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OZET

Erkek Sicanlarda irinotekanin Neden Oldugu Reprodiiktif Hasara Karsi Elajik

Asidin Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Irinotekan (IR) bir kamptotesin tiirevi antineoplastik ve immunosupresif bir
ilactir. Elajik asit (EA) giiclii bir antikanserojen ve antimutajenik dogal fenolik bir
bilesiktir. Bu ¢alisma, irinotekan ile olusturulmus reproduktif hasara kars1 Elajik Asitin

koruyucu etkilerini géstermek amaciyla planlandi.

Materyal ve Metot: Calismamizda 40 adet Sprauge-Dawley cinsi sigan kullanildi.
(n=10). Gruplar; Kontrol+CMC, IR, IR + EA, EA

Deney sonunda alinan 6rnekler rutin doku takip islemlerinden gegirilerek, parafine
gomiildii. 5 um kalinhiginda kesitler alinarak, H&E ve kaspaz-3 boyama metodlar
uygulanip Leica DFC 280 151k mikroskobu altinda ve LeicaQWin Plus analiz sistemi

kullanilarak incelendi.

Bulgular: Hematoksilen-Eozin boyama yontemi ile kontrol ve EA grubu testis
ornekleri normal histolojik goriiniimde izlendi. IR grubunun testis dokusunda tunika
albuginea tabakasinda ve interstisyel alanda vaskiiler konjesyon, vakuolizasyon ve
0dem, seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerde azalma, liimene dokiilme ve
boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu belirlendi. IR+EA
grubunda ise bu bulgularda belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Biyokimyasal
analizlerde ise IR verilen siganlarda TBARS diizeyinin anlamli diizeyde arttigi, EA
uygulamasinin bu artist anlaml diizeyde azalttig1 izlendi. IR uygulamasi1 GSH, SOD,
GPx ve CAT diizeylerinde azalmaya neden olurken, EA uygulamasi ise bu degerlerin

artisina neden olmustur.

Sonug: Irinotekan ile olusturulan reprodiiktif hasara karsi Elajik Asitin iyilestirici

etkileri oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: irinotekan, Testis, Elajik asit, Sigan, Kaspaz-3.

Vi



ABSTRACT

The Investigation Of Potential Protective Effects Of Ellagic Acid Against
Reproductive Damage Induced By Irmnotecan In Male Rats

Aim: Irinotecan is a camptothecin derivative antineoplastic and immunosuppressive
drug. Ellagic acid is a powerful anticarcinogenic and antimutagenic natural phenolic
compound. This study was planned to demonstrate the protective effects of Ellagic acid

against reproductive damage caused by Irinotecan.

Material and Method: In our study 40 Sprauge-Dawley rats were used (n=10).
Groups: Control+CMC, IR, IR+EA, EA

At the end of the study testis samples were processed by routine tissue techniques,
embedded in paraffin. Sum thick sections of tissues were cut, stained with H&E and
caspase-3 examined under a Leica DFC280 light microscope by Leica Qwin and Image
Analysis System.

Results: In control and EA groups, testis showed a normal histological appearance with
H-E procedure. In IR group, testis tissue showed vascular congestion, oedema and
vacuolisation in interstitial area, reduction in germ line cells in seminiferous tubules,
squamotion in liimen, arrested spermatocytes in different stage in division were
observed. These findings were significantly decreased in IR+EA group. In biochemical
analysis, IR lead to a significant increased in TBARS levels and significant decrease in
GSH, SOD, GPx and CAT levels in testis tissue compared with other groups. In the
IR+EA group there was an attenuated increased in TBARS levels and an increase in
GSH, SOD, GPx and CAT activities.

Conclusion: As a result of EA have protective effects againts the reproductive damage
which created with IR,

Keywords: Irinotecan, Testis, Ellagic Acid, Rat, Caspase-3.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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1. GIRIS

Kemoterapi, kontrolsiiz olarak ¢ogalan hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in Kimyasal
yada dogal, biyolojik yontemler ve hormonlar kullanilarak uygulanan tedavi bigimidir
(1). Kemoterapétik ajanlar, hiicrelere proliferatif donemdeyken etki gosterir. Kanserli
(neoplastik) hiicrelerin saglikli hiicrelere oranla kontrolsiiz sekilde biliyiimesi ve
cogalmasindan dolayr cogu kemoterapi ilaclari bu niteligi tasiyan hiicrelere etki
gostermesi i¢in gelistirilmistir. Cogu zaman normal hiicrelerde kemoterapi ilaglariyla
dogrudan etkilenmektedir. Kemoterapi ilaglarmin yan etkileri olduk¢a fazladir. Kan
hiicreleri, gastrointestinal sistemde yer alan hiicreler, kil follikiilleri ve sperm hiicreleri
gibi olduk¢a hizli boliinen hiicrelerde bu etkiler goriilmektedir (2, 3). Kemoterapi
ilaglari, saglikli doku ve normal hiicrelerde bile farkli diizeylerde yan etkilere neden
oldugu i¢in infertilite bu ilaglarin iireme sisteminde meydana getirdigi olumsuz
etkilerinden biridir (4-6). Aymi zamanda ¢ogu kemoterapi ilact birgok sistemi

etkileyerek hayati organlar iizerinde olumsuz etkiler olusturur (2-5).

Bu ilaglar hizla ¢ogalan ve farklilasma 6zelligindeki saglikli hiicreler lizerinde
ilk olarak etki gosterdigi i¢in sitotoksik kemoterapi dogrudan gonadal hasar yaratir. Bu
hasarlarin biyiikliigiide ilacin veriligine, ilacin dozuna ve hastanin yasina bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Kemoterapi tedavisine ayni1 zamanda radyoterapi de dahil
olunca diisiik dozlarda uygulansa dahi spermatogenezis ciddi sekilde etkilenir.
Spermatogeneziste yer alan olaylar, sperm parametrelerindeki degisimler,
ejakiilasyondaki bozukluklar, hipotalamus hipofiz gonad eksenindeki fizyolojik
degisimler kemoterapi ilaglarinin tireme sisteminde olusturdugu yan etkiler arasinda
gosterilir (5, 7-9). Spermatogoniumlar ise g¢ogalmadigi ve farklilasmadigindan bu
ozelligi gosteren diger hiicrelere oranla kemoterapi ilaglarinin direkt etkilerine karsi
oldukg¢a direnglidir. Fakat farklilasma ve ¢ogalma Ozelligindeki spermatogoniumlar,
spermatositler ve spermatidler ise kemoterapotik ajanlarin direkt etkilerine karsi
oldukg¢a duyarli oldugu i¢in tedaviye baslandiktan 4-6 hafta sonra infertilite bulgular
gortilmektedir (5-10).

Testisteki Leydig ve Sertoli hiicreleri kemoterapi ilaclarindan ¢ok
etkilenmezken, germinal epitelyum olduke¢a hassastir. Kullanilan kemoterapi ilaglarinin

dozuna ve uygulama siiresine bagli olup, var olan germinal epitelyumdaki kok hiicreler,



tedavi sona erdikten sonra tekrardan spermatogenezis geriye donebilmektedir (4, 5, 8,
11). Sperm DNA’s1 kondanse (12) olmasina ragmen ¢ogu faktérden olumsuz etkilenir
(13). Kemoterapide kullanilan ilaglarin ¢ogalma ve farklilasma fazinda yer alan
spermatogenik hiicrelerin  DNA’sindaki metilasyon yapist (9), kromatini, sperm
hiicrelerinin bas bolgesinde bulunan basit (14) ve ¢ekirdek matriks proteinleri (15) ile
protamin ve histonlarin yapilarinda(16) ve spermatozoal dekondensasyon siiresinde
aksakliklar (17), kromozomlarda andploidiler (18) ve ig iplikgiklerinde kirilmalar (16)
gibi direkt kromatin ve DNA hasarlar1 olusturup erkek reprodiiktif sisteminde bir¢ok
olumsuz etkileye neden olurlar. Spermatogenez siirecinde kdken spermatogoniadan
yaklasik olarak saniyede 1000 kadar olgun spermatozoa olusur (19). Spermatositogenez
ise mayoz ve spermiyogenez evrelerini olusturan hiicre boliinmelerini ve farklilasma
evrelerini igeren aktif ve daima yenilenen bir siirectir. Spermatositogenez sonucunda
spermatogoniadan spermatositler; mayoz sonucunda spermatositlerden spermatidler ve
spermiyogenez sonucunda ise spermatidlerden olgun sperm hiicreleri olusur (20).
Ayrica gelismelerine gore spermatogonia; koken, gogalabilen ve farklilasma ozelligi
gosteren hiicreler olarak ikiye ayrilir. Mekanizmasi tam olarak kesfedilemesede
spermatogenik hiicrelerin direkt (9, 14, 15) yada oksidatif strese bagli olarak dolayli
(13, 21, 22) olusan DNA ve kromatin hasar ile steroidogenezdeki bozukluklara neden
olur. Spermatogenik hiicrelerdeki yiiksek mitotik aktiviteden dolay1 ve kemoterapotik
ajanlarin da daha cabuk c¢ogalabilen hiicrelerdeki toksik etkisinin reprodiiktif sistem
tizerindeki etkilerini tespit edebilmek icin ilk olarak spermatogenezisin evrelerini ve

evrelerde sekillenen hiicre tiplerinin fizyolojilerini bilmek gerekir.

Reprodiiktif sisteminde olusan yan etkileri 6nlemek i¢in birgok in vitro ve in
Vivo ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu deneysel galismalarin ¢ogunda kemoterapi ilaglari
oksidatif stres ve DNA hasari yaratarak erkek reprodiiktif sisteminde olumsuz etkilere
neden olur. Tedavi amaglh olarak ise gesitli yapilardaki birgok antioksidan maddelerin

koruyucu ve iyilestirici etkisi oldugu ¢alismalarla gosterilmistir (23, 24).



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek genital sistemi, sperm iiretip sentezleyen ve androjenleri salgilayan bir ¢ift
testis ile testis disi kanallar1 olusturdugu bilinen epididimis, duktus deferens, ejakulatuar
kanal ve erkek {iretrasinin bir pargasindan olusur. Testis ve testis dis1 bosaltim
kanallarina ek olarak, salgilar1 semen kitlesini olusturan ve olgun spermatozoaya besin
saglayan aksesuar bezler seminal vezikiilii, prostat bezi, bulboiiretral bezleri ve erektil

dokuyu olusturan ¢iftlesme organi penisten meydana gelir (25).

Genital bosaltim yollar1 ise tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes, duktus
epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatorius ve hem genital, hemde idrar bosaltim

yolu olarak kullanilan iiretradan meydana gelir (26).
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Sekil 2.1. Erkek Ureme Organlar (27)

2.1.1. Testis Anotomisi

Erkek genital sisteminde i¢ kisimdaki organlarin bir boliimii pelvis boslugunda
ve diger boliimleride perineumda yer almaktadir. Bu grupta testis, epididimis, duktus
deferens, vezikula seminalis, prostat ve glandula bulboiiretralis yer alir. Yetiskin bir



erkegin testisi 4x3, 5x3 boyutlarinda ovoid yapilidir. Her bir testisin hacmi ise 30 ml
kadardir. Testisin anterolateral 2/3 liik boliimii bagimsizken, posterolateral yiizii ise
epididim, damarlar ve bag dokusuyla ¢evrelenmistir. ‘Mediastinum testis’ kisminda ise

kranioposterior boliimiinden, seminal tasiyicilar uzanir (28).

Testis siki bag dokusundan olusan tunika albuginea olarak isimlendirilen distan
bir kapsiil ile ¢evrelenmistir. Bu tabaka bol miktarda kollajen ve fibroblast igermektedir.
Tunika albugineanin hemen altinda yer alan ve gevsek bag dokusu yapisinda olan,

tunika vaskiiloza olarak isimlendirilen damardan zengin bir tabaka bulunur (29).

2.1.1.1. Skrotum

Testis ve funiculus spermaticus’un iginde yer aldig1 bir torbadir. Uylugun {ist
tarafinin 6n kisminda ve symphysis pubica’nin altinda bulunan deri, fibroz kiliflar ve
kas liflerinden olusmaktadir. Embriyolojik olarak sagda ve solda bir ¢ift halinde yer
alan skrotum, gelisim boyunca orta hatta kaynasir. Skrotumun dis yiiziiniin sekli bazi
sartlara bagli olarak degisir. Sicakta ve yaslilarda kaslar gevser. Bu nedenle skrotumun
yiizeyi genisleyip diizlesir. Sogukta ve genclerde m.dartos kasinin kasilmasi sonucu,
ylizeyi burusarak kiigiiliir ve testisi sikica sarar (30). Skrotumda 6zel kokulu salgi yapan
bezler ve ¢ok sayida ter bezi yer almaktadir. Testislerin normal fonksiyonu saglamasi
icin viicut sicakligindan 2.5°C den daha diisiik olmas1 gerekir. Skrotum ise bu sicakligi

koruyan bir mekanizmaya sahiptir (31).

2.1.1.2. Testisler (Orchis)

Erkek iireme hiicreleri ve androjenlerin iiretildigi bir ¢ift organdir. Funiculus
spermaticus’a asili durumda bulunan testisler, sagli sollu bir ¢ift olup, skrotumun i¢inde
bulunurlar. Testisler yaklasik 5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda
ve 14 gram kadardir. Karin arka duvarinda peritoneumun arkasinda gelisir (30, 32).
Gubernaculum, testisin alt kutbu canalis ingualis’den gegerek, skrotum derisine baglar.
Bir goriise gore, gubernaculum’™un ¢ekmesiyle testisler intrauterin hayatin 6.ay civarinda
canalis inguinalis’in i¢ agzina gelir ve genellikle 7. ayda skrotuma iner (30). Testisler
oval bicimde olup, yanlardan basiktir. Skrotum ic¢inde hareket ederek sol testis sag

testisten 1 cm daha asagida yer alir (31).



Testislerin facies lateralis ve facies medialis adindaki iki yiizii; margo anterior ve
margo posterior olarak adlandirilan iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior
adinda iki u¢ kismu bulunmaktadir (30, 33, 34). Testis tunika vajinalis testis, tunika

albuginea ve tunika vaskiiloza olmak iizere {i¢ tabaka ile sarilmistir.

a. Tunika vajinalis testis: Embriyonik processus vajinalisin distal kalintis ile
testisin biiylik boliimiinii isgal eden periton artigidir ve mezotelyal hiicrelerle doselidir
(30, 35). Tunika vajinalis testisin lamina visseralis (epiorchium) ve lamina parietalis

(periorchium) adinda iki yapragi bulunmaktadir.

Lamina visseralis (Epiorchium): Epididiymisin biiyiik kismi ile arka kenarinin
medial bolimi hari¢ testisi Orter ve bu iki olusumu birbirine baglar. Testis ve
epididimisin arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak fascia spermatica interna’nin i¢

yiiziine geger (30).

Lamina parietalis (Periorchium): Peritoneum’un fascia spermatica internayi
doseyen kismidir. Funiculus spermaticus’un 6n ve i¢ kisminda yukartya dogru biraz
uzar. Bu nedenle lamina visceralis’den daha genistir. Lamina parietalis’in i¢ yiizii

diizdiir ve mezotel ile kaplidir (30).

b. Tunika albuginea: Testisi saran mavimsi beyaz renkli, siki yapili fibroz bir
tabakadir. Bu fibroz demetler, farkli yonlerde uzanarak birbiri i¢ine girerler. Tunika
albugineay1, arka kenari hari¢ olmak {lizere, distan tunika vajinalis testisin lamina
visseralisi Orter. Peritonun bulunmadigi arka kenara epididimis tutunur ve buradan
testisin damar ve sinirleri girip ¢ikar. Tunika albuginea, arka kenarda testisin igine
dogru kalin ve vertikal yarim bir bolme seklinde uzanti gonderir. Bu boélmeye

mediastinum testis denir (29, 30, 33).

¢. Tunika vaskiiloza: Tunika albugineanin i¢ yiiziindeki damar ag1 tabakasidir.
Damarlar arasinda kalan araliklar1 da gevsek bag dokusu doldurur. Tunika vaskiiloza,
tunika albugineanin i¢ yliziinii ve tiim bdlmelerin yiizlerini ddser. Boylece, testisin
igindeki tiim lobuli testisi de sarmig olur (29, 30). Tunika albuginea ve septula testisler
arasinda bosluklarda uzun tiiplerin olusturdugu bez kiimeleri bulunur. Sayilar1 200-300
arasinda degisen ve lobuli testis denilen bu bez kiimelerinin biiytikliikleri bulunduklari

yere gore farklidir.



Testisin innervasyonu, sempatik postgangliyonik ve visseral afferent sinirlerle
gerceklesir. Bu sinirler genelde damarlari izleyerek testise ulagir. Tunika albuginea
harig¢ ayrilan sinirler interstisyuma kan damarlari araciligiyla ulasir. Testis lenfatikleri,
seminifer tiibiiller ¢evresinde pek goriilmeyen lenfatik kapilerlerle interlobiiler septadan
baslayarak, spermatik kordu takip edip paraaortik, perikaval ve interaortokaval lenf

diigtimlerine agilirlar (30-34).

2.1.1.3. Mediastinum testis (corpus Highmori)

Yarim bdlme seklindeki bu yapi, testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanir ve
yukar1 kismi daha genistir. Mediastinum testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan
bolmeler, testisi saran tunika albugineaya tutunurlar. Septula testis denilen bu bolmeler
testisi piramit seklinde bosluklara ayirir. Taban1 perifere, tepesi ise mediastinum testise
bakan bu bosluklarda tubuli seminiferi kontorti ve tubuli seminiferi rekti denilen tiip

seklindeki bezler bulunur. Mediastinum testisten damarlar ve kanallar girip ¢ikar.

2.1.1.4. Epididimis

Epididimis spermiyumlarin depo edildigi ve olgunlastigi bir olusumdur.
Testislerin arka kenarinda yer alan epididimis yaklagik olarak 6 metrelik duktus
epididimisin bir araya toplanmasiyla olusur. Epididimisi olusturan bu kanala, duktus
epididimis denir. Epididimisin st kismi daha kalindir ve agsagi dogru incelir. Kalin {ist
boliimiine kaput epididimis, orta boliimiine korpus epididimis ve alt boliimiine de kauda
epididimis denilir. Testisten ¢ikan duktuli efferentes testisler kaput epididimise girer ve
burada duktus epididimise ag¢ilir. Bu nedenle kaput epididimis daha kalindir ve testise
yapisiktir (31).

2.1.1.5. Duktus deferens (Vas deferens)

Duktus epididimis, epididimisin kuyruk kisminda kalinlagarak duktus deferens
admi alir. Once kivrintili, daha sonra diiz bir seyirle, epididimisin arka ve medial
tarafinda yukar1 dogru uzanir. Funiculus spermatikus i¢inde yukari dogru cikar ve
kanalis ingualisten gegerek karmn bosluguna ulasmis olur (31, 36). Anulus ingualis
profundus’ta funiculus spermaticus’u meydana getiren diger yapilardan ayrilmaktadir
(32).



2.1.2. Testis Embriyolojisi

Cinsiyet farklanmasi, bazilar1 otozomal olan c¢ok sayida genin rol oynadigi
karmasik bir siiregtir. Seksiliel dimorfizmin anahtari, kisa kolu iizerinde SRY genini
tasiyan Y kromozomudur. Gelisim gosteren gonadlar XX veya XY kromozoma sahip
olur (37). Bu genin protein iiriinii rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin kaderini
belirleyen genleri harekete gegiren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini testis
belirleyici faktordiir (TBF). Bu faktor varsa fetusun cinsiyeti erkek olarak gelisir (38,
39).

2.1.2.1. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak daha fertilizasyon sirasinda belirlenmedigi
icin, gelisimin 7.haftasina gelinceye kadar gonadlar erkek ya da disiye ait 6zellikte
degildir (40). Gonadlar bir ¢ift halde uzunlamasina, genital veya gonadal sirt halinde
cikarlar. Epitel proliferasyonuyla ve altinda yer alan mezensimin yogunlasmasiyla
meydana gelir. Gelisimin yaklasik 6. haftasinda ise genital sirtlar iginde germ hiicreleri
yoktur. Epiblasttan kokenlenen primordial germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca gog
ederek, iglincii haftada yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm
hiicrelerinin i¢ kisminda yerlesim gosterirler (Sekil 2.2A) (38, 39). Dordiincii haftanin
sonlarinda ise ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca
ilerleyip (Sekil 2.2B) Yaklasik 5. haftanin baslarinda primitif gonadlara ulasip, 6.
haftada ise artik genital sirtlar1 iggal eder (39, 41). Bu hiicreler genital sirtlara
ulasamazsa gonadlar gelisim gdsteremez. Primordiyal germ hiicreleri gonadlarin, over

veya testise farklanmalari {izerinde indiikleyici etkisi vardir (39).



Amniotic Cavity

Cloacal Membrane

Mesonephric
Excretory
Tubule

Pericardial
Cavity

Mesonephric

Wall of Ridge
Yolk Sac A Coelomic B | Gonadal
Cavity Ridge

At 3 Weeks At 5 Weeks

Sekil 2.2. Ug haftalik embriyoda, yolk kesesi duvarinda allantois baglantisina yakin bir
yerde primordiyal germ hiicrelerini gosteren sema (A). Primordiyal germ hiicrelerinin
son bagirsak ve dorsal mezenter boyunca genital kabartiya dogru giden go¢ yolu (B)

(42)

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmalarindan hemen 6nce ve
ulagtiklar1  sirada, genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki
mezengimin i¢ine gomiiliirler (39, 43). Bunlar primitif cinsiyet kordonlari denilen
diizensiz kordonlar1 olusturur. (Resim2.3) (38, 39). Hem erkek, hem de disi
embriyolarda bu kordonlar ylizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi
gonadlarm birbirinden ayrilmasi miimkiin degildir. Bu evredeki gonada farklanmamis

gonad denir (38, 39, 44).
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Sekil 2.3. Alt1 haftalik embriyonun, lumbal bélgeden gecen transvers kesitinde, primitif
cinsiyet kordonlartyla birlikte farklanmamis gonad gorlinimii. Bazi primordial germ

hiicreler primitif cinsiyet kordonlarina ait hiicrelerle ¢evrelenmistir (45).

Embriyo genetik olarak erkekse primordiyal germ hiicreleri XY kromozom
kompleksine sahiptir. Testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu iizerindeki SRY
geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar1 testis veya medullar kordonlar1 olusturur
Bu kordonlar bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini olusturacak olan
minik hiicre siralar1 halinde bir ag olusturacak sekilde dagilirlar (36, 38, 39, 46-48).
Gelisimin daha ileri evrelerinde, tunika albuginea denilen yogun fibroz bir bag doku
tabakas1 testis kordonlarni yiizey epitelinden ayirir (28, 38). Dordiincii ayda, testis
kordonlar1 atnal1 seklini alir ve bu nalin agik uglari rete testisle devam eder. Bu durumda
testis kordonlar artik primitif germ hiicreleri ve bezin ylizey epitelinden gelisen Sertoli
destek hiicrelerinden meydana gelir. Gonadal sirtin orijinal mezensiminden kdken alan
interstisyel Leydig hiicreleri testis kordonlarmin arasinda bulunur ve bu kordonlarin
farklanmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baslar. Gestasyonun 8. haftasinda,
Leydig hiicreleri testosteron liretmeye baslar (38, 39). Testisler iste bundan sonra genital
kanal ve dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek hale gelir. Puberteye kadar solid
halde kalan testis kordonlart pubertede liimenleri agilarak seminifer tiibiillerine
dontigiirler. Seminifer tiibiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleriyle birlesir ve
duktuli efferenteslere girerler. Efferent duktuslar mezonefrik sisteme ait bosaltim

tiibiillerinin geride kalan kisimlaridir. Bu duktuslar rete testisle, ileride duktus deferens



olarak adlandirilacak olan wolffian ve mezonefrik kanallari birbirine baglar (38, 39, 46,
48).

2.1.3. Testis Histolojisi

Testisler bir ¢ift organ olup embriyolojik gelisimi, seksiiel olgunlasmay1 ve
tireme fonksiyonlarini etkiler (49). Testisler endokrin salgi yapabilen ve ayni zamanda
birlesik tiibiiler 6zellikte olan ekzokrin bir ¢ift bezdir. Testisin ekzokrin iirlinii Sonucu
tireme hiicresi olan spermiyum olusur. Endokrin {iriinii ise Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenen testosterondur (50). Testis, distan kalin bag dokusu yapisinda kapsiil olan
tunika albuginea tarafindan g¢evrelenmektedir. Oldukc¢a kalin bir siki bag dokusu
yapisinda kapsiil olan tunika albuginea her bir testisi sarar. Kapsiiliin i¢ kism1 ise tunika
vaskiiloza kan damarlar1 iceren gevsek bag dokusudur. Testisin posteriyor yiizeyinde
yer alan tunika albuginea tabakasi kalinlasip , i¢ kisma dogru mediastinum testis halinde
uzanmaktadir. Kan damarlari, lenf damarlar1 ve genital bosaltim kanallari testise

girerken ve ¢ikarken mediastinum i¢inden geger (36, 49, 51, 52).

2.1.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir testis, kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan
yaklagik 250 lobiile boliiniir. Her bir lobiil, yiiksek diizeyde kivrimli birkag seminifer
tiibiilden olugmaktadir. Bu lobiillerde, spermlerin tretildigi, kivrimli seminifer tiibiiller
bulunur. Lobiillerde 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Lobiiliin iginde yer alan her bir
tiibiil bir halka seklinde ve uzun olmasindan dolayr olduk¢a kivrimlhidir ve lobiiliin
icinde kendi tizerine katlanma yapar. Halkanin uglari testisin mediastinumuna yakin ve
kisa, diiz bir yol izler. Seminifer tiibiillerin bu kism1 diiz tiibiil (tubulus rektus) olarak
adlandirilir. Bu kisim mediastinumun i¢inde anastomozlasan kanallar sistemi olan rete
testis ile devam eder. Tunika propriya tarafindan c¢evrelenen Seminifer tiibiiller,
seminifer epitelden meydana gelir. Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda
(30-50 cm arasinda) ve 150-250 gapindadir. Seminifer tiibiiller arasinda yer alan bosluk
sinirleri, kan damarlari, lenfatik kanallari, makrofajlar1 ve Leydig hiicrelerini kusatan
interstisyel doku ile doldurulmustur (Sekil 2.4) (36, 49, 52, 53). Seminifer tiibiiller,
epitel ve epitelin altindaki tip I kollajen ile fibroblastlarin yer aldigi bag dokusundan
(tunika propriya) meydana gelir (54). Seminifer epitel iki temel hiicre populasyonundan

olusan kompleks yapili ¢ok kath, sira dist bir epiteldir. Farklilasmakta olan

10



spermatogenik hiicreler, seminifer epitelde rastgele yerlesmez. Spesifik hiicre tipleri bir
arada gruplanmiglardir. Bir seminifer tiibiiliin herhangi bir béliimiinde farklilasmanin
tim fazlart ardisik olarak olusur ve kok hiicrelerin soylar1 sitoplazmik kopriilerle
birbirine bagli kalirken, senkronize bir sekilde mitotik ve mayotik boliinmelere ve
olgunlagsmaya ugrarlar. Seminifer tiibiiliin herhangi bir bolgesinde ayni hiicre birligi
Oriintiisiiniin ardisik ortaya ¢ikisi arasindaki evreler serisi, seminifer epitelin bir

siklusunu olusturur. insanda spermatogenez yaklasik 74 giin kadar siirmektedir (36).
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Sekil 2.4. Seminifer tiibiillerin gériiniimii. (55)

2.1.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri uzun, prizmatik, replike olmayan ve seminifer epitelin ¢ok
tabakali bazal laminasi tizerinde uzanan hiicrelerdir (49). Bu hiicreler gelismekte olan
spermlerin ~ mayozdan sonra yiizeyine tutunduklari destek hiicreleridir. Bazal
sitoplazmada yer alan Sertoli hiicrelerinin niikkleusu 6kromatik, biiyiik, oval veya tliggen
seklindedir. Bazi tiirlerde karyozom adindaki kendine 6zgii 3 parcali yapida RNA ve

DNA bulunan cisimcik ¢ifti tarafindan sarilan 1-2 adet belirgin niikleolus igerir (56).
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Hiicre yan yiiz zarlar1 karmagik ice katlanmalar olusturdugundan dolayr hiicre yan
siirlart 151k mikroskobik olarak ayirt edilemez (57). Niikleuslarinin en belirgin 6zelligi
bir yada daha fazla derin invaginasyonlar yapmasidir. Olduk¢a gelismis graniiler ve
agraniiler endoplazmik retikulum (aER), belirgin golgi kompleksi, bol mitokondri,
serbest ribozomlar, glikojen graniilleri, primer ve sekonder lizozomlar, mikrotiibiiller ve
mikrofilamentlere sahiptir (36, 46, 49, 52, 58).

Elektron mikroskopta Sertoli hiicreleri sitoplazmalarinda bol miktarda lipid
damlaciklar igerdigi goriliir. Sertoli hiicreleri birbirlerine sira dist Sertoli hiicresi-
Sertoli hiicresi baglant1 kompleksi araciligiyla baglanirlar (36, 49, 59). Bu kompleks iki
sitoplazmik komponent ile karakterizedir:

a-Her hiicrenin baglant1 bdlgesinde yassilasmis bir aER sisternasi plazma

membranina paralel uzanir.

b-aER sisternalari ve plazma membrani arasinda aktin filament demetleri

hekzagonal olarak paketlenmis halde yer almaktadir.

Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi baglanti kompleksi seminifer epiteli bazal ve
luminal kompartimanlara ayirmaktadir. Her iki kompartimanda da spermatogenik
hiicreler, Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 tarafindan kusatilir. Sertoli hiicreleri ve
farklilagmakta olan spermatogenik hiicrelerin arasindaki bu yakin iliski nedeniyle
Sertoli hiicrelerinin destekleyici hiicreler olarak hizmet ettigi diistiniilmektedir (36, 49,
59). Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi baglanti kompleksi kan-testis bariyerinin bulundugu
alandir (25, 52). Bu bariyer seminifer epitelde iyon, amino asit, karbonhidrat ve protein
kompozisyonu bakimindan fizyolojik bir kompartimanlagsmanin olusturulmast ig¢in
gereklidir (51, 52). Spermatogonyumlarin farklilagsmasi sonucu sperme ait proteinler
ortaya cikar. Ayrica seksiiel olgunlagmanin, immiinolojik yetenegin gelismesinden daha
sonra meydana gelmesiyle, farklilagsma gosteren spermler yabanciymis gibi algilanir. Bu
nedenle, germ hiicrelerinin kaybina neden olabilecek immiin yaniti baslatir (60).
Seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin gecisi kan-testis bariyeri sayesinde onlenip,
haploid germ hiicreleri; sekonder spermatosit, spermatid ve spermlerin immiin sistem
arasinda olusabilecek temasi onler (61). Sertoli hiicrelerinin ekzokrin salgi {irtinleri
seminifer tilibiillerin liimenlerinde oldukca ytliksek konsantrasyondadir ve farklilagmakta
olan spermatogenik hiicreler i¢in yiiksek konsantrasyonda testosteron igeren bir

mikrogevrenin devamliligini saglar.
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Sertoli hiicreleri hem ekzokrin, hemde endokrin salgi fonksiyonuna sahiptir.
Androjen baglayic1 proteini (ABP) salgilar. ABP sayesinde luminal kisimdaki
testosteron hormonu yiiksek konsantrasyonda tutularak, gelismekte ve farklilasmakta
olan sperm hiicrelerinin olgunlasmalar1 saglanir. Burada folikiil uyarici hormon (FSH)

salmimini baskilayan inhibin, transferrin ve plazminojen aktivator sentezlenir (46).

2.1.3.3. Kan-Testis Bariyeri

Seminifer tibiiller ve interstisyel doku arasinda bulunan kan-testis bariyeri,
seminifer tiibiiller igerisine kan damarlar1 ve lenfatik sistemle gelen maddelerin gegisini
smirlar (52, 60). Bu koruma bariyeri germ hiicrelerinin kan yoluyla gelen ilaglar,
mutajenler ve toksik kimyasallar gibi ajanlara karsi korunmayi ve seminifer tiibiillerin
aminoasit, karbonhidrat, iyon ve protein i¢eriginin, kan ve lenfin i¢eriginden daha farkli

olmasini saglar (51, 52).

2.1.3.4. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan sperm gelisimi siirecidir. Spermlerin
tiretildigi siire¢ olan spermatogenezde kompleks ve essiz bir olaylar serisi gerceklesir.
Puberteden hemen 6nce, hipofizyal gonadotropinlerin seviyesinin artmasiyla baglar ve

yasam boyunca devam eder (36). Gelisimleri acisindan ti¢ farkli faza ayrilir:

a) Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz gegirip boliinerek yerlerine
gececek hiicreleri olustururken, ayni zamanda primer spermatositlere farklilasmakta

olan adanmis spermatogonyum hiicrelerinide olustururlar.

b) Spermatosit fazinda (mayoz) primer spermatositler iki mayotik boliinmeye
ugrayarak kromozom sayilarin1 ve DNA miktarlarin1 azaltirlar ve spermatid ad1 verilen

haploid hiicreleri olustururlar.

c) Spermatid fazinda (spermiyogenez), spermatidler matiir (olgun) sperm

hiicrelerine farklilasirlar.

Spermatogenezin  sonunda spermatidler son olgunlasmalarim1  gegirip,
spermiasyon olarak adlandirilan bir siire¢ ile Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiiliin

Iimenine verilir.
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Sekil 2.5. Spermatogenezin evreleri (55)

a) Spermatogonyal Faz

Spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri arasinda bulunan zonula okludens tipi
baglantilarin altinda yer aldigi i¢in kan-testis bariyerinin diginda bulunan ve bazal
lamina ile direkt baglant1 halindeki hiicrelerdir (62). Spermatogonyal fazda kok hiicreler
boliinerek kendi yerlerine gececek olan hiicreleri ve spermatogonyum populasyonunu
olustururlar. Spermatogonyal kok hiicreler ¢ok sayida boliinme gegirirler ve rutin H&E
preparatlarinda niiklear goriiniimiinde farkliliklar gosteren spermatogonyal soylari
iiretirler (36, 49). Insan spermatogonyumlari, rutin histolojik preparatlarinda

niikleuslarin gériiniimii temel alinarak 3 tip olarak siniflandirilmaktadir:

1) Tip A koyu spermatogonyumlar, ince graniillii kromatinli, yogun bazofilik,
oval niikleuslara sahiptirler. Bu spermatogonyumlarin seminifer epitelin kok hiicreleri
oldugu diisiiniilmektedir. Diizensiz araliklarla boliinerek ya kok hiicre olarak kalan bir
cift tip A koyu (Ad) spermatogonyum ya da bir ¢ift A acik (Ap) spermatogonyum
olustururlar. Tip A acik spermatogonyumlar, agik renk boyanan, ince graniiler
kromatinli oval niikleusa sahip olan hiicrelerdir (36, 49). Ap spermatogonyumlar ise
sperm hiicrelerini tireten farklilasma evresine yoOnlendirilmis hiicrelerdir. Birkag¢ kez

mitotik boliinme gegirip sayilarini ¢ogaltirlar.
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2) Tip B spermatogonyumlar, genellikle niiklear zarf boyunca ve merkezde yer
alan niikleolusun g¢evresinde biiyiik kiimeler olusturacak sekilde yogunlasan kromatini
olan niikleuslara sahip olan hiicrelerdir. Tip B spermatogonyumlarin niikleus kromatini
niikleolus ¢evresinde ve niikleer kilif boyunca yogunlagsma gosterirler (36, 49, 63, 64).
Bir Ad spermatogonyumun iki Ap spermatogonyuma bdliinmesinin karakteristik

ozelligi, kardes hiicrelerin ince sitoplazmik koprii ile birbirine bagli kalmasidir.

Tip A koyu spermatogonyumlar diger spermatogenik seri hiicreleri olugturan kok
hiicrelerdir. Diizenli araliklarla bdliinerek Tip A koyu ve Tip A agik
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip A koyu spermatogonyum kok hiicre olarak
kalirken, Tip A acik spermatogonyum ise farklilasip, olgunlasarak spermiyum haline
gelir (36, 49).

b) Spermatosit Fazi1 (Mayoz Boliinme)

Spermatosit fazinda primer spermatositler mayoz gegirip hem kromozom
sayisini, hemde DNA miktarin1 azaltmaktadir. Tip B spermatogonyumlarin mitoz
gecirmesiyle primer spermatositleri tiretir. Olgunlagtiktan bir siire sonra ve mayoz
boliinme baglamadan DNA’larini replike ederler. Boylece, her bir primer spermatositin
kromozomu (2n) ve iki kati kadar DNA’s1 (4d) vardir. Her kromozom iki kardes
kromatidden olusur. Bundan dolayt DNA miktar1 4d’dir.

Mayoz I, kromozom sayisini (2n’den In’ ye) azaltir ve DNA miktarin1 haploid
duruma (4d’den 2d’ ye) getirir. Boylece, sekonder spermatosit haploid kromozom sayisi
(In) ve 2d miktarda DNA ile karakterizedir. Mayoz II’den 6nce DNA replikasyonu
olmadigi i¢in, bu boliinmeden sonra her bir spermatid haploid (1n) sayida kromozoma
sahiptir. Her bir kromozom tek bir kromatid (1d) igerir (51). Birinci mayoz bdliinmenin
profazinin alt evreleri; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez evreleridir. Bu
alt evrelerde goriilen temel olaylar; zigoten-pakiten evresinde homolog kromozomlarin
eslesmesini kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu, homolog kromozomlarin
eslesmesi (sinapsis), homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda
genetik bilgi degisimi (krossing-over) ve eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi
gibi olaylardir. Profaz evresinin 22. giiniinden itibaren mikroskopta goriilen hiicrelerin
cogunlugu primer spermatosit olarak gozlenmektedir. Profaz evresinden sonra, kardes
kromatit ¢iftleri metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gecip sonrasinda yavru hiicreler

olan sekonder spermatositlere dagilir (46).
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Spermatogenetik serideki en biiyiik hiicreler, niikleuslarinda bulunan
sinaptonemal kompleksinin bulunmasiyla karakterize primer spermatositlerdir. Testis
doku orneklerinde sekonder spermatositlere ¢ok nadir rastlanir. Bu hiicreler interfazda
kisa stireli kalan ve hizlica ikinci mayotik boliinme gegiren hiicrelerdir (63). Birinci
mayotik bolinme ile olusan hiicreler sekonder spermatositler olarak adlandirilir. Bu
hiicreler yeni DNA sentezlemeden hemen ikinci mayotik boliinmenin profazina girerler.
Her sekonder spermatositin kromozom sayisini azaltmistir (1n); 22 otozom ve bir X ya
da bir Y kromozomuna sahiptirler. Bu kromozomlarin her biri kardes iki kromatidden
olusur. Sekonder spermatosit diploid DNA miktarma (2d) sahiptir. Ikinci mayotik
bolinmenin metafaz evresinde kromozomlar metafaz plagina dizilerek, kardes
kromatidler ayrilarak zit kutuplara gider. Ikinci mayotik boliinme sona erdiginde ve
niiklear membranlar tekrardan olusunca her bir sekonder spermatositten her biri 23 tek
iplikli kromozom (1n) ve (1d) miktarinda DNA’ya sahip iki haploid spermatid olusur.
Haploid spermatidler, daha fazla boliinmez ve olgun spermi olusturan bir farklilasma
slirecine (spermiyogenez) ugrarlar. Sperm bir oositi fertilize ettigi zaman normal diploid

durum yeniden olusur (36, 51).
¢) Spermatid faz1 (spermiyogenez)

Spermatidler olgun sperme farklilasirken yiiksek diizeyde yeniden sekillenmeye
ugrarlar. Daha fazla hiicre boliinmesi olmaz. Spermatidler, merkezde yer alan niikleus,
Golgi kompleksi oldukga iyi gelismis olup, olduk¢a fazla mitokondri ve bir ¢ift
sentriyol bulunur. Spermatidin olgun sperme farklilasmasi (spermiyogenez) 4 evrede
gerceklesir. Bu evreler, spermatidlerin 6zel baglantilarla Sertoli hiicre membranina
baglandiginda meydana gelir (53). Spermiyogenez evresinde yer alan bu hiicrelerin
niikleuslar1 yogunlasir ve uzar, kuyruk olustuktan sonra sitoplazmanin biiyiik bir kismi
kaybolur. Sonug olarak, seminifer tiibiiliin liimenine salgilanan olgun spermatozoon
olusur (52, 65). Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesi ile
olusan haploid kromozomlu hiicrelerdir ve seminifer tiibiiliin adluminal bdlgelerinde yer
alirlar (36, 51). Buradaki hiicrelere gore kiiciik, yogun kromatin bdlgeleri olan
niikleuslar1 ve seminifer tiibiillerde liimen yakininda Sertoli hiicrelerinin derin

sitoplazmik ¢okiintiileri i¢ine yerlesmeleri ile taninirlar (36, 51, 53, 66).
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Sekil 2.6. Spermiyogenez ve olgun spermatozoa (55)
Spermatidin olgun sperme farklhilasma evreleri;
1- Golgi faz1
2- Sapka fazi
3- Akrozomal faz
4- Olgunlasma fazi

1- Golgi fazi: Bu faz, spermatidin ¢ok sayidaki Golgi kompleksinde kiimelenen
periyodik asit- schiff (PAS) pozitif graniillerinin bulunmasi ile karakterizedir. Bu
proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengindirler ve akrozomal vezikiil
denen ve niiklear zarfa komsu, membranla sinirlandirilmis bir vezikiil olusturmak tizere
bir araya gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiil genisler ve icerigi artar. Akrozomal
vezikiiliin pozisyonu, gelismekte olan spermin ©6n kutbunu belirler. Bu fazda,
sentriyoller de jukstaniiklear bolgeden spermatidin arka kutbuna goc ederler. Arka
kutupta olgun sentriyol plazma membranina dik ac¢i ile hizalanir. Sentriyol, sperm
iki

kuyrugunun aksonemini olusturan dokuz periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve

mikrotiibiiliin pargalarinin bir araya gelmesini baslatirlar (36, 51, 53).

2- Sapka fazi: Bu fazda akrozomal vezikiil niikkleusun 6n yarisinin {izerinde
yayilir. Bu, yeniden sekillenmis yapiya akrozomal kep denir. Akrozomal kepin altindaki
niiklear zarf parcast porlarim1 kaybederek kalinlasir. Niiklear igerik de yogunlasir (36,

49, 53).
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3- Akrozomal faz: Bu fazda spermatid kendini yeniden hizalar. Sertoli
hiicresinin igerisine iyice gomiiliir ve bazal laminaya dogru yonelir. Gelismekte olan
flagellum seminifer tibiiliin llimenine dogru uzanir. Niikleus ve onu cevreleyen
akrozom da plazma membranimin 6n kismina hemen komsu bir pozisyona taginir ve
sitoplazmik posteriora dogru yer degistirir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka
kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanan silindirik kilif olan manseti
olusturmak i¢in diizenlenir. Akrozomal evre sirasinda niikleus uzayarak daha kondanse
bir hal alir. Ayn1 zamanda sentriyollerden biri gelisip flagellumu meydana getirir.
Mitokondri de flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanip ‘orta parca’ adi verilen
kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bdlge spermatozoa hareketlerinin kaynagini aldigi

yerdir (36, 52, 60, 67).

4- Olgunlasma (maturasyon) fazi: Spermatidlerin yeniden modellenmesinin bu
son basamaginda flagellanin etrafinda yer alan fazla sitoplazma azaltilir ve olgun
(matiir) spermatozoon olusur. Sitoplazmik artiklarin spermden uzaklastirildig: fazdir ve
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler artik birbiriyle baglantili

degildir ve seminifer tiibiil limenine salinirlar (36, 39, 53, 60, 68).

2.1.3.5. Olgun (Matiir) Spermin Yapisi

Olgun hale gelen erkek germ hiicreleridir. Erisikinlerde spermatogonyumdan
spermatozoon olusumunda gecen siire yaklagik olarak 64 giindiir. Olgun insan
spermatozoonu bas, boyun ve kuyruk boliimlerinden meydana gelen spermin bas

kuyruk kisimlarini plazma membrani ¢epegevre sarar (52).

Olgun insan spermi yaklasik 60 pm uzunlugunda olup sperm bas1 yassidir,
sivridir ve 4,5 pm uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1 um kalinligindadir (36, 52).
Niikleusun anteriyor {igte ikilik boliimiinii saran akrozamal kep, hyaluronidaz,
noraminidaz, asit fosfataz ve akrozin olarak adlandirilan tripsin benzeri proteaz
icermektedir. Bu akrozomal enzimler ovumun zona pellusidasinin delinmesi i¢in
gereklidirler. Sperm yumurtaya temas ettiginde akrozomal enzimlerin saliverilmesi
akrozom reaksiyonun ilk basamagidir (36, 66). Bu karmasik siire¢ spermin
penetrasyonunu ve ardindan gelen fertilizasyonu kolaylagtirir ve ovuma bagka
spermlerin girmesini dnler (36, 52, 66). Kuyruk boliimii, yapisal olarak silyuma benzer

ve orta kisim, esas kisim ve son kisim olmak iizere 3 bdlgeye ayrilir. Orta kisim, sarmal
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olarak dizilen mitokondrilerin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiller aksonema ve dis
yogun lifler adindaki sperm boyun kismindaki baglant1 par¢casindan kuyruk boyunca
uzanan dokuz paralel filamandan meydana gelir (60). Mitokondriyonlar kalin fiberlerin
ve aksonemal kompleksin etrafinda sarmal tarzda sarilmislardir. Bu mitokondriyonlar,
kuyrugun hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglarlar ve bdylece spermin hareketinden
sorumludurlar. Esas kisim, 40 pm uzunlugundadir ve kalin fiberlerin aksonemal
kompleksin disinda olan fibréz kilifi igerir. Son kisim ise olgun spermde flagellumun

yaklasik son 5 pm’lik kismidir ve yalnizca aksonemal kompleksi igerir (36, 51, 52, 69).

Yeni salinan sperm hiicreleri hareketsizdir ve Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan bir sivinin igerisinde seminifer tiibiillerden taginirlar. Sivi ve sperm seminifer
tiibiillerden akar. Lamina propriyanin peritiibiiller kontraktil hiicrelerinin peristaltik
kasilmalar1 bu durumu kolaylastirir. Daha sonra seminifer tiibiiliin kisa segmenti olan
diiz tiibiillere girerler. Diiz tiibiillerde epitel sadece Sertoli hiicrelerinden olusmaktadir.
Mediastinum testiste sivi ve sperm, tek katli kiiblik epitel ile doseli bir anostomozlasan
kanal sistemi olan rete testise girer. Rete testisten bosaltim kanal sisteminin ilk pargasi
olan duktuli efferentesin ekstratestikiiler kismina ve daha sonra duktus epididimisin
proksimal kismina gecer. Sperm hiicreleri duktus epididimisin olduk¢a kivrimli kanali
4-5 m boyunca hareket ederken hareket kazanirlar ve baz1 olgunlasma degisimlerine

ugrarlar. Hareket kazanarak bazi olgunlasma degisimleri gecirir. Bu degisimler :

» Niikleus DNA’ s1 yogunlagsarak sperm basinin biiylikliigii azalir.

» Sitoplazma azalarak sperm hiicreleri daha da incelir.

» Plazma membranmin lipidleri ve proteinleri degiserek glikozilasyona ugrar.
» Dis akrozomal membrandaki degisimler (dekapasitasyon).

» Sperm hiicrelerinin fertilizasyon yetenegini inhibe etmek icin yiizey-iliskili

dekapasitasyon faktorii eklenir.

Distal kismin ve daha genis kanallarin etrafin1 saran diiz kaslarin kasilmasi,
spermi epididimis kanalinin distal kismina ulasana kadar peristaltik hareketlerle hareket
ettirmeye devam ederek bu bolgede spermler ejakiilasyondan dnce depolanirlar. Sperm,
erkek bosaltim kanali sisteminde birkag hafta canli kalabilir, fakat disi tireme kanalinda
ancak 2-3 giin hayatta kalabilir. Disi kanalinda bir siire sonra ovumu fertilize edebilme
yetenegi  kazanirlar. Sperm  membranindaki  glikokaliks  komponentlerinin

(glikokonjugatlar) uzaklastirildigi ve yerine yenisinin konuldugu bu siirece kapasitasyon
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denilir (36, 39, 70). Spermatogenez sirasinda en dnemli uyarty1 hormonlar yapmaktadir.
Bu hormonlar (71-73) :

-Testosteron hormonu : Testis interstisyel dokusundaki Leydig hiicrelerince
salgilanir ve spermatojenik hiicrelerin boliinmesi ve biiylimesi i¢in oldukc¢a onemlidir.

Diger gorevide ikincil cinsiyet karakterlerinin stirdiiriilmesidir (73).

-Liiteinizan hormon (LH): Hipofizin 6n lobundan salgilanarak Leydig
hiicrelerini uyarip testosteron salgilanmasini saglar. Salgilanmasi negatif feed back ile
diizenlenmektedir. Testosteron sentezinin artist ile bu hormonun salinimi baskilanir,

aksine testosteron seviyesi diisiik ise artar (72, 73).

-Folikiil stimiilan hormon (FSH): Hipofizin 6n lobundan salgilanarak Sertoli
hiicrelerini uyarmasini saglar. Adenozin monofosfat (¢CAMP) artisina neden olur ve
adenil siklaz yapimini saglar. Androjen Baglayici protein (ABP) nin sentezini ve
salgilanmasini uyarip, ABP nin testosterona baglanmasini saglayarak bu hormonu
seminifer tliblil limenine tasiylp spermatogenezi uyarir. Bu olay gerceklesmezse

spermatidler sperme doniismesemez (72, 73).

-Ostrojenler: FSH sonucu uyarilmis Sertoli hiicrelerinde testosterondan
yapilmaktadir (71, 73).

-Biiyiime hormonu (GH): Testisin metabolik fonksiyonlarinin saglanmasi igin
onemli bir hormondur. Spermatogonyumun erken bdliinmesini saglar, eksikliginde ise

spermatogenez aksar (72, 73).

2.1.3.6. intersitisyel Doku

Testisin yaklasik %30’unu gevsek bag dokusu olusturur. Interstisyel doku adh
verilen ve tiibiillerin arasinda yer alan bu bag dokusunda Leydig hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar, mast hiicreleri, lenfositler, plazmositler, undifferansiye mezenkim
hiicreleri gibi ¢esitli hiicreler, sinirler, kilcal kan ve lenf damarlar1 yer almaktadir. Ayni
zamanda interstisyel alan androjen iiretimi bakimindan olduk¢a 6nemlidir (36, 52, 57,
69).
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2.1.3.7. Myoid hiicreler

Tunika propriya igerisinde yer alan miyoid hiicreler ultrastriiktiirel diizeyde bazal
lamina ve bol miktarda aktin filamentleri icermeleri nedeni ile diiz kas hiicreleriyle
iliskili 6zellik gosteririler. Bu hiicreler tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen
sentezleme rollerinin isareti olan bir Ozellik olarak belirgin miktarda graniillii
endoplazmik retikulum (gER) icermektedir. Myoid hiicrelerin ritmik kasilmalar
spermatozoanin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanal sistemine
akisina yardim eden peristaltik dalgalanmalar1 olusturur (36). Spermler boylece duktus
epididimise ulasip, epididimisi gectikten sonra motilite yetenegi kazanmis olurlar (47,

51).

2.1.3.8. Leydig Hiicreleri

Leydig Hiicreleri (interstisyel hiicreler) biiyiik, poligonal, eozinofilik hiicrelerdir
ve kendine has lipid damlaciklari igerirler. Bu hiicrelerde genellikle gubuk sekilli ayirt
edici sitoplazmik kristaller olan Reinke kristalleri ve lipofuksin pigmenti bulunur.
Tiiblilovezikiiler kristali mitokondriyonlar, steroid-salgilayan hiicrelerin diger bir
karakteristik 6zelligidir ve Leydig hiicrelerinde de bulunmaktadir. Inaktif Leydig
hiicrelerini fibroblastlardan ayirt etmek giigtiir. Bu hiicreler pubertede gonadotropik
stimiilasyona ugradiklarinda, tekrardan androjen salgilayan hiicrelere doniisiip yasam
stiresince aktif kalir. Leydig hiicreleri erken fetal yasam sirasinda farklilasarak
testosteron salgilarlar. Testosteronun salgilanmasi embriyonik gelisim ve iireme
fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu hiicreler erkek fetusun erkenden farklilagsmasinda aktiftir
fakat fetal hayatin 5. ayindan itibaren inaktif bir periyoda girerler. Serumda bulunan
testosteronun %95°1 bu hiicrelerce, geri kalani ise adrenal korteks tarafindan tiretilir (36,
38). Testosteron sentezi sirasinda plazma kolesterolii hiicreye girer ve asetil koenzim A
(CoA) tarafindan esterlestirilir ardindan sitoplazmada lipid damlaciklar1 olarak depo
edilir. Diger steroid salgilayan hiicreler gibi Leydig hiicreleri de bol miktarda graniilsiiz
endoplazmik retikuluma (aER) sahiptirler. Bu 06zellik Leydig hiicrelerinin
eozinofilisinin nedenidir. Kolesterolden testosteron sentezi i¢in gerekli enzimler aER ile
iligkilidir. Kolesterol, yag damlaciklarindan mitokondriyonlara steroidogenik akut
regiilator protein (StAR) araciligiyla tasinir ve ardindan mitokondrideki sitokrom P450

enzimi olan kolesterol dezmolaz enzimi tarafindan pregnenolon iiretilir. Diiz
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endoplazmik retikulumdaki enzimler, pregnenolonu progesterona ve ardindan

testosterona dontistiiriir (51, 57, 74).

Sekil 2.7. Leydig hiicreleri (55)

2.1.3.9. Rete Testis

Rete testis, testisin mediyastinumu iginde diizensiz bigimde anastomozlasan
kanallardan olusur (51). Tubuli rekti adi verilen diiz seminifer tiibiiller mediyastinum
testiste yer alan bu kanal rete testise agilir (49, 53). Bu kanallar tek katli kiibik ya da
alcak prizmatik epitel ile doseli diizensiz, anastomozlasan kanallardir (49, 51). Bu

hiicreler, bir apikal silyum ve birkag¢ kisa mikrovillusa sahiptirler (49).

2.1.3.10. Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes luminal yiizeye testere disi goriiniimii veren yiiksek ve algak
hiicre kiimelerini barindiran yalanct ¢ok kath prizmatik epitel ile doselidir (60).

Kanallar1 doseyen yalanci ¢ok katli prizmatik epitel, prizmatik ve kiibik hiicrelerden
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olusur. Hiicre boylar1 esit olmadigindan dolayi, epitel yiizeyi girintili ¢ikintili goriiliir.
Uzun boylu prizmatik hiicreler genelde silyumludur. Kisa boylu hiicrelerde silyum yer
almaz, ancak yiizeylerinde fazlaca mikrovillus bulunur (36, 51). Prizmatik hiicrelerin
arasma serpistirilmis halde epitelyal kok hiicre olarak gorev yapan bazal hiicreler
bulunmaktadir (36, 49). Silyum bulundurmayan algak hiicreler ise ¢ok sayida
mikrovillus ve apikal ylizeyde kanalikiiler invajiinasyonlar, pinositotik vezikiiller,
membranla sinirlandirilmis yogun cisimcikler, lizozomlar ve endositotik aktive ile
iliskili diger sitoplazmik yapilar igermektedirler. Seminifer tiibiillerde salgilanan sivinin

cogunlugu duktuli efferenteste geri emilir (36).

Insanda yaklasik 20 duktuli efferentes mediastinumun superiyor ucundaki rete
testisin kanallarin1 duktus epididimisin proksimal parcasina baglar. Duktuli efferentes
testisten ¢iktiklarinda yiiksek diizeyde kivrimli hal alirlar ve 6-10 konik kiitle
olustururlar. Bazal kisimlar1 epididimisin bas bolgesinin bir kismini olusturan bu yapiya
koni vaskiilozi denmektedir. Her biri yaklagik 10 mm uzunlugundaki koni vaskiilozi,
15-20 cm uzunlugunda yiliksek diizeyde kivrimli hal almis kanallar1 igermektedir.
Konilerin bazalinde duktuli efferentes tek bir kanala, yani duktus epididimise agilir.
Bosaltim kanallarinda diiz kas tabakasi ilk olarak duktuli efferentesin baslangicinda
ortaya cikar. Diiz kas hiicreleri duktiiliin duvarinda dairesel bir kilif gibi siralanarak
birkag hiicre kalinliginda bir tabaka olustururlar. Kas hiicrelerinin arasina serpistirilmis
halde elastik fiberler bulunur. Duktuli efferentesin igerisinde sperm transportu, hem

silyumlarin hareketi hem de fibromiiskiiler tabakanin kasilmasi ile gergeklesir (36, 49).

2.1.3.11. Epididimis

Epididimis, duktuli efferentesi ve duktus epididimisi igeren bir organdir.
Epididimis, testisin siiperiyor ve posteriyor yiizeyleri boyunca uzanan, hilal sekilli bir
yapidir. Yaklasik 7,5 cm uzunlugundadir ve duktuli efferentesten, duktus epididimisten
ve iligkili diiz kaslardan, damarlardan ve bag dokusu Ortiilerinden olusmaktadir. Duktus
epididimis yliksek diizeyde kivrimli, 4-6 m uzunlugunda bir tiiptiir. Epididimis bas,
govde ve kuyruk boliimlerine ayrilmaktadir. Duktuli efferentes bas kismini, duktus

epididimis ise govde ve kuyruk kisimlarini isgal etmektedir (36, 49).

Testisten epididimise giren yeni iiretilmis spermler, duktus epididimis boyunca

gecisleri sirasinda motilite ve oositi fertilize etme yetenegi kazanarak matiir hale
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gelirler. Bu androjen bagimli maturasyon siiresince sperm basi, yiizey-iliskili
kapasitasyon faktoriinii igeren epididimal sivi glikokonjugatlarinin eklenmesiyle
modifiye edilir. Dekapasitasyon olarak adlandirilan bu siire¢, spermin fertilize etme
yetenegini geri donilisiimlii olarak inhibe eder. Dekapasitasyon faktorii sonradan disi
tireme kanalinda fertilizasyondan hemen 6nce meydana gelen kapasitasyon sirasinda
salwverilir. Duktus epididimis, spermlerin, bu kanaldan gegerken hareket ve fertilite
yetenegi kazandiklar1 6zel bir kisimdir (49). Epididimisin yalanci ¢ok katli epitelindeki
esas hiicreler stereosilyumlar ile karakterizedir. Bosaltim kanal sistemi iki tip hiicre

icerir.

a) Esas hiicreler epididimisin bas kisminda yaklasik 80 pum yiikseklikte iken,
kuyruk bolgesinde yaklasik 40 um yiiksekliktedir. Stereosilyum denilen ¢ok sayida

uzun, modifiye mikrovillus uzanir (36).

b) Bazal hiicreler, bazal laminanin iizerinde bulunan kiigiik, yuvarlak hiicrelerdir.

Kanal epitelinin kok hiicreleridir (36, 49, 51).

Epididimal hiicreler hem absorbsiyon, hem de salgilama fonksiyonu
gormektedirler. Epididimisin bas kisminda ve govdesinin biiylik kisminda diiz kas
ortlisii, duktuli efferentese benzer sekilde ince bir sirkiiler diiz tabakasindan

olusmaktadir (49).

2.1.3.12. Duktus deferens (vas deferens)

Duktus deferens, bosaltim kanalinin en uzun pargasidir. Duktus deferens
epididimisin kuyruk boélgesinin devamidir. Duktus deferens, epididimise ¢ok benzer
sekilde yalanci c¢ok kathi prizmatik epitel ile doselidir. Uzun prizmatik hiicrelerde
limene dogru uzanan uzun mikrovilluslara sahiptirler. Yuvarlak bazal hiicreler, bazal
laminanin iizerinde uzanirlar. Epitel altinda ise elastik liflerin bol bulundugu lamina
propriya kismi yer alir. Mukoza, liimene dogru katlantilar yaptigi igin liimeni

diizensizdir (49).

Duktus deferens testisin posteriyor sinirt boyunca testikiiler damarlara ve
sinirlere yakin olarak yiikselir. Daha sonra, spermatik kordonun bir komponenti olarak
inguinal kanalin icinden geger ve abdomene girer. Spermatik kordon, testise giden ve

testise gelen biitiin yapilar icermektedir. Duktus deferense ek olarak, spermatik kordon

24



testikiiler arterleri, duktus deferense ve kremaster kasina giden kiiclik arterleri,
pampiniform pleksusu, lenf damarlarini, sempatik sinir liflerini ve genitofemoral sinirin
genital dalini igermektedir. Bu yapilarin tamami anteriyor abdominal duvardan kdken
alan fasiyal oOrtiiler tarafindan ¢evrelenmistir. Spermatik kordondan ayrildiktan sonra,
duktus deferens pelviste mesane seviyesine kadar iner. Mesane seviyesinde genisleyip
ampulla kismin1 olusturur ve bu yapimin son kismina seminal vezikiiliin kanallar1 da
dahildir. Duktus deferens daha sonra prostata kadar uzanir ve iiretraya agilir. Prostata

giren segment artik ejakulatuar duktus adini alir (49, 60).

Duktus deferensin ampullasi, siklikla glandiiler ve divertikiiller sergileyen
dallanmis uzun mukozal katlantilara sahiptir. Ampullay1 ¢evreleyen kas ortiisti, duktus
deferens boyunca uzanan kas Ortiisinden daha incedir ve longitudinal tabakalar
ejakiilatuar kanalin baslangicinin yakinlarinda kaybolur. Ampullanin ve ejakulatuar
kanalin epiteli salgi fonksiyonuna sahip gibi gdriinmektedir. Hiicreler ¢cok sayida sari
pigment graniilii icerirler. Ejakulatuar kanalin duvar: bir kas tabakasina sahip olmayip,

prostatin fibromiiskiiler dokusu bunun yerini alir (36, 49).

2.1.3.13. Duktus ejakulatoryus

Duktus deferensin prostata giren segmentine ejakiilatuar duktus denir (49).
Yaklagik 1 cm uzunlugunda, basit prizmatik epitel bazende yalanci ¢ok katli prizmatik
epitel ile doseli diiz bir kanaldir. Prostat bezine girerek burdan prostatik iiretraya agilir.
Mukoza liimenine dogru katlantilar yapar. Duvarinda ise diiz kaslar yer almaz (36, 49,

51). Epitelide fibroz bag dokusu tabakasi kusatir (49).

2.1.3.14. Vezikiila Seminalis

Mesanenin posteriyor duvarmin iizerinde duktus deferensin ampullasina paralel
konumlanmis bir ¢ift, uzun ve yiiksek diizeyde katlantili (36, 49), yaklasik uzunluklari
15 cm’ ye ulasan bir ¢ift tiibiiler bezdir (49). Her bir vezikiila seminalisin kisa bosaltim
kanali duktus deferensin ampullasi ile birleserek ejakulatuar kanali olusturur. Duvari
mukoza, ince bir diiz kas tabakasi ve fibroz kilif icermektedir. Insan ejakulatinin
%70’lik kism1 bu bezin salgisindan olusur. Bu bezler, viskéz yapida sarimsi renkte,
spermatozoonlar1 aktive eden sitrat, inozitol, prostaglandinler ve ¢esitli proteinler gibi

maddeleri igeren salgiyr iretir. Bu salgida bol miktarda fruktoz vardir ve
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spermatozoonlar bu monosakkarit sayesinde, hareketi igin gereken enerjiyi elde eder
(57).

2.1.3.15. Prostat Bezi

Prostat, erkek iireme sisteminin en biiyiik aksesuar cinsiyet bezidir (36, 49, 51).
Biiyiikliigi ve sekli cevize benzemektedir. Prostat bezinin temel fonksiyonu, seminal
stvinin olusumuna katkida bulunan seffaf, hafif alkali bir siv1 salgilamaktadir. Bez
pelvis igerisinde, mesanenin altinda yer alir ve iiretranin prostatik pargasini ¢evreler
(36). 30-50 kadar tiibiiloalveolar bezden olusmaktadir (36, 49, 51). Bazal hiicreler ile
salg1 yapan hiicrelerden olugan prostat bezinin epiteli yalanci ¢ok katl epiteldir. Prostat
bezinin salgisi, ejakulat sivisinin yaklasik %15°1ik kismini olusturan asit fosfotaz,
amilaz ve fibrolizinden olduk¢a zengindir (75). Bezler ii¢ konsantrik tabaka halinde
diizenlenmektedir: icte bir mukozal tabaka, arada bir submukozal tabaka ve esas
prostatik bezleri i¢eren bir periferik tabakadan olusur (36). Mukozal tabakanin bezleri
direkt olarak tiretraya salgilama yaparlar. Diger iki tabaka, {iretranin posteriyor
duvarindaki krista iiretralisin her iki yaninda yer alan prostatik siniislere agilan kanallara
sahiptir. Yetiskin prostat parankimi anatomik ve klinik olarak farkli dort zona

ayrilmaktadir:

» Merkezi zon, prostat bezinin iginden gegen ejakiilatuar kanali ¢evreler. Bez
dokusunun yaklasik %25’ini icermektedir ve hem karsinoma, hem de
enflamasyona kars1 direnclidir. Diger zonlara kiyasla, merkezi zondaki
hiicreler daha belirgin ve hafif bazofilik ve komsu hiicrelerden farklh
seviyedeki genis bir niikleusa sahiptir.

» Periferik zon, prostat dokunun yaklasik %70’ini olusturur. Merkezi zonu
cevreleyerek bezin posteriyor lateral parcasini isgal eder. inflamasyonlarin ve
prostatik karsinomalarin ¢ogu burada gelisir.

» Transizyonel zon (gecis zonu), Prostatik bez dokusunun yaklasik %5’ini
olusturan ve mukozal bezleri iceren bu zon prostatik liretrayr gevreler.
Yaslilarda bu zondaki parankim hiicreleri hiperplaziye ugrayinca epitel
hiicrelerinde kitleler meydana gelir. Bu sekilde gelisen nodill yapilar
prostatik iiretray1 baskilayarak iirinasyonu zorlar. Bu rahatsizlikta bening

prostatik hiperplazia (BPH) adiyla bilinmektedir.
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» Periiiretral zon, bu bolgede submukozal ve mukozal bezler yer alir. BPH’
nin ilerdeki donemlerinde bu zon stromal komponentlerinden kaynaklanan
patolojik  biiylime gosterebilir. Prostatik bez epitelinin  biiylimesi

dihidrotestosteron hormonu tarafindan dizenlenmektedir.

2.1.3.16. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Bir ¢ift halindeki bu bezler {irogenital diyaframda yer alan, bezelye
bliyiikliiglindeki yapilardir. Bezlerden her birinin kanali iirogenital diyaframin inferiyor
fasiyasinin iginden gecer ve penil {iretranin baslangi¢ noktasi ile birlesir (36).
Bulboiiretral bezler, mukus salgilayan tek katli silindirik epitelle doseli tiibiiloalveolar
bezlerdir. Bezin salgisi, kayganlastirici islevi goren berrak bir mukustur (74, 76). Bezin
berrak mukus benzeri salgis1 yiiksek miktarda galaktoz, galaktozamin, galakturonik asit,
sialik asit ve metilpentoz igermektedir. Seksiiel stimiilasyon, preseminal sivinin biiyiik

kismin1 olusturur (36, 49, 51).

2.2. irinotekan

Bir topoizomeraz inhibitérii olan Irinotekann molekiiler formiilii CasHzsN4Os,
molekil agirligi 586,67802 g/mol’diir. Agik sar1 renkte ve kristal goriiniimdedir. Saflik
orani yaklasik %99 kadardir. Ag¢ik sar1 soliisyonu 1 mg/ml DMSO ¢6zeltisinde elde
edilir. +4°C de, nem ve 1siktan uzak bir sekilde muhafaza edilmelidir (77).

Sekil 2.8. Irinotekanin kimyasal formiilii (80)

27



Irinotekan, Camptotheca acuminate’dan ekstrakte edilmis, sitotoksik, kinoin
bazli alkaloid olan kamptotesinin yar1 sentetik bir tiirevidir (78-80). Irinotekan, bir
karboksil esteraz doniistiiriicii enzim ile biyolojik olarak aktif bir metabolit 7-etil-10-
hidroksi-kamptotesine (SN-38) doniistiiriiliir. Ana bilesik olan irinotekandan bin kat
daha giiglii olan SN-38, topoizomeraz-1 ile DNA arasindaki bdliinebilir kompleks
stabilize DNA kiriklarina neden olarak DNA replikasyonunu inhibe eder ve apoptotik
hiicre oliimiinii tetikler. Daha sonra devam eden DNA sentezi irinotekanin sitotoksik
etkilerini géstermesi i¢in gerekli oldugundan S fazina 6zgii bir ajan olarak siniflandirilir
(80, 81). irinotekanin aktif metaboliti olan SN-38 olusurken farkli bircok metabolik
enzim yer alir. Bu enzimlerin genlerinde yer alan farkliliklar hasta profillerini ortaya
cikarip, genetiksel polimorfizm sonucunda farmakokinetik ve farmakodinamik
farkliliklar1 ortaya koyar (81).

Bu ilacin kiigiik hiicreli ve kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri, ovaryum
kanseri, kolorektal kanseri, servikal kanseri gibi pek¢ok tiimore karsi ve direngli olan
lenfoma ve 16semiye karsida yine biiyiik 6l¢lide antitiimoral etkisi bulunmaktadir (82).
Bunun yanisira yapilan toksikoloji c¢alismalarinda hematolojik sistemde ve lenfoid
organlarda yaygin toksik etki yarattiklari gosterilmistir. Miyelotoksisite, ndtropeni,
trombositopeni, anemi en ciddi toksik etkileri arasindadir. Hematolojik yan etkiler doza

bagimlidir, doz ayarlamasi ile azaltilabilmektedir (83).

2.3. Elajik Asit

Elajik asit pekcok meyve ve sebzede bulunan dogal fenolik bir bilesiktir.
Molekiil formiilii C14HsOsg, agirligi 302,197 g/mol’diir. Kirmizi ve siyah frenk {iziimii,
kirmiz1 ve siyah ahududu, bogiirtlen, yaban mersini ve ¢ilek gibi meyvelerde bulunan

‘ellagitannins’ denilen maddeler viicutta elajik asite dontistiiriiliir (84).
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Sekil 2.9. Elajik asitin kimyasal formiilii (85)

Elajik asit ilk olarak 1960’11 yillarda kan pihtilagsmasi tizerine etkisi arastirilmig
ve ardindan farkli c¢alismalarla devam etmistir. 1970 ve 1980°1i yillarda ise
arastirmacilar tarafindan DNA'daki mutasyonlar1 onleme ve kanser hiicrelerinde
apopitoza neden olan bir kanser inhibitorii oldugu yoniinde birgok galisma yapilmigtir
(86). Elajik asit serbest radikallerin yikici etkilerini bloke edici 6zelligi olan bir

antioksidandir (87, 88). Ayn1 zamanda antimutajen ve antikanser bilesenlerine sahiptir

(89, 90).

Calismalar; gogiis, 6zefagus, deri, kolon, prostat ve pankreas kanserli hiicreler
tizerindeki antikanser aktivitelerini gostermistir. Elajik asit, P53 geninin, kanser
hiicreleriyle ortadan kaldirilmasini dnleyerek kansere neden olan molekiillere baglanip
etkisiz hale gelmesini saglar. Yapilan arastirmalarda elajik asitin P53 genini muhafaza
ettigini gostermistir. P53 geni, hasarlanan DNA yapisini yeniden onarabilme yetenegine
sahiptir. Yapilan deneysel ¢alismalarda elajik asitin kontrolsiizce ¢ogalan hiicrelerin
biiyiimesini engelleyerek olusan oksidatif hasara karsi koruyucu bir ajan olabilecegi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda kansere neden olan mutajenleri inaktif hale getirerek,
kanser hiicrelerinin yasamasi i¢gin gereken Niikleer Faktor Kappa B’y1 (NFKB) engeller

ve kanserli hiicrelerin apopitoz siirecine girmesini baslatir (91).

Nar, ¢ilek, ahududu, kiraz, kizilcik, visne, bogiirtlen, kirmizi {izim ve ceviz
elajik asit bulunduran besinler arasindadir. Bu meyvelerin yapisindaki antioksidan

oranlarmi flavonoid, fenolik asit, antosiyaninin seviyeleri ve kompozisyonlar1 etkiler.

29



Heinonen ve ark. (1998), bu meyve fenoliklerinin antioksidan oranlarini tespit
etmiglerdir.  Arastirmacilar, ¢ikardiklar1  fenolik madde ekstraktlarinin lipit

oksidasyonunu yok etme 6zelliklerini tespit etmislerdir.

Ayrica deneylerde kullanilan birgok antioksidan lipid peroksidasyonunu bloke
etmelerinin yanisira niikleik asitler, protein ve karbonhidrat yapilarinin korunmasini
saglar. Olusan serbest radikaller ve reaksiyon iiriinleri biyomolekiillerin, fagositlerin ve
myofibroblastlarin aktivitesini artirirlar. Yine yapilan caligmalarda ortamdaki lipid
peroksidasyonu ve lipid peroksidasyon iriinleriyle olusturulan ¢ogu maddenin

antioksidanlarla azaldigi gosterilmistir (92, 93).
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3. MATERYAL ve METOT

Calismamizda kullanilan sicanlar Inénii  Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden temin edildi. Agirliklar1 yaklasik 300 gr olan, 40 adet Sprague-

Dawley cinsi erkek sigan kullanilarak rastgele secilip 4 gruba ayrildi. Gruplar sirasiyla:
1. Grup: Kontrol grubu (10 adet)
2. Grup: Irinotekan (IR) grubu (10 adet)
3.  Grup: Irinotekan (IR) + Elajik Asit (EA) grubu (10 adet)
4. Grup: Elajik Asit (EA) grubu (10 adet)

Kontrol grubundaki si¢anlara 30 giin boyunca Elajik Asitin ¢oziiciisii olarak
kullanilan CMC uygulandi. Irinotekan grubundaki siganlara ise IR, serum fizyolojik
(SF) igerisinde ¢oziilerek hafta bir defa 10 mg/kg/giin olacak sekilde intraperitonal (i.p)
olarak uygulandi. Irinotekan ile birlikte Elajik Asit uygulanan grupta ise siganlara 30
giin boyunca haftada bir defal0 mg/kg/giin/i.p. IR ve 50 mg/kg/glin giinasir1 olacak
sekilde EA gavaj yolu ile uygulandi. EA grubunda ise; %0,01 CMC igerisinde
coziilerek 30 giin boyunca gilinasirt 50 mg/kg/giin olacak sekilde gavaj yolu ile
uygulandi. Calismanin sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda sicanlardan testis
doku 6rnekleri histolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi. Histolojik olarak
151k mikroskobik degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi,
immunohistokimyasal degerlendirme igin ise Kaspaz-3 boyama yontemleri kullanildi.
Biyokimyasal degerlendirmeler icin hiicre antioksidan diizeyini degerlendirmek i¢in
TBARS ve antioksidan enzimlerin seviyeleri (GSH, CAT, SOD, GSH-Px) olgiildii.
Ayrica spermatolojik olarak sperm hareketliligi, anormal sperm orani (bas, kuyruk,

total) ve epididimal sperm konsantrasyonu incelendi.

3.1. Histolojik Yontemler

Histolojik incelemeler igin alinan testis doku ornekleri %10’luk formalin

igerisinde tespit edildi (Tablo: 3.1.).
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Tablo 3.1. Tespit maddesi ve siiresi

FiKSATIF MADDELER ORANI TESPIT SURESI
Formaldehit Formaldehit 7cc 24 saat
Soliisyonu Distile su 93cc 24 saat

Formaldehit icerisinde tespit edilen dokulara rutin histolojik doku takip islemleri

uygulandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Doku takip basamaklari.

%70 alkol 1 saat
%380 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absolii alkol 1 saat
Absolii alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1saat

Parafin | 1 saat
Parafin I 1 saat

Takip islemlerinden gegirilip ardindan dokular parafin bloklar igerisine alindi.
Hazirlanan bloklardan mikrotom (Leica RM 2245) ile 5 um kalinlhiginda kesitler
alinarak, kesitlere Hematoksilen ve eozin boyama metodu uygulandi. Leica 280 151k
mikroskobunda ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sisteminde (Leica Microsystems

Imaging Solutions, Cambridge, UK) incelenerek fotograflar ¢ekildi. immunohistokimyasal
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boyama i¢in alinan kesitler polilizin kapli lamlar {izerine alindi. Alinan kesitlere

Kaspaz-3 boyama metodu uygulandi.

3.1.1. Mayer’in Hematoksilen-Eozin Metodu:

Lamlara alinan doku ornekleri bir saat ctiivde bekletildi ve doku c¢evresinde
bulunan parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile agagida verilen boya

metodu uygulandi.

Ksilen 1 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika

Distile suda yitkama 2 dakika

Mayer Hematoksilen 10 dakika

Cesme suyu 20 dakika
Eozin 2 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika
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H-E ile boyanmis preparatlarda seminifer tlibiil caplar1 ve germinal epitel
kalinliklar 6lciildii (Tablo 4.1). Olgiimler, her preparattan 100 adet seminifer tiibiil
sayilarak gerceklestirildi. Histolojik skorlama, tiibiillerin saglam, atrofiye ve dejenere
hiicrelerin varligina gore, her bir preparattan X20 biiyiitmede 10 farkli alan incelenerek

yapildi (Tablo 4.2).

3.1.2. Histolojik inceleme i¢in istatiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler SPSS 13 ve MedCalc programi ile yapildi. Tiim gruplarin
ortalama degerleri nonparametrik Kruskal- Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar
arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigi Mann—Whitney U testi ile ikili
karsilagtirmalar yapilarak degerlendirildi. Alinan sonuclar ortalama =+ standart hata

(SEM) ile ifade edilerek, p<0.0001 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.1.3. Immunohistokimyasal boyama prosediirii

Testis dokularindan alman 5 pm’lik kesitler, immunohistokimyasal boyama i¢in

polizin kapli lamlar iizerine alindu.

Xylol | 5 dakika
Xylol 11 5 dakika
Xylol 111 5 dakika
%100 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%380 alkol 3 dakika
Distile su 5 dakika
Antijen Retrieval Asamasi 15 dakika
Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
Distile su 5 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
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H20:> (Hidrojen Peroksit) Asamasi 10 dakika

PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
Protein Bloke Asamas: (Stiper Blok) 5 dakika
Primer Antikor Asamasi 2 saat

PBS (Phosphate Buffered Saline) 2x5 dakika
Sekonder Antikor 10 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 2x5 dakika
Streptavadin Peroksidaz (HRP) Asamasi 10 dakika
AEC Kromojen Asamasi 10 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
Distile su 5 dakika
Mayers Hematoksilen 40 sn
Cesme Suyu 5 dakika
Distile Su 5 dakika

Aqgueous mount ile kapatma

3.2. Biyokimyasal Yontemler

3.2.1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Calismamizin 30. giliniinde siganlar sakrifiye edilerek alinan doku orneklerinde
(testis) malondialdehit (MDA) diizeyleri ile SOD, CAT, GSH-Px, GSH ve protein

Olctimleri inceleninceye kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Dokular derin dondurucudan alinan dokular tartildiktan sonra cam tiiplere alindi.
Uzerine 1/10 (g/h) oraninda diliie edilecek sekilde %1,15°lik potasyum kloriir ilave
edilip ardindan sogukluk muhafaza edilecek sekilde cam-teflon homojenizatérde 16.000
devir/dakika hizda 3 dakika kadar homojenizasyonu saglandi. Hazirlanmis olan
homojenatlarda doku MDA tayinleri yapildiktan sonra geriye kalan homojenat +4°C‘de
45 dakika 3500 rpm’ de santrifiij edildikten sonra siipernatant elde edildi. Alinan
stipernatantlarda GSH ve protein diizeyleriyle birlikte GSH-Px ve CAT enzim
aktiviteleri Ol¢ilildii. Geri kalan siipernatant kismima kloroform/etanol (3/5,h/h)
karisimindan olusan ayira¢ 1/1 (h/h) oraninda ilave edildi ve vorteks yardimiyla
karistirildi. Daha sonra 45 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan

kloroform/etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein dl¢iimleri tekrar yapildi.

3.2.3. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (94)
tarafindan Onerilen metoda gore yapildi. MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve
pH:3,5’te, doku homojenatinin kaynar benmari igerisinde bir saat inkubasyonu
saglandiktan sonra, lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’nin TBA ile
reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik

olarak 6l¢iimii yontemidir.

3.2.4. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Dokudaki SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. (95) tarafindan tarif edilen metoda
gore yapildi. SOD tayini; ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tiretilmis olan siiperoksitin
nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Aciga c¢ikan
stiperoksit radikallerinin  NBT’yi indirgemesi 1ile olusan renkli formazon
spektrofotometrik olarak olgiiliir ve 560 nm’de maksimum diizeyde absorbans verir.
Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana gelerek mavimsi renk olusur.
Ortamda SOD varken indirgenme olmayip mavi-mor renk olusmaz ve enzim aktivite

gostermesinden dolay1 daha agik bir renk ortaya ¢ikar.
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3.2.5. Doku Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Ol¢iimii

Glutasyon peroksidaz, rediikte glutasyonu kullanarak H2O2’nin suya
doniistimiinti saglayan bir enzimdir. Dokulardaki GSH-Px aktivitelerinin tayini Beutler
(96) yontemiyle yapildi. GSH-Px tayini; H2O2 varliginda GSH’yi okside glutasyon
(GSSG)’a doniismesini  katalize eder. H202’ nin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutasyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a
dontstiiriiliir. GSH-Px aktivitesi, deney ortamindaki NADPH’1in NADP+’ya ¢evrilmesi
ile optik dansiditede meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik

olarak dl¢iilmedir.

3.2.6. Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H2O2’yi dekompoze ederek su ve oksijene
donistirir. Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi (97) tarafindan tarif
edilen metoda gore yapildi.CAT tayini; Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyundaki
maksimum absorbans gosterir. Deney ortamina ilave edilen H2O2’nin CAT enzimi
tarafindan pargalanarak, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasiyla takip edilir.

Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.2.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Dokulardaki GSH aktiviteleri Ellman (98) tarafindan ditiyonitrobenzoik asit geri
¢evirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi. GSH tayini; 5,5’-ditiyo-
bis[2-nitrobenzoik asit](DTNB), siilthidril bilesikleri tarafindan rediikte edilip bir
disiilfit bilesigi olan sar1 renkteki kompleksi olusturur. Bu sar1 renkli bilesik optik

dansitesi 412 nm dalga boyunda 6l¢iiliip GSH aktivitesi saptanr.

3.2.8. Doku Protein Ol¢iimii

Homojenat ve siipernatant kisimlardaki protein miktar: tayinleri Lowry ve ark.

(99) tarafindan tarif edilen yonteme gore olgiildii.

Alkali bakir ayiracindaki Cu++ peptid baglar1 ile kompleks olusturup her 7 veya
8 aminoasit artigt 1 atom bakir baglar. Folin-Fenol ayiraci, bakir ile muamele edilen

karigima ilave edilince mor-mavi bir renk olusur ve bu renk 650 nm’de okunur.
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3.3. Organ Agirliklar: ve Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Testis, epididimis, seminal vezikiiller ve prostat gibi organlar alindiktan sonra

agirliklar tartilip degerleri analiz edilerek ve sperm parametreleri degerlendirildi.

Epididimal sperm konsantrasyonu; Tiirk (100) ve ark. and S6nmez ve ark.’nin
(101) tarif ettigi modifiye hemositometre yontemi kullanilarak belirlendi. Seyreltilmis
sperm siispansiyonu yaklagik olarak 10 pl sayim alanina damlatildi ve 5 dakika
bekletildikten sonra her iki kutucuktaki sperm hiicreleri 151k mikroskobu yardimiyla
200" biiylitmede sayildi. Sperm motilite yiizdesi Tiirk ve ark. and S6nmez (102) ve ark.
tarafindan tarif edildigi gibi bir 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. Sperm
motilite yiizdesi 400 biiyiitmede degerlendirildi. Motilite tahminleri her bir ornek igin
tic farkli alanda yapild1 ve ardisik tahminlerin ortalamasi final motilite skoru olarak
kullanildi. Morfolojik olarak anormal sperm oranini belirlemek igin, eozin-nigrosin
(%1,67 eozin, %10 nigrosin ve 0,1 M sodyum sitrat) ile boyanarak hazirland1 ve
preparatlar 151k mikroskobunda 400* biiyiitmede incelendi. Her preparat i¢in toplam 300
spermatozoa (her grupta 210 hiicre olmak iizere) bas, kuyruk ve toplam sperm
anormallik oranlar yiizde olarak ifade edildi (100).

3.4. Biyokimyasal Analizler I¢in Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler icin , “SPSS for Windows 12.0” programi kullanildi.
Normallik testi yapildiktan sonra veriler non-parametrik test varsayimlarina uydugu igin
gruplarin karsilastirilmasinda one-way ANOVA varyans analizi kullamldi. Onemlilikler,
Post-Doc Duncan testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi. Sonuglar ortalama + standart hata

olarak ifade edilerek, p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.5. Sperm Analizleri i¢in istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler, “SPSS/PC (Version 22; SPSS)” paket programi
kullanilarak yapildi. Alinan sonuglar ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade
edilerek, p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Biitin gruplar
arasindaki sperm karakteristiklerinin karsilastirilmasinda One-way ANOVA varyans
analizi kullanildi. Onemlilikler, TUKEY-HSD testi ile ikili karsilastirmalar yapilarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan siganlarin

testislerinin genel goriiniimiinii saptamak i¢in H-E boyalar1 uygulanmustir.

4.1.1. Kontrol Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Kontrol grubunu olusturan siganlarin testis doku 6rneklerini 11k mikroskobik
incelemelerinde normal histolojik goriinimde oldugu izlendi. Seminifer tiibiil yapilari,
bazal membran ve interstisyel alan normal histolojik yapida gozlendi (Sekil 4.1).
Seminifer tiibiillerin epitelini olusturan spermatogenik seri hiicreler, Sertoli hiicreleri ve
interstisyel alanda bulunan bag dokusu normal histolojik goriinimdeydi (Sekil 4.2).
Gelismekte olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bag tiibiil
duvarina dogru yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde gozlendi. Bu
grupta; seminifer tiibiil caplar1 303,45 + 2,99 um ve germinal epitel yiiksekligi ise 80,18
+ 0,66 um olarak ol¢iildii.

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait siganlarin testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii.
Normal histolojik goriinimde seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik seri

hiicreler goriilmektedir. H-E; x20.
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun isik mikroskobik goriintiisii.
Interstisyel alan, Leydig hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri normal histolojik

goriinimde izlendi. H-E; X 40.

4.1.2. irinotekan (IR) Grubu Isik Mikroskobik Bulgulan

[rinotekan (IR) uygulanan siganlarm testis doku &rneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde seminifer tiibiillerde hasar ve hiicresel dejenerasyonlar gozlendi. Testis
dokusunu distan c¢evreleyen tunika albuginea tabakasinda belirgin vaskiiler konjesyon
(Sekil 4.3) tespit edildi. Interstisyel alanda vaskiiler konjesyon, vakuolizasyon,
interstisyel 6dem ve tiibiil limeninde germinatif hiicrelerde azalma (Sekil 4.4, Sekil 4.5)
oldugu gozlendi. Seminifer tiibiil yapilari incelendiginde seminifer tiibiil liimeninde
vakuolizasyon ve tiibiil liimeninde belirgin 6dem (Sekil 4.6), seminifer tiibiil epitelinde
dejenerasyon ve liimene dokiilen hiicreler (Sekil 4.7) saptandi. Buna ilaveten testis
dokusunda seminifer tiibiil epitelinde boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamig
hiicreler (Sekil 4.8) oldugu gozlendi. Bu grupta ise seminifer tiibiil ¢aplar1 259,15 + 2,18
um ve germinal epitel yiiksekligi ise 59,32 + 8,70 um olarak ol¢tildi.
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Sekil 4.3. Irinotekan (IR) grubuna ait sigan testis dokusunun 1sik mikroskobik
gorilintlisii. IR grubuna ait testis dokusunda tunika albuginea tabakasinda belirgin

konjesyon (Oklar) gozlendi. H-E; X10.

Sekil 4.4. IR grubuna ait sigcan testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii. IR
grubunda interstisyel alanda vaskiiler konjesyon (Siyah ok), vakuolizasyon (Siyah
cergeveli beyaz oklar), interstisyel 6dem (Beyaz yildiz) ve tiibiil limeninde germinatif

hiicrelerde azalma (Siyah yildizlar) gozlendi. H-E; X20.
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Sekil 4.5. IR grubuna ait sican testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii. IR

grubunda interstisyel alanda vaskiiler konjesyon (siyah oklar), vakuolizasyon (beyaz
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Sekil 4.6. IR grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. IR grubuna
ait testis dokusunda seminifer tiibil liimeninde vakuolizasyon (Siyah oklar) ve

seminifer tiibiil limeninde belirgin 6dem (Y1ldiz) gézlendi. H-E; X20.
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Sekil 4.7. IR grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. IR grubuna
ait testis dokusunda seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon ve liimene dokiilen hiicreler

(Siyah oklar) gézlendi. H-E; X20.

Sekil 4.8. IR grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. IR grubuna
ait testis dokusunda seminifer tiibiil epitelinde boliinmenin herhangi bir evresinde

duraksamis hiicreler (Oklar) gozlendi. H-E; X40.
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4.1.3. irinotekan + Elajik Asit Grubu Isik Mikroskobik Bulgular

Irinotekan+ Elajik Asit grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 151k
mikroskobik incelemelerinde, histopatolojik hasarin belirgin derecede azaldig1 gozlendi.
Interstisyel alanda 6dem, tunika albuginea tabakasinda konjesyonda belirgin azalma,
seminifer tiiblil hasarinda azalma ve spermatogenik seri hiicrelerde artis gozlendi (Sekil
4.9). Ayrica liimene dokiilen spermatogenik seri hiicrelerde (Sekil 4.10) ve boliinmenin
herhangi bir evresinde duraksamis hiicrelerde (Sekil 4.11), interstisyel alanda goriilen
vakuolizasyonda, vaskiiler konjesyonda ve 6demde belirgin derecede azalma oldugu
(Sekil 4.12) tespit edildi. Bu grupta seminifer tiibiil ¢aplar1 294,19 + 3,21 pum ve
germinal epitel yiiksekligi ise 70,58 + 11,43 um olarak 6l¢iildi.

Sekil 4.9. IR+EA grubuna ait sigan testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii.
Interstisyel alanda 6dem (Y1ldiz), tunika albuginea tabakasinda konjesyonda belirgin
azalma (siyah oklar), seminifer tiibiil hasarinda azalma ve spermatogenik seri hiicrelerde
artis gézlendi. H-E; X10.
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Sekil 4.10. IR + EA grubuna ait si¢an testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.

Liimene dokiilen hiicrelerde belirgin derecede azalma (Oklar) gozlendi. H-E; X20.

Sekil 4.11. IR+EA grubuna ait sigcan testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.
Seminifer tiibiil limeninde boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicrelerde

azalma (Oklar) gozlendi. H-E; X40.
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Sekil 4. 12. IR+EA grubuna ait sican testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.
Interstisyel alanda gériilen vakuolizasyonda (OKlar) vaskiiler konjesyonda (Yildiz) ve

6demde azalma gozlendi. H-E; X40.

4.1.4. Elajik Asit Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Elajik Asit grubuna ait sigan testis Orneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde, seminifer tiibiil, bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna
benzer bir yap1 gosterdi (Sekil 4.13). Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre
serileri olan, spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid hiicreleri ile destek
hiicreleri olan Sertoli hiicreleri normal yapida gozlendi. Intersitisyel alandaki bag
dokusu normal histolojik yapida gozlendi (Sekil 4.14). Bu grupta ise seminifer tiibiil
caplart 307,26 + 3,51 um ve germinal epitel yiliksekligi ise 78,01 + 13,33 um olarak
olciildi.
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Sekil 4.13. EA grubuna ait si¢an testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.
Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler ve interstisyel alandaki hiicre

yapilariyla birlikte testis dokusu normal histolojik yapida gozlendi. H-E; X20.

Sekil 4.14. EA grubuna ait sican testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.
Seminifer tiibiiller, spermatogenik seri hiicreler ve interstisyel alan normal histolojik

yapida oldugu gozlendi. H-E; X40.
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4.1.5. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol (Sekil 4.15A), IR (Sekil 4.15B), IR + EA (Sekil 4.15C) ve EA (Sekil
4.15 D) gruplarinda spermatogenik seri hiicrelerde Kaspaz-3 immunreaktivite
degerlendirilmesi yapildi. IR grubunda belirgin derecede yogun boyanmis Kaspaz-3
pozitif hiicreler oldugu tespit edildi. IR + EA grubunda Kaspaz-3 pozitif boyanmis
hiicrelerin sayisinda ve boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma oldugu tespit

edildi. Kontrol ve EA gruplarinda ise Kaspaz-3 immunreaktivitesi gozlenmedi.

Sekil 4.15. Deney gruplarindaki Kaspaz-3 aktiviteleri. Kontrol (A), IR (B), IR+EA (C),
EA (D). Kaspaz-3; X40.
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Tablo 4.1. Irinotekanm olusturdugu tiibiil cap1 ve tiibiil epitel kalinligindaki
degisiklikler lizerine EA’nin etkileri (ort=SEM n=7).

GRUPLAR Tiibiil Cap1 Tiibiil Epitel Kalinhg:
Kontrol 316,01 £ 3,502 80,83 + 15,092

IR 259,15+£2,18° 59,32 + 8,70°

EA 307,26 + 3,512 78,01 13,332

IR + EA 294,19+ 3.21° 70,58 + 11,43°¢

Ayni siitundaki a,b,c  kiicik harfleri gruplar arasindaki farkliliklart
gostermektedir. (P<0.0001)

Tablo 4.2. Tibiillerin Histolojik Skorlamasi (ort£SEM n=7).

GRUPLAR Normal Dejenere Atrofik
Kontrol 2,88 £0,14° 0,55 +£ 0,092 0,30 £ 0,072
IR 0,68 + 0,10 1,35+0,10° 1,60 + 0,13P
EA 2,60 £0,132 0,75 +£0,10° 0,53 +£0,09°
IR + EA 2,05 +0,94° 1,13+0,11¢ 1.35+0,14¢

Aynmi siitundaki a,b,c,d kiiciik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar
gostermektedir. (P<0.0001)

4.2. Biyokimyasal Bulgular:

Tablo 4.3’de TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx diizeylerine ait degerler
verilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda IR verilen siganlarda oksidatif hasarin
gostergesi olan TBARS diizeyinin kontrol ve diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde arttig1 belirlendi. Bununla birlikte EA uygulamasmin IR’ nin neden
oldugu TBARS artisinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigit ve IR + EA
grubundaki TBARS diizeyinin kontrol grubunun degerlerine yaklastig: tespit edildi.
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Sadece EA verilen grupta kontrol grubu ile arasinda rakamsal farkliliklar olsa da
istatistiksel olarak anlamli degisimlerin olmadigi, bununla birlikte IR+EA
uygulamasinin antioksidan savunma sistemi elemanlar1 olan GSH, SOD, GPx ve CAT
diizeylerinde istatistik olarak 6nemli diizeyde azalmaya neden oldugu gézlendi. Ancak
EA uygulamasinin GSH, GPx, CAT ve SOD diizeylerinde IR’ye bagl olan degisikligi
giderdigi ve istatistikel olarak IR grubunda farkli oldugu gozlendi.

IR+EA grubuna gore ise istatistikel olarak anlamli diizeyde diistis oldugu
belirlendi. Bu parametrelerden sadece SOD diizeylerinin Kontrol ve EA grubuyla,
IR+EA grubunda istatistiksel anlam igermedigi, diger parametrelerin ise artmasina

ragmen Kontrol ve EA ile IR+EA arasinda anlamli olarak fark oldugu belirlendi.

Tablo 4.3. Elajik Asit (EA) ve IR verilmis siganlarda TBARS, GSH, CAT, SOD ve
GPx diizeyleri (ort=SEM n=7)

Kontrol IR EA IR+ EA p

TBARS(nmol | 5.74+0.98* | 10.67+1.13 | 5.39+0.84° 7.18+1.06°¢ 0,001
/g tissue)

GSH 1953+11.7 | 102.1£9.74° 186.8+15.05% | 165.4+10.0°¢ 0,001

a

(nmol/ml)

CAT (k/mg 0.095+0.00 | 0.0037+0.0002 | 0.0098+0.0004 | 0.0061+0.0003¢ 0,001

protein) 02 b 2

SOD (U/mg 26.1+£2.11°2 18.6+1.59° 27.1+1.37%2 25.842.93¢2 0,05

protein)

GPx (U/mg 251.8+18.1 | 186.3£15.5° | 245,1+21.72 0,05
_ . 225.5+16.0°

protein)

Ayni siitundaki a, b ve ¢ harfleri gruplar arasindaki istatiksel farkliligi (p<0.01)
gostermektedir.
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4.3. Spermatolojik Bulgular:

Gruplar testis agirliklar, epididimis agirliklari, seminal vezikiil agirliklart ve
prostat agirliklar1 agisindan istatistiksel olarak karsilastirildi. Ureme sistemi organ
(testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat) agirliklarindaki degisimler Tablo 4.4° de
sunuldu. Tablodan goriilecegi iizere yapilan IR uygulamasi ve EA tedavisi iireme
sistemi organ agirliklarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak herhangi bir

degisime neden olmamastir.

Tablo 4.4. EA ve IR verilmis si¢anlarda Testis agirliklari, Epididimis agirliklari,
Seminal vezikiil agirliklari, Prostat agirliklart (ort£SEM n=7).

GRUPLA Testis agirhiklar: Epididimis Seminal Prostat
R agirhklar: vezikiil | agirhklar
agirhklar 1
1

SAG SoL SAG SoL

Kontrol 1.528+0.0 | 1.526+0.0 | 0.639+0.0 | 0.655+0.0 | 1.543%0.08 | 0.455+0.02
6 4 3 2

IR 1.427£0.0 | 1.421+0.0 | 0.629+0.0 | 0,566+0.0 | 1.384+0.06 | 0.501+0.03
4 2 2 2

EA 1.504+0.0 | 1.443+0.0 | 0.672+0.0 | 0.630+£0.0 | 1.173£0.09 | 0.555+0.04
3 3 1 2

IR+ EA 1.518+0.1 | 1.453£0.0 | 0.675+0.0 | 0.601+0.0 | 1.440+0.08 | 0.454+0.02
0 3 2 1

Tablo 4.5’ de sperm karakteristikleri olan sperm motilitesi, anormal sperm

miktar1 ve sperm konsantrasyonlart verilmistir. IR uygulamasinin sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda kontrol grubu ve EA grubuna gore istatistiksel olarak ©nemli
diizeyde azalmaya neden oldugu belirlendi. IR + EA grubunda ise yapilan tedavi sonucu

sperm motilitesi ve anormal sperm oraninda IR grubuna gore rakamsal olarak diizelme
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gozlensede istatistiksel agidan anlamli bulunmadi. Bununla birlikte sperm

konsantrasyonunun IR grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi. Kontrol ve

EA grubu arasinda ise istatistiksel olarak bir fark olmadig: saptandi.

Tablo 4.5. EA ve IR verilmis si¢anlarda sperm motilitesi, epididimal sperm

konsantrasyonu ve anormal sperm orani (ort=SEM n=7).

Sperm Epididimal Anormal sperm orani (%)
motilitesi sperm
GRUPLAR
(%) konsantrasyonu
(milyon/ gram Bas Kuyruk | Total
doku)
Kontrol 94.09+0.96% 342.28+7.672 4.14+0.34% | 3.57+0.36* | 7.71%0.60
IR 61.42+3.40° 241.4249.92° 7.57+0.42° | 7.28+0.52° | 14.85+0.26
EA 94.28+0.492 359.71+8.282 4.14+0.26% | 3.14+0.45% | 7.28+0.60
IR + EA 75.95+4.31% | 266.57+9.28% | 4.57+0.57% | 4.14+0.26%° | 8.71+0.80

Ayni siitundaki a,b,c,d harfleri gruplar arasindaki istatiksel farkliligr (p<0.01)

gostermektedir.
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5. TARTISMA

Kemoterapi ilaglart farkli kanser tiirlerini tedavi ederken ayni zamanda
organizmada oldukga ciddi yan etkilere neden olur. Kemoterapi ilaglarinin erkek ve
disilerde olusturdugu en 6nemli yan etkilerden biri infertilitedir. Spermatogenez ve
steroidogenezteki bozukluklar, testikiiler yap1, oligo-, azoo-, astenozoo- ve teratozoo-
spermi, gonadotropin seviyelerindeki degisimler, sperm DNA ve kromozom
yapilarindaki hasarlar kanserli erkekler ve saglikli deney hayvanlarinda ortaya koyulan
yan etkilerdir (103).

Kemoterapi ilaglar1 lipid, kolesterol ve protein peroksidasyonu ile oksidatif
strese neden olur. Genellikle spermatogenik hiicrelerdeki apoptosis, DNA hasari, sperm
kalitesinin degismesi, infertilite gibi yan etkiler erkek iireme sisteminde goriiliir (104-
108). Kemoterapi ilaglarinin erkeklerdeki gonadotoksik etkilerinin  ortadan
kaldirilmasina yonelik antioksidan ve hormon uygulamalariyla germ hiicrelerinin ve

spermlerin dondurularak saklanmasi gibi yontemler kullanilir (103).

Aragtirmacilar tarafindan kamptotesinlerin kimyasal igeriginin kesfedilmesinin
ardindan bu ilaglar kullanilarak deneysel ¢aligsmalar baslamistir. Fakat suda az ¢6ziinen
kamptotesinin, veriminin diisiik ve toksisitesinin yiiksek olmasi nedeniyle galismalara
ara verilmistir. DNA Topoizomeraz | enzimine etki eden mekanizmasinin
saptanmasiyla bu ilacin iizerine yogunlagilmis, ardindan yari sentetik tiirevleride
sentezlenmistir. Zayif ¢oziinlirligii nedeniyle kamptotesinin fizyolojik kosullar altinda
hidrolizi klinikte kullanimint smirlar (109). Kamptotesinlerin ayrica antitimor etkisi
disinda antiprotozoal, antiviral, antimalaryal etkisi vardir (110). Kamptotesinlerin yari
sentetik tiirevlerinden olan irinotekan ve topotekanin kiigiik hiicreli akciger, kolorektal
ve ovaryum kanserlerinde kullanilmak {izere onaylandiktan sonrada bu ilaglarin klinik
calismalar1 halen devam etmektedir (109). Irinotekan kamptotesinlerin suda ¢oziinen,
yar1 sentetik tiirevidir. Aktif metaboliti ise SN-38 (7-etil-10-hidroksikamptotesin) dir
(111). Irinotekan hem erkek hem de kadin hastalara siklikla uygulanan ve tek basmada
kullanilabilen bir ilagtir. Irinotekanin diger ilaglarla kombinasyonundaki en biiyiik
nedeni toksisitenin daha az olusu ve tiimorlerin ilaca olan duyarliligidir (112). Sisplatin
ilaciyla kombine edilmesiyle ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan ve kiigiik hiicreli akciger

kanserinde olumlu sonug elde edilmistir (113). Metastatik ve rekiirren kolorektal kanser
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tedavisinde birinci ve ikinci basamak tedavi olarak uygulanmaktadir. Ayrica lenfoma,
akciger, gastrointestinal ve pankreas malignitelerinin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Irinotekan ilaciyla yapilan faz II ¢alismalarinda da gastrik kanserlerin tedavisinde aktif
oldugu tespit edilmistir. Tek olarak ve sisplatin ve/veya 5FU ile yapilan ¢alismalarda
gastrik kanserin birinci ve ikinci basamak tedavisinde olumlu sonuglar elde edilmistir
(114). En sik goriilen yan etkilerden biriside nétropenidir (115). Irinotekan
karboksilesterazlar (CES) tarafindan SN-38’e¢ doniismektedir. CES timor dokusu,
serum, bagirsak ve yiiksek miktarda karacigerde bulunur (116). Irinotekan servikal,
kolorektal, kiiciik hiicreli veya kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ve ovaryum
kanseri gibi pekcok solid tiimore, 16semi ve direngli lenfomaya karsi biiyiik olgiide

antitiimoral etkisi vardir (113).

Irinotekanin fertilite {izerindeki etkileri heniiz tanimlanmamustir. Yapilan bir
arastirmaya gore Tanaka ve ark. Irinotekan1 diger bazi ilaglarla kombine olarak
uyguladiklart perimenopozal kadinlarda menopoz semptomlarini belirlemistir. Yapilan
baska bir calismada ise Irinotekan uygulamasindan sonra graniiloza hiicrelerinin
apopitozunda artis gozlenmistir. Buna ilaveten, prepubertal hastalara irinotekanin
verilmesinin dogurganlik iizerine etkileri ile ilgili herhangi bir bulguya rastlanmamaistir
(111). Ayrica irinotekan igeren kemoterapi goren erkeklerde genel olarak sperm
tiretiminde olast bir bozulmanin gozlendigi hastalara tedavi siirecinde bildirilmektedir

(117).

Kemoterapotik ilaglardan birisi olan siklofosfamid uygulanan sigan deneylerinde
sperm motilitesinde azalis, 6lii germ hiicreleri, anormal sperm ve olii sperm sayisinda
artig, ciddi testikiiler yap1 bozukluklugu (106, 118, 119) testosteron seviyesinde azalma
(118, 120), A tipi spermatogonyumlar, leptoten Oncesi ve pakiten safhasindaki
spermatosit ve spermatid sayisinda azalmalar (120) sperm niiklear matriks profilinde
(121), spermlerin kromozomu ve igerigindeki basit protein yapisinda degisim (122) ile
spermatosit DNA yapisinda ¢ift zincir kiriklar1 gézlenmistir (123, 124). Yetiskin erkek
sicanlar kullanilarak yapilan birgok calismada, sisplatinin testis iizerinde, sperm
yogunlugu ve motilitesinde azalma, normal yapili sperm oraninda azalma, seminifer
tiibiillerin ¢apinda daralma, epididimis, seminal bez ve prostat agirliklarinin azalmasi,
testikiiler dokunun dejenere olmasi, nekroz ve 6dem gibi bulgular gézlenmistir (104,

118, 125-127). Bunun yanisira testikiiler apoptotik germ hiicre sayisinda (128, 129),
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serumda FSH diizeyinde belirgin artis tespit edilmistir (130). Sisplatinle yapilan bazi
arastirmalarda ise epididimal sperm sayisinda, sperm motilitesinde ve intratestikiiler
sperm DNA’sinda kirilmalarin oldugu (131) ve testosteron seviyesinde azalmalara (118,

132-134) yol agtig1 belirlenmistir.

Ayrica pubertal donemde siganlarda Favareto ve ark.nin yaptigi sisplatin verilen
benzer etkilerin goriildiiglii bir ¢alismada; 45 giinliik pubertal donemdeki siganlara 3
hafta boyunca 1 mg/kg/giin doz sisplatin verildiginde si¢anlarin yaklasik 66.
ginlerindeki {ireme sistemine ait tiim organ agirliklari, sperm yogunlugu, sperm
motilitesi ve sperm iiretimi azalmistir. Fertilite potansiyeli artmis olup, intratestikiiler
testosteron orani azalmis, seminifer tiibiil capr daralmistir. Hareketsiz sperm sayisi ve
TUNEL-pozitif apoptotik hiicreleri de 6nemli Olgiide artmustir. Aynmi g¢alismadaki
sicanlar 140 gilinlikken tireme organ parametreleri incelenip ve sperm motilitesiyle
testisteki histopatolojik bulgular disindaki diger parametrelerde iyilesme oldugu
goriilmiistir (135). Sisplatinin farelere uygulandigi deneysel calismalarda da, testisin
histolojik hasarma ve treme organ agirliklarinda azalmaya, sperm Kkalite
parametrelerinde degisimlere (136), sperm DNA’sinda ¢ift zincir kiriklarina (137) ve
spermatogoniumlardaki kromozom degisimlerine (138) ayni sicanlarda oldugu gibi

benzer toksisitelere neden olur.

Bir¢ok arastirmact tarafindan yapilan g¢alismalarda lenfoma gibi agir kanser
hastalarinin tedavisinde kullanilan prokarbazin siganlara verildiginde testis dokularinda
atrofi (139, 140) Leydig ve Sertoli hiicrelerindeki hasara bagli androjen baglayici
proteinlerle testosteron seviyesinde 6nemli derecede azalma, FSH seviyesinde artis,
yanisira sSpermatogenezis sirasindaki aksakliklarin (141-143) sonucu olarak epididimal

sperm rezervlerinde azalis ve buna baglh olarak infertilite (142, 143) gorilmiistiir.

Metotreksat (MTX) ise ¢ok uzun yillardir yiiksek dozlarda kanser tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Laboratuvar hayvanlarinda da en fazla calisilan ilaglardan biridir.
Diisiik ve orta dozda kullanilan metotreksatin sican testislerinde oligospermiye neden
oldugu, ancak testikiiler atrofiye yol agmadig: bildirilmistir (144). Ayrica yapilan diger
caligmalarda Metotreksatin testislerin agirligi, germinal epitel kalinliginda ve seminifer
tiibiil capinda azalmaya neden oldugu (145), beraberinde tiibiiler dejenerasyonlarin
goriildiigli  (146), tiim spermatogenik seri hiicrelerde 06zellikle spermatosit ve

spermatidlerde letal etki gosterdigi (147), Leydig ve Sertoli hiicrelerinin biiytikligiini
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azaltici (148) etkiye neden oldugu goriilmiistiir.

Bir diger kemoterapotik ilag olan doksorubisinin farkli dozlarda uygulamalari
siganlarda testis, epididimis, seminal bez, prostat agirliklar1 ve testesteron seviyelerinde
onemli azalmalara neden olmustur. Bunun yani sira seminifer tiibiil ¢apinda, germinal
hiicre tabakasi kalinliginda, sperm sayisi, sperm motilitesinde azalmalara, sperm
anormalitesinde de artisa neden olmustur. Yapilan diger arastirmalarda ise
spermatogeneziste bozulma, dejenerasyon, 6dem ve nekroz gibi ciddi testikiiler hasara

neden oldugu (149-151) spermlerde DNA hasarina neden oldugu (152) gosterilmistir.

Bizim ¢alismamizda da yapilan diger literatiir bilgileriyle uyumlu olarak, tunika
albuginea tabakasinda vaskiiler konjesyon, interstisyel alanda vaskiiler konjesyon,
vakuolizasyon, interstisyel ddem ve tiiblil liimeninde germinatif hiicrelerde azalma,
seminifer tiibiil limeninde vakuolizasyon ve belirgin 6dem, seminifer tiibiil limenine
dokiilmiis hiicreler ve seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon, seminifer tiibiil
epitelinde boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu gosterilmistir.
Elajik asidin ise antioksidan Ozelligine bagli olarak bu etkileri azalttigini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda apoptotik hiicreler kaspaz-3 aktivitesi ile belirlendi. Kaspazlarin
apopitoz siirecinde proteolitik yariklanma kaskadini baslattigi ve bdylece apopitotik
olaylarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadiklar1 bilinmektedir. Kaspaz ailesinin 14
tiyesinden biri olan kaspaz-3, apopitozisin erken basamaklarinda aktive olan bir
proteazdir (153). Yapilan ¢alismalarda doksorubisinin spermatogenik hiicrelerde p53,
Bax, Fas, Bcl-2 ve kaspaz indikatorlii apopitoza (154, 155) sebep oldugu gosterilmistir.
On hafta siiresince haftada bir defa 1,2 mg/kg/dozda epirubisin uygulanan siganlarda ise
germ hiicrelerinin apopitoza ugradig1 goriilmiistiir (156). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak
bizde ¢alismamizda IR grubunda yogun boyanmis Kaspaz-3 pozitif hiicreler oldugunu,
IR + EA grubunda ise pozitif boyanmis hiicre sayisinda ve boyanma yogunlugunda
belirgin derecede azalma oldugunu tespit ettik. Kontrol ve EA gruplarinda ise Kaspaz-3

immunreaktivitesi gézlemlemedik.

Patolojik bir siire¢ sonucu veya viicutta meydana gelen fizyolojik islevler
sonucunda oksidatif hasar olusur. Organizmanin olusan hasara kars1 kendini enzimatik

veya nonenzimatik antioksidan sistemler ve molekiillerle korumasi gerekir. SOD ve
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GSH-Px hiicre diizeyinde etkili olan antioksidan enzimlerdendir. Kemoterapi ilaglar
dogrudan ve dolayl olarak testikiiler yap1 bozukluklarina ve oksidatif strese neden olup
erkek reprodiiktif sisteminde gonadotoksik hasara yol agar. Bu ilaglarin uygulanmasiyla
ROS seviyesinde artisa ve antioksidan seviyelerinde (GSH, GSH-Px, katalaz)
azalmalara yol acar. Oksidanlarin ve antioksidanlarin seviyesindeki artis veya azalis
testislerin steroidogenik ve spermatogenik fonksiyonlarinda hasar yaratip hormonal
degisimlerle sperm yapisinda islevsel ve genetik yapi1 bozukluklarina yol agar (19).
Gavajla veya intraperitoneal yollarla verilen farkli yapilardaki ve o6zellikteki
antioksidanlar yardimiyla ROS seviyeleri azaltilip, antioksidan aktiviteleri arttirilip
kemoterapoétiklerin erkek reprodiiktif sisteminde olusturdugu olasi yan etkiler en aza

indirgenmeye veya tam olarak 6nlenmeye ¢alisilmaktadir.

Elajik asitle ilgili yapilan diger ¢alismalarda (157) alkolle olusturulan toksisiteye
kars1 antioksidan etkiye sahip elajik asitin iyilestirici etkisini arastirilmis ve alkole bagh
artan TBARS ve NO seviyelerinin EA’in etkisiyle 6nemli 6l¢iide azaldigini ve normale
yakin seviyelere indigini gostermislerdir. Alp ve ark. ise malathion (MAL) uygulanan
gruplardaki tiim dokularda NO seviyelerinin biiyiik olgiide arttigini, CAPE ve EA’nin
ise NO seviyelerini azalttigini tespit etmislerdir. Pari ve ark. (158) Siklosporin (CsA)
kullanilarak olusturulan toksisiteye karsi, EA’in rediikte GSH seviyelerini artirdigini bu
nedenle Kkaracigerde koruyuculuk gosterdigini {dstelik TBARS seviyelerini ve
hidroperoksidleri biiyiik ol¢iide azalttigini gézlemlemislerdir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan seviyelerinin karaciger dokusunda EA verilmesiyle artttigin
bildirmiglerdir. Alp ve ark.; MAL uygulanan gruplarda bulunan karaciger, akciger ve
bobrek dokularindaki MDA birikimi ve hiicre hasarinin artisiyla rediikte GSH
diizeylerinin azaldigi, fakat CAPE ve EA’in ise rediikte GSH seviyelerini artirdigi
gorilmistir. Alp ve ark. (159) bu ¢alisma ile CAPE ve EA’in akut MAL toksisitesi
esnasinda olusan oksidatif stres tizerine diger ¢aligmalarla uyumlu olarak antioksidan

etki gosterdikleri ve toksikasyon calismalarinda kullanilabilecegini géstermislerdir.

Calismamizda biyokimyasal olarak TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx seviyeleri
ol¢iildii. IR verilen sicanlarda oksidatif hasarin gostergesi olan TBARS diizeyinin
kontrol ve diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttig1 belirlendi.
Bununla birlikte EA uygulamasinin IR’ nin neden oldugu TBARS artisinda istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azalttigi ve IR + EA grubundaki TBARS diizeyinin kontrol
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grubunun degerlerine yaklastigi tespit edildi. Sadece EA verilen grupta kontrol grubu ile
arasinda rakamsal farkliliklar olsa da istatistiksel olarak anlamli degisimlerin olmadig1
gbozlenmistir. Bununla birlikte IR+EA uygulamasimin antioksidan savunma sistemi
elemanlar1 olan GSH, SOD, GPx ve CAT diizeylerinde istatistik olarak 6nemli diizeyde
azalmaya neden oldugu goézlendi. Ancak EA uygulamasinin GSH, GPx, CAT ve SOD
diizeylerinde IR’ye bagl olan degisikligi giderdigi ve istatistikel olarak IR grubunda
farkli oldugu gozlendi. IR+EA grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiis oldugu belirlendi. Bu parametrelerden sadece SOD diizeylerinin Kontrol ve EA
grubuyla, IR+EA grubunda istatistiksel anlam icermedigi, diger parametrelerin ise
artmasima ragmen Kontrol ve EA ile IRtEA arasinda anlamli olarak fark oldugu

belirlendi.

Kemoterapi ilaglarinin erkek reprodiiktif sistemi tlizerindeki olumsuz etkilerinin
antioksidanlar ~ kullanilarak  azaltilmasina  yonelik pekcok deneysel c¢alisma
bulunmaktadir. Onceki ¢alismalar flavanoidlerden elajik asitin (155) serbest radikal
stiptiriicti etkisiyle doksorubisinin sebep oldugu testis hasarinda, spermlerin kalite
parametrelerindeki bozukluklarda (motilite, yogunluk, anormalite) steroidogenezisteki
hasarlarda ve apoptotik germ hiicre miktarindaki artislarda dnleyici rol oynayabilecegini
gostermistir. Yapilan pek¢ok deneysel ¢alismada kullanilan giiglii bir antioksidan olan
Elajik asitin (126, 128) testis ve spermlerdeki yapisal, fonksiyonel, genetik bozukluklar
ile testosteron seviyelerindeki azalmalari kismen oOnledigi veya tamamen azalttigi
belirlenmistir. Son yillarda yapilan arastirmalarda Siklofosfamidle olusturulan
gonadotoksisiteye karst Elajik asitin (106, 119) koruyucu etkileri oldugu ve
histopatolojik hasar1 azalttigi tespit edilmistir. Calismamizda bu bulgularla uyumlu
olarak EA uygulamasinin IR’nin neden oldugu testikiiler hasari belirgin sekilde

azalttigin1 gozlemledik.

Ayrica calismamizda gruplar testis agirliklari, epididimis agirliklari, seminal
vezikiil agirliklar1 ve prostat agirliklar1 agisindan istatistiksel olarak karsilastirildi. IR
uygulamasinin ve EA tedavisinin {ireme sistemi organ agirliklarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak herhangi bir degisime neden olmadigi goézlenmistir. Buna
ilaveten yapilan spermatolojik incelemelerde sperm karakteristikleri olan sperm
motilitesi, anormal sperm miktar1 ve sperm konsantrasyonlar1 degerlendirilmistir. IR

uygulamasinin sperm motilitesi ve konsantrasyonunda kontrol grubu ve EA grubuna
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gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde azalmaya neden oldugu belirlendi. IR + EA
grubunda ise yapilan tedavi sonucu sperm motilitesi ve anormal sperm oraninda IR
grubuna gore rakamsal olarak diizelme go6zlensede istatistiksel agidan anlaml
bulunmadi. Bununla birlikte sperm konsantrasyonunun IR grubuna goére anlamli
diizeyde arttig1 tespit edildi. Kontrol ve EA grubu arasinda istatistiksel olarak bir farkin
olmadig1 saptandi. Literatiirde IR’nin iireme sisteminin iizerine etkilerini gosteren
histopatolojik arastirmaya rastlanmamuistir ve bu konu ile ilgili calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda erkek siganlarda testis dokusunda kemoterapotik
ilaglardan Irinotekanin neden oldugu reprodiiktif hasara kars1 Elajik Asit’in koruyucu
etkileri oldugu gozlendi. Histopatolojik olarak IR ile hasar olusturulan grupta testiste
tunika albuginea tabakasinda ve interstisyel alanda vaskiiler konjesyon, vakuolizasyon,
interstisyel 6dem ve tiibiil limeninde germinatif hiicrelerde azalma, seminifer tiibiil
liimeninde vakuolizasyon ve belirgin 6dem, seminifer tiibiil limenine dokiilmiis
hiicreler ve seminifer tiibiill epitelinde dejenerasyon, seminifer tiiblil epitelinde
boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu tespit edildi.
Immunohistokimyasal olarak ise Kaspaz-3 immunreaktivite degerlendirmesinde IR
grubunda yogun boyanmis Kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi. IR + EA grubunda
pozitif boyanmis hiicre sayisinda ve boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma
oldugu tespit edildi. Kontrol ve EA gruplarinda ise Kaspaz-3 immunreaktivitesi
gozlenmedi. IR + EA grubunda ise bu histopatolojik bulgularda belirgin derecede
azalma oldugu goriildii. Biyokimyasal analizlerde ise IR verilen sicanlarda TBARS
diizeyinin anlamli diizeyde artti§i, EA uygulamasinin ise bu artis1 6nemli derecede
azaltti1 izlendi. IR uygulamas1 GSH, SOD, GPx ve CAT diizeyinde azalmaya neden
olurken, EA uygulamasi ise bu degerlerin artisina neden olmustur. IR uygulamasinin
sperm motilitesi ve konsatrasyonu ve sperm oraninda dnemli derecede azalmaya neden
olurken, EA uygulamas1 bu degerlerin hepsinde rakamsal olarak artisa neden olmus

ancak istatistiksel olarak sadece sperm konsantrasyonunda énemlilik gostermistir.

Sonug olarak bu calisma EA uygulamasmin siganlarda IR ile olusturulan
reproduktif hasar1 azalttigini gostermektedir. IR ile ilgili yapilan histopatolojik
calismalara literatiirde rastlanmadig1 i¢in ¢alismamizin yapilacak olan benzer projelere

destek olacag diisiincesindeyiz.
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