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1.GIRIS

Kanser giinlimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan birisidir. Kanser goriilme
insidansi; hastanin cinsiyetine, yasina, tiimoriin koken aldigi organa, diger cevre
faktorlere bagl olarak farklilik gosterir (Unal, 2012). Testis tiimdrleri nadir
goriilmesine ragmen, 15-35 yas arasindaki erkeklerde en sik goriilen malign timor
tipidir. Testis tiimorlerinin genel insidanst 100000'de 2-3 olarak bildirilmistir
(Kuzgunbay ve Yaycioglu, 2009). Erkeklerin tim yasami boyunca testis tiimdriine
yakalanma ihtimali ise %0,2 diizeyindedir. Testis tiimorlerinin %95’ germinal
dokudan kaynaklanir ve bu tlimoérler germ hiicreli tiimdr olarak adlandirilir. Germ
hiicreli tiimdrler Onclil germ hiicrelerinden koken alirlar ve pluripotent
karakterdedirler (Looijenga ve ark, 2003; Kayik¢1 ve Cam, 2005). Tiim germ hiicreli
timorlerin %20’si maligndir. Testis tiimorlii hastalarda genellikle inmemis testis
olgusunun da eslik ettigi gozlenmistir. Bu durum arastirmacilara inmemis testisli
hastalarda normal kisilere kiyasla testis kanserine yakalanma riskinin daha fazla
olabilecegini dusiindiirmiistiir (Yalginkaya ve ark, 2008). Germ hiicreli testis
tiimorleri lokal olarak biiyiliyerek invaze olmalarinin yaninda lenf bezleri, peritoneal
yiizeyler, akciger, karaciger, kemik, kemik iligi ve merkezi sinir sistemine metastaz
yapabilirler. Germ hiicreli testis tlimorlerinin tanisinda tiimor belirteglerinin rolii cok
biiyiiktiir. En sik kullanilan tiimor belirtecleri Alfa-feto-protein (AFP) ve B- insan
korionik gonadotropin (B-hCG) hormonudur. Bu tiimér belirtegleri; tanida, tedaviye
yanitin takibinde, hastaligin ilerleyisinin varligini géstermede kullanilirlar (Demirtas,
2011). Germ hiicreli testis tlimorlerin tedavisi yasa, yerlesim bdlgesi ve
histopatolojik tamiya gore farklilik gostermektedir. En birincil tedavi yontemi
orsiektomi’dir. Orsiektomi sonrasi tiimoriin histopatolojisine ve evresine gore
radyoterapi veya kemoterapi tedavisi uygulanir. Germ hiicreli tlimorlerin standart
tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi protokolii BEP (bleomisin, etoposid,
sisplatin)’dir. Germ hiicreli tiimorlerin tedavisine bu ila¢ protokoliiniin girmesi ile
birlikte prognozda belirgin bir iyilesme gériilmiistiir (Kayik¢1 ve Cam, 2005). Ileri
evre tiimorlerde preoperatif kemoterapi sonrasi tam rezeksiyon saglanmaktadir. BEP
iceren protokoliin hastaya uygulanmasi ile hastanin yasam oran1 %90’lara ¢ikmaistir.

Insan testikiiler germ hiicre tiimérlerinde (GCTT) uygulanan klasik BEP tedavisi her



ne kadar etkin bir tedavi olsa da toksik etkileri nedeniyle dnemli yan etkilere sahiptir.
Bunlarin en iyi bilineni ve 6liimciil olabilecek olan1 Bleomisin kaynakli pnémonidir.
Aragtirmacilar yaptiklar1 ¢alismayla BEP tedavisinden sonra bilgisayarli tomografi
ile pulmoner degisikliklerin belirtilerini gostermislerdir (Kwan ve ark, 2017). BEP
protokoliinde kullanilan sisplatin ise tiibiiler nefropatiye ve isitme kaybina yol
acmaktadir ( Kawai ve ark, 2005). Giiniimiizde BEP tedavisine alternatif tedaviler ve
ayni zamanda bu tedavinin etkinligini arttiracak dolayisiyla daha diisiik dozlarda
BEP kombinasyonu olusturma c¢alismalar1 hedeflenmektedir. Bu hedeflere paralel
olarak bu tez calismamizda testikiiler germ hiicre tiimorlerinde uygulanan BEP
tedavisinde boraks’in potansiyalize edici etkisinin olup olmadigini belirlemeyi
amagladik. Tiirkiye bor bilesiklerinin diinya rezervlerinin %72’ sine sahip oldugu
icin bu ¢alismamizda elde edilebilecek olumlu sonuglar sonraki dénemde yapilmasi
Ongoriilen hayvan ¢aligsmalarina paralel olarak iilkemize ayn1 zamanda maddi katkida
saglayabilecektir. Ayni zamanda tedavilerin yan etkilerinin azaltilmasi ve
ucuzlatilmas1 ayr1 olumlu kazanimlar olacaktir. Calismamizi planlarken GCTT
tiimdrli vakalarin sayis1 oldukga az oldugu ve etik sikintilar olabilecegi diisiiniilerek
su ana kadar literatiirde hi¢ kullanilmadik sekilde in vitro ortamda BEP etkinligini ve
boraksin bu etkinligi potansiyalize edici etkilerini belirleyerek ileri donemdeki

arastirmalar icin ciddi bir kaynakta sunulacaktir.



1.1. Erkek Genital Sistem Anatomisi

Erkek tireme sistemi testis, genital kanallar, yardimct bezler ve penisten olusur. Bu
tireme organlari dig genital organlar ve i¢ genital organlar olarak iki grupta incelenir.
Dis genital organlar diaphragma urogenitale ve arcus pubicus’un asagisindadir.
Penis, iiretra maskulina ve skrotum dis genital organlar1 olusturur. I¢ genital organlar
ise pelvis boslugunda ve perineum’da yer alirlar. Testis (orchis), epididimis, duktus
deferens, duktus ejakulatoryus, vesikula seminalis, prostat bezi, bulboiiretral bezler

de i¢ genital organlari olustururlar (Arinci ve Elhan, 2006).

1.1.1.i¢ Genital Organlar

Testis (orchis), epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus, vesikula seminalis,
prostat bezi, bulbotiretral bezler de i¢ genital organlari olustururlar (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Erkek genital sistemi organlar1 (Marieb, 2000)

1.1.1.1.Testis

Testisler; primer lireme organi olup funiculus spermaticus’a asili dururlar. Sagda ve
solda bir ¢ifttir ve skrotum i¢indedirler. 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3
cm kalinliginda, 20-25 gr agirhigindadir. Testislerin iki yiizii, iki kenar1 ve iki ucu
vardir. Facies medialis ve facies lateralis iki yiizli, margo anterior ve margo posterior
iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior ise iki ucudur (Ozan, 2014).

Mezonefrozun dejenerasyonu ile iki tarafta da gonadlarin alt uglarindan



gubernaculum adi verilen ligament uzanir. Gubernaculum, testislerin skrotuma
iniglerinde yardimcidir. Ayn1 zamanda testisleri skrotuma baglar. Gubernaculum’un
On tarafinda periton ¢ikintisi olan processus vajinalis olusur. Tunika vajinalis testis;
testis ve epididimis’i saran, paryetal ve viseral olmak iizere iki yapragin olusturdugu
serdz tabakadir (Arinci ve Elhan, 2006). Tunica albuginea; lamina visceralis’in
altinda testisi saran fibroz yapili tabakadir. Tunica albuginea arka kenarindan testis
icine bolme seklinde uzant1 gonderir. Bu bolme seklindeki uzantiya mediastinum
testis denir. Mediastinum testis testisin list ucundan alt ucuna kadar uzanir ve
uzantilar ¢ikar. Cikan bu uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar sayesinde
testis 200-300 arasinda lobguga (lobuli testis) ayrilmis olur. Her lob¢ugun iginde 1-3
adet arasinda tubuli seminiferi contorti adi verilen kivrimlar bulunur. Tubuli
seminiferi contortiler, testisin arkasinda birlesirler ve tubuli seminiferi recti adi
verilen kisa-diiz kanallar1 olusturur. Bu kanallar mediastinum testise girerek rete
testis adi verilen kanal agin1 meydana getirir (Aktiimsek, 2016). Testis aortanin bir
dali olan aorta testicularis’den, a. duktus deferentis, aa. skrotales anterioles, aa.
skrotales posteriores arterlerinden beslenir. Testisin sinirleri ise T10-11 medulla

spinalis segmentlerinden kaynaklanir (Arinci ve Elhan, 2006).

1.1.1.2. Epididimis

Epididimis, testisin arka-dis ylizeyinde yer alir. Spermlerin olgunluga ulastigi,
hareket yetenegini kazandig1 ve bir miktarininda depo edildigi yerdir. Yaklasik olarak
6-7 cm uzunlugunda, duktus epididimis kanalinin olusturdugu bir kanal yumagidir.
Epididimis’in iist kism1 daha kalindir asagilar ise daha incedir. Ust boliimiine kaput
epididimis, orta boliimiine korpus epididimis, alt bdliimiine ise kauda epididimis
denmektedir Epididimis’in beslendigi damarlar ve sinirler testis ile aynidir (Ozan,

2014).

1.1.1.3. Duktus Deferens

Duktus epididimis epididimis’in kuyruk kisminda kalinlasarak duktus deferens adini
alir. Kalin miiskiiler yapida olan bir ¢ift tiiptiir. Yaklasik olarak boyu 40-50 cm
arasinda genisligi ise 2-4 mm’dir. Kalin duvarli olup liimeni dardir. Epididimis’in

kuyruk parcasindan baslayan kanal, kasik bolgesinde inguinal kanaldan gegerek



karin bosluguna girer. Pelvis boslugundaki pargasina pars pelvika denir. Kanalin son
boliimii kivrimli ve genistir bu boliime ampulla duktus deferentis denir. Ampulla
duktus deferentis, spermlerin digsar1 atilmadan Once biiylik bir boliimiiniin

depolandigi yerdir (Arinci ve Elhan, 2006).

1.1.1.4.Duktus Ejakulatoryus

Duktus ejakulatorius; duktus deferens, vesikula seminalisin bosaltma kanali olan
duktus excretoryus ile birleserek duktus ejakulatoryus adim1 alir. Duktus
ejakulatoryus 2 cm uzunlugunda olup dar ve ince duvarli bir kanaldir. Prostat dokusu

icine giren bu kanal, buradan prostatik iiretraya agilir (Ozan, 2014).

1.1.1.5. Vesikula Seminalis

Vesikula seminalis; mesane ve rektum arasinda bulunan bir ¢ift organdir. Komsu
yapilara bag dokusu ile tutunur. Uzunlugu Scm, genisligi ise 2,5 cm’dir. Sekil ve
biiyiikliikleri kisiye gore degisir. Kivrimlar yapan 15 cm uzunlukta bir borudan
ibarettir. icten bag dokusu ile distan fibromiiskiiler bir kilifla sarilidir. Bu bezin
salgist semenin biliylik bir kismini olusturur (%60). Spermlerin beslenmesinde,
hareketlerinde, ovuma ulasmasinda ve fertilizasyonda 6nemli rolii vardir. Vesikula
seminalis; a. vesicalis inferior ve a. rectalis media’dan beslenir. Sempatik sinirleri

L1-2’den parasempatik sinirleri S2-4’ten gelir (Ozan, 2014; Aktiimsek, 2016).

1.1.1.6.Prostat Bezi

Prostat bezi; mesanenin altinda ampulla rekti’nin 6niinde bulunan kapsiillii bir bezdir.
Erkek genital sisteminin en biiyiik yardimcr bezidir. 3 cm yliksekliginde, 4 cm
genigliginde, 2 cm kalinliginda ve 20 gr agirlifinda bir organdir. Bu organin
cogunlugunu bez dokusu, az bir kismini da kas ve bag dokusu olusturur. Bu bez
bilesik tubuloalveoler bez yapisinda olup ¢ok sayida kanali vardir. Salgisi; amilaz,
sitrik asit, fibrinolizin ve asit fosfataz icerir. Semenin yaklasik %30’ unu olusturur.

Spermlerin uzun stire canli ve hareketli kalmasini saglar (Arinci ve Elhan, 2006).

1.1.1.7. Bulboiiretral bezler (Cowper Bezi)

Bulboiiretral bezler; kiiciik sar1 renkli, bir ¢ift bezdir. Bulbus penis yakininda ve



tiretra’ nmn arka tarafinda yer alir. Bosaltict kanallar1 (ductus glandulae
bulbourethralis) yaklasik olarak 2,5 cm uzunlugundadir ve iiretra’nin pars
spongiosa’sina kiiciik bir delik ile acilir. Salgisi koyu, mukoid ve alkalidir.
Ejakulasyondan once salgilanirlar. A. vesikalis inferior ve a. rektalis media’dan
beslenirler. Sempatik sinirleri L1-2, parasempatik sinirleri S2-4’ten gelir (Arinci ve

Elhan, 2006).

1.1.2. D1s Genital Organlar

Penis, iiretra maskulina ve skrotum dis genital organlari olusturur (Sekil 1.1).

1.1.2.1.Penis

Penis, cinsel birlesme ve bosaltim sistemi organidir. Normal halinde iken yaklasik
olarak 8-10 cm. uzunlugunda 3 cm. c¢apinda iken ereksiyon halinde 12-15 cm.
uzunlugunda 4 cm ¢apidadir. Bu rakamlar kisiler arasi farkliliklar gosterebilir. Iki
boliimden meydana gelir. Bunlar; Radix penis (kok kismi); Perineum’da bulunan
sabit kisimdir. Corpus penis (govde kismi) ise ciftlesmeye yarayan serbest kisimdir.
Ug kismina glans penis denir. Glans penis, siskince bir kisimdir ve penis basi olarak
isimlendirilir. Penis ii¢ longitudinal kitleden olusur. Bu kitleler deri ve fibroz doku ile
sarilidir. Parasempatik uyarilar, siingerimsi dokularin igine giren arterleri genisletir
ve bosluklara daha fazla kan dolmasini saglar. Boylece ereksiyon gerceklesir. Penisi
besleyen damar a. pudenda interna’dir. Penis derisini ise a. pudenda externa besler.
Penisin parasempatik sinirleri S2-4’ten, sempatik sinirleri ise L1-2’den gelir (Ozan,

2014).

1.1.2.2.Uretra Maskulina

18-20 cm uzunlugundadir. Mesanenin dip kismindaki ostium iretra internum’dan
baslar, penis ucundaki ostium iiretra externum’da sonlanir. Uretra maskulina’nin
mukozasinda Littre bezleri ve bu bezlere ait delikler bulunur. Kanallarina Skene
kanallar1 denir. Uretra maskulina {i¢ boliime ayrilir. Bunlar; Pars prostatica, Pars
membranacea ve Pars spongiosa’dir. Uretra maskulina; a. iiretralis’den ve prostati
besleyen arterlerle beslenir. Sinirleri ise N. Pudendus’un dallaridir (Ozan, 2014;

Aktiimsek, 2016).



1.1.2.3.Skrotum

Testis ve funikulus spermatikus’un i¢inde bulundugu bir torbadir. Penis ve symphysis
pubica’nin da altinda yer alir. Deri, fibroz kiliflar ve kas liflerinden olusur.
Biiyiikliigi ve sekli yasla birlikte degisir. Yetiskinlerde yumusak ve hareketlidir.
(Ozan, 2014). Skrotumu besleyen damarlar; a. pudenda externa profunda, a. pudenda
interna, a.testicularis, a. epigastrica inferior ve a. cremasterica’nin dallaridir. Sinirleri
ise Nn. scrotales anteriores, Nn. Scrotales posteriores, n. genitofemoralis ve Nn.

clunium inferiores’ten gelirler (Arinci ve Elhan, 2006; Ozan, 2014).

1.2. Erkek Genital Sistem Histolojisi

Erkek {lireme sisteminin ana gorevi sperm tiretmektir. Sperm tiretimi testislerde olur.
Testislerde ayn1 zamanda erkeklik hormonu olan testosteron da salgilanir. Genital
kanallar ve yardimcit bezler ise diiz kas kasilmalarinin da yardimi ile
spermatozoonlari disariya dogru siiriikleyen salgilar iretir. Bu salgilar ayn1 zamanda
erkek ilireme sistemi iginde bulunan spermatozoonlara gerekli besinleri saglar.
Penisle de spermatazoonlar ile genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi olan
semen disi lireme sistemine iletilir (Junqueira ve carneiro, 2009; Gartner ve Hiatt,

2016; Ross ve Pawlina, 2014).

1.2.1. Testislerin Histolojisi

Testisler skrotumun igerisinde uzanan bir ¢ift oval sekilli organdir. Sekstiel
olgunlagsmay1 ve iireme fonksiyonlarini etkiler. Ayni1 zamanda endokrin ve ekzokrin
gorevi olan bir ¢ift bezdir. Testisin ekzokrin fonksiyonu sperm iiretimini saglar,
endokrin fonksiyonu ise testosteron iiretimini saglar. (Ross ve Pawlina, 2014).
Testisler karin boslugundan inisleri sirasinda bir periton kivrimin1 da beraberinde
skrotuma tasir. Bu periton tabakasi tunika vajinalis olarak adlandirilir. Tunika
vajinalis, mezotel ile doseli serdz bir kesedir. Visseral ve paryetal tabakaya sahiptir.
Visseral tabakasi bazal lamina iizerine yerlesmistir. Paryetal tabakasi ise tunika
vajinalis’in skrotum yiizeyinin iizerine tutunmasiyla olusur. Tunika vaginalis’in
altinda diiz kasa sahip kalin fibromiiskiiler bag dokusundan olusan tunika albuginea

yer alir. Tunika albuginea testisin posterior bdlgesinde kalinlasir ve mediastinum



testisi olusturur. Buradan fibroz bag dokusu yapisindaki septumlar girer ve testisi 250
kadar piramidal bolmeye ayirir. Bu bolmelere testis lobiilleri (lobuli testis) ad1 verilir.
Tunika albuginea tabakasinin altinda da tunika vaskiiloza bulunur. Tunika vaskiiloza
kan damarlan ile sarili gevsek bag dokusu tabakasidir (Kierszenbaum, 2006;

Junqueira ve Carneiro, 2009), (Resim 1.1).
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Resim 1.1.Testis (Ross ve pawlina, 2014)

Testisler histolojik olarak intertiibiiler alan ve intratiibiiler alan seklinde incelenir.
Intratiibiiler alan seminifer tiibiil ve hiicrelerini (sertoli ve spermatogenetik hiicreler),

intertiibiiler alan ise leydig hiicrelerini igerir (Ross ve Pawlina, 2014).

1.2.1.1.Intratiibiiler Alan

Seminifer tiibiiller; testis hacminin ¢ok biiylik ¢cogunlugunu olusturan bu tiibiiller
kivrimli kanallar seklinde seyreder. Tipik bir tiibiil, ¢ap1 150-300 um, uzunlugu 30-
70 cm'dir. Tiibiiller bag dokusu yapisindadir ve testislere sarili vaziyettedir.
Seminifer tubullerin mediastinum testiste yer alan diiz kisimlarina tubulus recti denir.
Tubulus recti mediastinum testiste rete testis denilen anastomoz gosteren kanallar
sistemi ile devam eder. Seminifer tiibiil i¢erisinde kan damarlari, lenfatik damarlar,
fibroblastlar, kas benzeri hiicreler, sinirler bulunur. Epiteli; iki ana hiicre tiirli i¢eren

cok katli epiteldir. Bu hiicreler ¢ogalan spermatogenik (germ) hiicreleri ve



cogalmayan destek (sertoli) hiicreleridir. Epitelin hemen altinda fibroblast igermeyen
0zel bir bag dokusu olan tunika propriya yer alir. Tunika propriya, seminifer epitelin
bazal membrani altinda kollajen lif ve miyoid hiicre tabakasi igerir (Junqueira ve

Carneiro, 2009; Gartner ve Hiatt, 2016), (Resim 1.2).
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Resim 1.2. .Seminifer tiibiiller (Cui ve ark, 2011)

Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiillerin liimenine dogru uzanan
prizmatik sekilli hiicrelerdir. Spermatogenik hiicrelerin arasinda yerlesiktir.
Puberteden sonra ¢ogalmazlar. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar
saglarlar. Bu nedenle de diizensiz apikal ve lateral hiicre membranlarina sahiptirler.
Bazalde yerlesmis oval sekilli 6kromatik bir niikleusa sahiptir. Niikleolus igerir. Isik
mikroskobunda smirlar1 iyi ayirt edilemez. Ancak elektron mikroskobuyla
bakildiginda ise sitoplazmada diiz endoplazmik retikulum (SER), ribozomlar, ¢ok
sayida lizozom ve mitokondriler goriilmiistiir. Golgi kompleksi de iyi gelismistir. ki
Sertoli hiicresinin komsu oldugu yerlerde baglanti kompleksleri goriiliir. Bu baglanti
tipi siki baglant1 tipi olan zonula okludenstir ve peritiibiiler doku ile birlikte kan-
testis bariyerinin morfolojik temelini olustururlar (Skinner ve ark., 1991; Ross ve
Pawlina, 2014). Sertoli hiicresi gelismekte olan sperm hiicrelerini spermatogenez
asamalar1 boyunca destekler, korur ve besler. Ayn1 zamanda spermatogenez sirasinda
kalan sitoplazmik atiklar1 fagosite eder. Anti-Miillerian hormon (AMH) iiretimi yapar

ve FSH sekresyonunu diizenlerler. Androjen baglayici protein (ABP) salgilayarak



seminifer tiibiillerde testosteron konsantrasyonunu arttirir ve spermatogenezi
destekler. Testosteronu Ostradiole doniistiiriir. Demir aliniminda gerekli kan plazmasi
proteini olan testikiiler transferrini liretir ve salgilar (Skinner ve Griswold, 1980;
Eroschenko, 2016; Kierszenbaum, 2006; Gartner ve Hiatt, 2016; Sharpe ve ark.,
2003), (Resim 1.3).
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Resim 1.3. Sertoli hiicresi mikroskobik goriiniimii (Cui ve ark, 2011)

Sertoli cell

Spermatogenik hiicre (germ hiicreleri); testisin erken gelisim evresinde yolk
kesesinden kaynaklanan ve gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ
hiicrelerinden gelisirler. Spermatogenetik hiicreler farkli gelisim asamasi gosteren
hiicrelerdir ve olgunlagsmamig spermatogenetik hiicreler spermatagonyum olarak
adlandirilir. Spermatogonyum, seminifer kanalin en alt sirasinda yerlesmis ve
aralarinda  mitoz  boliinmeler  gecirerek  devamli  ¢ogalan  hiicrelerdir.
Spermatogonyumlar insanda ii¢ tiir halinde kategorize edilmistir (Kierszenbaum,
2006; Ross ve Pawlina, 2014). Tip A koyu spermatogoniumlar; koyu boyanirlar ve
cekirdekleri ovaldir. Kok hiicre olarak gorev yaparlar. Mitozla bdliinerek
spermatogoniumlarin sayisini korurlar ve tip A ag¢ik spermatogoniumlart olustururlar.
Tip A agik spermatogoniumlar; soluk boyanan oval sekilli hiicrelerdir. Mitoz
boliinme ile diger tip A agik spermatogoniumlart ve tip B spermatogoniumlari
olustururlar. Tip B spermatogoniumlar; tip A’dan daha biiyiiktiirler. Bazal
membrandan tiibiiliin limenine dogru hareket ederler. Koyu boyanmis ve daha
yuvarlak olan c¢ekirdekleri kromatin yiginlar igerirler. Mitozla bdliinerek primer

spermatositleri olustururlar. Primer spermatositler diploid sayida kromozom igerirler
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(Kierszenbaum, 2006).Primer spermatositleri olusturan TipB spermatogonyumlar
mitoz béliinmenin S fazin1 tamamladiktan sonra 1. mayoz boliinme gegirerek
sekonder spermatositleri olustururlar (Gartner ve Hiatt, 2016; Kierszenbaum, 2006).

Sekonder spermatositler primer spermatositlerin yarisi kadar olup, liimene daha

yakin bulunurlar. Primer
spermatositlerin sekonder space
spermatositleri olusturmastyla

kromozom sayis1 yariya iner ve
sekonder spermatositler haploid
kromozom sayisina sahip olur.

Sekonder spermatositler de 2. waia

seminferous
tubule

mayoz boliinme gecirerek
spermatidleri olusturur. Spermatidler
liimene ¢ok yakin ve niikleuslar
yuvarlaktir. Buraya kadar gecen evre
Spermatogenezis olarak adlandirilir
(Gartner ~ ve  Hiatt,  2016; :;:EEJ;

Kierszenbaum, 2006; Ross ve

Pawlina, 2014), (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Spermatogenezis (Mescher, 2009)

Daha sonra spermatidler spermatozoonlar: olusturmak iizere baskalasma evresine
girer. Spermatidler spermatazoonlara 4 evrede farklilasir. Bu evreler; Golgi Evresi,
Kep Evresi, Akrozom Evresi ve Matiirasyon (Olgunlagsma) Evresi (Kierszenbaum,
2006; Ross ve Pawlina, 2014). Golgi evresinde; oncelikle spermatidin Golgi
kompleksinde kiigiik graniiller goriiliir, bu graniiller glikoprotein bakimindan
zengindirler ve akrozomal vezikiili olusturmak igin biraraya gelip birlesirler.
Akrozomal vezikiiliin icerigi artar ve genisler. Kep evresi; bliyliyen akrozomal
vezikiil niikleusun biiyiik bir kismin1 orter ve bu yeni yapiya akrozomal kep adi
verilir. Akrozom evresi; olusan akrozomal bas sertoli hiicresine gomiiliir ve bazal
laminaya yonelir. Flagellum ise limene dogru ilerler. Cekirdek yogunlasir, incelir,

uzar ve hiicre membraninin iizerine dogru ilerleyerek tam bir sperm basini olusturur.
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Mitokondriyonlar flagellumun etrafinda heliks seklinde diizenlenip mitokondriyal
kilifi olusturmak i¢in sitoplazmanin kalan kismindan gd¢ ederler ve sitoplazmanin
biiylik bir kism1 kalint1 haline gelir. Maturasyon evresi; spermatid spermatozoonlari
olusturur. Olgun spermatozoon’un ¢ekirdek, orta parca ve kuyrugu etrafinda ince bir
sitoplazma vardir. Geriye kalan kalint1 haline gelmis sitoplazmayi ise sertoli hiicreleri
fagosite ederek ortamdan uzaklastirir. Spermatozoon olgunlasmasinin son agamasi
kapasitasyondur. Kapasitasyon disi lireme sistemine ejakiilasyondan sonra
gerceklesir (Ziilfikaroglu ve ark., 2010; Tosun, 1998; Ross ve Pawlina, 2014;

Kierszenbaum, 2006; Junqueira ve Carneiro, 2009).

1.2.1.2 Intertiibiiler Alan

Leydig hiicreleri seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel dokuda bulunur.
Hiicrelerin, biiytikliikleri degiskendir ve kiimeler halinde bulunurlar. Bu kiimeler
kapillerlerden zengindir ve bu kilcallardan beslenirler. Hiicreler mitokondri, iyi
gelismis diiz endoplazmik retikulum (SER), lipid damlaciklari, Golgi, lizozom,
lipofuksin i¢eren Reinke kristallerini igerirler (Kerr ve Knell, 1988). Nukleuslar1 15-
20 um capinda polihedral yapidadir. Iki cekirdekli Leydig hiicreleri goriilebilir.
Nukleoluslar1 belirgindir. Hiicre sitoplazmasi eozinofiliktir ve 1s1k mikroskobunda
vakuollii goriiniir. Lipid damlaciklar1 ve Reinke kristalleri sitoplazmadadir (Resim

1.4).

Resim 1.4.Interstisyel dokuda Leydig hiicreleri (Cui ve ark, 2011)

Leydig hiicreleri farklanarak fetal hayatin erken doneminde testosteron salgilamaya

baslarlar. Testosteron, embriyonik donemde gonadlarin erkek karakterde
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farklilasmasi i¢in gereklidir. Yetiskinde ise spermatogenezisin, aksesuar bezlerin,
genital kanallarin ve sekonder seks karakterlerinin devamliligi i¢in gereklidir. Leydig
hiicreleri erkek fetusta fetal donemin 5. Ayinda inaktif hale gelir ve puberteye kadar
inaktif halde kalir. Puberteyle birlikte gonadotropinler salinir. Gonodotropinlerin
etkisi ile tekrar aktif hale gelirler ve androjen salgilamaya baglarlar (Chen ve ark,

2010).

1.2.2. Erkek Genital Sistemin Iletici Kanallar1 Histolojik Yapilanmasi

Erkek genital sistemi iletici kanallar1 intratestikiiler kanallar ve ekstratestikiiler
kanallar olarak iki grupta incelenirler. Tubuli rekti ve Rete testis intratestikiiler
kanallar1 olusturur. Duktuli efferentes, Duktus epididimis, Duktus deferens (Vas

deferens), Duktus ejakulotoryus ve Uretra’da ekstratestikiiler kanallari olustururlar.

1.2.2.1.Tubuli Rekti

Seminifer tiibiiller kivrimlidir ve bu tiibiil iki ugtan kisa, diiz bir kanala agilir. Bu
kanal tubuli rektidir. Tubuli rekti seminifer tiibiilii rete testise baglar. Spermatogenik
hiicreler Tubuli rektinin baslangic kisminda kaybolur. Sadece Sertoli hiicreleri
goriiliir. Sertoli hiicreleri tubuli rektinin ana kisminda bulunan olan prizmatik epitel
hiicrelerini olustururlar. Bu hiicreler yag damlaciklarindan zengindir. Epitel bir bazal
lamina {izerine oturur. Epiteli ¢evreleyen gevsek bag dokusunda diiz kas hiicreleri

bulunmaz (Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006).

1.2.2.2.Rete Testis

Tubuli rekti, mediastenum testisin igerisine dogru seyreder ve burada birbirleriyle
anostomoz yaparak kanallar ag1 haline doniigiir. Bu kanallar agina rete testis denir.
Rete testis diizensiz bosluklar goriiniimiinde olup basit kiibik epitel ile doselidir

(Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006).

1.2.2.3. Duktuli Efferentes
Rete testisten sayilar1 yaklasik olarak 10-20 arasinda degisen duktuli efferentes ¢ikar.
Duktuli efferentes rete testisi duktus epididimise baglar (Esrefoglu, 2018).

Epididimisin bas kismmin bir boliimiinii olustururlar. Duktuli efferentesler bag
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dokusu ile ¢evrelenmistir ve ince sirkiiler diiz kas tabakasi icerirler. Epiteli; kisa
kiibik hiicrelerden ve uzun prizmatik hiicrelerden olusan epiteldir. Kisa kiibik
hiicrelerde mikrovillus, uzun prizmatik hiicrelerde ise silya vardir. Epiteldeki
hiicrelerin uzunlugunun ve yiizey 6zellesmelerinin farkli olmasi nedeniyle limeni
diizensiz goriliir (Junqueira ve Carneiro,2009; Eroschenko, 2016). Silyali hiicreler
spermatozoonlarin epididimise dogru hareket etmesini saglar. Mikrovilluslu hiicreler
ise seminifer tiibiilden gelen sertoli hiicrelerinin salgisinin absorbsiyonunu saglar

(Junqueira ve Carneiro, 2009; Eroschenko, 2016).

1.2.2.4.Duktus Epididimis

Bas, govde ve kuyruk olarak {i¢ bolimden olusan Duktus epididimis;
spermatozoonlar1 testisten penise dogru tasiyan, spermlerin depolandigi ve
olgunlastig1 kanallardir. Uzunlugu 6 metreye kadar ulasabilen bag dokusu ve ince
diiz kas ile sarilmis oldukca kivrimli bir kanaldir (Eroschenko, 2016). Duktus
epididimis; sperm maturasyonunda ve depolanmasinda gorevlidir. Spermin
motilitesinin kazanilmasini saglar. Plazma membran ylizey 6zellikleri degisimleri ve
yeni yiizey molekiilleri gelisimi ile oositi tanima ve oosite baglanma yetenegini
kazandirir. Gegici spermatozoon kapasitasyon inhibisyonu ve sperm maturasyonu
icin gerekli olan Gliserofosfokolini salgilar. Duktuli eferentesten artik olarak kalan
liminal sivinin rezorpsiyonunu saglar. Sitoplazmik artiklar1 ve dejenere olan
spermatozoonlar1 fagosite eder. Epiteli stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik
epiteldir. Epitel iki tiir hiicre igerir; esas hiicreler ve bazal hiicrelerdir. Esas hiicreler;
bas kisminda uzundur (80 pm) ancak kuyruga dogru (40 um) kisalir. Uzun prizmatik
hiicrelerdir. Hiicreler epitelin liimene bakan ylizeyinde dallanan ve hareketsiz
demetler halinde olan sterosilyalidir. Apikal sitoplazmasinda; lizozomlar,
multivezikiiler cisim, pinositotik kapli vezikiiller, plazmalemma invajinasyonlari
igerirler. Ayn1 zamanda iy1 gelismis bir Golgi kompleksine ve ¢ok sayida graniillii
endoplazmik retikulum’a (GER) sahiptirler. Bazal hiicreler; kisa yuvarlak kok
hiicrelerdir. Hiicreler epitelin bazal laminasi {lizerine otururlar. Epitelin i¢inde go¢
eden lenfositler olan Halo hiicreleri de bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014;

Junquerra ve Carneiro, 2009; Eroschenko, 2016; Esrefoglu, 2018)
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1.2.2.5.Duktus Deferens

Duktus deferens, epididimisin kuyrugunun devami olup testikiiller damarlara ve
sinirlere yakindir (Esrefoglu, 2018). Kalin duvara ve dar bir liimene sahiptir. Duktus
deferensin epiteli yalanci ¢ok katli prizmatik epiteldir. Uzun prizmatik hiicrelerin
liimene bakan kisimlar sterosilya igerir. Lamina proprianin igerisinde ¢ok sayida
elastik lifler bulunur. Lamina proprianin altinda ise submukoza yer alir.
Submukozada ¢ok fazla kan damarlar1 vardir ve bu durum mukozanin muskiiler
tabakadan ayrilmasini saglar. Miiskiiler tabaka 3 diiz kas tabakasindan olusur. I¢
tabaka, digerlerine gore daha ince olup longitudinal seyirli diiz kas liflerinden olugur.
Orta tabaka daha kalindir ve diiz kas lifleri sirkiiler seyirlidir. Son tabaka olan dis
tabaka ise longitudinal seyirlidir ve fibr6z adventisya ile ¢evrilidir (Ross ve Pawlina,
2014; Junqueira ve Carneiro, 2009; Eroschenko, 2016). Duktus sonlanmadan 6nce
genisler, bu genisleyen kisim kisim duktus deferensin ampullasidir. Ampulla
dallanmis uzun mukozal katlantilara sahiptir. Kas tabakasi duktus deferensin diger

yerlerine gore cok incedir. Epiteli kalin ve kivrimhidir (Esrefoglu, 2018).

1.2.2.6.Duktus Ejakulatoryus

Ampullanin son kisminda seminal vezikiiliin ampullaya katilir ve birleserek duktus
ejakulatoryusu olustururlar. Duktus ejakulotoryus tek katli prizmatik ya da yalanci
cok katli prizmatik epitel ile doselidir. Epiteli salg1 6zelligine sahiptir ve hiicreler sar1
pigment graniilleri icerirler. Duktusun duvarinda kas tabakasi yoktur, yalnizca fibréz
bag dokusundan olusan bir duvar ile desteklenmistir (Ross ve Pawlina, 2014;

Junqueira ve Carneiro, 2009).

1.2.2.7.Uretra

Uretra, idrar kesesindeki idrar1 disar1 atmasinin yaninda erkeklerde ejekiilasyonda
sperm transportunda da gérevlidir. Uretra erkeklerde daha uzundur ve 3 segmentten
meydana gelir. Bunlar; Prostatik iiretra, Membrandz iiretra ve Penil tiretra’dir
(Gartner ve Hiatt, 2016). Prostatik {iretra 3-4 cm uzunlugunda olup transizyonel
epitel ile doselidir. Prostatik iiretranin etrafinda icte uzunlamasina dista ise dairesel
sekilde uzanan iki kas tabakas1 vardir. Membran6z iiretra, ¢cok katli prizmatik epitele

sahiptir. Kas tabakasi oldukca ve ince diiz kas liflerinden olusur. Penil iiretra,
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yaklasik 15 cm uzunlugunda olup proksimali ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir.
Fossa navikiilaris olarak adlandirilan penil {iretranin genislemis kismi ise ¢ok katli
yassi epitel ile doselidir. Epitelin altinda gevsek, fibroelastik bag dokusundan,
meydana gelmis lamina propria yer alir. Lamina propriada birkag ince, uzun diiz kas
demeti bulunur. Ayrica burada dallanmig tiibiil yapisinda olan Littre bezleri de yer
alir. Littre bezlerinin kanallar1 penil iiretra’ya acilir. Uretral mukoza belirgin
longitudinal kivrimlar icerir ve bu 0zgiin yapi, aliman mikroskobik Orneklerde

iiretranin ayirici 6zelligini olusturur (Gartner ve Hiatt, 2016) .

1.2.3.Yardimc1 Genital Bezler
Yardimci genital bezler erkeklerde iireme icin gerekli olan salgilar iiretir. Bunlar;

Vezikiila seminalis, Prostat ve Bulboiiretral bezler’dir.

1.2.3.1.Vezikiila Seminalis

Vezikiila seminalis, duktus deferensin ampullasina paralel olarak uzanan uzunlugu 15
cm olan, 2 adet kivrimli tiibiiler bezlerdir. Duktus deferens ile ejakiilatuar duktusu
olusturur. Liimeni; mukozal katlantilar icerir, katlantilar dallanma gosterir. Epiteli
degisiklik gosterir; yalanci ¢cok katli uzun prizmatik epitel, silyasiz algak prizmatik
hiicreler ve kisa bazal hiicreler. Algak prizmatik hiicreler; GER, Golgi, lipid
damlaciklari, apikal sekresyon graniilleri, lipokrom pigment damlaciklar1 igerirler.
Lipokrom pigment damlaciklari semene sar1 rengini verir. Vezikiila seminaliste hiicre
yiiksekligi testosteron diizeyine baglhidir. Lamina propriasi damardan zengin elastik
lifler iceren gevsek bag dokusu yapisindadir. Muskularis tabakasi igte sirkiiler dista
longitudinal seyirli diiz kas tabakasindan olusur. Adventisyast bag dokusu ile
karigiktir  ve muskularis tabakasin1 ¢evreler (Eroschenko, 2016). Seminal
vezikiillerde spermatozoonlar depo edilmez. Seminal vezikiiller spermatozoonlari
aktive etmek i¢in prostaglandin, aminoasid, inozitol, sitrat, protein igerikli salgi
iretirler. Ayn1  zamanda seminal siviya karbonhidrat (fruktoz) vererek
spermatozoonlarin beslenmesini saglarlar ve spermatozoonlara enerji kaynagi

olustururlar (Junqueira ve Carneiro, 2009; Eroschenko, 2016).
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1.2.3.2.Prostat Bezi

Prostat, en biiyiik yardimeci bezdir. Uretra ve duktus ejakulatorisi igerir. Bosaltict
duktuslar ile prostatik {iretraya drene olan 30-50 kadar bilesik tiibiiloalveolar bezlerin
bir araya gelmesi ile olusur (Esrefoglu, 2018). Bezler 3 konsantrik tabaka seklinde
diizenlenmistir; Mukozal bezler, Submukozal bezler ve Periferal bezler (Esas
prostatik bezler). Mukozal bezler direkt uretraya acilip salgi yaparken submukozal ve
periferal bezler prostatik sinuslara agilip salg1 yaparlar. Yetiskin prostat parankimasi
4 kisimdan olusur. Bunlar; Santral zon, Periferal zon, Transitional zon ve Periiiretral
zon’dur. Santral zon’un epital hiicrelerinin sitoplazmalar1 bazofilik ve niikleus
seviyeleri farklidir. Transizyonel zon’da daha ¢ok mukozal bezler vardir. Peritiretral
zon’da ise hem mukozal hemde submukozal bezler vardir (Esrefoglu, 2018).
Prostatin stromasi diiz kas lifleri iceren diizensiz siki bag dokusundan olusur. Kas
lifleri ejekiilasyon aninda kasilarak prostat salgisinin bosalmasini saglarlar. Stroma
periferde fibromiskiiler bir kapsiille devam eder. Bez epiteli tek katli prizmatik
epiteldir. Ancak yer yer yalanci ¢ok katli epitel de goriilebilir. Epitel hiicreleri protein
sentezi yapar ve GER, Golgi, salg: graniilleri igerirler. Bez liimeninde yasla beraber
artan, kalsifiye olabilen, ¢esitli sekil ve boylarda prostat taslar1 (Korpora amilasea)
goriileblir. Prostat bezinin gelisimi ve fonksiyonel aktivitesi vezikiila seminalisteki
gibi testosterona baglidir. Prostat bezi fibrinolizin, sitrik asit, prostatik asit fosfataz
(PAP) ve prostat spesifik antijen (PSA) salgilar. Fibrinolizin; semenin akigkan hale
gelmesini saglar. Prostatik asit fosfataz (PAF); bez epitelindeki hiicrelerin
bliylimelerinde ve metabolizmalarinda etkilidir. Prostat spesifik antijen (PSA) ise;
seminal sivinin yapisina katilir ve onemli bir timdr belirtecidir. Prostat kanseri
durumunlarinda kandaki PSA miktar artar ve prostatik epitel araciligr ile dolasima

verilir (Gartner ve Hiatt, 2016).

1.2.3.3.Bulboiiretral Bezler

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), penis kokiinde ve membrandz iiretra
baslangicinda prizmatik epitel ile doseli bilesik tiibiiloalveolar bezlerden olusan bir
cift bezdir (Esrefoglu, 2018). Bezler ince bir bag dokusu sarilidir ve ¢izgili kas lifleri
vardir. Bez igerisine septumlar girer ve orgami lobiillere bdler. Septumlarin bag

dokusundan olusur ve yapisinda yapisinda ¢ok miktarda elastik lifler, ¢izgili kas
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lifleri ve diiz kas lifleri bulunur. Salgi kanallar1 yalanci ¢ok katl epitel ile doselidir
Mukus benzeri bir salgi iretir ve irettigi bu salgi, seminal sivinin %2-5’ini
olusturur. Sekstiel stimiilasyon ile iiretra liimenini kayganlastirir, erkek iiretrasindaki
kalan idrar1 ve kadindaki asidik vaginal salgilar1 nétralize eder. Bulboiiretral bezlerin

fonksiyonu androjenler tarafindan diizenlenir (Unal ve ark., 2017).

1.2.4.Penis

Penis, idrar ve semenin disar1 atilmasini saglayan organdir. 3 tane erektil dokudan
olusur. Bunlar; iki adet Korpus kavernozum ve bir adet Korpus spongiyozum’dur
(Esrefoglu, 2018) Korpus kavernozumlar; bir ¢ift olup dorsal yerlesimlidirler. Tunika
albuginea adi verilen kalin fibroz bir kilif ile sarilmistir. Kilifin kollajen lifleri igte
sirkiiler, dista longitidiinal olmak tiizere 2 tabaka halinde diizenlenmistir. Korpus
kavernozumlar endotel ile doseli ¢ok sayida koverndz bosluklar igerir. Bu bosluklari
trabekiiller olusturan ince bir diiz kas tabakasi ¢evreler. Korpus spongiyozum; tek
olup ventral yerlesimlidir ve {iretray1 ¢evreler. Daha sonra genisler ve glans penisi
olusturur. Glans penisin epiteli ¢ok katli yassi epiteldir. Penisi ince bir deri 6reter. Bu
derinin proksimal kisminda kaba pubik killar, ¢cok sayida ter bezleri ve sebasodz
bezler bulunur. Distal kisminda ise az sayida ter bezi olur ve kil folikiilii bulunmaz.
Penisi orten bu deri penisin u¢ kisminda katlanti yaparak glans penisi Orter. Bu
katlantiya prepusyum (siinnet derisi) denir. Prepusyumun bag dokusu ve diiz kas
lifleri igerir; i¢ yiizeyi ise nemli ve non-keratinizedir. Korpus spongiyozumda tunika
albuginea ile sarilidir ancak korpus kavernozuma gore ¢ok daha incedir ve elastik
lifler ile diiz kas liflerini icerir. Kavernoz bosluklar1 daha kiigiik, trabekiilleri de daha
incedir (Ross ve Pawlina, 2014; Junqueira ve Carneiro, 2009; Gartner ve Hiatt,

2016).

1.3.Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

Embriyoda 7. haftaya kadar erkek ve disi morfolojik 6zellikleri gelismeye baslamaz.
Bundan dolayi, genital sistemin bu baslangic donemi, farklilasmamis (indifferent)
satha olarak adlandirilir (Moore ve Persaud, 2001). Embriyoda cinsiyet farklanmasi,
bircok genin rol aldigr bir siirectir. Eseysel dimorfizmde kilit rol Y

kromozomunundur. Y kromozomunun kisa kolunda bulunan Sry geninin protein
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triinii olan Testis belirleyici faktor (TDF = Testis Determining Factor) varligi
gonadal kabartinin testis yOniinde farklanmasini saglar. Ancak embriyo XX
kromozomunu tasiyorsa gonad otomatik olarak ovaryuma farklanir (Moore ve

Persaud, 2001; Yakisik ve ark, 2005; Sadler, 2011).

1.3.1.Gonadlarin Gelisimi
Gonadlar 3 farkli kaynaktan koken alirlar:

e Mezodermal epitel (Posterior abdominal duvart doseyen mezotel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag doku)

e Primordiyal germ hiicreleri (Moore ve Persaud, 2001).

1.3.2. Primordiyal Germ Hiicreleri

Primordiyal germ hiicreleri epiblast kdkenli olup primitif ¢izgi boyunca go¢ ederler.
Go¢ eden primordiyal germ hiicreleri 4. haftanin basinda vitellus kesesinin
endoderminde ilk kez gozlenir. 5.haftanin sonunda embriyonun katlanmasi ile
birlikte vitellus kesesindeki primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketlerle
sonbarsagin dorsal mezenteri boyunca embriyonun lumbar bolgesindeki gonadal
kabartiya go¢ ederler (Sekil 1.3). Go¢ 6. haftaya kadar devam eder. PGH’lerinin
gonadlarin disi veya erkege farklanmasinda 6nemli etkileri vardir. G6¢ hareketlerini
tamamlayan PGH’leri gonadal kabartiya ulastiklarinda embriyo disi karakterdeyse
(XX) gonadal kabartinin dis kismina; erkek karakterdeyse (XY) gonadal kabartinin
i¢ kismina yerlesirler. PGH’lerinin gd¢ hareketleri germ hiicreleri lizerindeki c-kit
reseptOrii ve onun kok hiicre faktorii (“steel faktor”) sayesinde gerceklesir. Eger bu
hiicreler gonadal kabartiya ulagsamazlarsa gonadlar olusmaz (Sadler, 2011; Moore ve
Persaud, 2001). Ek olarak, genital kabartiya go¢ sirasinda germ hiicrelerinin malign
transformasyonu ile gonadal germ hiicreli tlimorler olusur. C-kit ekspresyonundaki
yetersizlik gibi nedenlerle de germ hiicreleri hedefine ulasamaz ve go¢ yolunda
kalabilir, ya da go¢ normalden farkli bir yonde ilerler. Bu sekilde hedefine
ulasamayan veya anormal bolgelere go¢ eden germ hiicre kalintilarindan gonad dis1
bolgelerde (mediasten, abdomen, pelvis, pineal bolge) germ hiicreli timorler olusur.

Germ hiicre tiimorleri tiimoriin koken aldigi onciil germ hiicrelerinin gelisim
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evresine, embriyonik ve embriyo dis1 dokulara farklilasma kapasitesine gore farklilik

gosterirler (Schneider ve ark, 2001; Demirtas, 2011).
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Sekil 1.3. 3 haftalik embriyoda primordiyal germ hiicreleri ve bu hiicrelerin genital kabartiya gocii
(Sadler, 2011)

Primordiyal germ hiicrelerinin primer gonadlara gogii sirasinda gonadal sirttaki epitel
hiicreleri prolifere olur ve alttaki mezensime gomiiliirler. Boylece burada primitif
cinsiyet kordonlarini olustururlar. Primitif cinsiyet kordonlar disi ve erkekte yiizey
epiteline baghdir. Bu evrede erkek ve disi gonadlar ayirt edilemez. Bu yiizden bu
donemdeki gonad faklanmamis gonad olarak adlandirilir (Sadler, 2011).

1.3.3.Testis Gelisimi

Embriyo erkek yoniinde farklanacaksa primitif cinsiyet kordonlart SRY geninin
etkisiyle testis veya meduller kordonlari olusturmak icin cogalarak medullaya
girerler. Medullaya giren kordonlar medullanin derinlerine dallanarak uzanir. Testisin
hilus bolgesine yakin olan bu kordonlar anastomozlagarak rete testisi meydana
getirir. Gelisimin ileri evresinde kalin fibréz bag dokusu yapisinda olan tunica
albuginea gelisir ve testis kordonlar1 yiizey epiteli ile iligskisini kaybeder (Sadler,
2011). Tunica albugineanin yogunluk kazanmasi testikiiler gelisim i¢in 6nemlidir.
Gelisimin ileri haftalarinda testis kordonlar1 atnali sekline gelir ve bu kordonlar rete
testis kordonlariyla devam eder. Bu asamada testis kordonlar1 primitif germ

hiicrelerinden ve testisin yiizey epitelinden koken alan sertoli hiicrelerinden olusur.
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Sertoli hiicrelerinden Miiller inhibe edici faktor (MIS) salgilanir. Sertoli
hiicrelerinden salgilanan MIS, Paramezonefrik (Mullerian) kanal gelisiminin
baskilanmasini saglar (Moore ve Persaud, 2001). Leydig hiicreleri ise gonadal sirtin
mezengsiminden koken alirlar ve testis kordonlarinin arasinda yerlesiktirler. Leydig
hiicreler testis kordonlarinin farklanmaya baslamasiyla birlikte gelismeye baslarlar.
Gelisimin 8. haftasindan itibaren leydig hiicreleri testosteron ve androstenedione
salgilamaya baglar. Bu hormonlar mezonefrik kanalin ve dis genital kanallarin erkege
farklanmasin1 uyararak erkek bosaltim yollarinin gelisimesini, yardimci genital
bezler olan prostat, seminal vezikiil ve bulboiiretral bezlerin gelismesini, penisin
biliylimesini, penil iiretranin gelismesini, skrotal sigkinliklerin birlesmesini saglarlar.
(Demirtas ve Piskin, 2009; Hutson, 2012). Testis kordonlarmin liimenleri puberteye
kadar kapalidir. Puberteyle birlikte kordonlarin liimenleri agilir ve seminifer tiibtillere
dontgiirler. Testis biiyiiylip genisledik¢e gerileyen mezonefrozdan ayrilarak kendi
mezenteri olan mezorsiyuma asilir. Daha ileri gelisimde de testisin ylizey epiteli
diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizey mezoteli olusur (Sadler, 2011; McGeady ve
ark, 2011; Reina ve ark, 2016), (Sekil 1.4).

Tunica
Degenerating / =
mesonephric | >, albuginea
tubule

shaped

Excretory” |
Tunica mesonephric

Paramzsc::rt\ephrl; neohric Albuginea  tubules \\——Paramesonephric
" aonen (ductuli efferentes)|| N\ duct

duct ¥ Mesonephric duct

A B (ductus deferens)

Sekil 1.4. A. Gelisimin 8. Haftasi, transvers kesit. B. Testis ve genital kanalin 4. Aydaki goriiniimii
(Sadler, 2011)
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1.3.4.Genital Kanallarin Embriyonik Donemde Gelisimi

1.3.4.1.Farklanmamis Evre

Gelisimin 5-6. Haftalarinda embriyo incelendiginde erkek ve disi genital sisteminin
iletici yollarin1 olusturacak Mezonefrik (Wolffian) ve Paramezonefrik (Mullerian)
kanallar embriyoda bir arada bulunurlar (Sadler, 2011). Paramezonefrik kanal
baslangicta bir septumla birbirinden ayrilmis iki kanal seklindedir. Ancak biiyiidiikce
bu iki kanal birleserek uterus kanalini olustururlar. Birlesen kanallarin kaudal ucu
tirogenital siniistin arka duvarinda miillerian tiiberkiil adi verilen sislik olusturur.
Mezonefrik kanallar ise miillerian tiiberkiiliin iki yanindan tirogenital sinusa acilirlar

(Sadler, 2011).

1.3.4.2.Erkekte Genital Kanallar

Mezonefrik kanalin biiyilk bir kismi erkek genital bosaltim yollarini yapar.
Mezonefroz geriler ve gerilerkende epigenital tiiblil adi verilen birkag bosaltim
kanali kalir. Epigenital tiibiiller rete testisin kordonlar1 ile birlesir ve duktuli
efferentesleri olustururlar (Rao ve Burnett, 2013). Testisin kaudal kutbu boyunca
uzanan bosaltim kanali olan paragenital tiibiiller rete testis kordonlar1 ile baglanti
kurmazlar. Bu yapilarin kalintilar1 ise paradidimis adini alir. Mezonefrik kanalin
kraniyal ucu apendiks epididimis olarak adlandirilan kalint1 yapiy1 olusturur. Geriye
kalan mezonefroz kanal pargasi duktuli efferenteslerin giris yerinin hemen altinda
uzar, son derece kivrintili bir hal alarak ve duktus epididimisi yapar. Mezonefrik
kanallarin kaudal uglarinin lateralinden disa dogru ise seminal vezikiil gelisir.
Mezonefrik kanal seminal vezikiil tomurcugundan epididimisin distaline kadar kalin
kasli hale gelir ve duktus deferens olusur. Seminal vezikiil kanali ile iiretra arasinda
kalan mezonefrik kanal boliimii ejakiilatuar duktus olarak gelisir. Paramezonefrik
kanallar ise dejenere olurlar. Paramezonefrik kanallarin dejenere olmasini MIS
saglar ve bu kanallar dejenere olurken erkeklerde kiigiik bir kalint1 birakir. Bu kalint1
appendiks testis olarak adlandirilir (Hassa ve Asti, 1997; Moore ve Persaud, 2001;
Sadler, 2011), (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5.Gelisimin 4. Ayinda ve testis inisinden sonra genital kanallarin durumu (Sadler, 2011)

1.3.5.Erkekte Di1s Genital Organlarin Gelisimi

Dis genitaller fetal testisler tarafindan iiretilen testosteron hormonun etkisiyle erkek
yoniinde gelisir. Fallus, uzayip genisler ve bu sirada tretral katlantilar1 6ne ¢ekerek
iiretral olugun lateral duvarini olusturur. Uretral oluk fallusun kaudal kismina gelir,
fakat fallusun en ug noktasi olan glansa ulasamaz. Uretral olugu endodermal epitel
doser ve bu epitel lretral plagi meydana getirir. 12. haftanin sonunda iiretral
kivrimlar iiretral plak iistiine kapanir ve penil iiretra olusur. Uretranin distal kismi 4.
ayda epitelyal kordon olusmastyla tamamlanir. inguinal bdlgede yerlesik olan skrotal
siskinlikler kaudale dogru biiyiir ve hemiskrotumu meydana getirir. Her sislik kendi
etrafindaki hemiskrotumu meydana getirdigi i¢in iki tane hemiskrotum olusur.
Hemiskrotumlar da skrotal septum ile birbirinden ayrilir (Rao ve Burnett, 2013;
McGeady, 2013; Moore ve Persaud, 2001; Sadler, 2011).

1.4.Kanser

1.4.1.Kanser Hakkinda Genel Bilgiler

Kanser, hiicre biiylime ve bdliinmesini kontrol eden genlerin hasar gérmesi ile ortaya
¢ikan onemli bir hastaliktir. Kanserin en belirgin tanimsal 6zelligi, viicudun c¢esitli
bolgelerinde ortaya ¢ikan ve diger organlara yayilabilen anormal hiicre
boliinmeleridir (Aslan ve ark, 2006). Cogalan kanser hiicreleri komsu dokulara girer
ve dokulart istila eder. Bu duruma invazyon denir. Kanser hiicrelerinin olustuklari
timorden ayrilip, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine

yayllmasi olayma ise metastaz adi verilir. Kanser hiicreleri yayildiklar1 yerlerde
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tiimdr kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Tiimorler, bulundugu bolge
disinda yerlesme egilimi gostermiyorsa bu tip kanserlere benign tiimor, bulundugu
yerden diger doku ve organlara yayilma egilimi gosteriyorsa bu tip kanserlere de
malign timor adi verilir (Kutluk ve Kars, 1992). Benign ve malign tiimdrleri
birbirinden ayirt etmede 4 kriter dikkat alinir. Bunlar; diferansiyasyon ve anaplazi,
biiyiime hizi, lokal invazyon ve metastazdir. Benign tiimorler; iyi diferansiye olur,
hiicrelerin biiylime hizi yavastir, lokal invazyonu kaynaklandigi yerle sinirlidir ve
metastaz yoktur. Malign tiimorler ise; kotii diferensiye olur ve anaplazi goriilir,
hiicrelerin biiyiime hiz1 diferansiyasyona bagli olmakla birlikte hizlidir, Progressif
infiltrasyon, invazyon, destriiksiyon goriiliir ve ¢evre dokuya yayilarak biiyiime
gosterirler, metastaz vardir (Unal, 2012). Kansere neden olan etkenler genetik
faktorler ve gevresel karsinojenlerdir. Genetik faktorler kanser olusumunun %5’ini
olustururken ¢evresel karsinojenler %95’ini olusturur. Cevresel karsinojenler;
iyonize radyasyon, ultraviyole 1sinlari, hava Kkirliligi, kimyasal karsinojenler,
beslenme faktorleri, sigara, alkol ve viriislerdir (Cetin, 2013; Yokus ve Cakir, 2012;
Kutluk ve Kars, 1992). Kanser goriilme insidansi; hastanin yasina, cinsiyetine,
timdriin koken aldigi organa, diger ¢evre faktorlere bagl olarak farklilik gosterir.
Kadinlarda en sik meme kanseri, tiroid kanseri, kolon kanseri gortiliirken erkeklerde

akciger kanseri, prostat kanseri, mesane kanseri en sik goriilen kanser tiiriidiir.

Erkeklerde az da olsa goriilen baska bir tiimor cesidi de testis tiimoriidiir. Testis
timorleri erkeklerdeki tiim malign tiimorlerin % 1-2’sini kapsamaktadir. Erkek
irogenital sistem tiimorlerinin ise %13-23’linii olusturur. Genel insidans1 ise
100.000°de 2-3’tiir. Ancak sosyoekonomik durum, cevresel faktorler, gegcirilmis
hastaliklar ve etnik faktorler gibi pekcok etkenler hastalik insidansinda farkliliklar
olusturur. Testis tiimorlerinin kesin nedeni bilinmemekle birlikte etyolojisinde
edinsel ve konjenital faktorlerin 6nemli bir yeri vardir. En 6nemli konjenital faktor
kriptorsidizmdir. Testis tiimdrli hastalarin % 7-10'unda kriptorsidizm hikayesi vardir
ve Kriptorsidizmi olanlarin testis tlimoriine yakalanma riski daha fazladir. Malignite
riski en yiiksek intraabdominal testiste en yiliksek (1/20), inguinal testiste ise en
diisiiktiir (1/80). Inmemis testisin skrotum igine indirilmesi, muayene ve tiimor

tanimlanmasinin kolaylastirir, ancak malignite potansiyelini degistirmez. Gebelik

24



sirasinda dietilstilbestrol veya Ostrojen igeren oral kontraseptif kullanimi, fetusta
testis tiimorll insidansini artirmaktadir. Non-Spesifik enfeksiyon veya kabakulak
enfeksiyonu gibi enfeksiyon durumlarinin, travma gibi edinsel faktorlerin testislerde
lokal hormonal dengesizliklere yol acarak malign transformasyona neden oldugu

diisiiniilmektedir (Yalginkaya ve ark, 2008; Albers ve ark, 2008; Saric1 ve ark, 2013).

1.4.2.Testis Tiimorlerinin Histopatolojik Simiflamasi
Testis tlimorlerinin histopatolojik olarak c¢ok sayida degisik tipleri vardir. Dixon-

Moore klasifikasyonuna gore testis tlimorleri siniflandirilmast;

I- TESTISIN PRIMER TUMORLERI
A- Germinal Tiimorler;
1-Seminom germ hiicre tiimorleri
2- Nonseminomatoz germ hiicre tiimorleri (NSGHT)
B- Testisin Nongerminal Ttimoérleri
1- Gonadal stromal tiimdrler
a- Leydig hiicreli timdrler
b- Sertoli hiicreli tiimorler
c-Gonadoblastoma
2- Diger Tiimorler
a-Rete Testis in Adenokarsinomu
b-Mezenkimal tiimorler
c- Karsinoid
d-Adrenal rest timo
e-Epidermoid Kist
f-Adenomatoid Timor
II-TESTISIN SEKONDER TUMORLERI
A-Lenfoma
B-Testisin Losemik Infilrasyonu
C-Metastazlar
III-PARATESTIKULER TUMORLER
A-Adenomatoid
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B-Epididimin Kistadenomu
C-Mezenkimal tiimorler
D-Mezoteliyoma

E-Metastazlar (Akkili¢ ve Solok, 1977)

Tiim testis tiimor gruplart iginde en sik karsilagilan tiimdr germinal hiicreli testis
tiimoriidiir. Germinal hiicreli testis tiimori testis tiimorlerinin %90-95’ini olusturur

(Fujimura ve ark, 2005).

1.4.3.Germ Hiicre Tiimorleri

Germ hiicre tiimorleri, seminom ve nonseminom germ hiicre tiimorleri olarak ikiye

ayrilir (Rudolph ve ark, 2017).

A- SEMINOM
1. Klasik seminom en sik (%85)
2. Anaplastik seminomlar (%10)
3. Spermatositik seminom (%5)
B- NONSEMINOM GERM HUCRE TUMORLERI (NSGHT)
1. Embriyoner karsinom
2. Yolk sak tiimorii
3. Koryokarsinom

4. Teratom

1.4.3.1.Seminom

Germ hiicreli tiimorler icinde en sik karsilagilan tiimér olup tek basina goriilme
siklig1 %35 dir. Seminomun ii¢ tipi vardir. Ancak prognostik acidan bakildiginda bu
ic tip arasinda fark yoktur. Seminomlarin % 85 1 klasik tiptir. Klasik seminomda
hiicreler biiyiik, seffaf sitoplazmalidir ve niikleusu koyu boyanir. Az bir kisminda da
sinsityotrofoblastik elemanlar bulunur. Bu tip seminomlarda - hCG {iretimi vardir.
Ikinici tip seminom olan anaplastik seminom, seminomlarin % 5-10’unu olusturur.
Niikleuslar: asir1 derecede pleomorfizm gosterir. Ugiincii tip seminom ise

spermatositik tip seminomdur. Seminomlarin %5-10’unu olustururlar. Hiicre
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boyutlart degiskendir ve sabit degildirler, sitoplazmalari koyu boyanir, nukleuslari
yuvarlak olup yogun kromatin igerirler. Spermatositik seminom en sik 50 yas

tizerindeki erkeklerde goriiliir (Isabell ve ark, 2004).

1.4.3.2.Embriyonal Karsinom

Embriyonal karsinomun tek basina goriilme sikligi % 20 dir. Adult ve infantil olmak
tizere iki tipi mevcuttur. Adult tipde belirgin olarak pleomorfizm dikkat c¢eker.
Hiicreler, papiller-glandiiler yapilardaki gibi dizilim gosteririler, yaygin kanama ve
nekroz vardir. Infantil tip ise, endodermal sinus tiimérii veya yolk sac tiimérii olarak

da adlandirilir (Akkilig ve Solok, 1977).

1.4.3.3.Yolk Sak Tiimoérii (Endodermal Siniis Tiimorii)

Infantil tip tiimordiir. En stk cocuklarda goriiliir. Eriskinlerde ise diger histolojik
tiplerle kombinasyon halinde bulunur ve alfa fetoprotein (AFP) tiretimiyle iligkilidir.
Homojen, sarimsi ve miisindz goriinimii vardir, hiicreleri genis, sitoplazmalari
vakuolliidiir ve glikojen ile yag igerir. Sinsityotrofoblast ve sitotrofoblastlarla ¢evrili

kaviteler bulunur (Yortikoglu, 2011) .

1.4.3.4.Koryokarsinom

Tek basina goriilme insidensi ¢ok diisiiktiir. Sinsitiotrofoblastlar ve sitotrofoblastlar
goriiliir.  Sinsityotrofoblastik elemanlar; genis, cok niikleuslu ve eozinofilik
sitoplazmalidir. Sitotrofoblastik elemanlar ise, tek niikleuslu, seffaf sitoplazmali
hiicrelerden olusur. Oldukga agresif bir tiimordiir. Erken hematojen metastaz yapma

ozelligi ile diger nonseminomatoz testis tlimorlerinden ayrilir (Demirtas, 2011).

1.4.3.5.Teratom

Tek basina goriilme olasilig1 %5°dir. Matiir ve immatiir teratom olmak {izere iki tipi
vardir. Matiir teratom ektoderm, mezoderm ve endoderm den kaynaklanan benign
karekterli yapiya sahiptir. Immatiir teratom ise, kotii diferansiye primitif dokulari

ihtiva eder (Isabell ve ark, 2004).
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1.4.4.Tam ve Tedavi

Testis tiimoriinde tan1 Oncelikle fizik muayene ile konur. Fizik muayenesinde
genellikle kitle gozlenir. Daha ayrintili inceleme i¢in goriintiileme yontemlerinden
olan ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans
(MR)’dan faydalanilir. Ayrica serum tiimor belirleyicilerinden olan alfafetoprotein
(AFP) ve B human koryonik gonadotropin hormonunun (B-hCG) kandaki diizeyleri
Olctliir. Testis tiimorlerinde genellikle serum tiimor belirleyicilerinin  kandaki
miktarlar1 artmaktadir. Kesin tani ise tiimor biyopsisi ile konur (Albers ve ark, 2008).
Germ hiicreli timorler ¢evre lenf bezlerine, karacigere, kemiklere ve 6zellikle de
akcigerlere yayilim gdsterebilir. Yayilimin arastirmasinda akciger tomografisi, batin
MR’1, kemik sintigrafisi gibi tetkiklerden yararlanilmaktadir. Tiimoriin yerlesim
yerine ve yayilim derecesine gore de tiimoriin evrelendirmesi yapilir. Evrelemenin
yapilmasi hastaligin tedavisinin planlanmasinda ve hastaligin seyrini degistirmesinde
olduk¢a Onemlidir. Klinik evrelemede I’den IV’e kadar siniflandirilir. Evre I’de
timor testis icinde siirli olup testis disinda herhangi bir hastalik bulgusu yoktur.
Evre II’ de lenf nodiilii goriilmektedir. Lenf nodiiliiniin biiytlikliigiine gére Evre I,
Evre I A, Evre II B ve Evre II C olmak tizere 3’e ayrilir. Evre II A’da lenf nodiilii 2
cm’den kiiciiktiir. Evre II B’de lenf nodiilii bliylikligii 2-5 cm arasindadir. Evre 11
C’de ise lenf nodiilii 5 cm’i agsmustir. Evre III’de Sol supraklavikuler lenf nodu veya
mediyastinal lenf nodu goriilmektedir. Evre IV’de ise organ metastazlar1 goriiliir

(Isabell ve ark, 2004).

Germ hiicreli testis tiimorii tedavisi ameliyat, kemoterapi ve radyoterapinin (1s1n
tedavisi) birlikte verilmesi ile yapilir. Baslangic tedavisi yiiksek inguinal
orsiektomidir. Kuskulu durumlarda acik testis biopsisi veya igne biopsisi kesinlikle
yaptlmamalidir. Orsiektomi sonrasi tiimoriin histopatolojisine ve evresine gore
tedavisi diizenlenir. Radyoterapi; seminomlar radyoterapiye duyarlidir. Beyine
yerlesen germinomlarda radyoterapi tiim beyine ve omurilige de uygulanabilir.
Kemoterapi; kemoterapinin amact kanser hiicrelerini kemoterapdtik —ajanlar
kullanarak oldiirmektir. Bu tip tedavide Bu tip tedavide en ¢ok sitotoksik anti-
neoplastik ajanlar kullanilmaktadir (Caglar ve Abacioglu, 2006; Albersve ark, 2008;
Demirtas, 2011; Yalgin, 2016).
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1.5.Germ Hiicreli Tiimorlerde Kemoterapi Tedavisi

Germ hiicreli tiimorler kemoterapiye ¢ok duyarlidir ve ileri evre tiimorlerde bile %
60-70 hayatta kalim saglanabilir. Kemoterapi tedavisinde ¢oklu ila¢ rejimleri
kullanilmaktadir (Yalgin, 2016). Kullanilan bu ilaglar antineoplastik ilaglar olup
hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden timor hiicresinin biiylimesini ve
cogalmasin1 durdurmak veya onlar1 yok etmeyi amaglamaktadirlar. Antineoplastik
ilaglarin ¢ogu hiicre ¢ogalmasini niikleotit sentezini inhibe ederek engeller, bu
nedenle sadece malign hiicreler etkilenmez, bunun yaninda; kemik iligi, gonadlar,
gastrointestinal sistem, deri (0zellikle sa¢ folikiilleri) gibi dokularda c¢ok fazla
etkilenir. Antineoplastik ilaclar; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, vinka
alkaloidleri, antitiimdr antibiyotikleri, hormon ve hormon antagonistleri, monoklonal
antikorlar seklinde siniflandirilirlar. Kemoterapide kullanilan ¢oklu ilag rejimlerinden
en yaygin olani bleomisin, etoposid, cisplatin (BEP) ila¢ tedavisidir (Can, 2005;
Demirtag, 2011).

1.5.1. Bleomisin

Bleomisin; antitimdr antibiyotikleri sinifindandir. Antitiimor antibiyotikleri, kanserli
hiicrelerin  DNA/RNA sentezini baskilayarak biiylimesini ve bdliinmesini
yavaglatirlar. Bleomisin Streptomyces verticillus isimli bakteri tarafindan tiretilen bir
antibiyotiktir. Bu ila¢ radyasyonun doku toksositesini arttirdigi i¢in radyoterapi
tedavisi ile ayn1 zamanda kullanilmamalidir. Hodgkin ve non- hodgkin's lenfoma,
testis kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicreli kanseri, serviks kanseri tedavisinde

kullanilir (Desai ve ark, 1974; Can, 2005).

1.5.2.Etoposid

Etoposid; vinka alkaloidleri smifindandir. Alkoloidler bitkilerden elde edilir. Bu
ilaglar hiicrenin metafaz asamasina ge¢mesini engelleyerek hiicre 6liimiine neden
olurlar ve RNA sentezini de inhibe ederler. Germ hiicreli tlimorler, akciger kanseri,
Nnn hadking's lenfoma, over kanseri, meme kanserinde kullanilir (Can, 2005;

Sypniewski ve ark, 2013).

29



1.5.3. Sisplatin

Sisplatin, alkilleyici ajanlar sinifindandir. Alkilleyici ajanlar, hiicre siklusuna 6zgii
olmayip DNA’nin transkripsiyonunu engeller ve protein iiretimini baskilar. Hem
yavas boliinen hem de hizli boliinen malign tiimorlerde etkilidir. Isinlarin doku
toksisitesini arttirdiklari i¢in radyoterapi ile uygulanmamalidirlar. Testis kanseri, over
kanseri, mesane kanseri, bas-boyun kanseri, akciger kanseri, non-hodking's

lenfoma’da kullanilir (Can, 2005; Germain ve ark, 2010).

BEP tedavisi orta ve yiiksek risk grubundaki hastalarda uygulanir. Evre II B
seminomda standart tedavi radyoterapidir. Ancak radyoterapi almak istemeyen
hastalara 3 kiir BEP tedavisi alternatif olarak uygulanabilir. Evre II A ve Evre II B
non-seminom gern hiicre tlimorlerinde ise prognoza gore 3-4 kiir BEP tedavisi
uygulanir. Orta risk grubu kabul edilen Evre II-1V gonadal ve Evre I-11 ekstragonadal
timorlii hastalarda 4-6 kiir seklinde BEP tedavisi uygulandiginda %90’ nin iizerinde
basari elde edildigi goriilmiistiir. Yiiksek risk grubu olarak kabul edilen tiim evre I1I-
IV ekstragonadal germ hiicre tiimorlii hastalar ile 15 yas tstii evre IV testis tiimorleri
ve tim evre IV over tiimorlii hastalarda ise platine dayali BEP tedavisi uygulanarak

%80 basar1 elde edildigi goriilmiistiir (Albers ve ark, 2008; Demirtag, 2011).

1.6. Bor

Bor, periyodik tabloda 5. sirada B simgesiyle gosterilen metal ametal arasi yari
iletken Ozelliklere sahip bir elementtir (Buluttekin, 2008). Bor kristal iken siyah
renkli, sert ve kat1 haldedir. Amorf durumda ise toz halde, siyah ve kahverengidir.
Diinyadaki énemli bor yataklar1 Tiirkiye, Rusya ve A.B.D’de olup diinya ticari bor
rezervleri 4 bolgede toplanmaktadir. Bunlar; ABD’de yer alan Mojave Coli ve And
Kemeri, Giliney-Orta Asya Orojenik Kemeri ve Dogu Rusya’dir. Diinya bor
rezervlerinin %72’si Tiirkiye’de, %8,5’1 Rusya’da ve %6,8’1 ABD’de bulunmaktadir.
Tiirkiye’de bilinen bor yataklar1 6zellikle Kirka/Eskisehir, Bigadi¢/Balikesir,
Kestelek/Bursa ve Emet/Kiitahya’da bulunmaktadir (Tombal ve ark, 2016).

Bor genellikle dogada tek basina bulunmayip, baska elementlerle bilesikler halinde

bulunur ve icerdikleri B,03 igerigine gore tanimlanir (Yenmez, 2010). Hem bu
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sebepten hemde elemental bor temininin zor olmasindan dolay1 borla ilgili yapilan
bilimsel ¢alismalarda ve bor kullanilarak {iretilen {riinlerde bor bilesikleri
kullanilmaktadir. Bor bilesikleri; goriis sistemleri, ila¢g ve kozmetik, iletisim araclari,
insaat, kagit, koruyucu malzeme, makine, metalurjik iiriin, otomobil, seramik,
savunma, cam, enerji, elektronik ve bilgisayar, spor malzemeleri, tarim, tekstil,
niikleer, uzay ve havacilik gibi endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilmaktadirlar
(Mengi, 2005). Ayrica tip endiistrisinde; yapay organlarda, goz iltihaplanmalarinda
sterilizasyon gereci olarak Bazi merhemlerin yapiminda, antibiyotiklerde, osteoporoz
tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik gelisiminde ve artritte,
menopoz tedavisinde, bor nétron yakalama terapi yontemiyle beyin kanserlerinin
tedavisinde timor Oldiirlicii olarak, manyetik rezonans goriintiileme cihazlarinda
kullanilmaktadirlar (TMMOB, 2003). 230’dan fazla bor bilesigi bilinmektir. Ancak
bilimsel ¢aligmalarda ve endiistride en ¢ok boraks kullanilmaktadir. Tinkal olarak da
isimlendirilen ve sodyum tetraborat dekahidrat bilesiminde olan boraks, en ¢ok ticari
degere sahip olan ve memelilerin gerek agiz yoluyla gerek solunumla en ¢ok maruz
kaldig1 bor tiirtidiir. Boraks, tabiatta renksiz ve saydam olarak bulunur. Kristal
sistemi monoklin, sertligi 2- 2.5, 6zgil agirhigi 1.7 gr/em3 B,0; igerigi % 36.6°dir.
Evaporasyonun yiiksek oldugu kurak-yarikurak bolgelerdeki tuzlu gollerde olusur.
Boraks suyunu kaybedip Tinkalkonit’e doniisebilir. Suda kolay ¢oziiniir. Ulkemizde
en ¢ok Eskisehir/Kirka yataklarinda tiretilir (Giiyagiiler, 2001; Yigitbasioglu, 2004).

Boraks insan viicuduna yiyecek ve iceceklerle agiz yoluyla, tozlarla solunum, krem
ve ilaglarla deri yoluyla girmektedir ve kemik, tirnak ve killarla, karaciger ve dalak
gibi organlarda birikmektedir (Sayli, 2000). Boraksin memelilerdeki toksik etkisi ¢ok
diisiiktiir (Moseman, 1994; Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2012). Ancak
eklembacakli bocekler i¢in ¢ok toksiktir (Kabu ve ark, 2015). Az miktarda boraks
bircok bitkinin biiylimesi i¢in gereklidir ve hayvan ve canli beslenmesinde muhakkak
gerekli bir mikro besin elementidir. Diinya Saglik Orgiitii yetiskin saglikli bir insanin
beslenme yoluyla 1-13 mg boraks alabilecegini kararlagtirmistir. Meyveler ve
sebzeler boraksmn baslica kaynaklaridir. Ozellikle yesil yaprakli sebzelerde boraks
miktar1 daha fazladir (Demirtas, 2010). Boraksin insan viicudu i¢in ¢ok yararh

etkileri tespit edilmistir. Viicut minerallerinin diizenlenmesinde, kemik yapisinin
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korunmasinda, beyin fonksiyonlarmmin ve zihinsel performansin etkilerinin
artmasinda, prostat kanserinin dnlenmesinde ve tedavisinde etkilidir (Miiezzinoglu
ve ark, 2011). Sayh ve arkadaglar1 Tiirkiye’de 6zellikle ¢cevresel ve mesleki agidan
boraksa maruz kalinan bolgelerde yaptiklar1 ¢alismalarla boraksin dogurganlik ve
tireme {lizerine etkisi olup olmadigini arastirmislardir ve ¢alisma sonucundan yola
cikilarak boraksin dogurganlik ve iireme iizerine herhangi bir etkisi olmadig
sonucuna varilmistir (Sayli, 1998). Kabu ve arkadaslar1 ise, boraks kullanarak
boraksin ratlarda farkli dozlarda ve farkli organlardaki histolojik etkilerini
gostermislerdir. Diigiik dozlardaki boraksin bobrek, bagirsak, karaciger ve mide de
histolojik degisiklik gostermedigi goriilmiistiir. Tek seferde ¢ok yiliksek doz verilen
boraksin yiiksek ddem, inflamatuar hiicre gocii, neovaskiilerizasyon ve birka¢ 6liime
neden oldugunu, uzun siireli yiiksek dozlarda boraks aliminin ise ani Sliimlere sebep
oldugunu ortaya koymuslardir (Kabu ve ark, 2015). Bu nedenle borla ilgili

aragtirmalarda bor tiirleri, dozlar1 ve kaynaklar1 dikkatle se¢ilmelidir.
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2.MATERYAL VE METOT

Bu calisma Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Histoloji-Embriyoloji Ana

Bilim Dal1 ve Biyokimya Ana Bilim Dali Laboratuarlarinda gerceklestirilmistir.

2.1.Etik Kurul
Calismamiz kapsaminda &ncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Insan Etik

Kurulu’ndan (AKUIEK) etik ¢alisma onay1 (03.02.2017/2017/2-44) alind.

2.2.Deney Gruplari

Calismamizda kontrol grubu ile beraber toplamda 5 grup olusturuldu.

Kontrol Grubu: BEP tedavisi uygulanan hiicreler

Cisplatin (2uM)~+Etoposid (2,5uM)+Bleomisin (SpM).

Grup 1: BEP tedavisi uygulanan hiicreler
Cisplatin (2uM)~+Etoposid (2,5uM)+Bleomisin (SuM)+ Boraks (0,5 pug/ml).

Grup 2: BEP tedavisi uygulanan hiicreler
Cisplatin (2uM)+Etoposid (2,5uM)+Bleomisin (SuM)+ Boraks (1 pg/ml).

Grup 3: BEP tedavisi uygulanan hiicreler
Cisplatin (2uM)+Etoposid (2,5uM)+Bleomisin (SuM)+ Boraks (5 pg/ml).

Grup 4: BEP tedavisi uygulanan hiicreler
Cisplatin (2uM)+Etoposid (2,5uM)+Bleomisin (SuM)+ Boraks (10 pg/ml).

2.3.Materyal
Bu ¢alismada Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu (Leibniz-
Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH) hiicre bankasindan temin edilen germ hiicreli insan testis tiimorii olan 1618-

K (ACC752) hiicre soyu kullanildi.
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2.3.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler
1. PBS, Sigma (USA)

Sisplatin, Sigma (USA)

Etoposid, Sigma (USA)
Bleomisin, Sigma (USA)

Metanol, Merck (Almanya)
Pap-Pen, PatoLab (Japonya)

Tween 20, Merck (Almanya)
RPMI 1640, Capricorn (Almanya)

A e A T

Boraks, Boren Enstitiisii (Tiirkiye)

10. Hidrojen Peroksit, Merck (Almanya)

11. Mayer’s Hematoksilen, Thermo (USA)

12. Volume UltrAb Diluent, Thermo (USA)

13. Fetal Bovine Serum, Capricorn (Almanya)

14. Su Bazli Kapatma Soliisyonu, Thermo (USA)

15. Large Volume HRP Polymer Kit, Thermo (USA)

16. Large Volume AEC Substrate System, Thermo (USA)

17. Primer Antikorlar; Casp-3 (ab4051), Abcam (UK); Bax (sc-526), Bcl-2 (sc-
7382), VEGF (sc-7269), Santa Cruz Biotecnology (USA)

2.4.Metot
2.4.1. BEP Hiicre Kiiltiir Dozu Belirlenmesi
Calismamizda Human Germ Cell Tumor Line (HGCT) hiicre hatt1 {izerinde
uygulanacak BEP {iglii kiir ilacinin ve Bor bilesiklerinden olan Boraksin doz
miktarlart MTT sonucuna gore belirlendi. Daha oOnce yaptigimiz literatiir
taramalarinda BEP kombinasyonunun kullanildig1 sadece bir in vitro calismaya
rastladigimiz i¢in Oncelikle bu doz BEP kombinasyonu uygulanmak suretiyle
kiiltiirde yer alan hiicrelerin viabiliteleri belirlendi. Burada verilen 40 uM sisplatin,
50 uM etoposide ve 100 pM bleomisin kombinasyonu uygulandiginda hiicrelerin
tamamina yakini 6ldiigii i¢in dozun azaltilmasina karar verildi. Buna bagl olarak 4
farkli grup olusturuldu. Gruplar sirasiyla;

1.Sisplatin 20 uM + Etoposide 25uM+ Bleomisin 50 pM
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2.Sisplatin 10 uM + Etoposide 12pM+ Bleomisin 25 uM
3.Sisplatin4uM + Etoposide SpuM+ Bleomisin 10 uM
4.Sisplatin 2 uM + Etoposide 2,5 uM+ Bleomisin 5 uM

Her bir grup BEP dozu kiiltiire edilmis hiicrelere uygulanarak hiicrelerin yarisini
oldiiren doz belirlendi. Buna gore; Sisplatin 2 pM + Etoposide 2,5 pM+ Bleomisin 5
uM dozunda MTT sonucuna gore %51 viabilite belirlendigi i¢in bu dozun c¢alismada
temel BEP dozu olmasina karar verildi. Bu siirede dozlar oncelikle ampirik olarak
belirlendi sonra elde edilen MTT sonuglarina gore doz kesinlesitirldikten sonra bu
dozla birlikte farkli konsantrasyonlarda boraks uygulanarak MTT ol¢iimleri yapildi
ve viabiliteler hesaplandi. Deney gruplari bu sonuglar gbéz Oniline alinarak

olusturuldu.

2.4.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler %20 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %80 RPMI 1640 (SIGMA) iceren
kiltir kaplarinda 37°C, %5 CO; ve %95 hava igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla yaklasik cm karede 4x10* hiicre yogunlugu olacak
sekilde 75 cm”’lik flasklara 3x10° hiicre 20 ml besi yeri iceren kiiltiir kabmna (150-
mm flask) konarak 2 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Stispansiyon steril kapakli
tiiplere aktarilarak 400xg ve 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde
edildi. Bu peletden 2x10* hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre
stispansiyonundan 100 pl almip 96 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinin her kuyucuguna
aktarilarak MTT hiicre viabilite testi uygulandi. Ayn1 peletin bir kismi 1 cc besi yeri

ile tekrar silispanse edildikten sonra immunositokimyasal boyama yapildi.

2.4.3.MTT Testi

MTT (3- [4, 5-dimethylthiazol- 2- yl]- 2, 5 diphenyltetrazolium bromide), hiicre
proliferasyon ve canlilik testidir. Bu testte hiicre ¢ogalmasi ve canlilifi in vitro
ortamda hassas bir sekilde belirleme amaglanir. Hiicreler diiz zeminli 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plakalarinda iiretilir ve daha sonra tetrazolium bilesigi olan MTT
hiicreler iizerine eklenip inkube edilerek MTT formazana indirgenir. Indirgenme

yalnizca mitokondrial rediiktaz enzimi varliginda gerceklestigi i¢in formazanin

35



olusum miktari ile canlt hiicre sayist dogru orantilidir. Daha sonra deterjan soliisyonu
ortama  eklenerek  formazan  kristallerinin = ¢6ziinmesi  saglanir.  Sonug
spektrofotometrik olarak okunur (Kismali ve Sel, 2012). 2x10* hiicre/ml de olacak
sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl kadar alinip 96 kuyulu hiicre
kiiltiirti kaplarinin her kuyucuguna aktarildi. Boraks ile degisik dozlarda 37°C’ de
inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 20 pul MTT boyast (5 mg/ml) ilave edildi ve
hiicreler 37 °C’ de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT
boyasi uzaklastirilip ve her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek 10 dakika inkiibe
edildi. Renk degisimi, mikropleyt okuyucuda 540 nm dalga boyu ile belirlendi.
Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi % 100 olarak kabul edildsi,

deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi (Denizot ve Lang, 1986).

2.4.4.Immiinositokimyasal Boyama

e Biyokimya labaratuarindan kriyovial i¢inde 1x10° ml hiicre alindu.

e Oncelikle polilizinli lamlara hidrofobik kalem olan PAP-PEN hiicrelerin icine
damlatilacag kuyucuklar ¢izildi.

e Sonra her bir kuyucuga 10 pl olacak sekilde kiiltiire edilmis germ hiicreli insan

testis tiimor hiicreleri damlatildi.
e 20 dakika hiicrelerin lama yapigmasi i¢in kurumaya birakildi.

e Hiicre membranim1 agmak, hiicredeki artiklar1 gidermek ve hiicre membranini
acmak amaciyla kuyucuklara PBS ile hazirlanan %0,2°l1ik Tween 20’yi
damlatilarak 20 dakika inkiibe edildi.

e Lamlar iki kere 3’er dakika olacak sekilde PBS ile yikandi.

e Endojen peroksidaz varligim1 gidermek i¢in %3’lik Metanol ve Hidrojen

peroksitte 6 dakika bekletildi.
e Lamlar iki kere 3’er dakika olacak sekilde PBS ile yikandi.

e Hiicreler primer antikor damlatilarak 90 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. (Bax,

Bcl-2, VEGF, kaspaz-3 (1:50) primer antikorlar1 kullanildi)

e Inkiibasyon sonrasi lamlar PBS ile yikand.
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e Primer Antibody Enhancer damlatildi ve 10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
e PBSile yikandi.

e HRP Polymer damlatild1 ve 15 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

e PBSile yikandi.

e Renklendirme islemi i¢in AEC soliisyonu damlatilarak 7 dakika bekletildi.

e PBS ile iki kere yikandi.

e Mayers Hematoksilen’de 45 saniye bekletilerek zit boyama yapildi.

e Lamlar distile su (dH20) ile iyice yikanarak su bazli kapatma soliisyonu ile

kapatildi.

2.5.Preparatlarin Degerlendirilmesi ve Goriintii Analizi

Immunositokimyasal boyamalarin mikroskop altindaki degerlendirmesinde her
grupta her parametre icin 1200 hiicre sayilacak sekilde immunopozitif ve
immunonegatif hiicreler sayildi. Toplamda 40 preparatta 24,000 hiicre sayildi. Tiim
sayim x40 objektif biiylitmede yapildi ve elde edilen rakamlar istatistiksel
degerlendirme i¢in kullanildi. Tiim goriintii analizi siire¢lerinde Nikon NIS 4.2 Image

Analysis Software kullanildi.

2.6.Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 20.0 paket programi
kullanild. Istatistiksel anlamlilik igin p=0.05 degeri kullanildi. Gruplar arasi elde
edilen verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis (H Testi) testinden yararlanildi.
Test sonucunda gruplar arasi farklilik tespit edilemediginden c¢oklu karsilagtirma
testlerine gerek duyulmadi. Elde edilen verilerden grafik olusturmak i¢in Microsoft

Office 2010 Excel programi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1.MTT Sonuclan

Calismamizda kullanilan germ hiicreli testis tiimori hiicre hatti kiiltiiriine uygulanan

BEP tedavisi ve farkli konsantrasyonlarda boraksin MTT sonuglari elde edildi. Bu

sonuglara gore hiicre canliligiin yalnizca BEP tedavisi uygulanan kontrol grubunda

en Ust seviyede oldugu goriiliirken farkli dozlarda boraks uygulanan gruplarda ise

farkliliklar goriilmektedir (Sekil 3.1).

100

80

20

20

&0

40

20

BEP kombinasyonu ve Boraks uygulanan gruplarda MTT sonuclari

92,55
88,84
82,02
74,16
41,01
1 2 3 4 5 B
KONtrol = Grup 1 (Borax 0.5 ug/mil) Grup 2 (Borax 1 ug/ml) = Grup 3 (Borax 5ug/ml) =———Grup 4 (Borax 10 ug/mil)
Sekil 3.1. BEP kombinasyonu ve Boraks uygulanan gruplarda MTT sonuglari
BEP kombinasyonu ve Boraks uygulanan gruplarda MTT sonuglan ortalamasi
00
3 i
74,35
Kontrol Grup 1 {Borax 0.5 ug/ml) Grup 2 (Borax 1 ug/ml) Grup 3 (Borax 5 ug/ml) Grup 4 (Borax 10 ug/mil)

Sekil 3.2. BEP kombinasyonu ve Boraks uygulanan gruplarda MTT sonuglarinin ortalamasi
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Farkliliklarin ortalamalar1 alindiginda 0,5 pg/ml boraks verilen Grup 1’de hiicre
canliligr %78,13, 1 pg/ml boraks verilen Grup 2’de hiicre canliligt % 71,5, 5 ul
boraks uygulanan Grup 3’te %76,04, 10 ng/ml boraks uygulanan Grup 4’ te ise
%74,35 olarak belirlendi (Sekil 3.2).

3.2.Immiinositokimyasal Boyama Sonuclar

3.2.1.Bax Ekspresyonu Degerlendirilmesi

Bax boyanmasinin yiizdesi en ¢ok Grup 2’de gozlenirken, boyanma yiizdesinin
kontrol grubuna yakin oldugu tespit edildi. Ayn1 sekilde Grup 1 boyanma yiizdesi de
kontrol grubuna yakin olarak tespit edildi ve bu gruplar arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmedi. Grup 3 ve Grup 4’te ise istatistiksel olarak diger gruplarla arasinda
bir farklilik bulunmamakla beraber boyanma yiizdelerinde azalma oldugu tespit
edildi (p=0,186), (Sekil 3.3), (Resim 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5), (Tablo 3.1).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig.  Decision
Independent- X
1 The distri::utiop of ?%x is the sameﬁar;(pllgs 186 sslt'am the
across categories of Groups. ruskal- . .
Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Sekil 1immunositokimyasal parametre olan Bax’in tiim gruplar arasindaki ‘p’ degeri

Resim 3.1. Kontrol grubunda Bax ekspresyonu. Bax primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. @ -
immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.2. Grup 1°de Bax ekspresyonu. Bax primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. s
immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.3. Grup 2’de bax ekspresyonu. Bax primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. @
immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.4. Grup 3’te Bax ekspresyonu. Bax primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. -
immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.5. Grup 4’te Bax ekspresyonu. Bax primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. “ :
immiinopozitif hiicreler)
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3.2.2.Bcl-2 Ekspresyonu Degerlendirilmesi

Bcl-2 boyanmalarina bakildiginda; Bcl-2 boyanma yiizdesi kontrol grubunda 0,1350
olarak tespit edildi. Grup 1 ve Grup 2’de Bcl-2 boyanma ylizdelerinin arttig1 tespit
edildi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadi. Grup 4
boyanmalar1 kontrol grubuna yakin bir yiizdede bulundu. Grup 3’te ise boyanma
yiizdesinde anlamli fark olusturmamakla birlikte bir azalma oldugu gozlendi

(p=0,520) (Sekil 3.4), (Resim 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10), (Tablo 3.1).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- -
4 The distribution of Bel2 is the saméSamples 520 '::It"'" the
across categories of Groups. Kruskal- ' Fopothasls
Wallis Test ¥p .

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

Sekil 3.4. Iimmunositokimyasal parametre olan Bcl-2’nin tiim gruplar arasindaki “p’ degeri

Resim 3.6. Kontrol grubunda Bcl-2 ekspresyonu. Bcl-2 primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.( * :
immiinonegatif hiicreler)
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Resim 3.7. Grup 1’de Bcl-2 ekspresyonu. Bcl-2 primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. (*:
immiinonegatif hiicreler)

Resim 3.8. Grup 2’de Bcl-2 ekspresyonu. Bcl-2 primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. (* :
immiinonegatif hiicreler)
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Resim 3.9. Grup 3’te Bcl-2 ekspresyonu. Bel-2 primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. (* :
immiinonegatif hiicreler)

Resim 3.10. Grup 4’te Bcl-2 ekspresyonu. Bcl-2 primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20. (b :

immiinopozitif hiicreler)
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3.2.3.Caspase-3 Ekspresyonu Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda boyanma yiizdesi 0,1875 bulundu. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3
boyanmalarinda artis oldugu gézlenirken bu artig anlamli degildi. Grup 4’te ise
boyanma yiizdesinin diistiigii goriildi (p=0,119), (Sekil 3.5), (Resim 3.11, 3.12, 3.13,
3.14, 3.15) (Tablo 3.1).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- -
4 The distribution of Caspase3 is the Samples 119 2::."" the
same across categories of Groups. Kruskal- J Eooth s
Wallis Test Yp :

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Sekil 3.5. Immunositokimyasal parametre olan Caspase-3’iin tiim gruplar arasindaki ‘p’ degeri

Resim 3.11. Kontrol grubunda Caspase-3 ekspresyonu. Caspase-3 primer antikor (Abcam) 1/50. X20.

(* : immiinonegatif hiicreler; = : immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.12. Grup 1°de Caspase-3 ekspresyonu. Caspase-3 primer antikor (Abcam) 1/50. X20.

( * : immiinonegatif hiicreler; # : immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.13. Grup 2°de Caspase-3 ekspresyonu. Caspase-3 primer antikor (Abcam) 1/50. X20. (* :
immiinonegatif hiicreler; - immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.14. Grup 3’te Caspase-3 ekspresyonu. Caspase-3 primer antikor (Abcam) 1/50. X20.

(* :  immiinonegatif hiicreler; # : immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.15. Grup 4’te Caspase-3 ekspresyonu. Caspase-3 primer antikor (Abcam) 1/50. X20.

(* : immiinonegatif hiicreler)
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3.2.4.VEGF Ekspresyonu Degerlendirilmesi

VEGF boyanmasi Grup 1° de kontrol grubuna goére oldukg¢a artis gostermekle
birlikte, istatistiksel olarak farklilik goriilmedi. Diger gruplardan Grup 2 ve Grup 3
birbirlerine yakin yiizdelerde olup, Grup 4’te dahil olmak {izere bu gruplarin
boyanmalar1 kontrol grubundan daha az olarak tespit edildi (p=0,432), (Sekil 3.6)
(Resim 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20), (Tablo 3.1).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- Retain the

1 The distribution of VEGF is the Samples

- null
same across categories of Groups. w;’lsl';:'Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Sekil 3.6. Immunositokimyasal parametre olan VEGF’in tiim gruplar arasindaki ‘p’ degeri

Resim 3.16.2 Kontrol grubunda VEGF ekspresyonu. VEGF primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.

(* : immiinonegatif hiicreler; » : immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.17.3 Grup 1’de VEGF ekspresyonu. VEGF primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.
(* : immiinonegatif hiicreler; ‘ : immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.18. Grup 2’de VEGF ekspresyonu. VEGF primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.
(* : immiinonegatif hiicreler; mmmp: immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.19. Grup 3°te VEGF cekspresyonu. VEGF primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.

(* : immiinonegatif hiicreler; # : immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.20.4 Grup 4’te VEGF ekspresyonu. VEGF primer antikor (Santa Cruz) 1/50. X20.

immiinonegatif hiicreler)
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Tablo 3.1. immunositokimyasal parametrelerin gruplara gére ortalamalari

BOYANMA YUZDESi (BOYANAN/TOPLAM)

BAX BCL-2 CASPAZ-3 VEGF

*(p>0,05) *(p>0,05) *(p>0,05) *(p>0,05)
KONTROL | 0,45+0,61 0,13%0,42 0,18%0,39 0,26+0,10
Gl1 0,42+0,17 0,18+0,11 0,27+0,69 0,54+0,27
G2 0,46+0,53 0,22+0,18 0,23%0,10 0,23+0,45
G3 0,34+0,15 0,95+0,52 0,24%0,12 0,23+0,85
G4 0,27+0,96 0,14+0,94 0,13%0,46 0,27+0,11

Mean=£Std. Deviation

*Immunositokimyasal parametrelerin p degerleri
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4. TARTISMA

Testis tiimorii erkek genital sistem tiimorii olup erkeklerin yasami boyunca testis
timoriine yakalanma ihtimali  %0,2 ‘dir. Testis tiimorlerinin %90-95'1 germinal
dokudan kaynaklanmaktadir (Cihangiroglu ve ark, 2008). Germ hiicreli testis
timorleri tedavi edilebilir testis timor modelidir. Tedavi sekli genellikle cerrahi
yontem olup risk faktorlerinin bulunmasi durumunda cerrahi yonteme ek radyoterapi

ve kemoterapi tedavisi de eklenmektedir (Unliier ve Erkan, 2008).

Yapilan ¢aligmalar testis tiimdrlerinin sisplatine duyarli oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle testis tliimorlerinde kemoterapi tedavisi sisplatin bazli olup, klinikte
bleomisin ve etoposid ile birlikte kullanilmaktadir (Awuaha ve ark, 2016). Yapilan
caligmalar bu ajanlarin pek c¢ok toksik etkisinin oldugunu gostermektedir. Sisplatin
renal yetmezlige, periferal noropatiye, autotoksisiteye; bleomisin akciger
toksisitesine neden olmaktadir. Daha ileri durumlarda ise akut losemiye neden

oldugu ileri siirtilmektedir (Kayik¢i ve Cam, 2005).

Kemoterapi tedavisinin amaci tedavide kullanilan ajanlarin apoptotik yolaklar1 aktive
ederek timor hiicrelerini Oldiirmesidir. Kemoterapi tedavisi testis tiimorlerinde
oldukgca etkili olsa da yapilan ¢alismalar bu yolaklardaki diizensizliklerin ilaca kars1
direng gelismesine neden oldugunu ve bu durumun tedavinin etkinligini azalttigim
gostermistir (Cetintas ve Eroglu, 2013). Cetintas ve arkadaslari, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicre hattinda yaptiklar1i ¢alismada azalmis apoptotik
aktivitenin sisplatin direncine neden oldugunu gostermislerdir (Cetintas ve ark,

2012).

Chresta ve arkadaslarinin 1996 yilinda testis tlimorii ve mesane tiimorii hiicre hatti
kullanarak yapmis olduklart bir c¢alismada, kemoterapi ajani olarak etoposit
kullanmiglardir. Etoposit tedavisinden sonra her iki hiicre hatti i¢in Bax ve Bcl-2
ekspresyonu degerlendirilmistir. Sonug olarak testis tiimoriinde Bax ekspresyonunun
mesane tiimoriine gore bariz bir sekilde yiiksek oldugunu goézlemlemislerdir. Bel-2

ekspresyonunun ise testis tiimoriinde olduk¢a diisiik oldugu, mesane tiimoriinde ise
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ekspresyonun degismedigi gozlemlenmistir. Bu durumun testis kanser hiicrelerinin
etoposit tedavisine oldukc¢a duyarli olduklarini gostermektedir (Chresta ve ark,

1996).

Bizim calismamizda da germ hiicreli testis tiimoriinde Bax ekspreyonunun mevcut
oldugu gozlenmistir. Ancak Bcl-2 degerleri ile aralarinda anlamli farklilik olmadig
belirlenmistir. Bax ekspresyonunun yiiksek olmasi bize bu hiicre hattinda hiicrelerin
bax geninini proapoptotik etkisine bagli hiicre o6liimiinii uyardigr yoniinde veri
vermis olsa da Bcl-2 ekspresyonu ile arasinda anlamli farkin olmamasi bizi baska bir

yolagin hiicre 6liimiiniin tetikledigi diislincesine gotiirmektedir.

Son yillarda bor bilesikleri, saglikta siklikla kullanilmaya baslanmis ve
kemoterapoétik ajan olarak daha fazla kabul edilir olmus. Li ve arkadaslar1 yaptiklari
bir ¢calismada prostat kanseri hiicre hatt1 kullanmislardir. Calismada borik asit ve bor
nitriir  (BN) kiireleri kullanilarak prostat kanseri hiicre 06liim mekanizmasi
degerlendirilmis ve apoptozis gostergesi olarakta Caspase-3/7 kullanulmistir.
Kaspazlar, zimojen (inaktif haberci) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimdir. Kaspazlar 100 farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar
(Coskun ve Ozgiir, 2011). Li ve arkadaslarinin yaptigi bu calismada androjene
duyarli LNCap ve androjenden bagimsiz DU-145 prostat kanseri hiicre hatlart BN
kiirelerin etkilerini degerlendirmek icin kullanilmistir. Daha sonra ise bu in vitro
calismanin dogrulugunu kanitlamak i¢cin BALB/c fareler ile BN kiirelerin prostat
kanseri iizerindeki etkilerini dogrulamak icin in vivo ¢alisma yapilmistir.
Arastirmacilar hem borik asitin hemde BN kiirelerinin, doza bagli olarak hiicre
canliligini azalttigim1 gézlemlemislerdir. Ancak en yiliksek caspaz-3/7 aktivitesi bor
nitriir uygulanan hiicrelerde gozlemlenmistir. Yapilan in vivo c¢alismada da in vitro
calismaya benzer sonu¢ c¢ikmistir. BN kiirelerinin hiicre canliligini azaligin1 ve
prostat kanseri hiicre apoptozunu arttirdigini gostermistir. Calisma, BN kiirelerinin
prostat kanseri tedavisi i¢in yeni bir ajan olarak islev gorebilecegini gostermektedir

(L1 ve ark, 2014).
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Barranco ve Eckhert’de bor bilesiklerinden borik asidi kullanarak borun prostat
kanserinde tedavi edici ve koruyucu etkilerini gostermek icin ¢aligma yapmis ve bu
calismada hem prostat kanseri hiicre hatti hemde kanser dis1 prostat hiicre hatti
kullanilmis ve borun doza bagimli sekilde hiicre proliferasyonunu etkiledigini
gostermiglerdir. Bu c¢alismada da apoptozis goOstergesi olarak Caspase-3
kullanilmigtir. Caligma sonucu borik asidin hiicre proliferasyonunu etkiledigini,
kaspaz-3 ekspresyonunu ve aktivitesini indiiklemedigini gosterilmistir. Dahasi, hiicre
proliferasyonunun 6nlenmesinin hiicre 6liimiiniin yoklugunda meydana geldigini
ortaya konmustur. Bu sonugclar, borik asidin, hiicrede apoptozu indiiklemek yerine
hiicre proliferasyonunu inbihe ederek biiyilimeyi azalttigi yorumunu desteklemektedir

(Barranco ve Eckhert, 2004).

Calismamizda ise bir bor bilesigi olan ve giinliik yagsamda ¢ok yaygin olarak bulunan
boraksin germ hiicreli testis tiimorii hiicre hattina etkisi incelenmistir. In vitro
ortamda yapilan bu calismada farkli dozlarda boraks BEP standart kombinasyonuyla
birlikte uygulanmis ve hiicrelerde hem viabilite hemde hiicre 6liim belirte¢lerinin bir
kismi olan Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 ve ek olarak VEGF ekspresyonlar
degerlendirildi. Bax ekspresyonunun en belirgin 1 pg/ml boraks kullanilan grupta
(Grup:2) gozlendi. Ancak kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik tespit edilemedi.
Bax ekspresyonunun ayni zamanda 0,5 pg/ml boraks kullanilan grupta da (Grup:1)
kontrol grubuna yakin oldugu goriildii. Bel-2 ekspresyonu degerlendirildiginde en
cok 0,5 pg/ml ve 1 pg/ml boraks kullanilan gruplarda artis gozlendi ancak bu artiglar
anlaml diizeyde degildi. Kaspaz-3 ekspresyonu degerlendirilmesinde ise 0,5 pg/ml,
1 pg/ml ve 5 pg/ml boraks kullanilan gruplarda artig gosterdigi goriildii fakat bu
artislarda anlaml degildi.

Anjiogenez, yeni damar yapimi anlamina gelmektedir ve kanser hiicrelerinin
bliylimesinden, invazyonundan ve metastaz gelisiminden sorumlu tutulmaktadir.
Baslangicta ¢cogu tiimor hiicreleri damarsizdir ve ¢evredeki damarlardan difiizyonla
beslenmektedir. Ancak tiimdr hiicrelerinin ¢cogalmalar1 ve metastaz yapabilmeleri igin
angiogenez gerekmektedir. Tiimor dokusunda gerceklesen angiogenez patolojik

angiogenez olarak adlandirilmaktadir. Anjiogenik molekiiller i¢inde en Onemlisi
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vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) diir. VEGF homodimerik, heparin-
binding glikoprotein yapisinda olup endotel hiicrelerine 6zgii bir mitojendir.
Anjiogenezin ana diizenleyicisidir (Atile ve ark, 2016). VEGF’iin 6zellikle pankreas

kanseri, akciger kanseri, melanom ve fibrosarkomlarda 6nemli oldugu bildirilmistir.

Ozdogan ve arkadaslari meme karsinomunda VEGF ve nitrik oksit (NO)
seviyelerinin lenf nodu durumu ve timoér biiytlikligi ile iligkisini arastirmislardir.
Calismada meme kanserli 50 hastada ve 38 saglikli kontrolde serum VEGF ve NO
seviyelerini 6l¢miislerdir. Calismada, meme kanserli hastalarda serum NO diizeyi
yiiksek oldugunu fakat bu yliksekligin timdr ¢apr degisikliklerinden ve metastatik
lenf nodu sayisindan istatistiksel olarak etkilenmedigi gosterilmistir. Meme kanserli
hastalarda serum VEGF seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek
oldugunu tespit etmislerdir. Timor ¢ap1 arttikca serum VEGF seviyelerinde kademeli
olarak artig gériilmektedir. Bu bulgular 1s18inda meme kanserli hastalarda artmis olan
serum VEGF seviyelerinin klinik tanida bir tiimor belirteci olarak ve ayrica hastalik
hakkinda bilgi veren prognostik bir faktér olarak da kullanilabilecegini kabul
edilmistir (Ozdogan ve ark, 2016).

Calismamizda anjiogenik molekiil olarak incelenmesi amaciyla VEGF kullanilmig
olup diger parametrelerdeki gibi testis tiimor hiicrelerinde BEP kemoterapisinin
yaninda artan dozlarda uygulanan boraksla ekspresyon diizeyi iliskisine bakilmistir.
VEGF ekspresyonunun kontrol grubuna en yakin artis degerinin 0,5 pg/ml boraks
kullanilan grupta (Grup 1) oldugu daha sonra ise ekspresyon diizeyinin diistiigi
gosterilmistir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 belirlenmistir. Bu bulgu bize diisiik dozda boraksin VEGF ekspresyonun
arttirmas1 nedeniyle damar olusturucu etkiyi uyardigin1 dolayisiyla invazyona katki
saglayabilecegini ancak daha yiliksek dozlarda VEGF ekspresyonunu baskilayarak
anti invaziv bir etki olusturabildigini gostermektedir. Burada Grup:2,3 ve 4’te
ekspresyon diizeyinin yatay bir seyir izlemesi doza bagimli bir etki olmadigini

diistindiirmektedir.
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S5.SONUC

Insan germ hiicreli testis tiimérii hiicre hattinda uygulanan BEP tedavisinde Borun
etkinligini arastirmak i¢in yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore; BEP
tedavisinde boraksin Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 ekspresyonlarini anlamli diizeyde
etkilemedigini, aym sekilde boraksin tiimor olusumunda etkili olan VEGF tizerinde
de herhangi anlamhi bir etkisi olmadigini belirlemis bulunmaktayiz. Burada
calismamizin in vitro olmasmin getirebilecegi limitasyonlar olmasma karsin
24000°den fazla hiicre sayimi sonucu elde edilen verilerin boraksin HGCT hiicre
hattinda yaptig1 antitiimor etkilerin dogru ve giivenilir sekilde oldugunu sdylemek
yanlis olmayacaktir. Bu bulgular 15181inda boraks’in HGCT tlimorlii hastalarda tedavi
etkinligini arttirict yonde etkisinin olmadigint ancak bu calismanin in vivo
calismalarla yapilacak calismalara 151k tutabilecek temel oOzellikte bir c¢alisma

oldugunu ileri siirmekteyiz.
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OZET

Insan Testikiiler Germ Hiicre Tiimorlerinde Uygulanan Klasik BEP Tedavisinde

Bor’un Tedaviyi Arttiric1 Etkinliginin Arastirilmasi: In Vitro Calisma.

Erkeklerin testis tiimoriine yakalanma insidansi diisiik olsa da son yillarda bu oran
artmaktadir. Insan germ hiicreli testis tiimérlerinde (HGCT) uygulanan klasik BEP
tedavisi her ne kadar etkin bir tedavi olsa da toksik etkileri nedeniyle énemli yan
etkilere sahiptir. Calismamizda iilkemizde diinya rezervinin %70’inin bulundugu ve
bir¢ok calismada olumlu tedavi edici veya destek saglayici etkileri oldugu bilinen
Bor elementinin BEP tedavisine yapabilecegi olumlu veya olumsuz etkiyi belirleme

amaclanmastir.

Deneysel ¢alisma 5 grup seklinde HGCT hiicre hatt1 kullanilarak yapildi. Tim
gruplara BEP kemoterapisi uygulandi. Bir grup kontrol grubu olarak belirlendi. Onun
disinda kalan dort gruba artan dozlarda boraks uygulandi. Kontrol grubu: BEP. Grup
1: BEP+0,5 pg/ml Boraks. Grup 2: BEP+1 pg/ml Boraks. Grup 3: BEP+5 pg/ml
Boraks. Grup 4: BEP+10 pg/ml Boraks. Kiiltlir ortaminda MTT ile hiicre viabilitesi
olciildii. Immunositokimyasal olarak da Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve VEGF gibi
parametreler  bakildi. Immunositokimyasal ~boyamalar —mikroskop altinda
degerlendirildi. Her grupta her parametre i¢in immunopozitif ve immunonegatif

hiicreler sayild1 ve elde edilen rakamlar istatistiksel degerlendirme i¢in kullanildi.

Immiinositokimyasal parametreler tiim gruplarda kontrol grubuna yakin diizeylerde
bulundu ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Yaptigimiz
calisma boraksin Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve VEGF ekspresyonlari lizerinde anlamli bir
etkisinin olmadigini ancak genis kapsamli yapilan bu calismanin diger ¢aligmalara
151k tutabilecegini ve in vivo c¢aligmalarla bulgularin degerlendirilmesinin uygun

olacagini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Testikiiler timor, BEP, Bor, Germ hiicre tiimorii, Hiicre kiiltiirii
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SUMMARY

The Evaluation of the Favourable Effect of Boron on Classical BEP Treatment

in Human Testicular Germ Cell Tumour: An In vitro study

Although the incidence of testicular tumor is low in males, this rate has increased in
recent years. Although classical BEP treatment in human germ cell testicular tumors
(HGCT) is an effective treatment, it has significant side effects due to its toxic
effects. In our study, it was aimed to determine the positive or negative effect of

boron which is known to have positive therapeutic or supportive effects in the world.

The experimental study was performed using 5 groups of HGCT cell lines. All
groups were treated with BEP chemotherapy. One group was determined as control
group. Control group: BEP. Group 1: BEP + 0.5 ng / ml Borax. Group 2: BEP + 1 pg
/ ml Borax. Group 3: BEP + 5 png / ml Borax. Group 4: BEP + 10 10g / ml Borax.
Cell viability was measured by MTT in culture medium. Immunocytochemically,
parameters such as Bax, Bcl-2, Caspase-3 and VEGF were examined.
Immunocytochemical staining was evaluated under a microscope. Immuno-positive
and immuno-negative cells were counted for each parameter in each group and the

obtained numbers were used for statistical evaluation.

Immunocytochemical parameters were found to be close to the control group in all
groups and no significant difference was found between the groups (p> 0.05). Our
study showed that borax does not have a significant effect on Bax, Bcl-2, Caspase-3
and VEGF expressions but this comprehensive study can shed light on other studies

and it is appropriate to evaluate the findings by in vivo studies.

Key Words: Testicular tumour, BEP, Boron, Germ cell tumour, Cell culture
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