklenen silindirik epitel tabakadan olusan duvar
tabakas1 ile cevrelenmistir (Ilio Ky, Hess, 1994). Histolojik kesitlerde duktus
efferentesin liimeni, terminal boliimii harig, tipik olarak bostur veya az sayida
spermatozoa igermektedir (Talo, 1981). Dalgali bir liimene sahip olan duktus
efferentes, silyali silindirik hiicreler ve silyali olmayan kiibik hiicrelerden olusan
epitele sahiptir. Silyali hiicreler ve sivi emilimi epididimise dogru sivi akisim
olusturarak spermatozoalarin hareketine yardimecr olur. Duktus efferentesin
goriinimiindeki temel farkliliklar graniil ve vakuol veya vezikiillerin olup
olmamasidir (Ilio Ky, Hess, 1994). Rete testis, boga, keci ve kopekte testis i¢inde
merkezi bir bolge olarak bigimlenmistir, fakat insan, si¢an, fare, hamster ve kusta
rete testis, testis kenarinda bulunan genellikle duktus efferentese baglanan bir
ekstratestikiiler kismi olusturur (Reid ve Cleland 1957; Cooper ve Jackson 1972;
Budras ve Sauer 1975; Amann 1977 ).

2.5.4. Duktus Epididimis

Duktus epididimis, erkek iireme sisteminde testislerden duktus deferense

sperm tasiyan siki sarilmis yaklasik 4-6 metre uzunlugundaki ince tiiplerden olusan
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kitledir. Epididimisi gecerken sperm olgunlasir, duktus deferense girdigi zaman
ovumu dollemeye hazir hale gelir. Epididimis virgiil seklinde, 4 cm uzunlugunda bir
organ olup, testislerin posterior sinir1 boyunca uzanir. Bag dokusu, kan damarlar ve
diiz kas hiicrelerini iceren duktus epididimisin kivrimli bir yapis1 vardir ve testis
kenarindan asagiya ince bir kuyruk seklinde uzanir. Bazal ve silindirik hiicrelerden
olusan bir epiteli vardir. Spermatozoonlar burada hareketlilik ve fertilizasyon
yeteneklerini kazandiklar1 halde, kapasitasyonlar1 disi lireme sistemine ulasincaya
kadar salgiladiklar1 bir glikoprotein sayesinde engellenir. Duktus epididimis bas
(caput), kuyruk (corpus) ve govde (cauda) olmak iizere ili¢ ana bolgeye ayrilabilir.
Bas kismi, en genis ve en iistiin kisim olarak spermleri testisin efferent kanallarindan
alir. Govde, bas kismina gore biraz daha dar olup, testisin posterior kismi1 boyunca
iner. Son olarakta epididimisin dar alt kisminda olan kuyruk ise, burada duktus

deferensle birlesir (Robaire ve Hermo 1988).
2.5.5. Duktus Deferens

Spermatozoay1, epididimisin alt ucundan yukar1 duktus ejakulatoryusa
iletmekle gorevli, diiz, kalin duvara ve dar limene sahip, 40-50 cm uzunlugunda bir
¢ift kanaldir. Yol boyunca skrotum, spermatik kord, inguinal kanal ve pelvik viicut
boslugundan gecerler. Epididimis igerisinde olgunlasip, dolleme yetenegini kazanan
spermler duktus deferens ile duktus ejakulatoryusa gonderilmezlerse, dejenerasyona
ugrarlar. Prostata dogru ilerlerken sonlanmadan hemen once genisleme yapar.
Ampulla adi verilen bu genislemis kisim, spermlerin depolama yeri olarak gorev
yapar. Duktus deferens seminal vezikiil kanaliyla birleserek, spermleri tasiyan kanal
olan duktus ejakulatoryusu olusturur. Duktus deferens {i¢ tabakali yapiya sahiptir. Bu
yap1, psodostratifiye ortli epiteli (stereosilyaya sahip uzun hiicreler bulunur), diiz kas
tabakasi ve fibroz bag dokusundan olusmaktadir. Duktus deferensin yeri ve islevi, bu
bolgeyi erkek dogum kontrol ameliyatlar1 i¢in 6nemli bir alan yapar (Marsh ve

Alexander 1982; Aydin 2000).
2.5.6. Duktus Ejakulatoryus

Prostat bezi igerisinde yer alan spermiyumlar iiretraya ileten kisa, kivrintili
ve 2 cm uzunlugundaki ejakulator kanal, prostat bezinin igerisinde daralir ve
spermiyumlarin ve seminal vezikiil salgilarinin figkirtilarak ileriye atilmasini saglar

(Marsh ve Alexander 1982; Aydin 2000; Tortora ve Derrickson 2012). Prostat tabani
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tizerinde duktus deferens daha dar bir kanal haline gelir ve bu pozisyonda duktus
deferense, duktus ejakiilatoryus olusturmak igin gelen seminal vezikiil kanal katilir
ve duktus deferens prostat boyunca asagi, one ve mediale kisa yonlenmelerden sonra

iiretraya agilir (Cunningham, 1918).

2.6. TESTIiS FONKSIiYONLARI VE FONKSIYONLARININ
HORMONAL DENETIMi

Erkek iireme sistemi testis, epididimis, seminal vezikiil, ejakiilator kanallar,
bulbotiretral bezler ve iiretradan olusur. Testis fonksiyonunun hormonal kontroli,
hipofiz bezinden salgilanan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve LH hormonlari
tarafindan saglanir. Spermlerin normal (iiretilebilmesi i¢in bu iki hormonun

seviyelerinin normal diizeylerde olmas1 gerekmektedir (Junqueira ve Carneiro 2006).

LH, Leydig hiicreleri iizerine etki ederek, spermatogenik seri hiicrelerinin
normal gelisimi icin gerekli olan testosteron yapimini G-protein aracili 7
transmembran reseptdr araciligiyla stimiile eder (Dufau 1998; Vierhapper ve ark.

2000).

On hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin hormon FSH, Sertoli hiicrelerini
etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile eder, cCAMP nin artisina neden olur ve
ABP f{iretiminin artmasmi saglar. ABP testosterona baglanarak tiibiil liimenine
salgilanir ve liimende biriken testosteron, sperm yapimini uyarir. Ayrica, Sertoli
hiicrelerinden spermlerin yasayabilmesi i¢in ve epididimise tasinmasinda rolii olan
testikiiler sivilar salgilanmaktadir (Leeson ve ark. 1998; Junqueira ve Carneiro

2006).

Klasik goriise gore, FSH hormonu Sertoli hiicrelerinin uyararak
spermatogenezi baslattigi ve LH hormonu ise Leydig hiicrelerini uyararak testosteron
sekresyonunu  stimiile ettigi  distinilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda
hipofizektomili sicanlarda ve gonadotropin releasing hormon (GnRH)’ye kars1
immiinize edilmis sicanlarda spermatogenez tek bagina testosteron tarafindan
gerceklesmistir (Tapanainen ve ark. 1998). Ayrica inaktive edici folikiil stimiile edici
hormon reseptorii (FSH-R) geninde mutasyon bulunan 5 erkekte, sperm sayisi
azalmis olmasina ragmen, FSH genleri knockout olan farelerde yapilan ¢aligmalar,

beklenenden daha fertil olduklarini gdstermistir. Bu bilgiler spermatogenez igin
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FSH’nin gerekli olmadig: hipotezini ortaya koymustur (Kumar ve ark. 1997; Levallet
ve ark. 1999; Shalet 2009).

Farkli genler tarafindan kodlanan LH ve FSH hormonlari, glikoprotein ailesi
tiyeleri, 6zdes a-alt birimi ve 6zgiin B-alt birimlerinden olusan heterodimerlerdir. LH
saliniminin an-an 6l¢tim paterni, LH dolagiminin diurnal ritmi oldugunu gostermistir.
Testosteron seviyeleri de ayni sekilde puberte donemindeki erkeklerde sabah erken

saatlerde ve uyku sirasinda artar (Boyar ve ark. 1974).

Testikiiler fonksiyon anterior hipotalamusun kontrolii altindadir. GnRH,
LH’nin ve FSH’nin sentezlerini ve salgilanmalarin1 anterior hipofiz bezinden
harekete gecirir. LH ve FSH dolasima katildiklarinda Leydig ve Sertoli
hiicrelerindeki reseptorleri aktive ederler ve sirasiyla testosteron iiretimini ve
spermatogenezisi uyarirlar. Bu sistem, testikiiler steroidlerin ve inhibin B’nin negatif

feedback kontrol mekanizmalartyla sikica kontrol edilir (Shale 2009).

Erkek iireme sisteminin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in endokrin
ve ekzokrin fonksiyonlar1 uyum igerisinde olmalidir. Bu fonksiyonlar hipotalamus-
hipofiz-gonad ekseninin kontroliindedir. Endokrin fonksiyonlar, Leydig hiicreleri
tizerinden ylritilmekte, ekzokrin fonksiyonlar ise seminifer tiibiillerin

spermatozoalar liretmesiyle gerceklesmektedir (Kiserud ve ark. 2009).
Endokrin Fonksiyonu

Testislerde seminifer tiibiiller arasinda bulunan Leydig hiicreleri, testisin esas
endokrin salgis1 testosteron {iiretimini saglamaktadir. Gonadotropin hormonlardan
ozellikle LH, Leydig hiicrelerini, asetat ve kolesterolden testosteron elde etmek icin
uyarilirlar. Normal yetiskin erkeklerde, 24 saat igerisinde kanda iiretilen testosteron
tretim hiz1 5-7,5 mg arasinda degismektedir (Vierhapper ve ark. 2000) ve normal
erkeklerde total testosteron seviyesi 250 ila 1000 ng/dl (10-40 nmol/L)’dir.
Testosteronun % 0,5-3’1 kanda serbest halde dolasmaktadir. Kalan testosteronun
%30’u globuline, %67’si ise albumin ve diger serum proteinlerine bagli olarak
dolasmaktadir. Yetiskin erkeklerde testosteron seviyesi, testislerin yoklugunda %95
oraninda azalir. Kalan testosteron, adrenal Kkortekste androstenedion ve
dehidroepiandrosteron (DHEA) iiretiminde kullanilir. Testosteron diizeyiyle

hipotalamus arasinda hormon seviyelerini diizenleyici negatif feedback kontrol
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mekanizmas1 vardir, GnRH’nin diizenlenmesiyle hormon seviyeleri kontrol edilir.
Yakin zamanda kesfedilen inhibin’in ve aktivin’in de GnRH’ye benzer etki
gostererek FSH salgilanmasi {izerine 6nemli etkileri olabilecegi diisiintilmektedir.
Endokrin fonksiyonlar1 seniliteye kadar devam eden testosteronun azalmasiyla,
Leydig hiicrelerinin sayis1 ve androjenik fonksiyonlar1 da giderek azalir (Hammond
1978; Leeson ve ark. 1988; Habert ve ark. 1989; Jensen ve ark. 1995; Freeman ve
ark. 2001; Junqueira ve Carneiro 2006; Darly ve Granner 2009; Kiserud ve ark.
2009; Berman ve ark. 2012).

Ekzokrin Fonksiyonu

Erkek seks hiicrelerinin yapimi testisin baslica ekzokrin fonksiyonu olup,
bir¢ok faktor tarafindan kontrol edilir. Prenatal donemlerden gelisimi baslayan erkek
seks hiicrelerinin gelisimi, primordial germ hiicrelerinden Sertoli hiicreleriyle olan

birliktelige kadar olan spermiyogenez evresini kapsamaktadir.

FSH’nin GnRH’den bagimsiz olarak salgilanmasinda bu proteinlerin énemli
katkilar1 oldugu diisiiniilmektedir. Gonadlar iizerinde etkilerinin yani1 sira FSH ve
LH, hiicre i¢cinde cAMP’yi arttiran adenilat siklaz1 aktive ederler (Witschi 1948;
Habert ve ark. 1989).

2.7. YARDIMCI GENIiTAL BEZLER

Testis bosaltim kanallar ile iliskili olan bezlerdir. Seminal vezikiiller, prostat

ve bulboiiretral bezlerden olugmaktadir.
2.7.1. Seminal Vezikiil

Seminal vezikiiller, vezikiiler bezler, ya da seminal bezler, mesanenin
posteroinferiorda yer alan basit tiibiiler bez ciftidir. Seminal vezikiiller pelvis i¢inde
yer almaktadir (Wilke ve ark. 2009). Herbiri yaklasik 5 cm boyunda, katlanmamaisg
uzunlugu ise 10-15 cm uzunlugundadir ve ampulla duktus deferense paralel olup,
duktus deferensin sonlarma dogru birleserek, katlanarak duktus ejakulatoryus ile

prostatin i¢ine sokulur. Fonksiyonlari:

1. Sekresyon: Seminal vezikiiliin temel gorevi semen salgis1 yapmaktir. Olii
epitel hiicrelerinden olusan lipofuscin graniilleri sarimsi rengini saglar. insanlardaki

seminal sivinin yaklagik %50-70’1 seminal vezikiiller tarafindan saglanir. Seminal

22



vezikiil sivisinin igerigi, bol miktarda su, fruktoz, prostaglandinler ve vitamin C olup,
bazik bir salgisi vardir ve hafif alkali pH’ya sahiptir (Huggins ve ark. 1942).
Spermatozoidler i¢in, enerji kaynagi olarak, bol miktarda fruktoz icermektedir.
Seminal vezikiil sekresyonu testosteron tarafindan uyarilmaktadir. Seminal
vezikiildeki c¢esitli molekiiller sperm motilitesini uyarirlar. Bunlar potasyum
(Comhaire ve ark. 1983), bikarbonat (Okamura ve ark. 1985 ve 1986), magnezyum
(Fabiani ve ark. 1995), 19-OH-prostaglandin (Gottlieb ve ark. 1988) ve prolaktin
(Velsquez ve ark. 1980; Gonzales ve ark. 1989)’dir. Bikarbonat, cCAMP {iretimini
artirarak adenilat siklaz sistemi {izerinden sperm hareketliligini uyarir (Okamura ve
ark. 1985 ve 1986). Prostaglandinler (PG), seminal vezikiillerin salgiladigi

molekiillerden biri olup, semende 15 farkli PG bulunmustur.

2. Sperm motilitesi: Seminal vezikiiliin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi
sperm motilitesi i¢in 6nemlidir. In vitro ¢caligsmalar, seminal vezikiiler sividan yoksun
spermlerin, sperm motilitesininin ve sagkaliminin zayif oldugunu gostermislerdir.
Ancak hala seminal vezikiiller sivinin fizyolojik Onemi anlagilamamistir.
Spermatozoidler vezikiiler siviyla ve fruktozdan faydalandiktan sonra daha aktif

olurlar (Robert ve Gagnon 1994).

Urinary bladder

Prostate gland

Bulbourethral —
gland

Ductus deferens —

Epididymis

Testis-

Glans
penis

Sekil 2.6. Yardimci Uretral Bezler
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2.7.2. Prostat

Prostat kestane biiyiikliiglinde bir genital bezdir ve yaklasik 7-11 gr
agirligindadir. Erkek iireme sisteminin bir par¢asidir ve mesane altinda ve pelvik
taban kaslariin iistiinde yer almaktadir, diiz kas hiicreleri igeren fibromiiskiiler
kapsiilden olusmaktadir. Igeriginde diiz kas hiicreleri ve yaygm damar yapisi
bulunmaktadir. Ejakiilasyon sirasinda kas hiicreleri kasilarak igerigindeki siviyi

tiretraya dogru iletir (Schmidt ve ark. 2011; Menche 2012; Psychrembel 2014).

Prostat salgisi1 tiirler arasi farklilik gostermektedir. Prostat salgist kismen
asidik, siitiimsii ve basit sekerleri iceren zengin bir sividir. Prostat salgist %1’den az
protein igerir ve protein igeriginde proteolitik enzimler, prostatik asit fosfataz, beta-
mikroseminoprotein ve prostat spesifik antijen bulunmaktadir. Ayrica kandaki
¢inkonun 500-1000 kere daha konsantre halini i¢germektedir (Poland ve ark. 1985;
Singer ve ark. 1990).

3 tabaka seklinde diizenlenmistir.

- Mukozal bez
- Submukozal bez

- Periferal bez
Anatomik agidan ise 4 kisimdan olusur;

- Sentral (merkezi) zon
- Periferal zon
- Transizyonel zon

- Periiiretral zon
Fonksiyonlart:

1. Sekresyon: Prostat bezinin icerigindeki salgilar, spermin hareketine

yardimei olur. Prostat salgisi igerisinde %1°den az protein igerir ve protein iceriginde
proteolitik enzimler, prostatik asit fosfataz, beta-mikroseminoprotein ve prostat
spesifik antijen bulunmaktadir. Ayrica kandaki ¢inkonun 500-1000 kere daha
konsantre halini icermektedir. Devamli kasilmalarla, prostatin igerisindeki salgilar,

iiretraya iletilir (Poland ve ark. 1985; Singer ve ark. 1990).
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2. Sperm motilitesi: Prostat salimimi, sperm miktarin1 ve akiskanligini

kolaylastirmast, fertilite agisindan dnemlidir. Ozellikle salg1 iceriginde bulunan ¢inko

onemli rol oynar (Carreras ve Mendoza 1990).
2.7.3. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezi)

Dihidrotestosteron (DHT)’un kontrolii altindaki iki kii¢iik ekzokrin bez olan
bulboiiretral bezler (Cowper Bezi olarakta bilinir) iiretranin posteriyor ve lateral
membraninda ve sfinkter tUiretra kasinin altinda bulunur. Her bulboiiretral bez, tiibiil-
alveoler bezi ile bilesik ve bezelye biiytlikliiglindedir. Herbiri fibroz ortii ile bir arada
tutulan birkag lobiilden olusmaktadir. Her bir bez kanali, yaklasik 1 cm uzunlugunda

olup, yasla birlikte boyutu kiiciilmektedir.
Fonksiyonu :

Bulboiiretral bezlerin birincil fonksiyonu 6n ejakiilat iretimidir. Bu cinsel
uyarilma sirasinda iiretilen berrak, viskoz salgidir. Uretradan spermlerin gegmesine
ve idrarin asidik izlerinin nétralize edilmesine yardimci olur. Aynmi zamanda
bulboiiretral bezler artmis miktar1 prostat kanseri isaret¢isi olan prostat spesifik

antijen (PSA)’i liretirler (Alexander 1982; Jequler ve Crich 1986).
2.8. KEMOTERAPOTIKLER
2.8.1. Kemoterapi

Kemoterapi kelimesi 19. ylizyilin sonlarinda, Paul Ehrlich tarafindan ortaya
atilmig bir terimdir. I. ve II. Diinya Savasi sirasinda Ingilizler tarafindan kimyasal
silah olarak kullanilmis ve buna maruz kalan kisilerde ilik ve lenfoid hipoplazisi

saptanmistir. (Chu ve DeVita 2001; Kayaalp 2009)

Kemoterapinin ana ilkesi, kanser hastalarinda hastanin veya konak¢inin
normal hiicrelerine zarar vermeden, hi¢ veya ¢ok az toksik etki yapan dogal, sentetik,
biyokimyasal ajanlar veya hormonlarin kullanildig1 bir biyokimyasal madde ile
hastalik etkeni iizerine ve 0zellikle ¢ogalan hiicrelere kars1 yeteri kadar toksik veya
letal etki olusturmaktir. Ancak kemoterapide kullanilan bu ilaglar, saglikli doku ve
tiimdr dokusu arasindaki benzerlikler, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini ve gelismesini
onledikleri gibi normal hiicreler (testisin germinatif epiteli, kil folikiilii hiicreleri v.b.)

tizerinde de etkili olurlar ve antineoplastik ilaglarin segiciligini olumsuz yonde
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etkilerler (Ovayolu ve ark. 2003; Akyol 2004; Aslan ve ark. 2006; Kayaalp 2009).
Kemoterapide kullanilan ilaglar, yapica ve etki mekanizmalar1 farkli oldugu igin

aralarinda c¢ok ¢esitlilik gosterirler (Pamir 2005).

Kanser tedavisindeki ana hedefler, hastanin yasam siiresinin uzatilabilmesi,
tiimor hiicrelerinin yok edilmesi ve normal hiicrelerin aktivitesinin minimal diizeyde
zarar gormesini saglayabilmektir. Tedavi siirecini etkileyen, ¢esitli faktorler vardir;

hastaligin tipi, evresi, yayginligi ve tedavi yontemleri vardir (Akyol 2004).

Tiimorler ¢ok hizli biliylime ve ¢ogalma yetenegine sahip hiicrelerdir ve
kemoterapide amag; hizli boliinen kanser hiicrelerini yok etmektir ve uygulanan
tedavilerde de bu hedeflenmektedir. Maksimum diizeyde tiimorli hiicre, Sliimii
saglanirken, yiiksek mitotik aktiviteye sahip normal hiicrelerin (oral mukoza, sag
folikiilii, kemik iligi), minimum diizeyde etkilenmesi amaglanmaktadir (Akyol 2004;

Sadirl1 2008).
Kemoterapinin 4 temel ilkesi vardir:
1. Tedavi (Tam cevap)
2. Kontrol (Tedavi saglanmadiginda yasam siiresini uzatmak)
3. Semptomlar1 hafifletmek
- Tedavi ya da kontrol saglanmadiginda, rahatlig1 saglamak

- Tiimore baglh semptomlar1 hafifleterek, tiimoriin etkisini azaltmak (agriy1
azaltmak, etkilenen bolgede kan akimim arttirmak, organ tikanikligini dnlemek ve

yasam kalitesini 1yilestirmek).
4. Profilaksi

- Adjuvan (niiks riski fazla olan tiimorlerin cerrahi girisimle tam olarak
cikartilmas1 veya radyoterapiyle kesin olarak tedavi edilmelerini takiben yapilan

kemoterapidir ve cerrahi tedavi, radyoterapi tedavisi yaninda kullanilir).

- Neoadjuvan (cerrahi tedaviden 6nce kemoterapi yapilmasidir) (Kizilcr 1999;

Dingol 2000; Senler 2001; Can 2003; Akyol 2004; Sadirli 2008).
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2.8.2. Hiicre Siklusu

Kemoterapinin prensiplerini ve etki sistemini anlayabilmek ic¢in oncelikle
normal hiicre siklusunun bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Hiicre siklusu (hiicre dongiisii), bir
hiicrenin boliinerek iki yeni hiicre olusturmasi, birbirini izleyen 4 evreyle gerceklesir.

Hiicre dongiisii, mitoz boliinme sathalar1 arasinda bir dizi olay ortaya koyar ve bu

DMA,
Sentezi

dongii kanser genetigi ile ¢cok yakindan alakalidir.

Hiicre Baylimesi

G, Evresi

S Evresi

G, Evresi

Blydme ve Mitoza Hazirhk

Sekil 2.7. Hiicre dongiisiiniin evreleri.

1. GO (Dinlenme Evresi): Boliinme yetenegi olan hiicrelerin dongii siiresi
devamlidir. Oysa boliinme yetenegi olmayan hiicreler (sinir hiicreleri ve ¢izgili kas
hiicreleri gibi), G1 fazindan ¢ikarak hi¢bir boliinmenin olmadigi duruma gecgerler. Bu
faz GO olarak bilinir. Béliinme yetenegine sahip hiicreler, GO fazindan ¢ikip tekrar
hiicre dongiisiine girerek kendilerini yenileyebilirler. GO’a giren hiicreler canli ve
metabolik olarak aktif kalirlar fakat ¢ogalamazlar. Kanser hiicreleri, belirgin bir
sekilde GO’a girmekten kaginirlar ve burayr ¢ok hizli bir sekilde gecerler. Diger
hiicreler, GO’a girerler ve hiicre dongiisiine tekrar katilmazlar ve G0’da dinlenme
halinde kalabilirler, fakat G1’e geri donmek icin uyarilabilirler ve dongiiye tekrar
girerler. Hiicre GO fazinda hareketsiz oldugundan dolayi, kemateropik ilaclar bu

evrede hucreleri etkilemezler.
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2. G1 (1. Evre): G1 basamagi mitozdan hemen sonra baglar. S hiicresine
hazirlik olarak DNA zinciri sentezi ve kromozom olusmasi igin gerekli yapitaslari
olan enzimler (DNA polimeraz, timidin kinaz, dihidrofolat rediiktaz vb.), histonlar,
ribozomlar, membran tiirevi organeller gibi pek ¢ok sitoplazmik elementin sentezi bu
zaman siireci igerisinde yapilir. Hiicre Gl boyunca metabolik olarak aktiftir ve
DNA’sin1 kopyalamaksizin siirekli biiyiir. G1 evresini DNA replikasyonunun yer
aldigi S evresi (sentez) izler. Tiimor tiirleri arasinda siiresi en fazla degisiklik
gosteren donemdir. Timor hiicresinin ¢ogalma hizim1 belirleyen evredir. Yavas
¢ogalan bazi tiimorlerde tiimor hiicresi mitozdan sonra GO evresine doner. Bu evre,

hiicrenin kemoterapiye hassas oldugu evredir.

GO evresindeki bir hiicrenin G1 evresine girmesi, biiylime faktorlerinin
kimyasal uyarilariyla olur. Biiyiime faktorlerinin baslicalarindan epidermal biiyiime
faktorii (EGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast biiylime
faktorii (FGF), trombositten tiireyen biiylime faktorii (PDGF). Biiyiime faktorleri,
kinazlarla iligkili membran reseptorlerini ve membrandaki diger reseptorlere kenetli
(Ras proteini gibi), mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) sistemini uyarir ve
transkripsiyonu ve G1 evresi i¢in gerekli yapitaglarinin yapilmasi icin hiicrelerin

cogalmasini hizlandirir.

3. S (Sentez Evresi): interfaz sirasinda her bir kromozomdaki DNA replike
olur. Hiicrenin mitoza girmeye hazirlanirken, DNA’nin sentezlendigi bu asamaya S
evresi denir. S fazinda, DNA replikasyonu her kromozomun kopyasini yaparak,
kromozom sayisinin ikiye katlanmasini saglar. Bu evre 4-24 saat siirer. Bu evrede

kemoterapik ilaglar etkilidir.

Interfaz sirasinda S’den 6nce ve sonra, DNA sentezinin olmadig: iki dénem
vardir. Bu donemler sirasiyla, G1 (Gap 1) ve G2 (Gap2) olarak gosterilir. Bu iki
donem siiresince, S evresindeki gibi yogun, metabolik aktivite, hiicre biiylimesi ve

hiicre baskalasimi goriiliir.

4. G2 (2. Evre): DNA sentezinin tamamlanmasini takiben G2 fazi,
bliylimenin ve sentezin ikinci donemi olarak mitozun baglamasina Onciiliikk eder,
mRNA ve protein sentezi hizlanir. Mitoz igcikleri olusur. G2’nin sonuna kadar

hiicrenin hacmi iki katina ¢ikmig, DNA replike edilmis ve mitoz baslatilmistir. Tiim
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hiicrelerde bu evre yaklasik 2 saat siirer. G1 evresinde oldugu gibi bu evrede de,

hiicreler kemoterapiye hassastir.

5. M (Mitoz) Evresi: Dongliniin M evresi, genellikle sitokinez ile devam
eden mitozdur. Hiicre bu evrede boliiniir ve ¢cogalir. Mitoz kendi igerisinde 6 evreden
olusur ve yaklasik 1 saat siirer. G1 ve G2 evrelerinde oldugu gibi bu evrede de,

hiicreler, kemoterapiye hassastir.

Bu evreler sonucunda; iyi, yeni hiicre olugsmus olur, bu evreden sonra ya
hiicreler tekrardan hiicre siklusuna girer (G1) ya da GO evresine gegerek dinlenme
halinde kalirlar ki, yeni hiicre olugsun (Brachet ve Mirsky 1961; Prescott 1976;
Swanson ve ark. 1981; Pardee 1989; Forsburg ve Nurse 1991; Norbury ve Nurse
1992; Akdemir ve Birol 2004; Hartwell ve Kastan 1994; Koshland 1994; Akyol
2004; Sadirli 2008; Kayaalp 2009).

Kemoterapikler ¢esitli yollarla uygulanabilir; oral, intravendz (IV), intratekal,

intraperitonel, intraplevral, intraarteriyal.

Neoplastik tiimor dokularinin tedavisinde kullanilan antimetabolitler, DNA,
RNA, proteinler ve diger temel hiicre komponentlerinin sentez zincirinin degisik
basamaklarinda substrat veya koenzim olarak rol oynayan c¢esitli metabolitlerin
analoglaridir. Hiicrenin normal metabolitleriyle benzerlik gosterdikleri igin
enzimlerin baglanma noktalarina baglanarak, reseptorleri bloke edebilirler (Akyol
2004). Bu susbtratlar1 kullanan enzimlerle, baglanma noktalarina karsi yarisir ve
baglanmalarin1 inhibe ederler. Antimetabolitler, sik kullanilan antineoplastik
ilaclardir. Kemik iligi ve bagirsak mukozasina toksik etkileri vardir ve tim gebelik
stiresince fetlise zarar verebilirler. 3 alt grupta toplanirlar; folik asit antimetabolitleri,

purin antimetabolitleri ve pirimidin antimetabolitleri (Kayaalp 2009).
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Tablo 2.1. Antineoplastik ilaglar (Can 2005).

Sinif/Etki Mekanizmasi

Alkilleyici Ajanlar

Hicre siklisine Gzgo dediller; DNA'mn
citt sarmalini pargalar; RNA, protein ve
DMA sentezini baskilar.

Kemoterapotik Ajanlar

Busulfan, Chlorambucil,
Cyclophosphamide, Gisplatin,
Carboplatin, fosfamide, Melphalan,
Mechlorethamine hidrochlorid, Thiotepa

Yan Etkiler

Hematopoetik trombosiiopeni, natropan)
Gastrointestinal (bulanti-kusma, stomatit)
Reprodulkdif

Aenal (hemaorajik sistil, relrotokaisite)

Antimetabolitler

Hiicrenin 5 fazina etkili; DMA sarmalini
kirarak veya pramatir zincir sonlandirarak
DMA sentezi igin gerekli enzimlerin
tretimini baskilar.

Cytarabine, Capecitabina, Gemcitabine,
Methotrexate,

S-Azacytidine, 5-Fluorouracil, Floxuridine,
G-Marcaptopurine,

G-Thiguanine

Hematopoetik {rombositopeni, ndtropaent, anemi)
Gastrolmestingl (butanb-kusma, stomatit, anoreksi,
diyare)

Dermatolkojik (sagnti, d&kintl, venlerds koyulagma,
alopasd)

Antitimar Antibiyelikler

Hiicre siklisine dzal dedlller; nikleik
asid sentezini ve islevini dedistirerek RNA
ve DNA sentezini baskilar.

Bleomycin, Dactinomycin, Daunorubicin,
Doexerubicin, Idarubicin, Mytomycin C,
Mitoxantrone, Plicamycine

Hematopoetik {rombositopeni, ndiropsani, anesmid)
Gastrointestinal (bulanb-kuwsma, stomatif)
Kardiyak (kardiyotoksisite, antmi, kardiyomiyopati
Dermatolofik fhiperpigmentasyon, alopast)

Hitrosurealar
Hiicre siklsine dzgi dediiler; DNA
replikasyonunu ve ananmini engeliariar.

Carmustine, Lomustine, Semustina,
Streplozocin

Homatopoetlk trombositopen, notrapani, anemi)
Gastrointestinal fulant-kusma, stomatity
Reproduktif (over veya spermierin baskilanmasi}

Vinka (Bitki) Alkaloidleri
Hilerenin M fazina atkili; ANA ve protein
sentezini baskilar.

Vinblastine, Vincristine,
VP-16, VM-28, Vindesin, Topotecan,
Irinotecan, Paclitaxel, Docetaxel

* Hematopoetik frombositopeni, nétrapaen, anami)
= Gastromtestinal foulanb-kusma, anonesksl, konatipasyan)
* Dermatolojik Jokat deku nekroeu, alopesi, paralilik

Heus, cene
Marolojik {rdrotoksisite, pariferal nbropati)
Reproduktif

Hormonlar
Tamérl dogrudan etkilerer ya da tmon
besleyen vicut hormaonlann baskilar.

Androjenler, dstrojenler, korfikosteroidler,|
progestinler, dstrojen antagonistien

Reproduktif (manstrusl bozukiuklary
Hematopoetik (gizil enfeksiyonkar)
Gastrointestinal {mide irtasycnu)
Endokrin (jinakomasti, Cushing Sendrod)

Simiflandinlamayanlar
Hilcrenin 5 fazina etkili; RNA, DNA ve
protein sentezini baskilar,

Amsacrine, Hydroxyurea,
L-Asparaginase, Procarbazing

* Hematopoetik
= Gastrointestinal (bulant-kusma, kabizhk, ishal)

2.8.3. Metotreksat

2.8.3.1. Metotreksatin Farmakolojisi ve Farmakokinetigi

Metotreksat (4-amino-4-deoxy-10-N-methyl-pteroylglutamic acid, MTX),

folik asitin 4-amino-N'"-metil analogudur. Diyetle alinan folik asit, folat rediiktaz

enzimi ile dihidrofolikasite (FH;), dihidrofolikasitte dihidrofolat rediiktaz enzimi ile

tetrahidrofolata (FH4), indirgenir. Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz (DHFR)

enzimine baglanarak, enzimi geri doniistimlii bir sekilde inhibe eder. Bu indirgenmis

folatlar, histidin metabolizmasinda, piirin — pirmidin niikleotidlerinin sentezinde ve

timidilat sentezinde rol alirlar. Piirin ve pirimidin niikleotitlerinin sentezinin durmasi

DNA ve RNA sentezlerini ve ATP iiretimini inhibe eder (Kayaalp 2009).
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Sekil 2.8. Metotreksat’in kimyasal yapist (Padmanabhan ve ark 2009).
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Sekil 2.9. Folik asit’in kimyasal yapis1 (Padmanabhan ve ark 2009).

Folik Asid ©**%* _ Dihidrofolik asid 2tidebltRedtkez | otrahidrofolat(THF)
(-)
MTX

Sekil 2.10. Folik asitin tetrahidrofolata inhibisyonu (Asc1 2010).

Metotreksat, aktif transport ile yarisarak, folatin yerine hiicre icine giris
yapar. Karacigerde poliglutamilasyona ugrar, poliglutaminasyon sonrasi intraselliiler

olarak uzun siire kalabilir (Kayaalp 2009).

Plazma proteinlerine %50 oraninda zayif bir sekilde baglanir. Ilagla birlikte
alinan sulfonamidler ve salisilatlar, baglanma oranim azaltir ve ilacin toksisitesini
artirabilirler. MTX, timor hiicrelerine, uzun siire bagh kalir, hiicrelerde uzun siire
bagli kalan MTX, latent sitotoksik etkisi hiicre boliinmeye basladigi zaman belirgin
hale gelir ve hiicreyi o6ldiiriir. MTX, kan-beyin bariyerini gecemez, ancak yiiksek
dozlarda BOS’ta tedavi edici konsantrasyonlara ulasabilir. Bobrek yoluyla atilir ve

yarilanma Omrii 6-8 saat kadardir (Kayaalp 2009).

MTX, akut Ilenfoblastik I6semi, osteosarcoma, Kkoriokarsinoma, non-

Hodgkin’s ve lenfoma, gdgiis kanseri, mesane kanseri, bas ve boyun kanseri gibi
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birgok neoplazinin ve neoplazi olmayan romatoid artrit, sedef hastalig1 tedavilerinde

de kullanilmaktadir (Cole ve ark. 2006; Nouri ve ark. 2009).
2.8.3.2. Etki Mekanizmasi

Yapilan arastirmalara ragmen, MTX kaynakli toksisite, hala tam olarak
anlagilamamistir. Folik asit antagonisti (Nouri ve ark. 2009) olan MTX, folik asite
bagimlilik gosteren birgok metabolik yolagi, inhibe edebilme yetenegine sahiptir.
Inhibe etme yollarindan biri de daha 6nce sozii edildigi gibi, DHFR enziminin
inhibisyonuyla, folik asitin FH, ve FHj’e indirgenmesini Onleyerek piirin ve

pirimidin niikleotitlerinin sentezini engeller.

Piirin ve pirimidin sentezi i¢in timidilat sentetaz ve aminoimidazol-
karboksamidribodittransforminaz ~ (AICAR-transforminaz) enzimlerine ihtiyag
duyulmaktadir. MTX metabolizmasinin toksisitesi de, bu enzimleri inhibe ettigi
zaman ortaya ¢ikmaktadir. MTX’in etkisi ve yan etkileri piirin diizeyiyle ilgilidir

(Van Ede ve ark. 2002).

MTX’in ilk dozundan sonra ila¢ dolasimda kisa bir siire kalarak organlara
dagilarak etkisini hiicre i¢inde siirdiirmeye devam eder. AICAR’mn formil-AICAR’a
doniismesini saglayan AICAR-transforminaz enzimi MTX tarafindan inhibe edildigi
zaman, hiicre igcinde AICAR birikimi artar. Artan AICAR birikimi adenozin
salinimini artirir. Bir takim enzim inhibisyonlariyla fazla adenozin liretimine yol agar

(Cronstein 1997).
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Sekil 2.11. Basitlestirilmis metotreksat aktivitesinin mekanizmasi (Yelamos ve Puig 2015).

Adenozin hiicre yiizey reseptorlerine baglanan gii¢lii bir endojen reseptoriidiir
(Herfindal ve ark. 1992). Inflamatuar hiicre yiizeyinde bulunan adenozin
reseptorlerinin bloke edilmesi, hiicre fonksiyonlarinin azalmasina da sebep olur.
Notrofil hiicreleri iizerindeki reseptorlerin bloke edilmesi reaktif oksijen

metabolitlerinin tretilmesine neden olur.
2.8.3.3. Metotreksatin Yan Etkileri

Metotreksat, gastrointestinal sistem, hematolojik ve santral sinir sistemi gibi
bircok farkli sistemde toksisite olusturdugu rapor edilmistir (Ng ve ark. 2005;
Widemann ve Adamson 2006; Belur ve ark. 2015). En c¢ok rapor edilen bu
sistemlerin disinda kutandz, renal, neoplastik, akcigerler lizerinde, karaciger lizerinde
yan etkileri bildirilmistir (Zachariae 1990; Sitzia ve Huggins 1998; Kim ve ark.
2009; Asvadi ve ark. 2011; Lee ve ark. 2011; Belur ve ark. 2015).

Renal Yan Etkiler:

MTX ile iligkili akut tiibiiler nekroz, akut bobrek yetmezligi nadiren
goriilmektedir. Renal tiibiillerde, MTX’in ya da metabolitlerinin presipite olmasiyla
tikanikliga sebep olmaktadir (Jacobs ve ark. 1976; Lankelma ve ark. 1980; Smeland
ve ark. 1996; Widemann ve Adamson 2006 ). Baz1 hastalarda kusma, bulant1 ve ishal

gozlenebilir (Lawrenz-Wolf ve ark. 1994; Widemann ve ark. 1997).
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Noral Yan EtKileri:

MTX akut, subakut ve kronik norotoksisiteye sebep olabilir. MTX’in
intravendz ve intratekal uygulanmasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (Keime-Guibert
ve ark. 1998; Shuper ve ark. 2002; Brugnoletti ve ark. 2009). Toksisitenin
mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamistir ama ndrotoksisiteyi aciklayabilmek
icin bir¢ok hipotez ortaya atilmistir. Protein, lipid ve miyelin formasyonu i¢in 6énemli
olan transmetilasyon reaksiyonlarina, MTX’in etkilesime ge¢mesiyle olmus

olabilecegi yoniindedir (Harila-Saari ve ark. 1998).

MTX’in intratekal uygulanmasindan sonra bas agrisi, bulanti, kusma ve
aseptik menenjit goriilebilir (Weiss ve ark. 1974; Bleyer 1978). MTX’in subakut
uygulanmasindan haftalar sonra Parapleji, serebellar disfonksiyon, ndbet gibi yan

etkiler (Bleyer 1977 ve 1978) ortaya ¢ikmaktadir.
Hematolojik Yan Etkileri:

Hematolojik toksisite, MTX’in yiiksek dozlarinda ortaya cikan ciddi bir
komplikasyonudur (Isacoff ve ark 1976). Bu komplikasyonda, trombositopeniyi

takiben hizla ilerleyen 16konotropeni ortaya ¢ikmaktadir (Retenauer ve ark. 2009).
Kutanoéz Yan Etkileri:

MTX’in kutanéz yan etkileri yiiksek dozda kullanmildiginda cesitlilik
gostermektedir. Genellikle tavsiye edilen miktarlar gozardi edildiginde ya da renal

atilim azaldiginda ortaya ¢ikmaktadir (Gaies ve ark. 2012).

En sik karsilagilan mukokutandz reaksiyonlar, oral mukozada MTX’in neden
oldugu {lserler, ciltte yanma hassasiyeti, fotohassasiyet, kulakta kizariklik, ¢ok

cesitli kizariklik, kurdesen ve vaskiilittir (Del Pozo ve ark. 2001).
Gastrointestinal Sisteme Yan Etkileri

MTX, bir¢ok gastrointestinal sistem rahatsizliklarina neden olabilir. MTX’in
diisiik ya da yiiksek dozlarinda ortaya cikan karin agrisi, kusma ve ishal gibi yan
etkiler en ¢ok rapor edilen etkilerdendir. (Olsen 1991).
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Ureme Sistemi Uzerine Etkileri:

MTX in, testikiiler toksisitesi iizerinde, infertiliteyi agiklayabilecek onemli
yan etkileri vardir. Spermatogenezis sirasinda, anti-kanser ilag kullaniminin, hiicresel
ve molekiiler yonden gonadal hasar1 degerlendirebilmek i¢in kapsamli arastirmalar
yapilmistir (Jordan ve ark. 1977; Saxena ve Singh 1990; Jahuson ve ark. 1993; Kim
ve ark. 1999). Bircok yetiskin erkek, MTX ile basarili bir sekilde tedavi olduktan
sonra, bu kisilerde oligospermi goriilmistiir (Schilsky ve ark. 1980; Sussman ve
Leonard 1980; Morris ve ark. 1993; Kim ve ark. 1999; Nouri ve ark. 2009). Birincil
ve ikincil spermatosit boyutlarinda degisiklik, spermatid ve Leydig hiicre
biiyiikliiklerinde farkliliga neden olmaktadir (Saxena ve ark. 2014). Daha Onceki
calismalarda da belirtildigi tizere, MTX’in, testiste bulunan seminifer tiibiillerdeki
hasarin, sperm sayisini azalttigt ve MTX kullanildiktan sonra sperm DNA’sinin da

hasarlandig1 gosterilmistir.

Yapilan caligmalar, MTX’in hiicreler iizerine etkisi, hiicrelerin antioksidan
etkinligini azaltarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkilerine acik hale gelmelerini
ve boylece testis dokusu ve germ hiicrelerinde hasara neden olduklarini
gostermektedir. Seminifer tilibiillerde atrofiye, germinal hiicrelerde de apoptoza

neden oldugu goriilmiistiir (Vard1 ve ark. 2004).

Farelerde ve sicanlarda yapilan caligmalarda, MTX’in testis agirliginda
azalmaya, sperm sayisinda azalmaya, sperm basinda anormalliklerin artigina,
seminifer tlibiil ve sperm DNA’sinda hasara sebep oldugu gosterilmistir (Johnson ve

ark. 1994; Can 2005; Padmanabhan ve ark. 2009).
2.9. OKSIDATIF STRES

Tanim olarak oksidatif stres, normal durumlarda dengede olan prooksidan-
antioksidan dengesinin bozularak, prooksidanlar yoniine kaymasi durumudur (Valko

ve ark. 2007).

Tiim organizmalarda oksidatif strese karsi gerekli enzimlerin, molekiiler
saperonlarin, ve antioksidan molekiillerin {liretiminin artmasiyla sonuglanan adaptif
yanitlar  bulunmaktadir (Fomenko ve ark. 2011). Bu detoksifikasyon
mekanizmalarindaki bozukluk ve yiikselen ROS diizeyleri sonucu artan oksidatif

stres hiicresel hasara yol agmaktadir.
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Ozetle, organizmada bulunan elektron alici molekiiller olarak bilinen serbest
radikallerin, aktif oksijen tiirevlerinden oksidanlar, DNA, RNA ve enzimatik
aktiveleri etkileyerek hiicre hasarlarina neden olurlar. Bu serbest radikaller, normal
sartlarda antioksidanlar tarafindan yikilirlar. Ancak savunma sistemlerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda, bu molekiiller arasindaki dengenin bozulup oksidanlar yoniine
kaymasiyla hiicreler oksidatif hasara duyarli hale gelirler ve olusan bu hasarlar
hiicrede bir¢ok hastaliga neden olurlar (Romero ve ark. 1998; Halliwell ve Whiteman

2004; Valko ve ark. 2006; Berk ve ark. 2008).
2.9.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde tek ve paylasilmamis elektron tasiyan
kimyasal iirlinlerdir. Paylasilmamis olan elektron molekiilii, stabilitesini bozar ve
stabilize olabilmek i¢in proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve inorganik maddelerle

tepkimeye girer ve bunun sonucunda enerji agiga ¢ikar.
Serbest radikaller hiicresel ya da biyolojik kaynakli olabilir.

Biyolojik Kaynaklar: Aktive olmus fagositler, antineoplastik ilaclar ve
pestisitler, endiistriyel solventler, radyasyon, alkol ve uyusturucu maddeler, sigara
dumani, cevresel kirleticiler, stres (Kappus 1987; Akkus 1995; Abdollahi 2004;
Ebadi 2001; Lobo ve ark. 2010).

Hiicresel Kaynaklar: Ksantin oksidaz, peroksizomlar, mitokondrial elektron
transport zinciri, iskemi/reperfiizyon hasarlari, plazma membran1 (Kappus 1987;

Akkus 1995; Abdollahi 2004; Ebadi 2001; Lobo ve ark. 2010).
Serbest Radikallerin Yol Actig1 Hasarlar:

Serbest radikaller, stabilize olabilmek i¢in proteinler, lipidler, karbonhidratlar
ve inorganik maddelerle tepkimeye girer ve tepkimeye girdigi hiicrelerin DNA, RNA
ve enzimatik aktiveleri etkileyerek hiicre hasarlarina neden olurlar. Bu etkiler toksik,

mutajenik ve karsinojenik olabilir (Nordberg ve Arnér 2001).
Membran Lipidlerine Etkileri ve Lipid Peroksidasyonu:

Memran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri ve kolesterol, membran

lipidlerini serbest radikaller i¢cin hedef haline getirmektedir ve serbest radikallerle
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reaksiyona girerek peroksidasyona neden olurlar. Lipid yapisi degisen hiicrelerin,
hiicre gecirgenligi de degisir ve fonskiyonlarinda bozulma olur (Freeman ve Crapo
1982; Weiss ve LoBuglio 1982; Porter ve ark. 1985; Cheeseman ve Slater 1993;
Halliwell ve Gutteridge 1999). U¢ asamasi vardir: Baslangig, zincir gelisimi ve

sonlanma.

Glglii bir oksitleyici radikalin, membran yapisinda bulunan metilen
grubundan (a-metilen) hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla baglar ve lipid radikali
olusmus olur ve sonrasinda dien konjugatlar olusur. Oksijen ilavesiyle olusan yiiksek
reaktiviteye sahip peroksil radikali, diger yag asitlerinede saldirarak lipid
hidroperoksiti (LOOH) olusturur. Bdylece lipit peroksidasyonu yayilir. Lipid
peroksidasyonu sonucunda yeni bilesikler olusturulur; alkanlar, malandialdehid
(MDA) ve isoprotanlar. Lipid peroksidasyonunun belirteci olarak kullanilan bu
bilesikler ndrodeneratif hastaliklar, iskemik reperfiizyon hasarlanmasi ve diabetle
iligkisi gosterilmistir (Ohkawa ve ark. 1979, Southorn and Powis 1988; Sinclair ve
ark. 1990; Lovell ve ark. 1995; Girotti 1998). MDA, lipid peroksit diizeyinin

Olclilmesinde kullanilan hedef molekiildiir.

Lipid peroksidasyonu sonucunda; membrandaki iyon dengeleri, membran

transport sistemleri bozulur, organeller hasarlanir.
Proteinlere Etkileri:
Proteinlerin oksidatif modifikasyonu ii¢ yolla gerceklesir:

- Spesifik amino asitlerin oksidatif modifikasyonu,
- Proteinlerin fragmantasyonu

- Lipid peroksidasyonu iirlinleriyle reaktive olan ¢apraz baglanmalar.

Metionin, sistein, arjinin ve histidin gibi amino asitleri igeren proteinler,
oksidasyonun etkilerinden kolaylikla etkilenirler (Freeman ve Crapo 1982). Serbest
radikal aracili protein modifikasyonlari, enzim proteolizisi yatkinligin1 artirmaktadir.
Protein triinlerinin, oksidatif hasara ugramasi enzim, reseptdér ve membran gecis
aktivitelerini etkilemektedir. Oksitadif hasarli protein iriinlerinin icerigindeki fazla
olan reaktif gruplar, membran hasar1 olusturabilir ve hiicre fonksiyonlarini
etkileyebilir. Peroksil radikalinin, genellikle protein oksidasyonu i¢in kullanilan

serbest radikal tlrii oldugu diisiiniilmektedir. Protein oksidasyonlari, enzim

37



aktivitesinde azalmaya, protein agregasyonuna, fonksiyon kaybina, gen
transkripsiyonunda degisimlere neden olur. (Shacter 2000; Nordberg ve Arnér 2001;
Netto ve ark. 2002; Lobo ve ark. 2010)

Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

Yapilan deneyler, DNA ve RNA’nin oksidatif strese duyarli oldugunu
gostermistir. Ozellikle kanser ve yaslanma zamaninda DNA ana hedeflerden biri
haline gelmektedir (Woo ve ark. 1998). Glikol, dTG ve 8-hidroksi-deoksiguanozin
gibi oksitadif niikleotidlerin, serbest radikal hasari ya da UV radyasyonu altinda
DNA’daki oksidatif hasar1 artirdig1 goriilmiistiir. Mitokondriyal DNA’nin, oksidatif
hasara daha ¢ok yatkinligi oldugu gosterilmistir. 8-hidroksi-deoksiguanozin oksidatif
stresin, biyolojik belirteci olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Hattori ve ark.

1997).
Karbonhidratlara Etkileri:

Serbest radikallerin etkisiyle, monosakkaritlerden hidrojen peroksit, peroksit
ve okzoaldehid yapisinda iirlinler olusur ve olusan bu iirlinler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz bag olusturabilme oOzelliklerinden
dolayr antimitotik etki gosterirler. Bu da kanser ve yaslanma gibi olaylarda etkili

olabileceklerini diisiindlirmektedir (Thornaley ve Vasak, 1985).
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS):

ROS’un kisaca tanimi, baska molekiillerle ¢ok kolay elektron aligverigine
girebilen molekiillerdir (Halliwell, 1991). ROS, (1) redoks-aktif metaller ve oksijen
tiirleri arasindaki dogrudan etkilesimi veya (ii) nitrik oksit sentaz (NOS) veya
NADPH oksidazlar gibi c¢esitli enzimlerin aktivasyonu ile dolayli olarak
tiretilmektedir. Bu mekanizmalarin isleyisindeki temel kural, serbest radikallerin
kimyasal kaynagi olan molekiiler, oksijenin aktivasyonunun gerekliligidir (Smith ve

ark. 2007).

Yiiksek diizeyde reaktif olan siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali
cogunlukla, ETZ 'deki mitokondriyal kompleks I ve III tarafindan tiretilip mitokondri
i¢ membranini kolaylikla gecer ve hidrojen perokside (H,O,) indirgenir (Muller, Liu
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et al. 2004). Mitokondriyal {iretimi disinda H,O, ayrica peroksizomlarda da iiretilir.

Katalaz igeren peroksizomlarda H,O,, suya yikilarak H,O, birikimi 6nlenmis olur.

Peroksizomal hasar olustugunda ve katalaz enziminin iretimi azaldiginda
H,0, sitozole salinir ve oksidatif stres indiklenir. 1ndirgenmis metallerin de
sitozolde bulunmasiyla H,O,, ¢ok reaktif ve biyolojik sistemlerde hasara sebep olan
reaktif hidroksil radikaline doniisiir (Valko ve ark. 2007). H,O, membranlardan ¢ok
kolay gecerek, fizyolojik roller kazanabilir. Bir molekiiliin radikal sayilabilmesi i¢in,
ciftlenmis elektrona sahip olmasi gerekmektedir. Reaktif oksijen tiirleri terimi,
reaktif olmayan ve reaktif olan molekiilleri kapsayan bir terimdir (Cavdar ve ark.

1997).

Radikaller Non- radikaller
Stiperoksit. ()7 Hidrojen peroksit. H O,
Hidroksil. OH { Hipokloréz asit. HOCI
Peroksil. RO» Ozon. O3

Alkoksil. RO Singlet oksijen. O
Hidroperoksit. HO» Peroksinitrit. ONOO~
Nitrik oksit, NO Hidroperoksid. L(R)OOH

Sekil 2.12. Reaktif Oksijen Tiirleri (Halliwell ve Gutteridge 2000).

Siiperoksit Anyon Radikali: Molekiiler oksijen, dis orbitalinde paylagilmamis

iki elektron bulundurmaktadir. Siiperoksit anyonu ¢ok reaktif olmayan bir radikaldir.

Hidrojen Peroksit: Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden, iki

elektron almasi veya siiperoksit anyonunun bir elektron almasi sonucu peroksit
molekiilii meydana gelir. H>O;, serbest radikal olmadig1 halde yapisinda bulunan su

yardimuiyla, biyolojik membranlardan gegebildigi i¢in ¢ok 6nemli bir molekiildiir.

Hidroksil Radikali: Yarilanma omrii ¢ok kisa olan, biitiin molekiilleri hemen

okside edebilecek kadar toksik ve ¢ok gii¢lii bir oksidandir (Fantel 1996).

Singlet Oksijen: Ortaklanmamis elektronu bulunmadigr icin radikal olmayan

bir reaktif oksijen tiirtidiir. Normal oksijenden ¢ok daha hizli olan bir molekiildiir.
Doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunun olusumuna

sebep olur (Halliwell, 1991).
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Nitrik Oksit (NO):

Nitrik oksit, yarilanma omrii kisa, suda ve yagda coziinebilen serbest bir
radikaldir (Lowenstein 1994). Paylasilmamis elektronunu iizerinde bulundurmayan

NO radikali, bu 6zelligi sayesinde hizli difflize olur ve kendi stabilitesini artirir.

Cok yonlii, biyolojik haberci olan NO, farkli biyolojik etkilere sahiptir.
Norotransmisyon, penil ereksiyon, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, platelet
agregasyonunun inhibisyonu, immiin sistemin diizenlenmesi gibi, bir¢cok farkl etkisi

vardir (Radomski ve ark. 1987; Garg ve Hassid 1989).

Siiperoksitin, nitrik okside (NO) doniismesi ile olusan reaktif azot bilesikleri
(RNS), oksidatif stresin bir tiirii olan, nitrosatif strese yol agar (Malkus ve ark. 2009).
RNS diretimi sirasinda fazla miktarda potent bir peroksidasyon ajani olan,
peroksinitrit  olusmaktadir. DNA  fragmanlarinin  olusmasini  ve  lipid
peroksidasyonunu indiiklenmesi peroksinitrit tarafindan gerceklestirilir (Carr ve ark.

2000; Szabd ve ark.2007).

NO sentaz tarafindan iretilen NO, hiicrelerde ve hiicreler arasi bosluklarda

bulunur ve {i¢ formu vardir:

Endotelyal NOS (eNOS), vaskiiler epitel hiicrelerde bulunur. eNOS

testislerde Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri, spermatosit ve spermatid tarafindan
sentezlenir. Kan basinci, kan akis hizi, ve kalp kasilmalarini organize eder (Drexler
ve ark. 1991; Bassenge 1994). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkileri

vardir.

Noronal NOS (nNOS), ilk olarak merkezi sinir sisteminde gosterilmis olup,

merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde, ndromodiilatdr ve norotransmitter
olarak gorev yapar (Olesen ve ark. 1994). Periferik sinir sisteminde solunum
fonksiyonlarinda, gastrointestinal sistemde, penil ereksiyonunda, kan basinci ve kan
akim hizinin diizenlenmesinde rol alir (Burnett ve ark.1992; Stark ve Szurszewski
1992; Bachmann ve Mundel 1994; Afshari ve ark. 2011). Testislerde, Leydig

hiicrelerinde bulunur ve vazodilatasyonda rol alir (Shiraishi ve ark. 2001).
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Glialarda  bulunan  indiikklenebilen  NOS (GNOS), sitokinler ve

lipopolisakkaritlerle uyarilarak sentezi saglanir (Murphy ve ark. 1993; Vincent ve
ark.. 1998; Hirsch ve ark. 2003; Tieu ve ark. 2003).

Artan NO mitokondriyal kompleks I ve IV'teki enzimleri inhibe eder ve ROS
iretimini tetikler. Aym1 zamanda artan NO proteinlerle etkilesime girerek S-
nitrosotiol yapisin1 olusturarak protein fonksiyonlarmi degistirir ve lipidlerle
etkilesime girerek, lipid peroksidasyonuna neden olur (Carr ve ark. 2000). Yiiksek
diizeyde ROS f{iretiminde proteinler hasarlanir veya inaktif hale gelerek hiicre i¢i

sinyal yolaklarinin modiilasyonu ile hiicresel dejenerasyon veya 6liime yonlendirir.
2.9.2. Antioksidanlar

Hiicreler, serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasarlari dnleyen, olusan
iriinlerin seviyesini kontrol eden ve serbest radikalleri yakalayip stabilize edebilen
antioksidan sistemlere sahiptirler. Bu sistemler sayesinde serbest radikallerden ve
lipid peroksidasyonunun etkilerinden korunmak miimkiindiir (Thomas 1995; Deaton

ve Marlin 2003; Urso ve Clarkson 2003; Valavanidis ve ark. 2006).

Antioksidanlar, serbest radikallere saldiran elektronlar gondererek serbest
radikalleri etkisiz hale getirirler ve zarar verici etkilerini azaltan stabil molekiillerdir.
Antioksidanlar, serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ile hiicresel hasar1 inhibe eder veya
geciktirirler (Halliwell 1995). Diisiik molekiiler agirliktaki antioksidanlar, giivenli bir
sekilde serbest radikallerle etkilesirler ve hayati molekiiller hasarlanmadan once,
zincir reaksiyonunu durdururlar. Glutatyon, ubiquinol, iirik asit gibi antioksidanlarin
bazilari, viicudun normal metabolizmasi sirasinda iiretilir (Shi ve ark. 1999). Hafif
antioksidanlar diyetimizde de bulunur. Serbest radikallerden viicudu arindirmak i¢in
farkli enzim sistemleri oldugu halde, viicutta iiretilmeyen vitamin E (a-tokoferol),
vitamin C (askorbik asit), B-karoten gibi tamamlayic1 vitamin antioksidanlar

bulunmaktadir ve diyetle alinmalidir (Levine ve ark. 1991).

Hiicreler bu sayede serbest radikallerden ve lipid peroksidasyonundan
korunurlar (Thomas, 1995; Gutteridge ve Halliwell, 2000; Mates, 2000; Urso ve
Clarkson, 2003; Deaton ve Marlin, 2003;Valavanidis ve ark, 2006).
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Antioksidan Savunma Sistemi:

Antioksidanlar, radikal temizleyici, hidrojen verici, elektron verici, peroksit
pargalayici, singlet oksijen yakalayici, enzim inhibitorii, metal sellatlayici ajanlardir.
Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortami

ROS’tan arindirirlar (Frie ve ark. 1988).
Antioksidan Etki Mekanizmasi:

Antioksidanlar, etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (Rice-Evans ve
Diplock 1993). Birincisi zincir kirict etkisini, birincil antioksidan, serbest radikal
sistemine elektron sunar ve olusan serbest radikalleri kendine baglayarak etkisiz hale
getirmesine dayanir. Ikincisi ise, ROS/RNS’lerin baslaticilar1 olan zincir baslatict
katalizorlerinin yakalanip uzaklastirilmasina ve bdylece serbest radikal olusumunun
engellenmesi saglanir. (Winston 1991; Murray ve ark. 1993; Hermes-Lima ve ark.
2001). Antioksidanlar biyolojik sistemler tizerindeki etkilerini elektrik dondrii olarak
davranmalari, metal iyon selatorii gorevi gormesi, ko-antioksidan veya gen

ekspresyonu regiilasyonu olarak gosterebilirler (Krinsky 1992).
1. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi.

A- Toplayict etkisi: ROS’lar1 etkileyerek onlar1 tutmaya ve daha zayif
reaktivitesi olan bagka molekiillere ¢cevirme etkisi (enzimler ve kiigiik molekiilerin)

(Reiter 1995; Karihtala ve Soini 2007).

B- Bastirict etkisi: ROS’lara bir proton sunarak aktivite kaybina neden olan

etki (flavinoidler, vitaminler) (Cherubini ve ark. 2008).

C - Onarici etkisi: ROS’lar tarafindan olusturulan hasarin, olusturulma etkisi

(Mickle ve Weisel 1993).

D- Zincir kirict etkisi: ROS’lar1 ve zincirleme reaksiyon baslatacak maddeleri
kendine baglayip, reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini oOnleyici etki

(hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler) (Virag ve Szab6 2002).
2. Serbest radikal olusumunun engellenmesi

A- Baslatic1 reaktif tiirevleri uzaklastirarak
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B- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
C- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirarak
Antioksidan Etki Seviyeleri:

Savunmada ilk sirada, serbest radikal formasyonunu baskilayici, koruyucu
antioksidanlar gelir. Bazi antioksidanlar, reaksiyonlar1 baskilayabilmek i¢in,
hiperoksitler ve hidrojen peroksitten once sirasiyla alkolii ve suyu azaltir, boylece
serbest radikaller ve proteinler, metal iyonlarina ulasamaz. Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon-s-transferaz, fosfolipid hidroperoksit, glutatyon peroksidaz
(FHGSH-Px) ve peroksidaz birincil antioksidanlardandir.

Ikincil savunma antioksidanlar1 ise, zincir reaksiyonlarin baslamasini
baskilamak ve/veya zincir yayilma reaksiyonlarini kirmak ig¢in, aktif radikallerin
temizlenmesini saglarlar. Cesitli endojen radikal-siipiiriicii antioksidanlarin bir
kisminin, hidrofilik ve diger kisminin da lipofilik oldugu bilinmektedir. Sitozol ve
ekstraselliiler sivida bulunan radikal-siipiiriicii antioksidanlardan Vitamin C, iirik
asit, bilirubin, albiimin, ve tiyoller, hidrofilik membranda ve lipoproteinlerde bulunan
lipofilik radikal-siipiiriicii antioksidanlarin ise vitamin E ve ubiquinol oldugu
bilinmektedir (Niki 1993; Blokhina ve ark. 2003). Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6FD) enzimleri gibi dolayli olarak etkisi olan
enzimlere de ikincil antioksidan enzimler denilmektedir. Antioksidanlar, enzimatik

ve enzimatik olmayanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.
Enzimatik Antioksidanlar:

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksitin, hidrojen peroksit (H,O,) ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzimdir (Banniste ve ark. 1987; Zelko
ve ark. 2002). SOD enzimi neredeyse biitiin aerobik hiicrelerde ve ekstraselliiler
stvilarda  bulunmaktadir (Johnson ve Giulivi 2005). Siiperoksit dismutazlar,
merkezlerinde bulunan ge¢is metallerine gore, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD / Fe-SOD ve
Ni-SOD olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir (Wuerges ve ark. 2004).

Insanlarda, SOD’un ii¢ formu goriilmektedir. SOD1 sitoplazmada, SOD2

mitokondride ve SOD3 ise ekstraselliiler sivida bulunmaktadir (Cao ve ark. 2008).
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Katalaz: Yasayan tiim organizmalarda bulunan bir enzim olan katalaz,
hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene parcalayarak biyolojik sistemleri
H,0O;’nin zararlarina karsi korurlar (Gaetani ve ark. 1996; Chelikani ve ark. 2004).
Katalazin biitiin organlarda aktivitesi oldugu bilinmekte ancak enziminin
aktivitesinin dokular ve hiicreler arasinda farkliliklar gosterdigi, oOzellikle
bobreklerde yiiksek konsantrasyonda oldugu belirtilmektedir (Murray ve ark. 1993;
Eisner ve Aneshansley 1999; Orbea ve ark. 2000)

Glutatyon Sistemi: Glutatyon sistemi glutatyon, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferazlar1 kapsar. Hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunur (Meister ve Anderson 1983). Glutatyon peroksidaz,
hidrojen peroksit ve organik hiperoksitin indirgenmesinde rol oynar. Mitokondride

sitozol ve hiicre membraninda bulunur (Deaton ve Marlin 2003).
Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

Askorbik Asit: Askorbik asit veya Vitamin C suda c¢oziinebilen,
monosakkarit bir antioksidandir. Insanlarda sentezlenemeyen bir vitamindir, diyetle
alinmasi gerekmektedir (Smirnoff 2001). Bir ¢ok enzimin kofaktoriidiir. Cok giiclii
indirgeyici ajan olan askorbik asit reaktif oksijen olan hidrojen peroksiti notralize
edebilir (Padayatty ve ark. 2003). Direk antioksidan etkisine ek olarak, bitkilerde
stres rezistansi olarakta gorev yapmaktadir (Shigeoka ve ark. 2002). Hidrojen
peroksit varliginda demir ve bakir iyonlariyla reaksiyona giren Vitamin C, oksidan

ozellikler gosterebilmektedir (Cavdar ve ark. 1997).

Glutatyon (GSH): Aerobik yasamdaki her canlida sistein igceren peptid olan
Glutatyon bulunmaktadir (Meister ve ark. 1983). Diyetle alinmas1 gerekmemektedir
ve hiicrelerden amino asit senteziyle iiretilmektedir. GSH’a antioksidan 6zelligini
tiyol grubu saglar. Hiicre i¢i glutatyonun biiyiik bir kismi indirgenmis olarak (tiyol),
bir kism1 da okside glutatyon (GSSG) formunda bulunur (Halliwell ve Gutteridge,
1999; Dickinson ve Forman, 2002; Mytilineou ve ark., 2002). Glutatyon ortamdaki
hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini temizler, ayni zamanda
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif hasarlara kars1

korur.
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Melatonin: Gli¢lii bir antioksidan olan melatonin hiicrelerde ¢esitli
ROS’larin  temizlenmesini {stlenir. Hiicre membranlarindan ve kan-beyin
bariyerinden kolaylikla gegebilir (Reiter ve ark. 1997). Diger antioksidanlardan farkli

olarak redox dongiisiine girmez.

Tokoferol (E Vitamini): Vitamin E tokoferoller ve tokotrienoller i¢in
toparlayicit  bir isimlendirmedir. Vitamin E antioksidan 0Ozelliginde, yagda
¢oziinebilen bir molekiildiir (Herrera ve Barbas 2001). a-tokoferol en ¢ok arastirma
yapilmis olan, dagilimi ve biyolojik aktivitesi en fazla olamidir (Brigelius-Flohe ve
Traber 1999). Membrani lipid peroksidasyonuna karsi korur (Traber ve Atkinson
2007).

2.10. C VITAMINI
2.10.1. C Vitaminin Tarihgesi

Askorbik asit lizerine arastirmalar yapilmaya Holst ve Frolich 1900°1ii yillarin
basinda baslanmistir. 1912°de antiskorbutik vitamin adi verilmis ve 1920 yilinda C
vitamini adi kullanilmaya baslanmistir. Vitamin C (L-askorbik asit) 1921 yilinda

izole edilmis ve 1933 yilinda ise limondan sentezi tamamlanmaistir.

Gegtigimiz dort ylizyil boyunca diyetisyenler ve hekimler C vitamini aliminin
sadece rhinoviriisler ve influenza tedavisinde, besinlerin sindirimine yardimci, kemik
ve baglantili dokularda stabiliteyi siirdiirecegini diisiiniiyorlardi (Morgan 2010).
Antioksidan olarak Vitamin C, birgok yabanci ajanin viicuda yayilmasim

engellemektedir.

Askorbik asit (L-askorbik asit, L-ksilo askorbik asit, L-treo-heks-2-enoik asit-
v- lakton) biyokimyasal isimlendirmeleridir. Birgok canli tiiriinde genis dagilim

gostermektedir (Jacob 1999). Suda ¢oziinebilen, monosakkarit bir antioksidandir.

HO OH

OH

OH
Sekil 2.13. Askorbik Asit’in kimyasal yapisi.
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Insan viicudunda, sentezi sirasinda kullanilan L-gluno-y-lakton oksidaz
enzimi olmadig1 sentezlenemeyen C vitamininin, digsaridan diyetle alinmasi
gerekmektedir (Bates 1981; Baspinar ve Kurtoglu 2003). Biitiin taze sebze, meyve ve
etler bir miktar C vitamini igerir (Duyff 2002) ancak 1s1yla bozulacagi i¢in, pisirme

sirasinda hizla kaybedilir (Pauling 2007).
Biyolojik Sistemlerde C Vitaminin Rolii:

Kuvvetli bir indirgeyici ajan askorbik asit tipik peroksil radikalleriyle suda
tepkimeye girer. Bazi1 biyolojik sistemlerde askorbik asitin antioksidan koruma
saglayarak lipit peroksidasyonuna karsi koydugu gosterilmistir (Diindar ve Aslan
1999). Siiperoksit ve hidroksil gibi oksidanlarla hizlica tepkimeye girerek hiicreleri
bu radikallerin hasarlarindan korur. Antioksidan etkisinin yaninda oksidan etkiye de
sahip olan C vitamini, ferri demiri ferro demire indirgeyebilen siiperoksit radikali
disindaki tek hiicresel ajandir (Niki 1987). Proteinlerin yapisindaki demir atomlarini
inhibe ederek hidrojen peroksitin etkilerine uygun hale getirerek, siiperoksit
tiretimine katkida bulunur. Bu 6zelligi, C vitaminini serbest radikal reaksiyonlarinin
bir katalizorii yapar ve prooksidan olarak degerlendirilmesine yol agar. (Akkus

1995).

Bunlara ek olarak, iceriginde yag molekiilleri olan bitkisel ve hayvansal

yaglari, balik, margarin siit gibi besinleri oksidatif bozulmaya kars1 korumaktadir.

C vitamininin, doymus bir bilesik olmasi1 lipid peroksidasyonuna karsi
antioksidan etkilerinin olmas1 gebelik, siit verme donemi, enfeksiyonlar ve
zehirlenmeler gibi oksidatif stresin arttigi donemlerde koruyucu etki gostermesi
acisindan onemlidir (Dawson ve ark. 1999). Kanser ve kalp hastaliklarinda da benzer

bir koruma mekanizmasi gostermektedir.

C vitamini gastrointestinal sistemde enerji bagimli sodyum kapili kanallarla
aktif transport yapilarak absorbe edilir. Dokulara tasman C vitaminin fazlasi

bobreklerden idrarla atilir.

Yapilan aragtirmalar C vitamininin bag dokudaki kollejenin sentezinde
gorevli oldugu gosterilmistir (Levine ve ark. 1992; Peel ve ark. 2006). Eksikliginde

kan damarlar1 zayiflar ve kiigiik darbelerde bile kanamalar gozlenebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan, Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip
ve Uygulama Merkezinde gerceklestirildi. Doku ornekleri Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda ve

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda incelendi.
3.1. Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calisma plan1 olusturulduktan sonra Necmettin Erbakan Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onayi
alindi (Karar no: 2014-065 ). Calisma biitcesi Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligli'niin 141318005
proje no’lu karar1 geregince karsilandi. Calisma i¢in belirlenen optimum hayvan

say1st etik kurul tarafindan onaylandi.
3.2. Deney Hayvanlar

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Merkezinde agirliklar1 300-550 gr arasinda degisen 10-12 haftalik 31 adet
erkek rat kullanilarak gergeklestirildi. 22+2 C oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ritim saglandi. Kullanilan deney hayvanlarinda se¢im
kriteri olarak literatiirde rat modeli kullanilmasinin yaninda deney hayvanlarina
yapilmis olan tiim deneysel ve cerrahi islemler Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun belirlemis oldugu kurallara

uyularak calisilmistir.
3.3. Deney Hayvan Gruplan

Ratlar; 1. Grup (n=7) Kontrol, II. Grup (n=8) MTX tedavisi alan, III. Grup
(n=8) MTX ve ardindan C vitamini alan, IV. Grup (n=8) C vitamini alip ardindan
MTX alan grup olmak iizere 4 gruba ayrildu.

Grup 1 (Kontol grubu): Bu gruptaki siganlara, 30 giin boyunca izotonik salin
sollisyonu 2 mg/kg/giin intraperitoneal (ip.) olarak uygulandi.
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Grup II (MTX grubu): Bu gruptaki sicanlara 2 hafta siiresince haftada 1 giin
tek doz MTX, 10mg/kg/giin intraperitonel (i.p) uygulandi.

Grup III (MTX + C vit grubu): Bu gruptaki si¢anlara, dnce 2 hafta siiresince
haftada 1 giin tek doz MTX, 10 mg/kg/giin intraperitoneal (i.p) uygulandiktan sonra
10 giin boyunca giinliik C vitamini, tek doz 100 mg/kg/giin intraperitoneal (ip.)
uygulandi.

Grup IV (C vit + MTX grubu): Bu gruptaki siganlara ise ilk 10 giin siiresince
giinliik tek doz C vitamini 100mg/kg/giin intraperitoneal (i.p) uygulandiktan sonra 2
hafta boyunca haftada 1 giin tek doz MTX, 10 mg/kg/giin intraperitoneal (ip.)
uyguland.

Deneyin sonunda %10’luk ketamin 20 mg/kg ve %2’lik ksilazin 3 mg/kg

intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Anestezi altinda testisler ¢ikarildi.

Tablo 3.1. Deney gruplar1

Deney gruplari Sican sayis1 | Tedavi Doz Siire

Grup 1 7 Serum fizyolojik | 2mg/kg/giin 4 hafta
Grup 11 8 MTX 10mg/kg/giin 2 hafta
Grup 111 8 MTX + C vit 10mg/kg/giin+100mg/kg/giin 4 hafta
Grup IV 8 Cvit+ MTX 100mg/kg/giin+10mg/kg/giin 4 hafta

Alman dokular %10’luk formaldehit igerisinde tespit edildi. Daha sonra
uygun doku ornekleri %10’luk formaldehit igerisinden alinarak akan ¢esme suyu
altinda yikandi. Yikanan dokular artan alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96)
gecirilerek dehidrate edildi ve ksilen ile seffaflandirildi. Seffaflandirilan testis
dokulari, parafinde bekletildikten sonra oda 1sisinda parafin i¢ine gomiilerek
bloklandi. Parafin bloklardan HM 325 MIKRON marka mikrotom ile 4-5
mikrometre kalinliginda kesitler elde edilerek, lam iizerine alindi. Alinan kesitler
Hemotoksilen & Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Shift (PAS) boyalar1 ile boyandi.
Entellan ile kapatilarak, {izeri lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlardan 10’ar
adet seminifer tiibiil gelisi giizel secilerek, Olympus CX31 marka mikroskopta
X400’lik biiyiitmede, germinal epitelin diizenli olup olmadigina, spermatogenetik
faaliyetlerin asamasina ve seminifer tiibiil ¢aplarina bakildi. Bunun i¢in Johnson

skor’u kullanild.
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Tablo 3.2. Johnson skorlamasi

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 Germ hiicreleri yok, yalnizca sertoli hiicreleri goriiliiyor.

Skor 3 Var olan tek germ hiicreleri spermatogonyumlardir.

Skor 4 Spermatazoa veya spermatid yok, 5’ten az spermatosit var.

Skor 5 Spermatazoa veya spermatid yok, ancak spermatositler var.

Skor 6 Spermatazoa yok, 10’dan az spermatid mevcut.

Skor 7 Bol spermatid mevcut, ancak spermatazoa yok.

Skor 8 Germinal epitelyum ¢ok sirali, ancak liimende 10’dan az sayida spermatazoa var.

Skor 9 Germinal epitelde ¢ok sirali, ancak disorganize goriiniim, liimende obliterasyona yol
acan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10 | Cok sirali, bol spermatazoa ve santralde agik liimen iceren tiibiiller var.

Her grupta rastgele 10 seminifer tiibiil i¢in ayr1 bir skor verildi ve bunlarin

hesaplanan ortalamalari ile gruplarin Johnson skorlari belirlendi. Deney gruplart igin

hesaplanan ortalamalar arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

karsilastirildi, farkliligin hangi gruplar arasinda oldugu Tukey karsilastirma testi

uygulanarak tespit edildi. Veriler ortalama, arti, eksi standart hata olarak verilmistir

(Johnson, 1970 ).
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4. BULGULAR

Her 4 gruptaki testis dokular1 histopatolojik olarak incelenirken; seminifer
tiibiillerin genel yapisi, tiibiil icerisindeki spermatogenetik seri hiicrelerinin varligi ve
interstisiyel alanin  goriinlimii  g6zonlinde bulundurulan kriterlerdi. Bunlar
degerlendirirken Johnson skorlama yontemi kullanildi. Her grupta rastgele 10
seminifer tiiblil igerisindeki spermatogenetik seri hiicrelerinin hangi asamada
olduguna ve tiibiillerin yapisina bakilarak her bir tiibiil i¢in ayr1 bir skor verildi ve
bunlarin istatistiksel olarak hesaplanan ortalamasi ile gruplarin ortalama Johnson
skorlar1 belirlendi. Bu skorlama sistemine gore; Johnson skor 1 seminifer tiibiillerde
hiicre yok. Skor 2 germ hiicreleri yok, yalnizca sertoli hiicreleri goriiliiyor. Skor 3 var
olan tek germ hiicreleri spermatogonyumlardir. Skor 4 spermatazoa veya spermatid
yok, 5’ten az spermatosit var. Skor 5 spermatozoa veya spermatid yok ancak,
spermatositler var. Skor 6 spermatozoa yok, 10°dan az spermatid mevcut. Skor 7 bol
spermatid mevcut ancak spermatozoa yok. Skor 8 germinal epitelyum ¢ok sirali
ancak limende 10’dan az sayida spermatozoa var. Skor 9 germinal epitelde ¢ok sirali
ancak disorganize goriiniim, liimende obliterasyona yol acan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10 ¢ok siral1, bol spermatozoa ve santralde acik liimen igeren tiibiiller var.
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sican
testislerinde, genel goriiniimii saptamak i¢cin Hematoksilen-Eozin (H&E) boyas1 ve

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi yapildi.
4.1.1. Kontrol Grubu

Testis dokusunda seminifer tiibiiller genellikle diizenli yapida olup ¢ap ve
bliytikliikleri bakimindan minimal degiskenlik mevcuttur (Resim 3.1.1). Seminifer
tiibiil epitelleri diizgiin, Sertoli hiicreleri bazal membran {izerinde dizelenim
gostermekteydi. Spermatogenetik seriye ait hiicreler, spermatozoalar1 da icerecek
sekilde izlenmekteydi. Interstisyel alanda kan damarlari ve az sayida Leydig hiicresi
varlig1 dikkati ¢ekti (Resim 3.1.2, 3.1.3). Grubun ortalama Johnson skoru 9,74 olarak
tespit edildi.

50



LRI

ey 3D
S T
8 (R0
~'w“f§i'ﬁ§

3%

Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiillerin H&E boyasi ile goriintiisii (x100)
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiillerin PAS boyasi ile goriintiisii (x100).
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4.1.2. Metotreksat (MTX) Grubu

Bu grupta testis dokusunda seminifer tiibiillerin fokal bir kismi normal
yapisini korumakta olup, bazi tiibiillerde hiicrelerin biiyiik oranda bazal membrandan
ayrilarak liimene dokiildiigli goriildii (Resim 3.2.1, 3.2.2). Tiibiillerde atrofik
degisiklikler belirgin olarak dikkati ¢ekmekteydi. Atrofik tiibiillerde sertoli hiicreleri
disinda spermatogenetik seri hiicrelerinden primer spermatosit ve spermatidler
izlendi ancak spermatozoa goriilmedi. Bazi alanlarda normale yakin boyutlarda
tiibiiller mevcut olup bunlarin liimeninde spermatozoalar da tespit edildi. Ancak
tiibiilerin tamaminda sertoli hiicreleri mevcut olup, spermatozoalarida igeren
spermatogenetik seri hiicrelerinde dikkati ¢eken azalma izlendi (3.2.2, 3.2.3).
Interstisiyel alanda belirgin iltihabi hiicre infiltrasyonu, kan damarlar ve yer yer
belirgin hiperplazi gosteren Leydig hiicreleri yanisira tiibiilleri birbirinden ayiran
6dematdz bosluklar belirgindir (Resim 3.2.1, 3.2.2). Seminifer tiibiilerde, sitoplazmik
vakualizasyon ve artmis apopitoz goriildii. Bu grubun ortalama Johnson skoru 4,37
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Sekil 4.5. MTX grubuna ait seminifer tiibiilerin H&E boyasi ile goriintiisii (x40)
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Sekil 4.6. MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin H&E boyast ile goriintiisii (x100)
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Sekil 4.8. MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin PAS boyas ile goriintiisii (x200).

4.1.3. Metotreksat + C vit. Grubu

Bu grupta testis dokusundan hazirlanan kesitlerde, seminifer tiibiillerin
¢ogunda hiicrelerin bazal membrandan ayrilip liimene dokiildigl goriildi. Sertoli
hiicreleri ve spermatozoalar1 da igeren spermatogenetik seri hiicrelerinin yer yer
kayba ugradigs izlendi (Resim 3.3.2, 3.3.3). Interstisiyel alanda 6demin belirgin
oldugu goriildii (Resim 3.3.1). Ortalama Johnson skoru 5,1 oldugu hesaplandi.
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Sekil 4.10. MTX + C vit. grubuna ait seminifer tiibiillerin H&E boyast ile goriintiisii (x100)
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Sekil 4.11. MTX + C vit. grubuna ait seminifer tiibiillerin H&E boyasi ile goriintiisii (x200)
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4.1.4. C vit. + Metotreksat Grubu

Bu gruptaki testis dokusunda, seminifer tiibiillerin biiyiik oranda korundugu
izlendi (3.4.1, 3.4.2). Spermatogenetik seriye ait hiicreler, spermatozoalar1 da
icerecek sekilde izlenmekteydi. Interstisiyel alanda kan damarlari ve az sayida
Leydig hiicresi varhigi dikkati ¢ekti (Resim 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3). Grubun ortalama

Johnson skoru 7,2 oldugu hesaplandi.

v

Sekil 4.13. C vit. + MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin H&E boyasi ile goriintiisii (x40)
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Sekil 4.15. C vit. + MTX grubuna ait seminifer tiibiilerin H&E boyasi ile goriintiisii (x200)
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Sekil 4.16. C vit. + MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin PAS boyasi ile goriintiisii (x200).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Seminifer tiibiill duvarindaki spermatogenez, Johnson kriterlerine gore
degerlendirildi. Kontrol grubuna ait Orneklerde ortalama deger 9,74 olarak
bulunurken, MTX grubu’ nda 4,37, MTX + C vit. Grubu’ nda 5,1, C vit + MTX
grubu’nda ise 7,2 olarak bulundu.

Tablo 4.1. Gruplar arast Jonhson skor ortalamalarin One Way Anova, Tukey Testi ile

karsilastirilmasi, her bir siitundaki farkli harfler diger gruplar ile arasindaki istatistiksel olarak anlaml
farki ifade etmektedir, p<0,05 (Ortalama+ Standart Sapma).

No Kontrol Metotreksat MTX+Cyvit. Cvit. + MTX
1 9,7 5,5 4,5 8,2
2 9,7 3,9 5,9 8,2
3 9,8 3,9 5,7 8,1
4 9,7 4,9 5,1 7,1
5 9,5 4.4 4,6 6,8
6 9,9 4,5 5,1 6
7 9,9 3,5 4.8 6
Ortalama 9,74 4,37 5,1 7,2
St.hata 0,05 0,25 0,2 0,37
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Sekil 4.17. Grup 2 ve grup 3 birbirine benzer ortalamalara sahip ve aralarinda istatistiksel olarak
anlaml fark ¢ikmamigtir. Grup 1; Grup 2 -Grup 3 ve Grup 4'ten, Grup 2-Grup 3; Grup 1 ve Grup
4'ten; Grup 4; Grup 1 ve Grup2-grup3'ten istatistiksel olarak anlamli farklidir. Grup 2'de MTX’in
testislere verdigi zarar, Grup 4'te C vit + MTX uygulamasi ile anlamli olarak azalmistir.

61



5. TARTISMA

Kanser c¢agimizin 6nde gelen saglik sorunlarindan birisidir. Yiizyilin
baslarinda oOliimlere neden olmus hastaliklar arasinda 7-8. sirada yer almis ve
diinyanin bir¢ok iilkesinde ve iilkemizde kalp hastaliklarindan sonra ikinci siralarda
yer almaktadir. Giiniimiizde kanserin dogasi anlagilmissa da tedavide de bir o kadar
ilerlemeler saglanmaktadir. Gelistirilen tedavi yontemleriyle bu hastalarin yasam
siireleri uzatilmaya ve daha kaliteli yasamalar1 saglanmaya calisiimustir (Dedeli O. ve

ark. 2008).

Sitotoksik ilaglarin etkisi, antitiimor etkilerini, kanser hiicrelerinin spesifik
hiicre yapisin1 veya metabolik yolaklar1 bozarak etkisini gostermektedir. Sitotoksik
ilaglar, genel olarak alkilleyici ajanlar (6rn. siklofosfamid, ifosfamid ve sisplatin),
antimetabolitler (6rn. 5-florourasil ve Metotreksat), tubulin aktif ajanlar (Orn.
vinkristin ve paklitaksel) ve kullanilan antibiyotikler (6rn. Doksoribisin ve
Bleomisin) olarak siiflandirilmistir. Yapilmis tiim calismalarda cesitli kategorideki
sitotoksik ilaglarin hem in-vivo hem de in-vitro olarak serbest radikal liretimine
neden olduklar1 gosterilmistir (Sabuncuoglu S. ve ark. 2011). Kemoterapik ajanlar,
kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde cesitli diizeyde neden oldugu yan
etkiler, erkek infertilitesi hatta sterilitesi, kemoterapik ilaglarin, iireme sisteminde
meydana getirdigi yan etkilerden sadece biridir (Tiirk G. 2013). Spermatogeneziste
meydana gelen aksakliklar, sperm kalite parametrelerinde olusturdugu bozukluklar,
ejakiilasyon bozukluklari, hipotalamus, hipofiz ve gonad eksenindeki fonksiyon
bozukluklari, cinsel islev bozukluklar1 gibi bir¢gok olumsuz durumlar kemoterapik
ilaclarin iireme sisteminde meydana getirdigi yan etkiler arasinda yer almaktadir.
Testis dokusunda bulunan Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen kemoterapik ilaglara
direncli iken, germinal epitelyum bu ilaglara son derece hassastir. Ancak alinan
kemoterapi protokolil, ila¢ sayisi, dozu ve uygulama siirelerine bagli olmakla beraber
eger germinal epitelyumda bulunan kok hiicreler saglam kalmigsa tedavinin
sonlandirilmasindan belli bir zaman sonra spermatogenezis geriye donebilmektedir

(Tiirk G. 2013).

Sitotoksik ilaglarla, tedavi edilmis hematolojik veya solid maligansili
hastalarin, polimorfoniikleer l6kositlerce in-vitro olarak H,O, ve O, iiretiminin

tedavi Oncesine oranla belirgin oranda arttigi goriilmistiir. Birgok arastirmaci
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tarafindan kanser hastalarinda kemoterapiye bagli olusan lipid peroksidasyonu
(LPO), tirtinlerinin miktarinin yiikselmesi, tedavi sonrasinda da plazma E diizeyinin
azaldig dikkati ¢ekmistir. Radyoterapi ve kemoterapiklerin bir kismi, serbest radikal
iiretimine neden olmus ve bu da hiicresel Oliimle sonuglanmistir. Kemoterapi
nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirlerininy DNA, RNA, protein ve lipid gibi
molekiillerde hiicre Oliimiine kadar hasarlara neden oldugu belirtilmistir

(Sabuncuoglu S. ve ark. 2011).

¢C_ 9

Bir folik asit antimetaboliti olan metotreksat, hiicre siklusunun “s
durumundaki hiicreler iizerinde sitotoksik etki yapar. Hiicre bdliinmesini inhibe
etmesi nedeniyle kanser tedavisinde uzun zamandir kullanilan bir kemoterapiktir.
Maling hastaliklar arasinda metotreksatin en onemli kullanim yeri akut lenfositik
16semi (ALL) hastaligidir. Esasen kontrolsiiz ve anormal hiicre artis1 ile karakterize
olan maling hastaliklarda hiicre boliinmesinin herhangi bir asamasinda etkili olan bu
ilaglar, ayn1 zamanda normal hiicreler iizerinde de benzer etkiler goOstermistir.
Metotreksat etkisine Ozellikle duyarli olan hiicreler: Kemik iligi, gastrointestinal
mukoza, kil kdkleri ve spermatojenik hiicreler olmak tizere hizli bdliinen hiicrelerdir.
Metotreksat tedavisi alan erkeklerde, yeni spermatozoon olusumunun bozulmasi
neticesinde gelisen infertilite 6nemli bir sorundur (Isik A. ve ark. 1997). Vardi ve
ark. lar1 kanser tedavisinde kullanilan metotreksat’ in testis dokusunda olusturdugu
degisiklikler {iizerine klorogenik asit’in etkisini aragtirmiglar. Epidemiyolojik
caligmalar neticesinde sebze ve meyveden zengin beslenmenin saglikli bir hayat ve
hastaliklara kars1 direncin arttirilmasinda veya da hafifletilmesinde 6nemli oldugunu
gostermislerdir. Son yillarda bircok arastirmaci bu konu {izerinde c¢alismalar
yapmustir (Vardi N. ve ark. 2010). Bu calismada metotreksat’in, testislerde yarattigi
hasarma ve histopatolojik bulgulara, bir antioksidan olan C vitamininin kullanilarak
etkileri ve diizenli besin aliminin sagliga katkilar1 aragtirildi. Testislerde, metotreksat
hasarimi 6nlemede tek basina C vitaminin uygulandig1 herhangi bir histolojik ¢alisma
bulunmamaistir. Bu nedenle bu ¢alismada, literatiirde ki benzer ¢alismalarla uyumlu C
vitamini bilgileri kullanilmigtir. Hiicre icinde bir tripeptit (glutamik asit, sistein,
glisin) olarak sentezlenen glutatyon, NADPH’ 1 kullanarak hiicrelere indirgeyici gii¢
sagladigi  bilinmektedir. Hiicre esas olarak indirgenmis formda (GSH)
bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal ve metabolik olusumuna yol agan

hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 kosullar oksidatif stres olarak tanimlanmistir. GSH,
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antioksidan, vitaminler (vit E, vit C), antioksidan enzimler, oksidatif hasara karsi
hiicreleri korumada oOnemli rol oynamaktadirlar (Aksoy Y. 2002). Vardi ve
ark.’larmin yapmis olduklar1 bir calismada, metotreksat’in antioksidan enzim
sisteminin etkinligini azalttig1 ve hiicreleri reaktif oksijen partikiillerine (ROP) kars1
hassas hale getirdigi ve testiste hasara neden oldugu gosterilmistir. Oksidatif stres
testis dokusunda hasara neden olmus ve kullandiklar1 bir antioksidan olan klorogenik
asit (chA) in testis hasarimi azalttig1 ve seminifer tiibiilleri oksidatif stresin zararh
etkilerine kars1 korudugu gosterilmistir (Vardi N ve ark. 2010). Calismada 24 adet
sican kullanilmis, sicanlar rastgele 4 gruba ayrilmis. 1. grup kontrol, 2. grup chA, 3.
grup metotreksat, 4. grup ise chA + MTX grubudur. Metotreksat grubuna, 21. giin
tek doz i.p yolla 20mg/kg metotreksat uygulanmis. Bizde yaptigimiz ¢alismada,
metotreksat grubuna, iki hafta siiresince haftada tek doz 10mg/kg/giin metotreksat i.p
yolla uyguladik. Yapilan her iki ¢alismada da, total 20mg/kg metotreksati i.p yolla
verilmigtir. Vardi ve ark.” lari, 4.gruba 6nce antioksidan olan chA 100mg/kg i.p
yolla, 24 giin siiresince vermis ve 21.glinde metotreksat tek doz 20mg/kg ip yolla
verilmis. Bizde bu ¢alismada 31 adet sican kullandik ve rastgele 4 gruba ayirdik. 1.
Kontrol grubu olup, 7 adet sigan vardir. 2.grup metotreksat grubu olup, 8 adet sican
vardir. 3. grup MTX + C vit olup, 8 adet sigan vardir. 4. grup ise C vit + MTX grubu
olup, 8 adet sican kullandik. Vardi ve ark.” larinin calismasiyla benzer olarak,
metotreksat hasarin1 ve antioksidan kullaniminin etkileri incelendi. Calismamizin
farkli bir yonii ise antioksidanin, metotreksattan Once ve metotreksattan sonra
kullanilarak etkilerini karsilastirarak degerlendirdik. Bir baska sonug, diizenli
beslenmenin saglikli yasama katkilarin1 da gostermek oldu. Ahmed E.A. ve ark.’
larmin yapmig olduklar1 bir ¢aligmada, ratlarda sisplatine bagli olusan oksidatif
hasara kars1 vitamin C, DPPD ve L-Sistein’in antioksidan aktivitesini
degerlendirmislerdir. Antioksidan enzimlerin SOD, CAT ve GST aktivitelerinde
anlamli bir diismenin eslik ettigi, belirgin lipid peroksidasyonu (LPO), total
peroksidaz ve siiperoksit anyon diizeylerinin ise yiikseldigi izlenmistir. Sisplatin ile
tedavi edilmis ratlarin testislerinde kontrol grubuyla kiyaslanmis ve glutatyon (GSH),
vit E ve vit C igeriginin anlamli olarak diistiigii izlenmistir. Sisplatinin C vit, DPPD
veya L-sistein ile birlikte verilmesi, sisplatinin siliperoksit anyon ve antioksidan
igerikler iizerinde etkisini diigiirmiis. Sisplatin enjeksiyonundan once vit C, DPPD
veya L-sistein verilmesi histolojik tabloyu diizelttigi ve apoptotik hiicre sayisini

azalttig1 saptanmistir (Ahmed E.A ve ark. 2011). Bu ¢alismada antioksidan olarak
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kullandigimiz C vitamini iki sekilde uygulanmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.
MTC + C vit grubuna, MTX o06nce uygulanmis, 10mg/kg/giin i.p yolla iki hafta
siiresince haftada bir giin, tek doz verildikten sonra C vitamini 10 giin siireyle hergiin
100mg/kg i.p yolla uygulandi. Diger bir grup ise C vit + MTX grubu olup, énce C
vitamini diizenli 10 giin siireyle hergiin 100mg/kg/giin i.p yolla uygulanmis, ardindan
MTX 10mg/kg/giin iki hafta siireyle haftada bir giin, tek doz i.p yolla uygulanmistir.
Calisma neticesinde, Ahmed E.A ve ark. larmin yapmis oldugu calismayla, bu
calisma neticesinde, benzer sonuglar elde edilmistir. Yani C vitaminin Onceden
verilmesi metotreksatin testis dokusuna yapmis oldugu hasar1 azalttigi, hatta en aza
indirdigi ve antioksidanlarin koruyucu etkilerini bize gdsterdi. Spermatogenez
saniyede 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif olarak siirekli tekrarlanan
bir siirectir. Hem Spermatogenez hem Leydig hiicresi, Steriodogenez, oksidatif
stresle hasar gormektedir. Testis bu hasardan korunmay1 saglayabilmek icin ¢esitli
antioksidan enzimler ve serbest radikal temizleyiciler icermektedir. C vitamini
seminal plazmadaki antioksidan kapasitesinin kirilmasinda 6nemli bir zincirdir. Yani
C vitamini spermatogenezi desteklemektedir (AL-Asadi F.S 2011). Bu c¢alismada,
MTX grubuna haftada bir giin tek doz 10mg/kg/giin i.p yolla MTX uyguladik.
Calisma neticesinde MTX’in testislerde, spermatogenetik hiicrelerde azalmaya,
testikiiler hasara neden oldugu goriilmiistiir. Bu gruplara Johnson testikiiler biopsi
skorlama (JTBS) kullanilarak degerlendirmeler yapildi ve ¢aligma neticesinde
seminifer tiibiillerde sitoplazmik vakualizasyon ve artmis apopitoz izlendi. Bu
calismada bir antioksidan olan C vitamininin etkisi daha gorebilmek i¢in MTX + C
vit. verilmis diger grup ise C vit + MTX olarak iki grup olusturduk. MTX + C vit
grubuna 6nce MTX iki hafta siiresince haftada bir giin tek doz i.p yolla uygulanmis
ardindan 10 giin siiresince her giin bir kez 100mg/kg/giin C vit i.p yolla uygulanmis
olup, diger grup olan C vit + MTX grubuna ise 6nce C vitamini 10 giin boyunca her
giin tek doz 100mg/kg/giin 1.p yolla verilmis ardindan MTX, iki hafta siiresince
haftada bir giin tek doz 10mg/kg/giin i.p yolla verildikten sonra gruplar anestezi
altinda sakrifiye edildi. Bu calisma Johnson testikiiler biopsi skorlama (JTBS)
neticesinde C vit + MTX grubu diger grup olan MTX + C vit’e oranla daha anlamli
ve yiiksek degerler ¢ikti. Once 10 giin 100mg/kg/giin C vitamini alip ardindan iki
hafta stiresince haftada bir giin tek doz 10mg/kg/giin MTX verilmesi, testislerde daha
az hasarlanma olmakla beraber seminifer tiibiillerin biiylik oranda korundugu izlendi.

Diger grup olan MTX + C vit alan ratlara ise dncesinde MTX, iki hafta siiresince
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haftada bir giin tek doz 10mg/kg/giin i.p verilmis ardindan 10 giin siiresince her giin
tek doz 100 mg/kg C vitamini i.p yolla verildi. Oncesinde herhangi bir antioksidan
almayan ratlarda, antioksidan alan ratlara oranla seminifer tiibiillerin ¢ogunda,
hiicrelerin bazal membrandan ayrilip liimene dokiildiigli, spermatogenetik seri
hiicrelerin yer yer kayba ugradigi izlendi. Bu iki grubu kiyasladigimizda C
vitamininin MTX hasarin1 en aza indirip, seminal plazmay1 biiyiik oranda korudugu

izlendi.

Baska bir calismada Aitken R.J. ve ark. lar1 antioksidan aliminin oksidatif
stresin testiste yarattifi hasarlari en aza indirdigi ve koruyucu etkilerini
gostermislerdir (Aitken R.J ve ark. 2008). Sanghishetti V. ve ark.’larinin yaptigi
calismalarda vitamin C ve vitamin E nin eksikligi oksidatif stresi baglatir. Vitamin C
membran biitiinliiglinii ve hiicresel fonksiyonlar1 koruyarak oksidatif stresi azalttig
anlatilmistir (Sanghishetti V ve ark. 2014 ). Bu calisma ile MTX, testiste meydana
getirdigi hasarin histopatolojik olarak arastirilmasi ve bu hasarin oksidatif stres
kaynakli oldugu diisiiniildiiglinden bir antioksidan tedavisi uygulanarak potansiyel

olumlu etkilerinin histolojik olarak gdsterilmesi amaglandi.

Benzer bir calismada Yulug E. Ve ark. larinin yapmis olduklar1 ¢aligmada
MTX ile uyarilmig testis hasarina karsi bir antioksidan olan resveratrol’iin
biyokimyasal, histopatoljik ve apoptotik diizeylerde koruyucu etkisine isaret
etmektedir. Calismada sicanlar rastgele gruplara dagitilmistir. Caligmada siganlar
kontrol grubu, MTX grubu, Resveratrol grubu ve MTX + Resveratrol grubu olmak
tizere 4 gruba ayrilmistir. MTX grubundaki siganlara 7 giin boyunca hergiin i.p yolla
30 mg/kg/giin MTX uygulanmis. Res grubundaki sicanlara 20 mg/kg resveratrol i.p
yolla 10 giin siiresince uygulanmistir. Diger bir grup olan MTX + Res grubuna ise 3
giin siiresince 30mg/kg/gliin MTX 1.p yolla uygulandiktan sonra resveratrol 7 giin
stireyle 20mg/kg olarak uygulanmistir. Bu ¢alismada ise benzer olarak MTX hasarina
kars1 bir antioksidan, i.p yolla kullanilmigtir. Deney sonucunda plazma ve
melondialdehit (MDA) diizeyleri dokudaki siiperoksit dismiitaz (SOD) ve katalaz
(CAT) aktivitesi testikiiler histopatolojik hasar skorlari, testikiiler ve epididimal
indeksle degerlendirilmistir. MTX grubu, kontrol grubundan anlamli olarak daha
yiikksek plazma, plazma MDA seviyelerine ve anlamli daha diisik SOD ve CAT
aktivitesine sahipti. MTX grubu ile MTX + Res grubu karsilastirildiginda MTX +

Res grubundaki plazma ve doku MDA seviyeleri onemli, SOD aktivitesi {imit verici
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oranda diistiigii izlenmis. Johnsen testikiiler biopsi skorlamasinda (JTBS), MTX
grubu kontrol grubundan anlamli daha diisiik degerlere sahip oldugu izlendi. Johsen
testikiiler biopsi skorlamasiyla (JTBS), MTX + Res grubundaki degerler MTX
grubundan anlamli ve daha yiiksekti (Yulug E. Ve ark.). Bu ¢alismada resveratrol
yerine antioksidan olarak C vitamini kullanildi. MTX dozu 7 giin boyunca her giin
30mg/kg/glin olarak i.p yolla uygulandi. Bu ¢alismada, MTX dozu iki hafta siiresince
haftada bir giin tek doz 10mg/kg/gin olarak i.p verildi. Bu calisma ile
kiyasladigimizda, MTX’in testis dokusuna yaptigi hasar ve bu hasarin etkilerini

azaltacak benzer etki gdsteren farkli bir antioksidan kullanildi.

Bu caligmada, tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak sigan testislerinde MTX’in
yapmis oldugu hasarin bir antioksidan olan C vitamini ile diizeltilebilirligi histolojik

olarak gosterildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser, ¢cagimizin en 6n siralarda yer alan saglik sorunlarindan biridir.
Yiizyilin baglarinda 6liime neden olan hastaliklar arasinda 7-8. sirada yer alirken,
bugiin hemen diinyanin bir¢ok iilkesinde ve Tiirkiye’ de kalp hastaliklarindan sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Gelistirilen tedavi yontemleri sayesinde hastalarin
yasam siirelerinin uzatilmas1 ve daha kaliteli yasamalar1 amaclanmaktadir (Dedeli O.
Ve ark. 2008). Sitotoksik ilaglarin etkisi, antitimor etkilerini, kanser hiicrelerinin
spesifik hiicre yapisin1 vaya metabolik yolaklar1 bozarak etkisini gostermektedir.
Yapilmis tiim ¢alismalarda gesitli kategorideki sitotoksik ilaglarin, hem in-vivo hem
de in-vitro olarak serbest radikal iiretimine neden olduklari gosterilmistir.
Kemoterapik ajanlar, kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde cesitli diizeyde
neden odugu yan etkiler, erkek infertilitesi hatta sterilitesi, kemoterapdtik ilaglarin
tireme sisteminde meydana getirdigi yan etkilerden sadece biridir. Testis dokusunda
bulunan Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen kemoterapiklere direngli iken, germinal
epitelyumda bulunan hiicreler son derece hassastir. Ancak alinan kemoterapi
protokolii, ilag sayisi, dozu, ve uygulama siirelerine bagli olmakla beraber, eger
germinal epitelyumdaki hiicreler saglam kalmigsa tedavinin sonlandirilmasindan belli
bir zaman sonra spermatogenezis geriye donebilmektedir. Radyoterapi ve
kemoterapiklerin bir kismi, serbest radikal iiretimine neden olmus ve buda hiicresel
Olimle sonug¢lanmistir. Metotreksat tedavisi alan erkeklerde, yeni spermatozoon

olusumunun bozulmasina bagli olusan infertilite 6nemli bir sorun haline gelmistir.

Metotreksat’in antioksidan enzim sisteminin etkinligini azalttig1 ve hiicreleri,
reaktif oksijen partikiilleri (ROP)’a kars1 hassas hale getirdigi ve testiste hasara
neden oldugu gosterilmistir. Testis bu hasardan korunmayi, saglayabilmek i¢in ¢esitli
antioksidan enzimler ve serbest radikal temizleyiciler icermektedir. C vitamini
seminal plazmadaki antioksidan kapasitesinin kirilmasinda 6nemli bir zincirdir. C
vitamini spermatogenezi desteklemektedir. Bu bilgilere dayanarak bu caligmada,
metotreksat’in testiste meydana getirdigi hasarin histopatolojik olarak arastirilmasi
ve bu hasarin oksidatif stres kaynakli oldugu diisiiniildiiglinden bir antioksidan
tedavisi uygulanarak potansiyel olumlu etkilerinin histolojik olarak arastirilmasi

amaclandi.
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Bu amag dogrultusunda ¢alismamizda yer alan gruplardan kontrol grubuna 28
giin siiresince her giin, giinde bir kez serum fizyolojik 2mg/kg i.p yoldan uygulandi.
Diger bir grup olan, MTX grubuna ise, iki hafta boyunca haftada bir giin tek doz
10mg/kg/giin i.p yoldan MTX uygulanmistir. Diger bir grup olan MTX + C vit
grubuna dncelikle MTX, iki hafta siiresince haftada bir giin, tek doz 10mg/kg/giin i.p
veridikten sonra, 10 giin siiresince her giin tek doz 100mg/kg/giin C vitamini i.p
yoldan verildi. Son grup olan C vit + MTX grubuna ise dncelikle 10 giin siiresince
her giin tek doz C vitamini 100mg/kg/gilin i.p yoldan uygulandiktan sonra iki hafta
stiresince haftada bir giin tek doz MTX 10mg/kg/giin i.p yoldan uygulanmistir.
Deney sonunda rutin histolojik doku takibi yapildiktan sonra hematoksilen eozin
(H&E) ve periyodik asit shifft (PAS) ile boyanan dokular, mikroskopta seminifer
tiibiillerin genel yapisi, tiibiil igerisinde gerceklesen spermatogenez olayindaki
spermatogenetik seri hiicrelerinin varligi ve interstisiyel alanlarin goriiniimleri
acisindan degerlendirildi. Degerlendirme johnsen testikiiler biopsi skorlama (JTBS)
testine uygun degerlendirilmistir. Degerlendirmede kontrol grubunda; Testis
dokusunda seminifer tiibiiller genellikle diizenli yapida olup, cap ve biiyiikliikleri
bakimindan minimal degiskenlik mevcuttu. Seminifer tiibiil epitelleri diizgiin, sertoli
hiicreleri bazal membran tizerinde dizelenim gdstermektedir. Spermatogenetik seriye
ait hiicreler, spermatazoalar1 da igerecek sekilde izlenmekteydi. Interstisiyel alanda
kan damarlar1 ve az sayida Leydig hiicresi varligi dikkati ¢ekti. Grubun ortalama
Johnson skoru 9,74 olarak tespit edildi. Metoteksat grubunda ise Testis dokusundaki
seminifer tiibiillerin fokal bir kism1 normal yapisin1 korumakta olup, baz tiibiillerde
hiicrelerin bliylik oranda ayrilarak liimene dokiildiigii goriildii. Tiibiillerde atrofik
degisiklikler belirgin olarak dikkati ¢ekmekteydi. Seminifer tiibiillerde sitoplazmik
vakualizasyon ve artmis apopitoz goriildii. Ancak tiibiillerin tamaminda sertoli
hiicreleri mevcut olup, spermatazoalarida igeren spermatogenetik seri hiicrelerinde
dikkati ¢eken bir azalma izlendi. Interstisiyel alanda belirgin iltihabi hiicre
infiltrasyonu, kan damarlar1 ve yer yer belirgin hiperplazi gosteren Leydig hiicreleri
yani sira tiibiilleri birbirinden ayiran 6dematdz bosluklar belirgindi. Bu grubun
johnson skoru 4,37 olarak belirlendi. MTX + C vit grubunda ise testis dokusundan
hazirlanan kesitlerde seminifer tiibiillerin ¢ogunda hiicrelerin bazal membrandan
ayrilip limene dokiildiigi goriildi. Sertoli hiicreleri ve spermatazoalar1 da iceren
spermatogenetik seri hiicrelerinin yer yer kayba ugradig1 izlendi. Interstisiyel alanda

0demin belirgin oldugu goriildii. Ortalama Johnson skoru 5,1 olarak belirlendi. Son
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grup olan C vit + MTX grubunda ise testis dokusunda, seminifer tiibiillerin biiyiik
oranda korundugu goriildii. Spermatogenetik seriye ait hiicreler, spermatazoalarida
icerecek sekilde izlenmekteydi. Interstisiyel alanda kan damarlari ve az sayida
Leydig hiicresi varligi dikkati ¢ekti. Grubun ortalama Johnson skoru 7,2 olarak tespit
edildi.

Bu sonuglara dayanarak diyebiliriz ki; Kemoterapik ilaglar, bir¢ok dokuda
oldugu gibi testis dokusunda da hasar meydana getirmektedir. Metotreksat, testiste
bu hasarlara neden olan kemoterapiklerden biridir. Metotreksat testis dokusunda
oksidatif stres olusturarak bu hasar1 meydana getirmektedir. Bu ¢alismada giinliik
alinmasi1 dahilinde, bagisikligi arttirdigi bilinen kuvvetli bir antioksidan olarak C
vitamini kullanilmig ve MTX kaynakli testis hasarint Onlemede etkili oldugu

histolojik yonden mikroskobik yontemlerle gosterilmistir.
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7. OZET

Kanser ¢agimizin dnde gelen saglik sorunlarindan birisidir. Giiniimiizde kanserin dogasi
anlasilmis ve tedavide de bir o kadar ilerlemeler saglanmaktadir. Bir folik asit antimetaboliti olan
metotreksat, hiicre siklusunun ‘s’ donemindeki hiicreler iizerinde sitotoksik etki yapar. Hiicre
boliinmesini inhibe etmesi nedeniyle kanser tedavisinde uzun zamandan beri kullanilan bir
kemoterapiktir. Yapilan ¢aligmalar metotreksat’ 1n hiicreler {izerine etkisi, hiicrelerin antioksidan
etkinligini azaltarak reaktif oksijen tiirlerinin etkilerine acik hale gelmelerini ve boylece testis dokusu
ve germ hiicrelerinde hasara neden oldugunu gostermektedir. Bu hasarin hangi yolla gerceklestigi tam
olarak bilinmemesine karsilik birgok ¢aligmada bu dokuda oksidatif stres meydana geldigi gosterilmis,
nedeni reaktif oksijen partikiillerinin yeterince ortadan kaldirilamamasina baglanmistir. Bu nedenle
yapmis odugumuz caligmada metotreksat uygulanarak siganlarda oksidatif strese bagli olusan
testikiiler hasar1 ve bu hasarin etkilerini azaltan C vitamini uygulanarak olumlu etkileri histolojik
olarak aragtirtlmistir. Calismamizda deneysel olarak MTX grubu sicanlara, MTX hasarini gorebilmek
adina iki hafta siiresince haftada bir giin tek doz 10mg/kg/giin MTX i.p olarak uygulanmis ve
seminifer tiibiillerde atrofik degisiklikler belirgin olarak izlenmistir. Seminifer tiibiillerde sitoplazmik
vakualizasyon ve artmig apopitoz izlendi. Bununla birlikte C vitamininin etkilerini daha net
gorebilmek adina MTX + Cvit grubuna 6dnce MTX, iki hafta siiresince haftada tek doz 10mg/kg/giin
i.p uygulandiktan sonra 10 giin siiresince hergiin 100mg/kg/giin C vitamini i.p uygulandi. Diger bir
gruba ise 6nce C vitamini 10 giin siiresince her giin 100mg/kg/giin C vit i.p uygulandiktan sonra iki
hafta siiresince haftada bir giin tek doz 10mg/kg MTX i.p uygulanmistir. Kontrol grubuna deney
sonuna kadar her giin 2mg/kg/giin serum fizyolojik i.p uygulandi. Kontrol grubunun seminifer
tiibiillerinde 6nemli bir degisiklige rastlamazken, MTX grubu ve MTX + C vit gruplarinda seminifer
tiibiillerin ¢ogunda hiicrelerin bazal membrandan ayrilip liimene dokiildiigii izlendi. Sertoli hiicreleri
ve spermatazoalar1 da igeren spermatogenetik seri hiicrelerin yer yer kayba ugradigi dikkat ¢ekiciydi.
C vit + MTX grubu kontrol grubuyla daha c¢ok benzerlikler goéstermistir. Bu grupta seminifer
tiibtillerin biiyiik oranda korundugu spermatogenetik seriye ait hiicreler, spermatazoalar1 da igerecek
sekilde izlenmistir.

Anahtar Sozciikler: MTX, Testis, C vitamini.

71



8. SUMMARY

Cancer is the one leading health problems of our century. Nowadays, the natiire of the cancer
was figured out and there has been some improvements on the treatment of this disease.
Methotrexate(MTX), which is a folic acid metabolite has a cytotoxic effect on the “’s’’ phase of the
cell cycles. It is a chemotherapeutic that is being used for a long time for cancer treatment since it
inhibits cell division. The studies showed that MTX decrease the antioxidant level and be open to the
effects of the reactive oxygen types and therefore harms the testis tissue and germ cells. Even though
how this damage occurred is still a grey area, many studies showed oxidative stess occurred in those
tissues, and the reason for this is tied to not completely being able to remowe the reactive oxygen
particles. For this reason, the rats which were given MTX were applied vitamin C that decrease the
testicular damage caused by oxidative stress and the positive effects were searched histologically. For
experimental reasons, the MTX group rats were given once a week single dose of 10mg/kg/day MTX
ip for two weeks, and the obvious atrophic changes in the seminiferous tubules, cytoplasmic
vacuolization and increased apoptosis were observed. Besides this, in order to see the effects of the
vitamin C better, the MTX + C vit group was first applied single dose of 10mg/kg/day MTX i.p once
a week for two weeks time frame, and then 100mg/kg/day vitamin C i.p was applied to them for 10
days. During the experiment, the control group was given 100mg/kg/day saline solution i.p every day.
Where a change was not observed on the seminiferous tubules of the control group, it was observed
that on most of the seminiferous tubules the cells were separated from the basement membrane and
flow into the lumen on the MTX + C vit groups. it was pointed out that the spermatogenetic series
cells which includes sertoli cells and spermatozoa was of a lost. The C vit + MTX group showed more
similarity with the control group, in this group the spermatogenetic cells in which the seminiferous
tubule were mostly protected, were observed including the spermatozoa.

Keywords: MTX, Testes, C vit.
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