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OZET

SIKLOFOSFAMID KAYNAKLI SICAN GONADOTOKSISITESINDE
E VITAMINI’NIN OLASI ROLUNUN IMMUNOHISTOKIMYASAL
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Siklofosfamid kanser tedavisinde kullanilan yaygin bir ilagtir ve testiste
metabolitleri sebebiyle toksisiteye neden olur. Bu yan etkilerden korunmak igin
kanser tedavisi esnasinda E vitamini gibi bazi antioksidan ajanlar toksisiteyi
engelleyebilir. Bu ¢alismada CP’ nin sican testislerindeki toksik etkisi lizerine E
vitaminin roliiniin arastirilmasi amaglandi. Calismamizda, 28 adet Wistar Albino tiirii
sigan kullanildi. Siganlar kontrol, 20 mg/kg Siklofosfamid, 20 mg/kg Siklofosfamid
+ 100 mg/kg E vitamini ve 100 mg/kg E vitamini verilen grup olmak {izere 4 gruba
ayrildi. 7 glin boyunca intraperitoneal olarak enjeksiyonlar gerceklestirildi.
Siganlarin testis dokular1 alindiktan sonra rutin histolojik takipler yapildi

immiinohistokimyasal teknikler uygulandi.

Testis Agirlik Indeks’i bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. Gruplar; Johnsen skorlama bakimindan Kkarsilagtirildiginda ise, bu
gruplardan CP grubu, CP+Vit E grubu ve diger gruplar arasinda anlamli bir fark
bulundu. Apoptozisi gostermek i¢in yapilan immiinohistokimyasal Bax ve TUNEL
metodu sonucuna gore CP grubu ile diger li¢ grup arasinda anlamli bir fark oldugu
goriildii. C-kit ekspresyonu ise CP grubunda diisiik, diger gruplarda istatistiksel
olarak yiiksekti. Vitamin E uygulamasi Johnsen skorlama, Bax, TUNEL ve C-kit

expresyonlari {izerine iyilestirici bir etki gostermistir.
Sonug olarak, bu c¢aligmada CP uygulamasinin apoptozisi indiikledigi, testis
dokusu igin toksik etkiye sahip oldugu ve histolojik yapiy1 bozdugu saptandi. Elde

edilen bulgulara gore, CP' ye bagli olarak testis dokusunda meydana gelen hasarin E

vit verilmesiyle 6nlenebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, E vitamini, Si¢an, Siklofosfamid, Testis.
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ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL EXAMINATION OF THE ROLE OF
THE VITAMIN E IN CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED RAT
GONADOTESTICULAR INJURY.

Cyclophosphamide is a commonly used drug to treat cancer and causes to
testicular toxicity due to metabolites. To avoid these side effects during cancer
treatment, some of the antioxidant agents such as vitamin E can prevent toxicity. In
this study,it is aimed to define the role of the Vitamin E on CP-induced testicular
toxicity in rats. 28 Wistar Albino rats were used in the present study. Rats were
divided into 4 groups as control, 20 mg/kg cyclophosphamide, 20 mg/kg
cyclophosphamide + 100 mg/kg vitamin E and only 100 mg/kg vitamin E group
respectively. Injections were administered intraperitoneally for 7 days. After the
testicular tissue of rats were removed, routine histological and immunohistochemical

techniques were performed.

There was no significant difference between the groups in terms of testicular
weight index. Significant difference were found between CP group, CP + Vitamin E
group and the other groups in terms of Johnsen scoring. Apoptosis was expressed
by using immunohistochemical Bax and TUNEL method and CP group showed a
significant difference between the other three groups. C-kit expression was lower in
the CP group and statistically higher in the other groups. Vitamin E application
showed a curative effect on Johnsen scoring , Bax, TUNEL and C-kit expressions.

In conclusion, the application of the CP induced apoptosis, had toxic effects on
testicular tissue and histological structure was exchanged. According to the
findings, administration of vitamin E can prevented the occurring testicular tissue

damage due to CP.

Key words : Apoptosis, Vitamin E, Rat, Cyclophosphamide, Testis.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki dokulardan birine ait bir veya birka¢ hiicrenin normal
Ozelliklerinden farkli olarak degisim gdstermesi ve kontrolsiiz ¢cogalmasi ile meydana
gelen ve genellikle tiimor (kitle) olusmasina sebep olan, ¢agimizin en Onemli

6liimciil hastaliklarindan birisidir (Wright 2002).

Kemoterapi, 6zellikle kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelere karst segici dldiiriicl
etkileri olan, dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan
tedavi seklidir. Kemoterapi uygulamasinin, bu tiir hiicrelere kars1 basarili sonuglar
vermesi, malign tiimorlerin de baz1 kimyasallar tarafindan iyilestirilebilecegi olasiligi
lizerine ¢aligmacilart dislindiirmiistiir. Calismacilar bu fikirden yola c¢ikarak,
antineoplastik ilaglar lizerine bir¢cok calisma yapmis ve bu tiirde bir¢ok sayida ilaci

tedavi amaciyla denemislerdir (Pizzo ve Poplack 2001).

Kanserli (neoplastik) hiicrelerin normal hiicrelere gore daha hizli biiylimesi ve
cogalmasi nedeniyle ¢ogu kemoterapétik ilag, bu tiir 6zellik tasiyan hiicrelerin yok
edilmesi igin gelistirilmistir. Ancak bazi normal hiicrelerde de benzer O6zellikler
bulunmakta olup bu hiicreler de kemoterapiden direkt olarak etkilenmektedir ve
bununla birlikte yan etkiler ortaya cikmaktadir. Bu yan etkiler daha c¢ok kan
hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki hiicreler, kil follikiilleri ve spermler gibi hizli
boliinebilen hiicreler {izerinedir. Bunun disinda bazi kemoterapdtikler kalp,
bobrekler, mesane, akcigerler ve sinir sistemi organlari gibi hayati organlar iizerinde
de olumsuz etkiler olusturabilmektedir (Page ve Takimoto 2004; Sabanegh ve
Ragheb 2009; Demirci ve ark. 2010; Ragheb ve Sabanegh 2010).

Antineoplastik kemoterapotik bir ajan olan siklofosfamid, alkilleyici bir
kimyasal ajandir ve en ¢ok kullanilan antikanser ve immunosuppresant (bagisiklik
sistemi baskilayicisi) bir ilagtir. Siklofosfamid; akut ve kronik 16semi, meme kanseri,
multitip myeloma, lenfoma, romatid artrit tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde
sikca kullanilir (Kumar ve Kuttan 2005; Senthilkumar ve ark. 2006). DNA’da guanin
iceren kisimlari alkilleyerek etki eder ve yiiksek dozlarda kullanildiginda etkili
olabilmektedir, ancak yan etkileri olan hematotoksisite, Tlrotoksisite ve
hepatotoksisite gibi etkilerinden dolayr sinirhi kullanilmasi gerekmektedir (Uyar ve
ark. 1996).



Siklofosfamid; akut ve kronik 16semi, meme kanseri, multitip myeloma,
lenfoma, romatid artrit tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde oldukga sik kullanilir.
Bunlarin yaninda CP’ nin etkin bi¢imde tedavi ettigi hastaliklardan bazilari;
immiinolojik bobrek hastaliklari, bazi graniilomatéz hastaliklar veya vaskiilit tipleri

ve klasik tedaviye direngli romatoid artrit sayilabilir (Papageorgio ve McLeod 2002).

Kemoterapdtikler hizli proliferasyon ve farklilagma yetenegindeki saglikli
hiicreler {iizerinde primer yan etkiye sahip olduklarindan dolayi, sitotoksik
kemoterapi dogrudan gonadal hasara neden olmakta ve bu hasarin derecesi de ilacin
verilis sekline, dozuna ve hastanin yasma bagl olarak degisebilmektedir. Koken
spermatogoniumlar ¢cogalma ve farklilasma gostermediklerinden dolayi, proliferatif
ve farklilasan hiicrelere gore kemoterapinin dogrudan etkilerine karsi genellikle daha
direnclidirler. Ancak proliferasyon ve farklilasma gosteren spermatogoniumlar,
spermatositler ve spermatidler ise, kemoterapinin dogrudan etkilerine ¢ok daha
hassas olduklarindan, kemoterapétiklerle tedaviye basladiktan yaklasik 4-6 hafta
sonra, infertilite oran1 oldukca artis gostermektedir (Meistrich ve ark. 1992; Ragheb
ve Sabanegh 2010).

Alkilleyici ajanlarin erkek tlireme organlarinda yiiksek toksisiteye neden
oldugu yapilan calismalarla ortaya konmustur ve bu alkilleyici ajanlardan biri olan
CP, kemoterapi tedavisinde renal hastaliklar ve bazi kanser tiirlerinde, yalniz basina
veya bagka ilaglarla kombine olarak kullanildiginda, erkeklerde ve g¢ocuklarda
testikiiler fonksiyonlar1 azaltarak infertiliteye neden oldugu bildirilmistir. CP’nin
erkek rodentlerin ilireme fonksiyonlarma olan olumsuz etkisi de kanitlanmigtir

(Chapman 1983).

Ayrica bazi caligmalarda da, CP’nin uzun donem tedavisinin infertilite
olusumuna ve lireme organlarimin agirliginin azalmasina yol a¢tifi gozlenmistir
(Trasler ve ark. 1986).CP tedavisinin baz1 ¢aligmalarda erkek hastalarda azospermi

ve oligozoospermiye yol actig1r da gosterilmistir (Howell ve Shalet 1998).

Yagda eriyen vitaminlerden olan E vitamini (E vit), biyolojik sistemlerde
onemli bir antioksidandir (Kostner ve ark. 1995). E vitamini tokoferol yapisinda olup
a, B, v, 6 olarak 4 farkli tipin karisimi seklinde bulunabilir ve yagda ¢oziiniir. E
vitamininin en aktif sekli olan a-tokoferol ¢ok kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre

membran fosfolipidlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini, serbest



radikallerin zararhi etkilerinden korur. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan
Ozelligi bu gruptan kaynaklanir (Burton ve Ingold 1989). E vitamini
dokulardaozellikle, membran bdlgelerinde yliksek konsantrasyonlarda bulunur. E
vitamini bu bdlgelerde, lipit peroksidasyonu zincirini kirarak hiicre hasarini onler ve
bununla birlikte hiicre i¢i iletisimin normal sekilde ilerlemesine yardimer olur (Nagel

ve ark. 1997).

E vit baglica islevi ¢oklu doymamis yag asitleri gibi hiicre bilesenlerinin
molekiiler oksijen ve serbest radikaller tarafindan enzimatik olmayan
oksidasyonundan koruyan bir antioksidan olmasidir (Champe ve Harvey 1997).
Bununla birlikte E vitamininin serbest radikallerin zararli etkilerini Onledigi
gosterilmistir. Ayrica E vitamini, sperm ve testislerin bazi kimyasallar ve radyasyon
tarafindan ortaya ¢ikan toksik hasar1 Onledigi ve bununla birlikte E vit’ nin
eksikliginde testis dokusunun germinatif epitelinde dejenerasyonlar oldugu yapilan

caligsmalarda ortaya konmustur (Zhou ve ark. 2006; Sahintiirk ve ark. 2007).

Bu kapsam ¢ergevesinde arastirma sonuglarimizin toplum sagligi agisindan
Oonemli olabilecegi, literatiire katki saglayacagi ve bu konudaki arastirmalara ve farkl
yorumlara 151k tutacagi diislincesindeyiz. Bu g¢alismanin amaci; belirli dozlarda
verilen Siklofosfamid’in, sican testislerinde olusturdugu toksisiteye E vitamininin

nasil bir etki gosterecegini, immiinohistokimyasal yontemler 1s1ginda belirlemektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Testis Anatomisi:

Testisler erkekte temel {ireme organi olup, sagl sollu bir ¢ift organ olarak iki
uyluk arasinda skrotum i¢inde bulunurlar. Testislerin her biri 4-5 ¢cm uzunlugunda,
2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 10-14 g agirligindadir. Yaklasik aym
bliyiikliikte olmalarina karsin, yapisal olarak sol testis sag testise gore biraz daha
asagida yer alir. Ayrica sag testis soldakine gore %10 daha agirdir. Sicakliklari viicut
sicakligindan 3-4 °C daha diisiiktiir (Odar 1986; Dere 1988; Arinci ve Elhan 1999;
Yildirim 1999; Burukoglu 2007; Seckin 2008).

Testislerin temel fonksiyonlarin1 yapabilmeleri i¢in karin boslugundan
skrotuma inmeleri zorunludur. Testisler bu inisleri sirasinda karmm oOn duvari
tabakalarini da beraberinde siiriiklerler. Testisler asagida siralanmis olan tabakalarla

kaphdir:

a. Deri Skrotum
b. Tunika dartos

c. Fasia spermatika eksterna

d. Fasia kremasterika

e. Fasia spermatika interna

f. Tunika vaginalis testis (Burukoglu 2007).

Her bir testis’in facies medialis ve facies lateralis olarak iki yiizli, margo
anterior ve margo posterior olarak iki kenari, ekstremitas siiperior ve ekstremitas
inferior olmak iizere iki ucu vardir. Margo anterior, peritoneum viscerale’nin uzantisi
olan epiorchium ile kaplidir. Margo posterior’un medial béliimiine corpus epididimis
oturur. Margo posterior’un orta kisminda testis damar ve sinirleri ile spermin
kanallarinin gectigi mediastinum testis denilen yap1 bulunur. Ekstremitas siiperior iist
u¢ olup, buraya caput epididimis yerlesmistir. Ekstremitas inferior testis’in alt ucu

olup, cauda epididimis ile ortiiliidiir (Arinct ve Elhan 1999; Gartner ve Hiatt 2007).



Testisler, distan ice dogru olmak {iizere tunika vaginalis, tunika albuginea ve

tunika vaskulosa olmak {izere ii¢ tabaka ile sarilmiglardir (Arinci ve Elhan 1999).

Tunica vaginalis, testislerin karin boslugundan skrotum kesesine dogru
inerken, beraberlerinde getirdikleri abdominal periton tabakasi olan en distaki bu
tabaka, mezotelyal hiicrelerle doselidir. Skrotumun i¢ yiiziini déseyen lamina
parietalis (periorchium) ve testisi saran lamina visceralis (epiorchium) olmak iizere
iki yapraklidir (Trainer 1987; Arinci ve Elhan 1999).

Tunica albuginea, testisi 6rten lamina visceralis’in altinda testisi distan saran
mavimsi beyaz renkli, fibréz bir katman olup, bu tabakay:1 olusturan beyaz fibréz
demetler, farkli yonlere uzanarak birbirlerinin i¢ine girerler. Tunika albuginea, testis
arka yliziinde kalinlasarak mediastinum testisdenen kalin ve vertikal bir bdlme
olusturur. Mediastinum testis, organa damar, sinir ve kanallarin girip ¢iktig1 ve rete
testis ad1 verilen kanalciklarin bulundugu boélgedir (Kuran 1993; Arinct ve Elhan
1999). Testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanan mediastinum testisten ¢ikan
uzantilara septula testis denir ve bu uzantilar testisin derinliklerine dogru 1sinsal
uzanarak organi piramidal sekilli 250-300 tane lobguga (lobuli testis) ayirir. Her bir
lopguk, sayilar1 600-1000 arasinda degisen sikisik kivrintili tiibiillerden olusur. Bu
yapilara tubuli semineferi contorti (seminifer tiibiil ) denir. Her seminifer tiibiil 30-70

cm uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apindadir (Armci ve Elhan 1999; Snell 2004).

Lobguklarin mediastinum testise bakan tepe kisminda bu tiipler gittikce
diizlesir, birbirleriyle birlesip kisa ve diiz olan tubuli seminiferi recti’yi olustururlar.
Tubuli seminiferi rectiler mediastinum testis i¢ine girerek arka ve yukartya dogru
uzanir, birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis (Haller ag1) denilen ag1 yaparlar.
Rete testis mediastinum testis’in {ist boliimiinde ductuli efferentes denilen kanallara
doniislir. Bu kanallar testisin arka kenarinin list kismindan tunica albuginea’y:

delerek organi terk eder (Arinci ve Elhan 1999).

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yliziinde bulunan damar agi
katmanidir. Damarlar arasinda gevsek bag doku bulunur (Arinct ve Elhan 1999).
Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve
epididimisin venleri, 6nce funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde pleksus

pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar.



Bunlar da sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya agilir

(Odar 1986; Arinci ve Elhan 1999).

2.2. Testis Embriyolojisi:

Gonadlarin erkek veya disi morfolojik o6zellikleri 7. haftadan sonra
gbzlenebilir ancak, embriyonun cinsiyeti déllenme sirasinda belirlenmistir. Ureme
sistemi erken donemde her iki cinste de birbirine benzedigi icin, iireme sistemi
gelisiminin baslangic donemi cinsel gelisimin farklilasmamis evresi olarak

adlandirilir (Sadler 1996; Moore 2002).

Gonadlar (testisler ve overler) li¢ kaynaktan koken alirlar (Seftalioglu 1998;
Moore 2002, 2003).

1. Karin arka duvarini déseyen mezotel (mezodermal epitel),
2. Altinda bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu),

3. Primordial germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri)

Insanlarda gonadlar, mezonefroz boyunca uzanan mezodermden gelisir. Bu
bolgenin kranial kismindaki hiicreler yogunlasarak adrenokortikal primordiayi,
kaudal kismindaki hiicreler ise, 5. hafta civarinda hentiz secilebilen genital kabartilari
olusturmak iizere organize olurlar. Parmak seklindeki epitel kordonlari, altindaki
mezensim igerisine dogru kisa siirede biiyiirler. lkel gonadlar dista korteks, igte
medulla bdlgelerinden olusur. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine
sahipse, farklilasmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilagir, medullas1 geriler.
Embriyo XY kromozom c¢ifti iceriyorsa medulla testisleri olusturmak igin ileri
farklanirken, korteks bir takim kalintilar birakarak dejenere olur (Kayali ve ark.
1992; Carlson 1996; Sadler 1996; Giirsoy ve Koptagel 1997; Seftalioglu 1998;
Moore 2002; Hassa 2003; Moore 2003; Burukoglu 2007).

Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktorler (TBF) i¢in
SRY (Sex-determining region Y) geni, farklilasmamis gonadin testis olarak

gelisiminde en Onemli islevi goriir. Testis belirleyici faktor, ilkel cinsiyet



kordonlarint uyararak, farklanmamis gonad medullasinin derinlerine dogru
uzamalarma neden olur. Kordonlar mediastinum testiste dallanip birbirleriyle
anastomozlasarak, rete testisi olustururlar. Kalin fibréz bir kapsiil olan tunika
albuginea gelistikten sonra cinsiyet kordonlarinin (seminifer kordonlarin), yiizey
epiteli ile olan baglantilart kaybolur. Yogun bir yapist olan tunika albugineanin
gelisimi, erkek fetusta testis gelisiminin Onemli bir 6zelligidir. Biiyiiyen testis
asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan
mesorkiyuma asili hale gelir. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve
rete testise farklanirlar (Kayali ve ark. 1992; Sadler 1996; Giirsoy ve Koptagel 1997,
Seftalioglu 1998; Moore 2002; Hassa 2003; Moore 2003; Burukoglu 2007).

Seminifer tiibiiller arasindaki mezensimden interstisyel hiicreler (Leydig
hiicreler) farklanir, mezensimden ayrilirlar. 8. haftadan sonra Leydig hiicreleri,
androjenik hormonlar1 (testosteron ve aldosteron) salgilamaya baslarlar, bu
hormonlar mezonefrik ve dis genital kanallarin erkek yoniinde farklanmasini uyarir.
Insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu testosteron {iretimini arttirir, hormonun
miktar1 8-12 haftalik evrede en yiliksek degerine ulasir. Testosterona ek olarak
fetiisiin testislerinden, glikoprotein yapida bir hormon olan Miiller kanallarini
baskilayict madde (MIS) ya da Antimiillerian hormon (AMH) adi verilen bir hormon
da salgilanir. AMH Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu hormonun salinmasi
ergenlige kadar siirer, daha sonra ise diizeyi gittikce azalir. AMH, paramezonefrik
(Miiller) kanallarin gelisimini baskilar (Kayali ve ark. 1992; Carlson 1996; Sadler
1996; Giirsoy ve Koptagel 1997; Seftalioglu 1998; Moore 2002; Hassa 2003; Moore
2003; Burukoglu 2007).

Seminifer tiibiillerin liimeni puberteye kadar kapalidir, puberteden sonra
liimen agilir. Seminifer tiibiil duvarinda germinal ve non germinal olmak tizere iki tip
hiicre bulunur (Kayali ve ark. 1992; Carlson 1996; Sadler 1996; Giirsoy ve Koptagel
1997; Seftalioglu 1998; Moore 2002; Hassa 2003; Moore 2003; Burukoglu 2007).

Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olarak da adlandirilan bu hiicreler, testisin

yiizey epitelinden gelisirler. Non germinal hiicrelerdir.

Spermatogonyum: Sperm hiicrelerinin = Onciileri olan bu hiicreler,
primordiyal germ hiicrelerinden farklilasarak olusurlar. Germinal hiicrelerdir

(Giirsoy ve Koptagel 1997; Moore 2002, 2003; Burukoglu 2007).



Fotal testiste, Sertoli hiicreleri tiibiillerde ¢ogunluklu olan hiicrelerdir. Daha
sonraki fotal gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetigkin testisin dig
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent kanalciklar1 (duktuli efferentes)
olusturan, 15-20 adet mezonefroz tiibiilleri ile devam eder. Bu kanallar, duktus
epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar (Carlson 1996; Sadler 1996;
Seftalioglu 1998; Arinci ve Elhan 1999; Moore 2002; Hassa 2003; Moore 2003).

2.3. Testis Histolojisi:

Erkek tireme sistemi; testisler, testis i¢i genital kanallar (tubuli rekti, rete
testis, duktuli efferentes), testis dis1 genital kanallar (duktus epididymis, duktus
deferens, duktus ejakulatorius, uretra) ve bu kanallara agilan yardimci bezler
(vesikula seminalis, prostat, glandula bulbouretralis ) ile penis’ten olusur (Erdogan
ve ark. 2007; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve Carneiro 2009).

Testisler, bilesik tiibiiler bez yapisinda olup, hem ekzokrin hem de endokrin
salgi olustururlar. Germ hiicrelerinin olusturulmasi, erkek seks hormonu olan
testosteron hormonunun sentezi, depolanmasi ve salgilanmasi testislerin islevleridir

(Jungueira ve Carneiro 2009).

Oval bir bez olan testis, tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag
dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile ¢evrilidir. Buradan bezin igine giren fibréz
uzantilar (septum), bezi yaklasik 250 adet piramidal testis lopguguna ayirir. Her
lobiilde gevsek bag dokusu ile sarilt 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Bu bag dokusu bol
miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel
hiicreleri igerir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlari
uretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgilar (Leesen ve ark. 1988;
Fawcett ve Jensh 2002; Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina 2006; Gartner ve
Hiatt 2007; Junqueira ve Carneiro 2009).

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Spermatogenezisin olaylandigi yapilar olan seminifer tiibiillerin her biri
yaklasik 30-70 cm uzunlugunda ve 150-250 um ¢apindadir. Her iki testiste ortalama
250-1000 adet bulunur. Tibiillerin toplam uzunluklar1 yaklasik 0,5 km kadardir



(Ross ve Pawlina 2006; Erdogan ve ark. 2007; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve
Carneiro 2009). Tibiiller kivrimlidir ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken liimen
daralir ve diiz tiibiiller veya tubuli rekti olarak adlandirilan kisa segmentler halinde
devam eden kanallar seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis
denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.
Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglanmistir (Ross ve Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt 2007,

Jungueira ve Carneiro 2009).

Seminifer tiibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik yapidaki ¢ok katli germinal epitelden (seminifer epitel de denir) olusur.
Seminifer tiibiili saran fibroz tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan
olugsmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas ozellikleri de
gosteren ve hareketsiz spermiyumlar1 rete testise iletmek igin gerekli ritmik
kasilmalar1 saglayan, diiz kas ozelligindeki yassilasmis miyoid hiicreleri igerir

(Leesen ve ark. 1988; Ross ve Pawlina 2006; Junqueira ve Carneiro 2009).
Seminifer epitel, baglica iki tip hiicre igerir:
1. Sertoli ya da destek hiicreleri (Epitheliocytus sustenans)

2. Spermatogenik hiicreler ya da spermatogenik seri hiicreleri (Junqueira ve Carneiro
2009).

2.3.1.1. Sertoli (destek) hiicreleri:

Destek hiicreleridir. Ilk kez 1865 yilinda Enrico Sertoli, testiste cok sayida
ince uzantilar1 ile komsu germ hiicrelerini saran ve onlar1 ¢evre hiicrelerden izole
eden, dallanmalar yapmis bu hiicreleri tanimlamis ve bu hiicreleri Sertoli hiicreleri
olarak adlandirmistir (Junqueira ve Carneiro 2009). Sertoli hiicreleri puberteye kadar
seminifer epitelin baskin hiicre tipiyken, puberteden sonra seminifer tiibiil
epitelindeki hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur. lleri yastaki erkeklerde
spermatogenik hiicre toplulugu azaldiginda, Sertoli hiicreleri yeniden epitelin baskin
hiicresi haline gelir (Leesen 1988; Kierszenbaum 2006; Gartner ve Hiatt 2007;

Junqueirave Carneiro 2009).



Prizmatik bi¢imli Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin bazaline oturur ve
cevrelerinde yer alan spermatogenik hiicrelerin arasindan liimene kadar uzanirlar.
Isik mikroskobunda spermatogenetik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida yan
uzant1 nedeniyle, Sertoli hiicrelerinin sinirlar1 iyi belirlenemez. Sertoli hiicrelerinin
list ve yan hilicre membranlarinin smirlar1  diizensizdir. Gelismekte olan
spermatogenetik hiicreler bu diizensiz araliklardan liimene ulasirlar. Elektron
mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda bu hiicrelerin ¢ok sayida graniilsiiz endoplazmik
retikulum, az miktarda graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi
kompleksi, ¢cok sayida yuvarlak ve uzun mitokondriyonlar, lizozomlar, ¢ok sayida
mikrotiibiil, lipid damlaciklari, kesecikler, glikojen graniilleri ve filamentler igerdigi
gosterilmistir. Siklikla tiggen big¢iminde olan uzamis c¢ekirdeginde c¢ok sayida
girintiler, belirgin ¢ekirdekg¢ik ve az miktarda heretokromatin bulunur (Kalayci 1986;
Young ve Heat 2000; Fawcett ve Jensh 2002; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve
Carneiro 2009).

Sertoli hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda protein yapisinda kristalloid
cisimcikler olan Charcot-Boéttcher inkliizyonlar1 goériilmektedir. Bu ince ve mekik
seklindeki kristalloidler 10-25 um uzunlugunda ve yaklasik 1 pm genisligindedir.
Elektron mikroskobu ile yapilan c¢alismalarda, iceriginde 15 nm uzunlugunda olan,
diizenli ve sik yerlesmis filametler bulundurdugu goriilmiistir. Bu kristalloidlerin
gorevi ve kimyasal bilesimleri heniiz bilinmemektedir (Ross ve Pawlina 2006;

Erdogan ve ark. 2007; Gartner ve Hiatt 2007).

Sertoli hiicrelerinin bazal yan yiizleri (bazolateral) birbirleriyle siki
baglantilar (zonula okludens) olustururlar. Bu iligski kan-testis bariyerini olusturur.
Boylece seminifer tiibiiller, bazal kompartman ve adluminal kompartman olarak iki
bolmeye ayrilir. Spermatogonyumlar bu bariyerin alt kisminda yer alan bazal
kompartmanda bulunurlar. Spermatogenezis sirasinda  spermatogonyumlarin
boliinmesi sonucu olusan spermatogenik hiicreler bu baglantilardan gegerek bazal
boliimden, bariyerin {izerinde yer alan adluminal bolime dogru ¢ikarlar.
Spermatozoonlara degismekte olan spermatidler, baslarin1 Sertoli hiicrelerinin apikal
sitoplazma ¢ikintilar arasina sokarak gelisirler. Spermatidlerin kuyruklar1 gelistikce,
bunlar Sertoli hiicrelerinin iist uclarindan liimene uzanan sagaklar halinde goriiniirler.
Spermatozoonlar olgunlaginca Sertoli hiicrelerinden ayrilip liimende serbestlesirler.

Sertoli hiicrelerinin yan yiizlerinde bulunan oluklu baglantilar (gap junction) ile
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hiicrelerin iyon ve kimyasal aligverisi saglanir. Sertoli hiicrelerinde aralikli
baglantilara ek olarak, bazal kisimda hemidesmozomlar, Sertoli hiicreleri ile
gelisimin erken donemindeki spermatogenetik hiicreler arasinda desmozom benzeri
kompleksler gozlenmektedir (Kalayci 1986; Leesen ve ark. 1988; Tekelioglu 1989;
Young ve Heatt 2000; Fawcett ve Jensh 2002; Erdogan ve ark. 2007; Gartner ve
Hiatt 2007; Junqueira ve Carneiro 2009).

Sertoli hiicrelerinin islevleri:
1) Gelismekte olan tireme hiicrelerine fiziksel destek ve besin saglar.

2) Kan-testis bariyerinin olusturulmasini saglar ve boylece gelismekte olan {ireme

hiicrelerinin immiinolojik olarak taninmasin1 engeller.

3) Spermatogenik hiicrelerin bazal membrandan liimene dogru hareketinde,

mikrotiibiilleri ve mikrofilamanlariyla rol oynar.

4) Siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanal yoniinde akan, spermiyum
taginmast i¢in gerekli olan ve testosteronun yogunlagmasini saglayan androjen

baglayici protein (ABP) salgilar.

5) Testosteronu ostradiol haline gevirir.

6) On hipofiz bezinden folikiil uyarict hormon (FSH) sentez ve salinmasini 6nleyen
inhibin adli peptidi ve FSH salinimi iizerine olumlu bir etki gosteren aktivin’i
salgilar.

7) Embriyo gelisimi sirasinda erkek fotiiste Miiller kanalinin gerilemesini saglayan

Miiller Kanallarini baskilayic1t madde olan glikoprotein yapidaki AMH’yi salgilar.

8) Ureme hiicrelerine demir tasidigina inanilan testikiiler transferrinin sentezlenmesi
ve salgilanmasinda gorev alir.

9) Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler seklinde
atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar tarafindan

fagosite edilir ve sindirilir (Cumbul 2008).
2.3.1.2. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenezis:

Primitif erkek germ hiicreleri olan spermatogonyumlar, puberteyle birlikte

boliinlip farklilagarak sperm hiicrelerini olusturur ve bu spermatozoon iiretim
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stirecine spermatogenez denir. Spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil
liimeni arasindaki katmanlarda yer alirlar. Bazalden liimene dogru olgunlasarak
ilerleyen hiicre tipleri; spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler,

spermatidler ve spermatozoonlardir (Young ve Heat 2000; Kierszenbaum 2006).
2.3.1.2.1. Spermatogonyumlar:

Spermatogonyumlar, bazal membranin hemen iistiinde bulunan 12 pm
capinda, diger spermatogenik seri hiicrelerine gore daha kiiciik olan, diploid
spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri arasindaki zonula
okludens tipi baglantilarin altinda yerlesim gosterdikleri i¢in kan-testis bariyerinin
disinda yer alan ve bazal lamina ile direkt baglant1 halinde olan hiicrelerdir. Cinsel
olgunluk caginda testosteronun etkisiyle birlikte mitoz bdliinme ile ¢ogalmaya
baslarlar. Yapisal olarak ayirt edilebilen 3 tip spermatogonyum vardir (Fawcett ve

Jensh 2002; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve Carneiro 2009).

1. Koyu tip A spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kok hiicreleri olup, kiigiik ve
kubbe seklindeki hiicrelerdir. Oval sekilli, heterokromatik ¢ekirdekleri vardir. Hiicre
dongiistine girmezler, depo hiicrelerdir. Mitoz boliinme ile ¢ogalarak, diger koyu A
tipi spermatogonyumlar1 ve agik A tipi spermatogonyumlari olustururlar (Ross ve

Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt 2007).

2. Acik tip A spermatogonyumlar: Oval sekilli, acik boyanan 6kromatik ¢ekirdekli
ve belirgin cekirdekgige sahip hiicrelerdir. Mitokondriyonlari, az sayida Golgi
kompleksi, birka¢ graniillii endoplazmik retikulumu ve ribozomlart bulunur. Agik A
tipi spermatogonyumlar, testosteron ile uyarilarak mitoz boliinmeler gecirir ve B tipi
spermatogonyumlara doniisiirler. Bu hiicreler B tipine donlismeden Once sirasiyla
Al, A2, A3, A4 ve daha sonra ara spermatogonyumlar1 yaparlar (Ross ve Pawlina

2006; Gartner ve Hiatt 2007).

3. Tip B spermatogonyumlar: Ortada yerlesik bir ¢ekirdek¢ik gevresinde, biiyiik
yogunlagsmis kiimeler olusturan kromatin iceren kiire biciminde cekirdege sahip
hiicrelerdir. Spermatogonyumlarin en yaygin bulunan tipi olan B tipi
spermatogonyumlar, primer spermatositleri olustururlar ve spermatogenezis

tamamlanir (Ross ve Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt 2007).
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Spermatogonyumlarin erkek tiremesinde dnemli etkileri vardir. Bu hiicreler
kismen sessiz hiicreler olup, radyasyon ve kanser kemoterapisine direnclidirler.
Mitoz ile boliinen spermatogonyumlar, mayoz ile bdliinen spermatositler ve
farklilasmakta olan spermatidler ise kanser kemoterapisine ve radyasyona
spermatogonyumlar kadar direncli degillerdir. Radyoterapi ya da kanser
kemoterapisinin sonlandirilmasinin ardindan spermatogonyal kok hiicreler yeniden
spermatogenik siirece girebilirler. Postmitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere yiiksek
oranda direnglidirler (Fawcett ve Jensh 2002; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve
Carneiro 2009).

2.3.1.2.2. Primer ve sekonder spermatositler:

Tip B spermatogonyumlarin basarili mitoz boliinmeleri sonucu olusan primer
spermatositler, DNA sentezini tamamladiktan hemen sonra mayoz bdliinmenin
profaz asamasina girerler. Spermatogenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA
sentez aktivitesinin bu son turu, mayozun profaz I asamasina baslayan bir primer
spermatositin sprematogonyuma gore iki kat DNA miktarina sahip olacagini belirler.
Primer spermatositler 4C DNA’ya sahiptir ve 1C hiicre basina yaklasik 1.5 pg
DNA’ya esdegerdir (Fawcett ve Jensh 2002; Gartner ve Hiatt 2007; Junqueira ve
Carneiro 2009).

Birinci mayoz bdliinmeden sonra olusan sekonder spermatositler olarak
adlandirilan ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha kiiciik
hiicreler olusur (Junqueira ve Carneiro 2009). Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir
sekilde interfaz agsamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan ikinci mayoz boliinme
gecirirler. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur, c¢linki
bunlar interfazda kisa siire kalan ve hizla ikinci mayoz boliinmeye giren hiicrelerdir
(Young ve Heat 2000).

2.3.1.2.3. Spermatidler:

Sekonder spermatositlerin  boliinmesi, 23 kromozom tasiyan iki adet
spermatidin olugsmasiyla sonuglanir. Boylece mayoz boliinme siirecinin sonunda
haploid hiicreler olan spermatidler olusur (Kierszenbaum 2006; Junqueira ve
Carneiro 2009).
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Spermatidin olgun sperme farklilagsma siireci (spermiyogenez) 4 faz igerir.
Bu fazlar, spermatidlerin 6zel baglantilarla Sertoli hiicre membranina fiziksel olarak

baglandiginda olusmaya baslarlar (Paker 1993).

Golgi Evresi: Spermatid g¢ekirdegi etrafinda Golgi kompleks bolgesinde vezikiilli
yapilar ¢ogalir (proakrozomal vezikiiller). Bu graniiller c¢ekirdek kilifina yakin
yerlesim gosteren akrozomal vezikiillerle birlesir. Bu bolgede c¢ekirdek
yogunlugunda artig goriiliir. Sentriyoller, akrozomal vezikiiliin sekillendigi ¢ekirdek
bolgesinin zit kutbuna go¢ ederek sperm kuyrugunun sekillenmesini baslatir (Paker

1993; Ross ve Pawlina 2006).

Sapka (Kep) Evresi: Akrozomal vezikiil biiyliyerek ¢ekirdegin 6n yarisina kadar
yayilir ve ¢ekirdek zarina tutunan bir sapka olusturur. Bu yapiya akrozomal sapkaadi
verilir. Akrozomal sapkanin altinda yer alan c¢ekirdek zar1 porlarini yitirerek

kalinlasir. Cekirdek igerigi yogunlasir (Paker 1993; Esrefoglu 2009).

Akrozomal faz: Bu evrede cekirdek yogunlasir ve yassilasip uzar. Sitoplazmik
kisim posteriorda kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik bir kilif olan mangset
seklinde diizenlenir. Akrozomal yiizeyin zit kutbuna go¢ ederek, kuyrugun erken
gelisimini baglatan sentrioller, spermin boyun bdlgesini sekillendirmek iizere
modifiye olurlar. Plazma membrani arka kisma dogru uzanirken manset kaybolur ve
mitokondriyonlar sitoplazma derininden boyun bdlgesi ve uzantisina gog¢ eder ve orta

parga sekillenmis olur (Paker 1993; Kierszenbaum 2006).

Olgunlasma fazi: Spermiyogenezin son evresi olup, sitoplazmik kalintilarin
spermden atildig1 evredir. Sitoplazma artiklar1 Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilir. Spermatid tiire 6zgl seklini alirken, Sertoli hiicrelerinden ayrilarak liimene
dokiiliirler. Spermatidler artik birbirleriyle baglanti halinde degildir ve seminifer

tiibiiliin liimenine bulunurlar (Paker 1993; Ross ve Pawlina 2006).
2.3.1.2.4. Spermatozoonlar (Spermler):

Olgunlasmis erkek germ hiicreleridir. Insanda spermatogonyumdan,
spermatozoon olusumu arasinda 64 giin vardir. Olgun insan spermatozoonu bas,
boyun ve kuyruk boliimlerinden olusur. Spermin bas ve kuyruk kisimlarini plazma

membrani sarar (Junqueira ve Carneiro 2009).
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Bas: Yaklasik 4.5- 5 pm uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1 um kalinliginda
olup,akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur (Ross ve Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt
2007). Cekirdek yassilasmis ve heterokromatiktir. Cekirdegin 6n yarisin1 akrozom
orter. Akrozom lizozomlarda da bulunan hidrolitik enzimleri (proteazlar, asit
fosfatazlar, hyalurinidaz, akrosin, noéraminidazlar) icerir. Bu enzimler, oositi
cevreleyen korona radiyata hiicrelerini ayirir ve zona pellusidayr eritir

(Kierszenbaum 2006)

Kuyruk: Spermiyumda kuyruk; boyun, orta parga, esas parga ve son par¢a olmak
tizere dort bolgeye ayrilmistir. Cekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme
kaynaklik eden distal sentriyolii bulunduran dar bir par¢a olan boyun, yaklasik 5 um
uzunlugundadir. Boyun ile esas par¢a arasinda uzanan kuyrugun orta parcasi ise
yaklagik 5 pm uzunlugundadir. 9+2 mikrotiibiil yapisinda filagellumu kapsar.
Cevrede spiral mitokondriyon halkas1i vardir. Ayrica bu pargada filagellum
cevresinde kuyruk sonuna dogru incelerek kaybolan dokuz tek kalin fibril daha
vardir. Kuyrugun en uzun boliimii olan esas parca yaklasik 45 pm uzunlugundadir.
Annulus ad1 verilen mitokondriyon sarmalin son doniimiiniin altinda yogun bir halka
olan son halkadan itibaren baslar, mitokondriyon sarmali icermez. Yedi dis yogun
lifle sarili merkezi aksonem ve fibroz bir kiliftan olusur. Hem dis yogun lifler hem de
fibroz kilif, spermatozoanin dne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma
icin saglam bir iskelet olusturur. Son parga yaklasik 5 pm uzunlugunda olup,
kuyrugun en kisa bolimiidiir. Dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi
nedeniyle sadece aksonemi kapsar (Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina 2006;
Gartner ve Hiatt 2007).

2.3.2. Interstisyel alan:

Seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar, kollajen lifler, kan ve lenf damarlari,
sinir lifleri ve c¢esitli hiicrelerle doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencereli
tiptedir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢cmesine olanak
verirler. Interstisyum, Leydig hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu

hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar1 igermektedir (Junqueira ve Carneiro 2009).
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2.3.2.1. Leydig hiicreleri:

Leydig veya testisin interstisyel hiicreleri endokrin islevleri nedeniyle,
interstisyel alanda kan veya lenf damarlarina yakin bulunan, yuvarlak ya da
poligonal sekilli, eozinofilik bir sitoplazmaya sahip olan biiyiik hiicrelerdir.
Cekirdekleri 0kromatiktir ve belirgin g¢ekirdekgik icerir. Leydig hiicreleri steroid
hormon sentezleyen hiicrelere 6zgii organel ve enzimlerden zengindir. Eozinofilik
sitoplazmalarinda tiibiiler kristali mitokondriyonlar, bol graniilsiiz endoplazmik
retikulum tubuluslar, iyi gelismis Golgi kompleksi, lizozomlar ve ¢ok sayida lipid
damlaciklar1 bulunur. Leydig hiicre sitoplazmalarinda, islevleri bilinmeyen ve insana
0zgii olan Reinke kristalleri denilen kristalize proteinler de goriiliir. Leydig hiicreleri,
ikincil seks karekterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan
testosteronu lreterek spermatogenezisin siirekliligini saglarlar. Serumda bulunan
testosteronun yaklasik %95’1 Leydig hiicreleri tarafindan, geri kalan kismi ise
adrenal korteks tarafindan sentezlenir. Sitoplazmada peroksizom ve lizozomlar ve
yas ilerledikge artan oranda da lipokrom pigmenti bulunur. Testosteron sentezi
sirasinda plazma kolesterolii hiicreye girer, asetil koenzim A (CoA) tarafindan
esterlestirilir ve sitoplazmada lipid damlaciklar1 seklinde depolanir. Diiz
endoplazmik retikulumda yag asitleri kolesterole doniistiiriiliir. Kolesterol, yag
damlaciklarindan  mitokondriyonlara  steroidogenik akut regiilator protein
(StAR)araciligiyla tasinir ve mitokondriyonlardaki sitokrom P450 enzimi olan
kolesterol desmolaz enzimi tarafindan pregnenolon iretilir. Graniilsiiz endoplazmik
retikulumdaki enzimler, pregnenolonu progesterona ve daha sonra da onu
testosterona doniistiiriir (Tekelioglu 2002; Kierszenbaum 2006;Junqueira ve Carneiro
2009).

Interstisyel hiicrelerin islevleri ve miktarlar1 hormonal uyarilara baghdur.
Insanda hamilelik sirasinda plasentadan iiretilen gonadotropik hormon, maternal
kandan fotiisa geger ve androjenik hormonlari iireten fotal testikiiler interstisyel
hiicreleri uyarir. Hormonlar, embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin
gelismesi icin gereklidir. Embriyonik intersitisyel hiicreler hamileligin 4. ayina degin
islevseldirler. Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya bagli olarak
gerilerler. Hiicreler, gebelik boyunca ve hipofizden salinan luteinizan hormon (LH)
uyaristyla testosteron sentezinin yeniden yapilmaya baslandigi ergenlik Oncesi

doneme kadar dinlenmede kalirlar (Cormack 2001; Tekelioglu 2002).

16



Olgun Leydig hiicreleri, 10 yasina kadar ¢ocuk testisinde bulunmaz. Leydig
hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artar, ileri yaslarda ise azalir. Leydig hiicre
sayis1 60 yasindaki bir erkekte, 20 yasindaki bir erkekteki sayinin yarisindan daha
azdir (Fawcett ve Jensh 2002).

2.4. Kemoterapotikler

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik kazanmasi
ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis iilkelerin 6liim
istatistiklerinde kalp damar hastaliklar1 nedenli 6limlerden sonra ikinci sirada yer
alan, kontrolsiiz hiicre boliinmesi hastaligidir. Glinlimiizde kanser tedavisi cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu seklinde uygulanmakta olup, cerrahi
tedavide amag, tiimorlii doku ve organin viicuttan uzaklastirilmasi iken, kemoterapi
ve radyoterapide ise amag kanserli hiicrelerin yok edilmesidir (Gate ve Tew 2001;

Tiirker ve Kayaalp 2002).

Kanserli (neoplastik) hiicrelerin, normal hiicrelere gore daha hizli biiylimesi
ve ¢ogalmasi nedeniyle, kemoterapdtikler bu tiir 6zellikteki hiicrelerin yok edilmesi
icin gelistirilmistir. Ancak bazi normal hiicrelerde de benzer 6zellikler bulunmakta
ve bu hiicreler de kanserli hiicrelerin verdigi yanit1 vererek, kemoterapiden dogrudan
etkilenmektedir. Bu etkilenmeler ise yan etkileri de beraberinde getirmektedir. Bu
sebeple, daha ¢ok kan hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki hiicreler, kil follikiilleri
ve spermler gibi hizli boliinebilen hiicreler ilizerinden yan etkiler gézlenmektedir.
Bununla birlikte bazi kemoterapétikler kalp, bobrekler, mesane, akcigerler ve sinir
sistemi organlar1 gibi hayati organlar iizerinde de olumsuz etkiler olusturabilmektedir
(Page ve Takimoto 2004; Sabanegh ve Ragheb 2009; Demirci ve ark. 2010; Ragheb
ve Sabanegh 2010).

Kemoterapinin etkinligini kisitlayan énemli bir faktor de, tiimor hiicrelerinin
ilaca gosterdigi azalmig hassasiyet, yani ilaca kars1 gelistirdigi direnctir. Bu durum
bazi kanser tiirlerinde kendiliginden olusurken (primer rezistans), bazilarinda ise

sonradan da gelisebilir (sekonder rezistans) (Gate ve Tew 2001).

Kemoterapotik  ajanlardan en  gonodotoksik  olanlar1  alkilleyiciler

(siklofosfamid, melfelan, busulfan, mustin, klorambusil, lamustin,karmustin),
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antimetobolitler (sitarabin), vinka alkoloidler (vinblastin) ve digerleri (prokarbazine,
sisplatin, nitrojen mustart) olarak bilinir (Carter ve ark. 1993; Meistrich ve ark.
1997).

2.4.1. Alkilleyici Ajanlar

Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli ilag gruplarindan biri alkilleyici
bilesiklerdir. Bu ajanlar, fizyolojik sartlar altinda, alkil gruplarinit DNA gibi énemli
biyolojik makromolekiillere baglama yetenegine sahiptir. Reaktif elekrofil olma
ozelligi ile hedef molekiillerle karbonyum iyonu olusturmasi sonucunda, bu kimyasal
ajanlar hiicresel DNA ile kompleks olusturarak kanserli hiicre biiylimesini inhibe

ederler (Hurley 2002).
2.4.1.1. Siklofosfamid (CP)

Kanser tedavisinde en fazla kullanilan ilaglardan birisi olan Siklofosfamid;
alkilleyici antineoplastik bir ila¢ olup, nitrojen mustard grubundandir. Kimyasal
yapist Sekil 1°de gosterilmistir. Alkilleyici antineoplastik ajanlar genel olarak amino,
karboksil, stilfidril ve fosfat gruplarina kovalent baglanirlar ve hiicre fonksiyonlarini
bu sekilde bozarlar. En sik baglandiklari hiicre bolgeleri hiicrenin deoksiriboniikleik

asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) ve protein kisimlaridir (Yagoda ve ark. 1972).

Sekil 1. Siklofosfamid’in kimyasal yapis1

Kanser tedavisinde en fazla kullanilan ilaglardan birisi olan Siklofosfamid, bir
Oksazofosforin olup, hem oral hem de parenteral olarak kullanilmaktadir. Bir
antitimor ajan ve bagisiklik baskilayic1 olan siklofosfamidin onkosidal etki

gosterebilmesi i¢in metabolik olarak aktive edilmesi gerekir (Kawabata ve ark. 1990;
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Pool ve ark. 1988). CP’nin kanserostatik aktivitesi fosforamid mustard (FAM)
olusumunu veren hepatik mikrozomal karma fonksiyon oksidaz sistemi ile

metabolizmasina baglidir (Bernacki ve ark. 1987).

Hem humoral hem de hiicresel bagisikligin siklofosfamid ile baskilandigi
bildirilmektedir. Siklofosfamid tarafindan olusturulan bagisiklik baskilayicilik, ana
ilagtan ziyade onun metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz
sisteminin etkisi altinda sikofosfamid, 4-hidroksi siklofosfamide metabolize olur. Bu
metabolit enzimatik olmayan bir yolla aldofosfamide yeniden diizenlenir. Bu da
FAM ve akroleine ayrilir. FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre bdliinmesini
baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayict ve antitlimor etkilerine araci oldugu
diisiiniilmektedir. Ote yandan akroleinin 6nemli makromolekiillerinin sulfidril
gruplartyla hemen reaksiyona girdigi, bdylece bagisikligin baskilanmasinda rol
oynadigi diisiiniilmektedir (Kawabata ve ark. 1990; Kwon ve ark. 1987; Pool ve ark.
1988). Olusan ara friinler veya son metabolitlerin; kanser seciciligi, sistemik
toksisite, mutajenite, teratojenite, genotoksisite ve kanserojenite gibi farkli etkileri

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Pool ve ark. 1988).

Hem hematolojik hem de solid tiimorlerin tedavisinde basarili sonuglar veren
siklofosfamid, hem oral hem de parenteral kullanilmaktadir.  Siklofosfamidin
plazmada yarilanma Omrii 6,5 saat olup, parenteral veriliste aktif metabolitlerin

plazma konsantrasyon pikine ulagmas1 2—3 saat siirer (Akgasu ve ark. 1992).
Siklofosfamid’in kullanim alanlar1 sunlardir;

1) Hodgkin dis1 lenfomalar (Glode ve ark. 1981).

2) Cocuklarin akut lenfositik 16semisi (Bokser ve ark. 1990).

3) Kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri (Thatcher ve ark. 1988).
4) Hodgkin hiicreleri (Ataya ve ark. 1985).

5) Pediatrik solid tiimdrler (Bramwell ve ark. 1986).

CP ayrica giiclii bagigklik baskilayic1 etki gdstermesi nedeniyle romatoid

artrit, cocuklarin nefrotik sendromu (Koyama ve ark. 1977), Behcget hastalig
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(Ozyazgan ve ark. 1992) ve diger bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir.

En sik gozlenen yan etkileri, bulanti kusma ve diger gastrointestinal
bozukluklar ile kemik iligi depresyonu (Hansen ve ark. 1995), buna bagh olarak
l6kopeni, trombositopeni ve bazi hastalarda alopesi gelismekte olup, yaygin olarak
reprodiiktif sistemde yan etkiler de olusturmaktadir (Banham ve ark. 1985; Akgasu
ve ark. 1992).

Cesitli deneysel ve klinik ¢alismalarda siklofosfamidin gonadal yetmezlik,
renal yetmezlik ve 6zellikle hemorajik sistit olusturdugu raporlara gegmistir (Warne
ve ark. 1973; Ataya ve ark. 1985; Montz ve ark. 1991; Kreuser ve ark. 1993).
Siklofosfamid terapisi géren meme kanserli hastalarda ¢ogu zaman amenore olugmus
olup, erkeklerde ise sik sik azospermi gelismistir (Koyama ve ark. 1977).
Siklofosfamid, ovaryum folikiillerinde epitel doku igin toksiktir. Zira disi sicanlara
verilen 40 mg/100 gr siklofosfamid, ovaryum folikiillerinin normal gelisiminin
inhibe oldugunu gostermistir (Burkl ve Schiechl 1978). Siklofosfamid spermatogenik
epitelyumda da toksisite olusturmaktadir (Morris 1993). Bir siklofosfamid metaboliti
olan akrolein’in de 3—-10 mg/L arasindaki konsantrasyonlarinin 12 giinliik fare
embriyosunda anormal gelismelere neden oldugu goézlenmistir (Stahlmann ve ark.

1985).

Siklofosfamid, emziren kadinlarda siite gecerek bebekte immiinosupresyon,
gelisme geriligi ve karsinogenezis gibi toksik etkiler yapmaktadir (Dokmeci 1988).
Ayrica antiditiretik hormon salgisini arttirarak, hipernatremiye yol agar ve hemorajik
sistit riskini arttirir (Di Palma ve Di Gregorio 1990; Akgasu ve ark. 1992; Kurtoglu
1992). Siklofosfamid metabolitlerinden olan akrolein, mesane mukozasi igin toksiktir
(Luce ve Simons 1988). Erkek Swiss farelerde yapilan deneysel calismalarda, 200
mg/kg siklofosfamidin hemorajik sistit olusturdugu raporlarda goriilmiistiir
(Cavalletti ve ark. 1986). Siklofosfamidin insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane
kanseri yaptigi yoniinde c¢aligmalar da raporlarda bulunmaktadir (Al-Safi ve
Maddocks 1986; Pool ve ark. 1988). Siklofosfamid kaynakli kemik iligi mutajenitesi
konusunda yapilan ¢alismalar, bu maddenin insanlarda ve sicanlarda hematopoietik
sistemde de kanserojen olabildigini gostermistir (Ldhdetie ve ark. 1990; Bramwell ve

ark. 1986). Farelerde yapilan bir deneysel ¢aligmada ise, 100 mg/kg intraperitoneal
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siklofosfamid uygulamasinin hematopoetik sistemde tiimor gelisimini uyardigi
gbzlenmistir (Blom ve ark. 1995). Sicanlarda yapilan farkli bir deneysel c¢alismada
20 ve 40 mg/kg intraperitoneal siklofosamid uygulamasinin dalakta ve kemik
iliginde mutajen oldugu gosterilmistir (Moore ve ark. 1995). Hodgkin lenfomali
hastalara siklofosfamid verildiginde ise, hastalarda {ireter kaynakli tiimdrlerin

gelistigi rapor edilmistir (Ponsot ve ark. 1995).

Germinal epitel tlizerinde ¢ok giiclii toksik etkiye sahip olan siklofosfamid,
prepubertal donemde bu ilagla tedavi goren ¢ocuklarin, puberte doneminde fertilite

potansiyellerini %50’lere kadar diisilirebildigi calismalarda kanitlanmistir (Levy ve

Stillman 1991).

Benzer sekilde siklofosfamid ile kanser tedavisi goren cocuklarda tedavi
sonrasinda 20 yillik bir siire boyunca devam eden azoospermi (Aslam ve ark. 2000;
Kenney ve ark. 2001) ve hatta kalic1 sterilite goriilmekte olup (Meistrich ve ark.
1992), bunun sebebinin de sperm rejenerasyonundaki basarisizliklar oldugu iddia
edilmektedir (Socie ve ark. 2003; Ragheb ve Sabanegh 2010).

2.5. E Vitamini

1922 yilinda Herbert McLean Evans (1882-1971) ve Katharine Scott Bishop
(1889-1976) tarafindan bulunan bu maddeye 1924 yilinda Sure tarafindan E vitamini
ismi verilmistir (Kayaalp 2002).

Dogal E vit olan D-alfa- tokoferoliin molekiil agirligr 430.69, kaba formdilii
ise C9H500,’dir (Boydag 1998).

Vitamin E benzeri bilesikler iki gruba ayrilirlar. Birinci grup tokoferoller,
ikinci grup ise tokotrienoller olup, tokoferollerde yan zincir doymus iken,

tokotrienollerdeki ise doymamustir (Battioni ve ark. 1991; di Mascio ve ark. 1991).

E vitamininin en 6nemli islevi sudur; ¢oklu doymamis yag asitleri gibi hiicre
bilesenlerinin molekiil halindeki oksijen ve serbest radikaller tarafindan enzimatik
olmayan oksidasyonundan korumada etkili bir antioksidan 6zelligi vardir (Champe

ve Harvey 1997).
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E vitaminin biyolojik aktif sekline tokoferol denir. Dogal olarak bulunan 8
tokoferol bulunmakta olup, bunlardan en aktif olan1 a-tokoferoldiir. Plazmadaki E
vitamininin %80-90 kismini a-tokoferol olusturur ve dokudaki esas E vitamini sekli
budur. Bunun nedeni a-tokoferol’iin LDL icinde Oncelikle tekrar viicut igine
alinmasina tokoferol baglayici protein (TBP) yoluyla ve y-tokoferoliin karacigerde
cabuk yikilmasina baglidir. Bu sebeple a tokoferol {istliine daha ¢ok ¢alisma yapilmis
ve suplemantasyonda (diyetin desteklenmesi) E vitamini temel faktordiir. a-tokoferol
kanda y-tokoferolden 4-10 kat fazladir (Champe ve Harvey 1997).

Giinliik besinin Onemli bir kismini olusturan tahil tiirleri E vitamini
icermektedir ve E vitamini besinlerde yaygin olarak bulunur. Giinliik gereksinimi
viicut biiytikliigiine, kisinin fizyolojik durumuna, hatta beslenmesinde bulunan uzun
zincirli yaglarin oranina gore degismektedir (Kayaalp 2002). Bitkisel yaglar E
vitamini agisindan oldukg¢a zengindir. Karaciger ve yumurta ise orta derecede E
vitamini icerir (Champe ve Harvey 1997). Bugday, aycicegi tohumu ve aycicegi
yagl, misir ve soya yagi, diger bitkisel yaglarda ve bunlardan elde edilen
margarinlerde E vitamini bulunur (Kayaalp 2002). a-tokoferol i¢in dnerilen giinliik
gereksinim erkeklerde 10 mg iken, kadinlarda 8 mg’dir. E vitamini gereksinimi,

coklu doymamis yag asidi alimi arttiginda ytikselir (Champe ve Harvey 1997).

Diyetle alinan E vit yagda ¢oziinmiis haldedir. Yag sindirimi sirasinda agiga
cikar ve enterositler tarafindan intestinal kanaldan emilir. Ince bagirsaklarin iist
kismindan absorbe edilen E vitamini, silomikronlarla lenfte tasinir ve ordan da ven6z
kana gecer. Viicutta tiim dokularda ve en ¢ok da yag dokusunda depolanir. Ancak
depolanan miktar1 azdir. Dokularda, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan
zengin hiicre bolgelerinde, yag hiicreleri, bazi endokrin bez hiicreleri ve
trombositlerde yiiksek konsantrasyonda E vitamini bulunur (Marcus ve Coulston
1996; Kayaalp 2002; Murray 2009).

Diyetle alinan E vit yagda ¢dzlinmiis halde bulunur, yag sindirimi esnasinda
aciga c¢ikar ve sindirilir. Bu nedenle yag emiliminde bozukluk olmasi durumunda E

vit eksikligi goriiliir (Murray 2009).

E vit, A vit ile yakin iligki icerisinde olup mide-bagirsak sisteminden

absorbsiyonu  arttirarak  karaciger  ve  diger  organlarda A it
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konsantrasyonununmiimkiin olan en st diizeyde tutulmasini saglar. Bu sirada A

vit'in de oksidatif stresten korunmasina yardime1 olur (Boydag 1998).

Oksidasyon sirasinda ortaya g¢ikan siiperoksit, diger radikaller ve peroksit,
membran enzimlerinden sitokrom P-450 oksidaz ve ksantin oksidaz tarafindan
katalizlenerek diger proteinlerle serbest radikalleri olustururlar. Bu serbest radikaller
daha sonra mitokondri, mikrozom ve hiicre zarlarinda bulunan fosfolipidlerin
doymamis yag asitlerini oksitleyerek viicutta bozukluklarin ortaya ¢ikmasia neden
olur (Kalaycioglu 2006).

E vit viicuttaki en Onemli antioksidandir ve hiicre iizerinde zarlarin lipid
fazinm1 etkiler. Ozellikle serbest radikal zincir tepkimelerini kirarak, toksik olan
peroksil serbest radikal gibi radikallerin zararli etkilerine karst korunma saglar

(Dokmeci 2000; Murray 2009).

E vitamini lipit peroksil radikallerini etkisiz hale getirmek i¢in, kendisinin bir
fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO*) transfer ederek asagidaki
sekilde gerceklestirir (Kayaalp 2002).

ROO* + Vitamin E ROOH + vitamin E*

Ozetle, E vit zincir kirict bir antioksidan olup baslica islevi lipid peroksitlerini

etkisizlestirerek, peroksidasyon zincir tepkimelerini sonlandirmaktadir (Ddkmeci
2000).

Eksikliginde; hayvanlarda kisirlik, fetiisiin gelisememesi, kanama, beyin
dokusunun yumusamasi, kas hastaliklari, karaciger harabiyeti gibi bozukluklar
bulgular arasindadir. Insanlarda ise; bazi hastaliklarda kandaki diizeyi olgiilerek
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu rahatsizliklar ise; akne olusumu, anemi, enfeksiyon,
baz1 kanser tiirleri, dis eti hastaliklari, safra kesesi tas1 olusumu, sinir-kas hastaliklari
ve Alzheimer gibi olgular buna Ornektir. Prematiire bebeklerde eksikligine baglh
olarak anemi olusabilir. E vitamini anneden ¢ocuga kan yoluyla gegmez ancak siit ile
gecer. Dogumdan sonra anne siitii ile beslenmemis bebeklerde eksikligi 6zellikle
inek siitiiyle beslendiklerinde goriilebilir. Kan hiicreleri dayaniksiz olup kolaylikla
parcalanmaktadirlar. Parcalanan bu hiicrelerden ortaya ¢ikan yikim iriinlerinin
etkisiyle kaslarda normal dis1 yaglanma ve karaciger ile dalak sorunlar1 olusur (Seker
2006).
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Fazlaligimin zararl bir etkisi bu giine kadar gosterilmemistir. Ciinkii diger
yagda eriyen vitaminler kadar depolanmazlar. Gereginden fazla alinanlarda birkag
giin icerisinde digki ve idrarla viicuttan uzaklastirilir. Cok yiiksek dozlar1 bulant1 ve
ishal yapabilir. Hayvan deneylerinde yiiksek dozlarin biliylimeyi durdurdugu, kaslari
zayiflattigi, alyuvar sayisini azalttigi ve kemiklesmeyi yavaslattigt gorilmiistiir

(Seker 2006).

2.6. Apoptozis

Her hiicre, dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve oliir
(apoptozis). Yeniden yapim ve yikimin bir diizen iginde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir.
Apopitozis, normal fizyolojik kosullarda gergeklesen hiicre 6liimiidiir (Hikim ve ark.
1995; Erdogan 2003). Apopitozis terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadagslar
tarafindan kullanmlmistir (Oztiirk 2002; Tomatir 2003; Aksit ve Bildik 2008).

Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis

ile es anlamda kullanilir (Schwartzman ve ark. 1993; Majno ve Joris 1995).

Apoptozis, yunancada apo (= ayri) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin
birlestirilmesi ile olusmus, sonbaharda agaglardan dokiilen yapraklar olarak tarif
edilmistir (Touchette ve Fogle 1991). Kerr (1972), fizyolojik olarak dlen hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin pargalarini saptamis ve organellerin iyi

korundugunu fark ederek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak tanimlamistir.

Apoptozis, hiicrenin yasam dongiisii boyunca yapim-yikim dengesinin
stirdiiriilmesini saglamak gibi 6nemli bir gorevi saglamakta yiikiimliidiir. Hiicrelerin
dogru yer, zaman ve sayida olmasimi saglayan apoptozis mitozis ile birlikte
homeostazisi saglamak ftizere dokuda siirekli dinamik bir denge halindedir

(Cummings ve ark. 1997).

Apoptotik siire¢ esnasinda, hiicrede bircok morfolojik degisiklikler meydana
gelir. Apopitozise ugrayacak hiicreler kiigiiliir, biiziiliir, hiicreler aras1 baglantilarin

kaybeder, kromatin yogunlasir, niiklear piknoz goriiliir ve hiicre kiiclik apopitotik
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cisimler olusturmak tizere yikilir. Apopitotik cisimler makrofajlarca fagosite edilirler

(Walker ve ark. 1988; Oztiirk 2002).

Apoptotik siirecte su asamalar gdzlenir (Oztiirk 2002).
1. Apoptozis’in baslatilmasi,

2. Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu,

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler,

4. Fagositoz.

2.6.1. Apoptozis’in Baslatilmasi

Apoptotik siirecin baglamasinda ilk once hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakl
Olim sinyalleri etkili olur. Bu sinyallere maruz kalan hiicre, ilgili genetik
mekanizmalar1 harekete gecirir ve apoptozisi baslatir (Oztiirk 2002). Hiicre iginden
kaynaklanan sinyaller; metabolizma ve siklus bozukluklari, hiperkalsemi, pH
degisiklikleridir. Hiicre disindan kaynakli sinyaller ise, ultraviole 1ginlar1, hipoksi, 1s1
degisiklikleri, anti-kanser ilaclar ve toksik maddelerdir. Dis kaynakli olan sinyaller
DNA hasar1 meydana getirerek, apoptozise yol agmaktadir (Ergin 2002, Oztiirk
2002).

2.6.2. Hiicre Ici Proteazlarin Aktivasyonu

Hiicre i¢i ya da hiicre disindan gelen apoptotik sinyaller, hiicre igerisinde
bulunan proteazlar aktive eder. Bu proteazlara kaspaz adi verilir (caspase: cysteine
containing aspartate specific proteases). Bu kaspazlarin aktive olmasi apoptotik
siirecin baslamasia yol acar (Oztiirk 2002). Mitokondri apoptozis olayinda énemli
bir rol oynar. Mitokondrial yol, sitotoksik ajanlar ve oksidatif baski gibi ¢esitli hiicre
i¢i ve dis1 etkiler sonucu aktive olur. Apoptotik sinyaller, mitokondriye ait i¢ ve dis
membranlar arasindaki bosluktan sitoplazmaya dogru sitokrom C salinmasinda artisa
neden olur. Sitokrom C apopitozis proteaz aktive edici faktore (Apaf-1) baglanir.
Apaf-1’¢ tutunan sitokrom C sitoplazmada apoptozom olusumuna neden olarak
kaspazlar1 aktive eder. Kaspazlarin aktivasyonu da sonugta apoptozise yol agar

(Lawen ve Grutter 2000).
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2.6.3. Hiicrede Meydana Gelen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik siirecin sonlarma dogru kaspazlar DNA kirilmalarina sebep olur.
Aktin filamanmin yikimi sonucunda, hiicre normal seklini kaybeder ve hiicre
membraninin simetrisi bozulur. Su kaybeden hiicre biiziiliir ve hiicre ylizeyinde
kraterler olusur. Cekirdek biiziilerek pargalanir ve son olarak hiicrenin

parcalanmastyla apoptotik cisimcikler meydana gelir (Oztiirk 2002).
2.6.4. Fagositoz

Apopitotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve makrofajlarca fagosite
edilerek dokulardan temizlenir. Apoptozis sirasinda inflamasyon olugmaz (Lawen ve

Grutter 2000).

2.7. APOPITOZ MEKANIZMASI

Apopitoz siireci; hiicre membranm tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasiyla
(ekstrensek), DNA hasarina genlerin yanitiyla (intrensek), veya proteolitik
enzimlerin dogrudan hiicreye girisiyle (Perforin — Granzim) 3 farkli sekilde

gelisebilir (Roshal ve ark. 2001).

2.7.1. Ekstrensek / Reseptor Aracili Yol

Hiicre disindan kaynakli olup, hiicre yiizeyindeki o6liim reseptdrlerinin
tutulmasi ile diizenlenen apopitozdur. Apopitozun dis yolu Timor Nekroz Faktor
(TNF) ailesi hiicre yiizey reseptorlerinin ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir.
Hiicre oliimiinii diizenleyen mekanizmalarin baglicasi, sitokine bagli dis apopitozis
yoludur. TNF-alfa, TNF ile iliskili apopitozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas
ligantlari, baz1 malign ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek
hiicre 6liimiine neden olurlar (Elmore 2007). Bu proteinlerin hiicre dis1 kisimlari
ligant baglanmasi i¢in 6nemlidir. Sitoplazmik kisimlarinda kismen korunmus olan
bir 6liim bdlgesi (DD) olup, bu bolgeler sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglanarak
apopitozisin basladig1 yerlerdir. Ligandlar baglandiginda 3 Tiimor Nekroz Faktor
Reseptorii (TNFR) ya da Fas molekiilli kompleks olusturur. TNFR ve Fas
trimerlerinin sitoplazmik boliimleri sirasiyla TNFR’e bagli 6liim bolgesi (TRADD)
ve Fas’a bagli 6liim bolgesi (FADD/Mort-1) denen adaptdr proteinlere baglanir. Bu
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proteinlerin hem DD hem de proteazlarin 6liim olusturan kisimlarina (DED)
baglanan bolgesi vardir. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve

proteazlar Oliimii baslatan sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar (Brooks
2006).

2.7.2. Intrensek (mitokondrial) Yol

Apopitozun yaygin yolu olan i¢ yol hiicrenin kendi iginden, sitotoksik ilaglar
gibi hasar yapici ajanlarla baslar. I¢ sinyaller ile olusan apopitozda mitokondri
onemli rol oynamaktadir. Dig zar gecirgenli§inde artis sonucu mitokondri zari
potansiyelinin bozulmasi dis zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda
bulunan ¢esitli proteinlerin hiicre sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar. Temel olarak
mitokondrideki solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, apopitoz
indiikleyici faktér (AiF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim, sitoplazmaya
dagilir. Sitokrom ¢, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1
(apopitotik proteaz aktive eden faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen
yapinin olusumunu saglar (Ow ve ark. 2008). Apoptozom, kaspaz 9 u aktiflestirmek
tizere keser, kaspaz9 diger kaspazlari proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek

apopitozun gergeklesmesini saglar.

2.8. Spermatogenezde Apoptozisin Rolii

Doku canliliginda ve devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
ve normal fizyolojik ortamin korunmasinda gorevli olan apoptozis, testikiiler dokuda
da sikca olusan bir durumdur. Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik
ve mayotik boliinmeler sonucu hiicre farklilagsmasi ile olgun sperm olusmasidir.
Normal spermatogenez icinde, hiicre gelisimi ve farklilasmasina ilave olarak germ
hiicre oliimi de goriiliir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar (Sharpe 1994;
Sinha-Hikim ve ark. 1998). Apoptozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyumda programli hiicre 6liimiine yol acar. Germ hiicrelerindeki bu 6liim

spermatozoonun normal gelisimi i¢in mutlaka gereklidir (Jefferson ve ark. 2000).

Erken gelisimsel evrede baglayan bu apopitotik hiicre eliminasyonu,

olgunlagsmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani
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saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (Sharpe 1994; Beumer
ve ark. 2000). Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda,
deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda
testislerde olusan programli hiicre 6liimlerinde apoptoziste artis gozlenebilir (Davis
ve Firlit 1966;Heiskanen ve ark. 1996). Spermatogenezde testikiiler germ hiicre
apopitozisinin hormonal kontrol altinda gergeklestigi bildirilmistir (Tapanainen ve
ark. 1993).

2.9. Apoptozun Tespiti: TUNEL Metodu

Apopitozisde DNA pargalanmasi, hiicre seklindeki yapisal degisikliklerle
iligkilidir. Hiicrede apopitozisi belirlemek icin kullanilan bir¢ok yontem vardir.
Apopitozisde ortaya ¢ikan DNA pargalanmasin1 gosteren yontemlerden biri TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transpherase-mediated deoxyuridine triphosphate
(dUTP) nick-end labelling) yontemidir (Kanoh ve ark. 1999).

TUNEL yontemi, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis
niikleotidler kullanilarak serbest 3‘OH uglarmin isaretlenmesi ilkesine dayanir.
Tepkime tamponuna eklenmis olan niikleotidlerin, terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak, enzimatik olarak DNA‘ ya baglanmas1 saglanir. TdT
tek sarmalli ya da ¢ift sarmalli DNA‘nin 3°OH uclarina serbest olarak eklenen
niikleotid  trifosfatazlar1  katalizler. Serbest olarak bulunan niikleotidler
digoksigeninkonjugat eklenmesiyle bir oligomer olustururlar. Daha sonra
digoksigenin ile konjuge olan niikleotidlerin peroksidaz tepkimesi verebilen
antidigoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir. Boylece baglanmis peroksidaz
antikoru, immunohistokimyada duyarli goriiniim saglayan kromojenik substratlarla
baglanir. Sonug olarak apopitotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3°‘OH
uglarinin hassas ve 6zel boyanmasi ger¢eklesmis olur (deTorres ve ark. 1997; Deng
ve ark. 2001). TUNEL yontemi 6zellikle apopitozisin erken evrelerinin gdsterilmesi

acisindan 6zel ve 6nemlidir (Torres ve ark. 1997).
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3.GEREC VE YONTEM

Calismanmiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Necmettin Erbakan Universitesi
Kombassan Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinde gergeklestirildi. Doku
ornekleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalinda incelendi.

3.1. Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calisma icin Necmettin Erbakan Universitesi Kombassan Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin Etik Kurulu’nun 2013/132 no’lu kararinda
gecen etik kurul onayr alindi. Proje Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Projeleri Koordinatorliigii’nce (BAP No: 131318002) desteklendi.

3.2. Deney Hayvanlar

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kombassan
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinde agirliklar1 280-380 gr arasinda
degisen 3 aylik 28 adet erkek Wistar Albino tiirii sigan kullanilarak uygulandi. Ratlar
standart diyet ile beslendiler. 22 + 2 °C oda sicakligi, % 60 nem orani, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ortam saglandi.

3.3. Deney Hayvan Gruplan

Siganlar; I. Grup (n=7) Kontrol, Il. Grup (n=7) Siklofosfamid (CP)
(Cyclophosphamide-(Endoxan®,Eczacibasi-Baxter) tedavisi alan, 1ll. Grup (n=7)
Siklofosfamid+Vitamin E ve IV. Grup (n=7) ise sadeceVitamin E (Evigen,Aksu

Farma) alan grup olmak tizere 4 gruba ayrildu.

Kontrol grubuna; 7 giin boyunca giinde 1 kez siganlarin viicut agirliklarina
gore hacmi hesaplanarak belirlenen dozda izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi (CP

¢Oziiciisii oldugu icin) intraperitoneal yolla verildi ve uygulamadan yarim saat sonra
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hayvanlarin ortalama viicut agirliklarina gére hacmi hesaplanarak bulunan dozda

zeytinyagi E vitamini ¢6ziiciisti oldugu i¢in yine intraperitoneal yolla verildi.

Siklofosfamid (CP) grubuna; 7 giin boyunca giinde bir kez 20 mg/kg

siklofosfamid intraperitoneal yolla verildi.

Siklofosfamid (CP) + Vitamin E grubuna; 7 giin boyunca giinde bir kez
20 mg/kg siklofosfamid intraperitoneal yolla ve uygulamadan yarim saat sonra 100

mg/kg E vitamini yine intraperitonealenjeksiyonla verildi.

E vitamini grubuna; 7 giin boyunca giinde 1 kez 100 mg/kg E vitamini

intraperitonealenjeksiyonla verildi.

Enjeksiyon islemleri 7 giin boyunca, her giin ayn1 saatte uygulandi. 7 giiniin

sonunda si¢anlara yiiksek doz Ketalar-Rompun ile 6tenazi yapildi.

Gruplar icin Zeytinyag ve izotonik Sodyum Kloriir dozunun hesaplanmasi:

E vitamini yagda ¢Oziinen bir vitamindir. Calismada kullanilacak olan E
vitamini ampuliinde 2 ml zeytinyag: i¢cinde 300 mg Alfa tokoferol ¢ozdiiriilmiistiir.
Calismada kullanilan  hayvanlarin ortalama agirligi 280-380 gr’dir. Yukarida
belirttigimiz 100 mg/kg doza gore 300 gr’lik bir hayvan i¢in 30 mg Vit E
intraperitoneal enjeksiyonla verildi. Grup I ve Grup II’ ye ise 7 giin boyunca ayni doz
30 mg zeytinyag intraperitoneal enjeksiyonla verildi. Endoxan ila¢ kutusu igerisinde
1000 mg siklofosfamid ve 50 ml ¢dziicii ampul bulunmaktadir. ila¢ sulandirildiktan
sonta 1 ml’de 20 mg/kg siklofosfamid ihtiva etmektedir.Caligmada kullanilan
hayvanlarin ortalama agirliginin 280-380 gr oldugu belirtilmisti. Grup 1l ve Grup
[IT’te 300 gr’lik bir hayvan i¢in vurulmas: gereken doz; bir hayvan i¢in 6 mg
siklofosfamid igeren 0,3 ml izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisidir. Grupl ve Grup
IV’te bir hayvan i¢in verilmesi gereken izotonik sodyum kloriir dozu 0,3 ml’ dir. Bu
nedenle ¢alismamizda, kontrol grubuna 7giin boyunca izotonik sodyum kloriir

¢ozeltisi verildikten yarim saat sonra, belirlenen miktarda zeytinyagi verilmistir.

3.4. Viicut Agirhklarimmn Olciimii

Deneye baslamadan 6nce ve deney sonunda, sicanlarin viicut agirliklar
tartilarak kaydedildi ve gozlenen degisimler deney sonu viicut agirligr farki olarak

adlandirildi.
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3.5. Testis Agirhk indeksi (TAI) hesaplamasi

Ayni hayvana ait olan viicut agirligi ve sag-sol testis agirliklar1 asagidaki
formiile gore hesapland1 ve her bir hayvan icin TAI degerleri belirlendi (Sahintiirk ve

ark. 2007);

TAI: [(sag+sol testis agirliklart toplami)/viicut agirligi] x 100

3.6. Histolojik Uygulamalar
3.6.1. Notral Formaldehid Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Doku tespitinde kullanilan nétral formaldehid soliisyonu asagidaki oranlar

baz alinarak hazirlandi;

Na,HPO, 6,50
NaH,PO4H,0 359
Formalin 100 mi
Distile su 900 ml

3.6.2. Dokularin Alinmasi

Tiim hayvanlar deneyin sonunda tartildi ve Ketalar-Rompun derin anestezisi
altindayken Otenazi edildi. Testisler skrotumdan ¢ikarilip noétral formalin

soliisyonunda tespit edildi.

3.6.3. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Testislerin iizerine tespit sivist dokiildiikten sonra her iki ucundan enjektor
ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli delikler agildi. Dokular nétral formalin
soliisyonunda yirmi dort saat bekletildi. Dokular sertlestikten sonra testisler enine
olacak sekilde once ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu pargalar da yeniden

ikiye boliindii ve kasetlere alindi. Bu sekilde kasetlenen dokular etiketlenerek
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kodland1 ve olagan doku takibi siirecine alinarak her hayvana ait parafin bloklar

hazirlandi. Her testisten 2’ser blok hazirlandi.

Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin basamaklari

asagida gosterilmistir.

Doku takip yontemine ait siireler asagida saat cinsinden verilmistir.

Kimyasal Uygulama Siiresi (saat)
%70 Alkol 1
%80 Alkol 1
%95Alkol | 1
%95 Alkol 1 1
%100 Alkol | 1
%100 Alkol 11 1
Ksilol | 1
Ksilol 11 1
%50 Parafin - %50 Ksilol 1
Parafin | 1
Parafin Il 1
Parafin I11 1
Bloklama
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3.6.4. Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Her bloktan 4 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam {izerine 2 kesit

gelecek sekilde dokular alinarak, lamlar numaralandirildi. Testis dokusunda meydana

gelen histolojik degisiklikleri gozlemlemek igin kesitler Hematoksilen-Eozin (HE)

ile boyandi.

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri:

Kimyasal madde

Ksilol |
Ksilol 11

%96 Alkol |
%96 Alkol 11
%90 Alkol
%80 Alkol
%70 Alkol
Distile su
Hematoksilen
Cesme suyunda yikama
Eozin

%70 Alkol
%80 Alkol
%90 Alkol
%96 Alkol |
%96 Alkol 11
Ksilol |
Ksilol 1l

Lamlarin kapatilmasi

Uygulama siiresi (dk)

15

15

Suyun rengi seffaf olana kadar

5

2
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3.7. Immiinohistokimyasal Boyama

Elde edilen parafin bloklardan alinan 4 um kalinligindaki kesitler poly-LIlysne
ile kapli lamlar tizerine yerlestirildi. Calismada immiinohistokimyasal yontemle; C-
kit (CD117) (SC-168, Lot:E1206, Santa Cruz Biotechnology) ve Bax monoklonal
Immiinglobulin G (IgG) (Santa Cruz Biotechnology U.S.) kullanilarak boyamalar
yapildi.

Bax ve C-kit boyanma asagidaki kriterlere gore degerlendirildi.
0: hi¢ boyanma yok

+1: Zayif boyanma var

+2: Orta siddette boyanma var.

+3: Kuvvetli sekilde boyanma var

3.7.1. Bax ve C- kit Boyama Y ontemi

Deparafinizasyon 1 saat
Distile Su 5 dakika
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS), (Ph:7,6) 5 dakika
%3’lik H202’de 20 dakika
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
Siiper Blok( V- Blok) 7 dakika
Distile su, PBS Bekletme
Primer antikor 1 saat
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
Sekonder antikor 20 dakika
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
Streptavidin Peroxidase 20 dakika
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
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ABC kromojen 15 dakika

Distile su 5 dakika
Zit boya olarak Mayer’s Hematoksilen 3 dakika
Akarsuda akitma 1 dakika
Amonyakli su 1-2 saniye
Distile su 1-2 saniye
Kurulama

Ozel kapatma maddesi ile kapatma

3.7.2. TUNEL Metodu

Hiicrelerde @~ DNA  parcalanmasi  ve  apopitotik  hiicre  6limiiniin
belirlenebilmesi amaciyla in situ apopitozis belirleme kiti (ApopTag Plus, In Situ
Apoptosis Detection Peroksidase kit, S7101-KIT, Chemicon) kullanildu.

. Parafin giderme ve suya indirme: Doku kesitleri, 2x5 dk toluol, 2x5 dk absolii

alkol, 3 dk %95 alkol, 3 dk %70 alkol’de bekletildi ve 5 dk PBS ile calkalandi.

. Proteinlerin sindirilmesi: Kesitler Proteinaz K (20pg/ml) ile oda 1sisinda 15

dk inkiibe edildi.
. 2x2 dk distile su ile ¢alkalandi.

. Endojen peroksidazin maskelenmesi: Kesitler PBS ile hazirlanmis %3 H,0,

ile 5 dk oda 1si1sinda muamele edildi.
. PBS ile 2x5 dk yikandi.

. Dengeleme tamponu: Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanip, kesitlerin lizerine
75ul dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi. 30 dk oda 1sisinda
inkiibe edildi.

. Tdt enziminin uygulanmasi: Plastik lameller kaldirilip etrafi kurulandi ve her
lam tizerine 55u1 Tdt enzimi konuldu ve plastik lameller ile kapatildi. Nemli ortamda

37 °C etiivde 1 saat inkiibe edildi.

. Durdurma/ Yikama: Plastik lameller kaldirildi ve kesitler durdurma/yikama

tamponu ile oda 1sisinda 10 dk yikandi.

35



. PBS ile 3x5 dk yikandi.

. Anti-Digoksigenin-Peroksidaz: Her kesit iizerine 65ul Anti-Digoksigenin-

Peroksidaz konuldu ve lizerlerine plastik lameller tekrar kapatilarak oda 1sisinda 30

dk bekletildi.
. Plastik lameller kaldirild1 ve kesitler PBS ile 3x5 dk yikandi.

. Renk reaksiyonu: Kesitlerin gevresi kurulandiktan sonra her kesit {izerine
75ul DAB (diaminobenzidine) substrat solusyonu damlatildi. 3-6 dk arasinda pozitif

renk reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi.

. Renk reaksiyonu olugmasindan sonra kesitler distile su ile 3x1 dk yikandu.
. Kesitler distile su ile 5 dk tekrar yikandi.
. Zit Boya Uygulamasi: Kesitler metil yesili ile 1 dk. boyand: ve distile suda

boyama durduruldu.

. Fazla boyanin giderilmesi amaciyla kesitler 2x10 sn. %100 alkol ile ardindan

30 sn tekrar %100 alkol ile ¢alkalandi.

. Kapatma: Kesitler 2x2 dk. toluolde tutuldu. Toluolden ¢ikarildiktan sonra

entellan yapistirict maddesi kullanarak kapatildi.

Uygulama esnasinda hazirlanmasi gerekli soliisyonlar:

% 3 H20,: 3 ml H,0, /27 ml PBS= 30 ml

Tdt: 77 pl Reaksiyon Tamponu + 33 pl Tdt Enzimi =110 pl

DAB Substrat: 147 ul DAB Diliisyon soliisyonu + 3 pul DAB Substrati= 150ul

Durdurma/Yikama tamponu: 1ml yikama soliisyonu + 34 ml distile su = 35ml

Boyama Ozgiilliigii Kontrolleri:

Pozitif kontrol olarak, 5 mg/kg dozunda Deksametazon uygulanmis eriskin sigana ait

timus dokusu ve kit i¢inden ¢ikan doku kesiti kullanildi.
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3.8. Apoptotik indeks

Tim gruplara ait deney hayvanlarinin testis doku kesitlerinde apoptoz tayini

icin TUNEL boyamasi uygulandi. Dokular 151k mikroskobunda 40’lik biiyiitmede

rastgele secilen 10 tane seminifer tiibiilde pozitif boyanan apoptotik ¢ekirdekler

sayilarak asagidaki formiile gore yapildi.

Apoptotik Indeks (APOI)= Apoptotik cekirdek sayisy/ Toplam hiicre sayis1 x
100 (Tungdemir ve Oztiirk 2008).

3.9. Johnsen Skorlama

Incelenen tubuli seminiferi kontorti kesitlerine verilen puanlarin toplamu,

sayilan tiiblil sayisina boliinerek, bu puanlama sistemine gore ortalama puan

hesaplanmistir(Ivan 1993).

Skor Histolojik bulgular

10 Bir¢ok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

9 Bircok spermatozoa var, germinal epitel bozuk ve liimen Oblitere

8 Yalniz birkag spermatozoa var (<5-10)

! Spermatozoa yok, bircok spermatid var

6 Spermatozoa yok, yalnizca birkag spermatid var (<5-10)

5 Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

4 Yalnizca birkag¢ spermatosit var (<5), spermatid / spermatozoa
yok

3 Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

2 Thbiiller icerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

1 Tiibiiller igerisinde hiicre yok
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3.10. istatistiksel Yontemler

Bax ve C-Kit verileri Kruscal Wallis testi ile degerlendirildi ve hangi gruplar
arasinda fark oldugunu belirlemek amaciyla Man Whitney U Testi uygulandi.
Histopatolojik veriler, Testis agirliklar1 ve Tunel Uygulamasinin verilerine ise One
Way Anova testi uygulandi ve ikili gruplar tekrar Independent T Testi ile
degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhi@ Farki

Arastirmamizin baglangici ve deney sonunda olmak iizere; Kontrol, CP, Vit E
ve CP+Vit E deney grubundan olusan sicanlarin viicut agirliklar1 6l¢iildii. Bu
sonuclara gore deney gruplari arasinda viicut agirligi bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmemistir.
4.2. Testis Agirhk Indeksi (TAI)

Ayn1 hayvana ait olan viicut agirhig ve sag-sol testis agirliklar1 asagidaki
formiile gore hesapland1 ve her bir hayvan icin TAI degerleri belirlendi (Sahintiirk ve
ark. 2007); gruplar arasi1 TAI degerlerinin degerlendirilmesinde, gruplar arasi

istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmadi.

TAI: [(sag+sol testis agirliklart toplami)/viicut agirligi] x 100

Grup N MEAN+ SE P

1 7 0,97- 0,3 0,22
2 7 1,03-0,4

3 7 0,97- 0,2

4 7 1,07-0,3

Tablol: Gruplar aras1 TAI degerlerinin degerlendirilmesinde gruplar aras1 P>0,05 ¢ikmustir.

4.3. Histopatolojik Bulgular:

Grup 1 ve Grup 4’te; testislerde seminifer tiibiiller, interstisyel bag dokusu
ve Leydig hiicreleri normal histolojik yapisinda incelendi. Sertoli hiicrelerinin
ceperlerinde yerlesmis olan spermatogenik seri hiicreleri
spermatogonyumlardanbaglayarak diizenli bir konfigilirasyonda gozlenmistir. Ayrica
seminifer tiiblillerindeki erken spermatidler ve ge¢ spermatidler de ayirt

edilebilmektedir (Resim 1, Resim 4).
CP uygulanmis 2. gruptaki sicanlarin testislerinde; seminifer tiibiillerde ve

spermatogenik seri hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler saptanmistir. Seminifer

tiibiillerde spermatogenik hiicre sayisinda azalmalara rastlanirken, daha ¢ok primer
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spermatositlerden bagslayan spermatogenik seri hiicrelerinin bazal membrandan
ayrildigi, tiim epitelyum boyunca hiicreler arast mesafenin arttigi, seminifer tiibul
epitelinde diizenli konfigiirasyonun bozuldugu ve ge¢ spermatidlerin daha az
gozlendigi belirlenmistir (Resim2). Siklofosfamid ve Vitamin E’nin birlikte
uygulandigi 3. grupta liimende spermatozoonlarin ve spermatidlerin CP grubuna gore

daha fazla gézlendigi belirlenmistir.

4.4. Johnsen Skorlama

Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenez Johnsen skoruna gore
degerlendirildi. Grup 1 ve Grup 4’e¢ ait Orneklerde ortalama deger 9,1 olarak
bulunurken, Grup 2’de bu deger 7,47, Grup 3’te ise 8,25 bulundu. Bu degerler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikt.

Gruplar | N SE Subset for alpha=0,05

1 2 3
2 7 0,10 7,47°
4 7 0,02 9,11°
1 7 0,05 9,10°
3 7 0,14 8,25"

Tablo2: Johnsen skorlamanin gruplar agisindan degerlendirilmesi, farkli siitiinlardaki farkli
harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir ( p<0,05, One Way Anova). Daha sonra
ikiserli gruplar halinde Indepented T testi uygulanarak sonuglar kontrol edilmistir.
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Resim 1:1. gruba ait bir kesitte, diizenli spermatogenik seri hiicreler (kirmizi ok) ve
spermatozoonlar (siyah ok) gosterilmektedir (H-E).
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Resim 2:2. Gruba ait bir kesitte seminifer tiibiillerde diizeni bozulmus spermatogenik seri hiicreler
(oklar) ve tiibiil liimenlerinde spermatozoonlarin yokluk sinirinda oldugu (*) gézlenmektedir (H-E).
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Resim 3: 3. gruptan alinan bir kesitte spermatidler (oklar) ve tiibiil liimeninde gozlenen

spermatozoonlarin varligimin (*) arttig1 gozlendi (H-E).
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Resim 4 : 4. gruptan alinan bir kesitte tiibiildeki spermatozoonlar ve diizenli spermatogenik seri

hiicreler kontrol grubuyla ayni1 6zellikleri sergilemektedir.



4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.5.1. Bax boyanmasi
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Bax boyanmasi gozlenmektedir.

(oklar)

Resim 6:2. gruba ait bir kesitte spermatogonyumlarda siddetli Bax boyanmasi

gozlenmektedir.
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Resim 7:3. gruba ait bir kesitte Bax boyanmasi siddetinin ve boyanan hiicre sayisinin (oklar)

azaldi

&1 gozlenmektedir.

Resim 8:4. gruba ait bir kesitte negatif Bax boyanmasi gézlenmektedir.
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Resim 9:2. gruba ait bir kesitte spermatogonyumlarda Bax boyanmasi (oklar) gozlenmektedir.

Resim 10:2. gruba ait bir kesitte spermatogonyum  hiicrelerinde (oklar) Bax boyanmasi
gozlenmektedir.
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immiinohistokimyasal

Caligmamizda apoptozisin varligin1 belirlemek i¢in dort gruba da uygulanan

Bax boyamasi

degerlendirildi.

Bax proteininin testis

dokusunda goriiniir hale getirilerek incelenmesi i¢in yapilan bu boyamada saptanan

reaksiyonun yogunluguna gore degerlendirme yapildi.

Bax N Ortalama+SE P
Grupl 7 0,71+0,18 0,007
Grup2 7 1,71+0,28

Grup3 7 1+

Grup4 7 0,57+0,2

Tablo3 : Tiim gruplar arasinda Bax boyanmasi verilerinin Kruscal Wallis testi sonuglari

Kruscal Wallis testi sonucu gruplar arasinda fark oldugu tespit edildi

(P<0,05) (Tablo 3) ve tiim gruplara Man Whitney U Testi uygulandi. Bu test sonucu

Grupl-Grup2, Grup2-Grup3 ve Grup2- Grup4 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark ¢ikt1 (P<0,05).

Gruplar N P
Grupl1-Grup2 7 0,015
Grup2-Grup3 7 0,024
Grup2- 7 0,11
Grup4

Tablo 4:Bax boyanmasi verilerinin Man Whitney U Testi sonuglari

Grup 1 (Resim 5) ve Grup 4’te (Resim 8) Bax boyanmas1 diger gruplara gore

zay1f olarak gozlendi. Grup 3’te(Resim 7) Bax boyanma siddeti Grup 2’ye (Resim 6)

kiyasla daha az bulundu. Bax boyanmasi spermatogonyum hiicrelerinde tespit edildi.
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4.5.2. C-kit Boyanmasi

C- Kit boyanmasiin Grup 1 ve Grup 4’te spermatogonyumlarda ve Leydig
hiicrelerinde eksprese oldugu goézlendi. CP grubunda bu boyanin ekspresyonunun

diistiigii sonucuna varildi.

C-Kit N Ortalama+ SE P
Grup 1 7 2,42+0,29 0,007
Grup 2 7 1,00+0,21

Grup 3 7 1,71+0,18

Grup 4 7 2+0,21

Tablo5 : Tiim gruplar arasinda C-kit boyanmasi verilerinin Kruscal Wallis testi sonuglari

Kruscal Wallis testi sonucu gruplar arasinda fark oldugu tespit edildi
(P<0,05) ve tiim gruplara Man Whitney U Testi uygulandi. Gruplar arasinda Grup1-
Grup2 ve Grup2-Grup3, Grup2-Grup4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

cikmistir.
Gruplar N P
Grupl-Grup2 7 0,007
Grup2-Grup3 7 0,032
Grup2-Grup4 7 0,01

Tablo 6:C-kit boyanmasi verilerinin Man Whitney U Testi sonuglari
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Resim 11:1. gruba ait bir kesitte C-kit boyanmasi, Leydig hiicrelerinin bulundugu interselliiler
aralikta (oklar) boyanma gozlenmektedir.

Resim 12:2. gruba ait bir kesitte Leydig hiicrelerinin bulundugu interselliiler aralikta
C-kit boyanmasinin siddetinin diistiigii (oklar) gézlenmektedir.
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Resim 13:3. gruba ait bir kesitte Leydig hiicre boyanmasinin sadece siklofosfamid grubuna (2. Grup)

81 gdzlenmistir.

gore artt1

ig1 gdzlenmistir.

Resim 14:4. grupta kontrol grubuna benzer boyanma 6zelli
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Resim 15:1. gruba ait bir kesitte spermatogonyumlarda ve spermatozoonlarda C-Kkit
boyanmasi gézlenmektedir.

C-Kit boyanmas1 Grup 1 (Resim 11, Resim 15) ve 4. Grupta (Resim 14)
spermatogonyunmlarda ve Leydig hiicrelerinde tespit edildi. Grup 2 (Resim 12) bu
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boyanin ekspresyonunun diistiigii fakat Grup 3’te (Resim 13, Resim 16) tekrar arttig1

tespit edilmistir.

4.5.3. TUNEL Boyama

TUNEL yontemi ile boyama sonucu, nukleuslar1 boyanmis olan
hiicrelerapoptotik olarak degerlendirildi. Tunel boyama gruplar arasinda One Way
Anova ile degerlendirilmistir. Farkli siitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak

anlamli farklilig1 temsil etmektedir (Tablo 7).

Gruplar N Subset for alpha=0,05
1 2
1 7 1,19°
3 7 1,79°
4 7 1,09°
2 7
3,312

Tablo 7: TUNEL verilerinin One Way Anova Testi Sonuglari

Tunel boyanan pozitif hiicre sayisinin 1. grupta (Resim 17) ve 4. Grupta
(Resim 20), 2. gruba (Resim 18, Resim 21, Resim 22) gore diisiik ¢ikmistir fakat 3.

grupta bu sayiin tekrar azaldig tespit edilmistir.
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Resim 18:2. gruba ait bir kesitte pozitif TUNEL boyanmasi gézlenmektedir.
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Resim 20:4. grupta negatif TUNEL boyanmasi gozlenmektedir.
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Resim 22:2. grupta pozitif TUNEL boyanmasi spermatogonyumlarda (oklar) gézlenmektedir.

gl
=== /Y
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Independent T Testi sonucu yapilan grup i¢i degerlendirmede ise Grafik 1’de
gruplar ortalamasi ve standart hatalar1 verilmistir. Grup 1 ve 2 arasinda, Grup 2 ve 3
arasinda, Grup 2 ve 4 arasinda p<0,05 ¢ikmistir. Siklofosfamid grubunda (Grup 2)
TUNEL boyamas: diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli farkli ¢ikmustir.
TUNEL pozitif boyanan hiicreler spermatogonyumlar ve primer spermatositler

olarak tespit edilmistir.

4
3,5 T
3
2,5
2 T
15 mSeril
1 -
-
0 - T T T )
Grupl Grup2 Grup3 Grup4

Grafik 1: Tunel Boyamada Ortalama ve Standart Hata degerleri gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Aragtirmamizda olusturdugumuz c¢alisma gruplar1 arasinda siklofosfamid
verilen grupta olusan histopatolojik hasarlarin CP+Vitamin E verilen grupta
diizeldigi gozlenmistir. Calismamiz Bax boyanmasi yoniinden degerlendirildiginde,
CP+E vitamini grubunun testis dokularinda negatif boyanma go6zlenirken, CP
grubunda ¢ogu hiicrede pozitif boyanma dikkat ¢ekti. TUNEL yontemi uygulanan
kesitler incelendiginde ise CP+E vit grubunda CP grubuna goére ¢ok az sayida
apoptotik hiicreye rastlanirken, CP grubunda dejeneratif seminifer tiibiillerin germ
hiicrelerinde ¢ok sayida apoptotik hiicre gozlemlendi. C-kit yoOniinden
degerlendirildiginde ise CP grubunda ekspresyon diisiik olarak gozlenirken, CP+E

vitamini verilen grupta C-kit ekspresyonunun yiikseldigi gdzlenmistir.

Cesitli kemoterapik ajanlarin  gonadlar {izerine toksik etki gosterdigi
bilinmektedir Alkilleyici ajanlar (mekloretamin, siklofosfamid, klorambusil,
ifosfamid, dakarbazin, tiotepa, melfalan, busulfan, karmustin, lomustin, prokarbazin)
Ozellikle gonadotoksiktir (Poyrazoglu ve ark. 2010). Kemoterapi rejim
kombinasyonlarinda yaygin olarak kullanilan ilaglardan birisi olan siklofosfamid
glomerulonefritisde ve behget hastaliginda immun supresif olarak da
kullanilmaktadir. (Trasler ve ark. 1986).

Cocukluk c¢aginda kemoterapi rejiminde siklofosfamid tedavisi goéren
bireylerin, yetiskinliginde yliksek oranda gonadal disfonksiyon goriilme ihtimalinin

cok yiiksek oldugunu belirtmiglerdir (Kenney ve ark. 2001).

Kronik diisiik doz CP tedavisinin, ratlarda reprodiiktif organ agirliginda
diistise ve infertilite olusumuna neden oldugu gozlenmistir(Ghosh ve ark. 2002). Bu
caligmalara paralel yapilan arastirmalarda CP tedavisi sonucunda viicut ve testis
agirh@inda azalma (Elangovan ve ark. 2006, Selvakumar ve ark. 2006), bir diger
calismada da testis agirliginda azalma tespit edilmistir (Khan and Jena 2013). Bizim
calismamizda inceledigimiz bulgular arasinda CP’nin testis agirliginda azalmaya
neden oldugu fakat istatisitksel olarak anlamli farkliliga neden olmadig: tespit edildi.
Bunun sebebeinin CP’nin sadece 7 glin boyunca uygulanmasi olabilecegini

diistinmekteyiz.
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Memeli testislerinde germ hiicreleri olgun spermatozoa olusumu ile
sonuclanan farklilasma asamasini gecirmeden once birka¢ kez mitoz ile klonal olarak
cogalirlar(Seftalioglu  1998). Bu klonal genisleme fazla oldugundan sertoli
hiicrelerinin destekleyici kapasitesi ile germ hiicre sayisini denklestirmek igin
apoptozis gibi bir mekanizma gerekir. Bu sekilde, apoptozis erkek gametlerin agiri
tiretimini  kontrol eder (Agarwal ve Sait 2003, Yao ve ark. 2009). Bizim
calismamizda da bu ¢alismalara paralel olarak, Bax ve Tunel ekspresyonu, kontrol

grubu ve sadece vitamin E verilen grupta gézlenmistir.

Laila ve Sahar’in yaptiklari ¢aligmaya gore, sicanlara 7 giin boyunca her giin
20 mg/kg intraperitoneal CP uygulanmis, CP grubunda testikiiler germ hiicrelerinde
TUNEL pozitif boyanmis hiicrelerin 6nemli derecede arttigi tespit edilmistir. Bu
calismada tedavi gruplarindan birine E vitamini verilmis ve CP grubu ile
karsilastirildiginda TUNEL pozitif hiicrelerde diisiis gozlenmistir (Laila ve Sahar
2009). Cai ve ark. (1997) 70 mg /kg dozunda siklofosfamid uygudiklar1 siganlarda
Tunel metodu ile belirledikleri apoptozis insidansinin 4. ve 8. saatlerde giderek
arttigin1 ve 12. saatte ise pik yaptigimmi vurgulamislardir(Cai ve ark. (1997). Bizim
calismamizda da CP grubunda TUNEL pozitif hiicrelerin sayisi artmis fakat CP

verilen gruba gore E vitamini verilen grupta diismiistiir.

Selvakumar ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada da, 4 gruba ayirdiklar
sicanlara 10 hafta boyunca gavajla ve intraperitoneal olarak verilen 15 mg/kg CP
sonucunda, sperm konsantrasyonu ve motilitesinde 6nemli bir diisiikliige yol actigi,
olii ve anormal spermlerin kontrol grubuna gore arttigr bildirilmistir. (Selvakumar ve
ark. 2006). Farkli bir ¢alisma olan Rezvanfar ve ark.yaptigi ¢alismada ise, siganlara
28 giin boyunca her giin 6 mg/kg i.p olarak verilen CP’nin spermatogenezi olumsuz
yonde etkiledigini, sperm kalitesinin diistiiglinli, seminifertiibiillerin yogun hasara
ugradigini gozlemislerdir (Rezvanfar ve ark. 2008). Bizim ¢alismamizin sonuglarina
gore de, deney grubunda yogun tiibiil hasar1 ve apoptoz, spermatogenetik hiicrelerde
dejenerasyon gozlenirken, tedavi grubu olan CP+E vit grubunda ise bu

parametrelerde iyilesme oldugu gozlenmistir.

Laila ve Sahar’in yaptiklar1 ¢calismada ayrica germinal epitelin dejenere oldugu

ve kayboldugu, spermatogonial hiicre tabakasinda nekroz, seminifer tiibiillerde
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atrofik degisiklikler gozlendigi ve spermatogenezin engellendigi bildirilmistir. Hem
E vit hem de CP uygulanan grupta ise hiicresel hasarin azaldigi kaydedilmistir(Laila
ve Sahar 2009). Bizim ¢alismamizda da CP verilen gruba gére E vitamini verilen

grupta Johnsen skorlama ortalamasi yiikselmistir.

Ceribas1 ve arkadaslarinin yaptiklar farkli bir ¢aligmada ise, 8 hafta boyunca
haftada bir kez ip. olarak CP verilen sicanlarda, fazla sayida ¢ekirdek iceren dev
hiicrelerin olustugu, germinal hiicrelerde diizensizlik, dejenerasyon, nekroz, Sertoli
hiicrelerinde vakuol, ve tubullerde atrofi goriildiigii bildirilmistir (Ceribasi ve ark.
2010). Bu ¢alismaya paralel olarak bizim ¢alismamizda da, germinatif hiicrelerdeki
diizensizlik ve dejenerasyon, testikiiler ve tiibiiler atrofi gozlenmistir.  Sertoli
hiicrelerinde vakuol ve damar konjesyonu gozlenmemistir, bunun sebebinin de CP

uygulama stiresinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Grieco ve ark. C-kit’in kemirgenlerde ve insanlarda Leydig hiicrelerinde
ekspresse oldugunu belirtmislerdir, ayrica kopek testisi ile yaptiklari bir ¢aligmada C-
kit ekspresyonunun normal testisde leydig hiicrelerinde ve spermatogonyum
hiicrelerinde ekspresse oldugunu belirtmislerdir(Grieco ve ark. 2010). Yetiskin fare
testisinde C-Kit’in spermatogonyum ve Leydig hiicreleri tarafindan ekspresse oldugu
belirtilmistir (Unni ve ark. 2009). Bizim ¢aligmamizda CP grubunda ekspresyon
diisiik olarak gozlenirken, CP+E vitamini verilen grupta C-kit ekspresyonunun

istatistiksel olarak anlamli bir ytikselis gosterdigi gézlenmistir.

Calismamiz  Siklofosfamid tarafindan olusturulan testis toksisitesi iizerine
vitamin E’nin koruyucu etkisinin oldugunu immiinohistokimyasal yontemler 1s18inda
ortaya koymaktadir. Siklofosfamid gibi antikanserojen ajanlarin kullaniminda, yan

etkileri azaltmak i¢in antioksidan olarak Vitamin E’nin de verilmesini 6nermekteyiz.
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