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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

CINKO OKSIT NANOPARTIKULLERI VE SIKLOFOSFAMIDIN
SICANLARDA TESTIS HISTOLOJiSi, APOPTOZIS VE OKSIiDAN-
ANTIOKSIDAN DEGERLER UZERINE ETKIiSi

Nureddin ATASOY
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI / KONYA — 2016

Siklofosfamid (CP) c¢ocukluk ve yetiskin malignensilerde, organ nakillerinde immun
supresif olarak, sistemik lupus eritematoz, multiple skleroz gibi hastaliklarda kullanilan kemoterapotik
bir ilagtir. Cinko oksit (ZnO) ¢ok amagli inorganik bir malzeme olup ZnO nanopartikiilleri ise boya,
pigment, kozmetik ve kisisel bakim gibi farkli endiitriyel alanlarda kullanilan en yaygin
malzemelerden birisidir. Bu ¢aligmada testislerde hasar olusturdugu bilinen CP ile testis hasar1 ve
apoptozis ¢aligmalarin yetersiz kaldigi ZnO nanopartikiil uygulamasinin etkileri amaglanmistir.

Siganlar; 1. Grup (n=7) Kontrol, II. Grup (n=7) Siklofosfamid (20 mg/kg/giin ip) (CP), III.
Grup (n=7) Cinko oksit (ZnO) nanopartikiil (300 mg/kg/giin oral) ve IV. Grup (n=7) CP (20
mg/kg/giin ip) + ZnO (300 mg/kg/giin oral) olmak tizere 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara, 7 giin boyunca
maddeler enjeksiyon ve oral yolla verildi. Siganlarin sol testislerine Hematoksilen-Eozin, TUNEL,
Bax ve Caspase-3 immiinohistokimyasal teknikleri uygulandi. Sag testis doku homojenatlar1 ile kan
serumlari ise oxidative stress markers (indirgenmis Glutatyon, Catalase, TBARS) 6l¢iildii.

Gruplar; Johnsen skorlama bakimindan karsilagtirildiginda, tiim gruplar arasinda anlamli bir
fark bulundu ve en diisiik skor Grup 4’de gozlendi. immiinohistokimyasal Bax boyanmasinda Grup 2
ve Grup 3 arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi, bunun digindaki diger biitiin gruplar arasinda
anlamli fark ortaya ¢ikmistir. Caspase-3 boyanmasinda ise Grup 1 — Grup 2, Grup 1 — Grup 4, Grup 2
— Grup 4 ve Grup 3 — Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmistir. TUNEL metodu
sonucuna gore ise biitiin gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu gériilmiistiir.

Serum GSH ve Katalaz seviyesi, sadece Grup 2 ve Grup 4’de benzerlik gostermistir ve diger
gruplarda birbirinden anlamli derecede farkli ¢ikmistir. Serum TBARS seviyesi ise biitiin gruplar
arasinda anlaml bir farklilik géstermistir. Doku GSH seviyesi, Grupl — Grup 3 ile Grup 2 — Grup 4
arasinda benzer olup diger gruplarda farklilik gdstermistir. Doku Katalaz seviyesi, Grup 2 — Grup 3
gruplarinda benzer olup diger gruplarda anlamli farklilik gostermistir. Doku TBARS seviyesi ise
biitiin gruplarda anlamli farklilik géstermistir.

Sonug olarak, ¢inko oksitin testislere, siklofosfamidden daha az zarar verdigi tespit edildi.
Testislerde en fazla hasarin, ikisinin birlikte kullanildig1 grupta olustugu gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis; Cinko oksit nanopartikiilii; Siklofosfamid; Testis
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Cyclophosphamide (CP) is a chemotherapeutic drug used in diseases such as multiple
sclerosis systemic lupus erythematosus, as immuno suppressive in organ transplantation in the
childhood and adult malignancies. Zinc oxide (ZnQ) is a multi purpose inorganic material and ZnO
nanoparticlesis are one of the most common used in various industrial fields such as paint, pigment,
cosmetics and personal care. In this study the effects of CP which is known cause damage to the
testicles and the effects of ZnO nanoparticles applications which studies are not sufficient for
testicular damage and apoptosis were investigated.

Rats were grouped into four as: I. Group (n=7) Control, Il. Group (n=7) Cyclophosphamide
(CP) (20 mg/kg/day ip), I1l. Group (n=7) Zinc oxide (ZnO) nanoparticles (300 mg/kg/day oral) and
IV. Group (n = 7) CP + ZnO (20 mg/kg/day ip + 300 mg/kg/day oral). Elements were
intraperitoneally injected and orally given to all groups for seven days. Hematoxilene-Eosine,
TUNEL, Bax and Caspase-3 immunohistochemical techniques were applied to left testis. Right testis
tissue homojenants and blood serums of oxidative stres markers (reduced glutation, catalase, TBARS)
were measured.

When Johnsen scoring terms compared, a significant difference was found between all
groups and the lowest score was observed in the Group 4. In Bax immunohistochemical staining, a
significant difference between Group 2 and Group 3 wasn’t observed, all other groups had significant
difference. In Caspase-3 staining, a statistically significant difference between Group 1 — Group 2,
Group 1 — Group 4, Group 2 — Group 4 and Group 3 — Group 4 were observed. A significant
difference between all groups was found when compared to control group.

Serum levels of GSH and catalase were similar between Group 2 and Group 4 and were
significantly different in all other groups. Serum TBARS levels showed a significant difference
between all groups. Tissue GSH level was similar in Group 1 — Group 3 and Group 2 — Group 4, it
showed significant differences in the other groups. Tissue levels of catalase, was similar in Group 2 —
Group 3, significant differences were found in the other groups. Tissue TBARS levels showed
significant differences in all groups.

In conclusion, it was observed that zinc oxide has given less damage to the testicles than
cyclophosphamide. Maximum damage was observed in combined group in the testes.

Keywords: Apoptosis; zinc oxide nanoparticles; cyclophosphamide; testicular
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde, bilimlerdeki hizli gelismeler ile her gecen giin daha fazla ilgi
uyandiran nanoteknoloji sayesinde, sanayi ve teknoloji alanlarinda oldugu gibi
biyoloji ve tip alanlarinda da hizli gelismeler goriilmiistiir. Nanoteknoloji ismi, 6l¢ii
birimi  “nanometre” den koken almakta olup, metrenin milyarda birini ifade
etmektedir. Bir nanometre (nm), diizlemine 2-3 tane atomun sigabilecegi kadar
kiiciiktiir. Nanoteknoloji, nanometre boyutlarinda malzemeler tasarlayarak yeni
yontemlerle belirlenmis amacglara yonelik aygitlar ve aletler iiretmeyi

amaglamaktadir (Konuk ve Oktay 2007).
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Sekil 1.1. Makro, mikro ve nano yapilarin boyutlarinin karsilastirilmast



Cinko oksit (ZnO) nanopartikiilleri boya, pigment, metalurji katki maddeleri,
kauguk, alagimlar, seramik, kimyasal lifler, elektronik, katalizor, tibbi tani, kozmetik,
kisisel bakim gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda en yaygin kullanilan malzemelerden
biridir (Baek ve ark. 2012). ZnO nanopartikiilleri UV dalga boyu araliginda sogurma
Ozelliklerinden dolay1 gilines kremleri ve kozmetik iiriinlerinde kullanilmaktadir
(Manzo ve ark. 2013). ZnO genellikle diisiik bir toksisiteli bir malzeme olarak kabul
edilmektedir. Cilinkii ¢inko insan viicudunda temel bir eser elementtir ve gidalarda
genis kapsamli olarak bulunmakla birlikte ayrica bir besin takviyesi olarak da ilave
edilir. Bu nedenle ¢inko nanopartikiillerin toksisite degerlendirmesi ¢ok az ilgi
¢ekmektedir (Baek ve ark. 2012). Cinko oksitin non toksik oldugu geleneksel
kavramlar iizerinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaya baslanmis olup, ZnO
nanopartikiilleri hakkindaki toksikolojik ¢alismalar ise onlarin uygulama hizinin
gerisinde kalmistir (Roy ve ark. 2014). in vitro ortamda insan hiicrelerinde ZnO
nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tetikleyerek apoptozise aracilik
ettigi belirtilmistir (Akhtar ve ark. 2012; Roy ve ark. 2014).

Antineoplastik kemoterap6tik bir ilag olan siklofosfamid (CP) ise alkilleyici
bir kimyasal ajan olup, g¢ocukluk ve vyetiskin malignensilerde, sistemik lupus
eritematoz, multiple skleroz gibi hastaliklarda sik¢a kullanilan bir ilagtir (Oh ve ark.
2007; Limandal 2013). CP'nin aktif metabolitleri fosforamid hardali ve akroleindir
(Zarei ve Shivanandappa 2013). Bunlar ¢ok hizli ¢ogalan dokulara miidahale ederek
DNA dizilerinin ¢apraz baglanmasina sebep olur (Higuchi ve ark. 2001). Ek olarak
CP hidrojen peroksit iiretimi tizerinden oksidatif DNA hasarina sebep olur (Murata
ve ark. 2004). Fosforamid mustard kanser hiicrelerini, akrolein ise normal hiicreleri

nekrozis ve apoptozis iizerinden 6ldiirmektedir (Kern ve ark. 2002).

Bu calismada CP ve ZnO nanopartikiil uygulamasimin sigcanlarda testis
dokusunda olusturabilecegi histolojik degisiklikler, oksidatif stres ve apoptozisin
arastirilmast amacglanmis olup, testislerde hasar olusturdugu ve apoptozisi arttirdigi
bilinen CP grubuyla, testis hasar1 ve apoptozis konusundaki g¢alismalarin yetersiz
kaldigr ZnO nanopartikiil gruplarinin karsilastirilmasi, ¢alismamizin sonuglarinin
daha objektif degerlendirilmesi, hatali pozitif sonuc¢lardan kacinilmast gibi
calismanin giivenilirligini ve kalitesini arttirabilecek kriterler saglayabilecegi

diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. TESTIiS ANATOMISI

Erkek lireme sisteminin temel iireme elemani olan ve skrotum i¢inde bulunan
testisler, sagli sollu olmak {izere yaklasik olarak 4x2,5x3 santimetre (cm) boyutlara
ve 10-15 gr agirliga sahip olan bir ¢ift organdir. Bu organlar, erkek iireme hiicreleri

olan spermatazoonlar ile erkek seks hormonlar1 olan androgenleri iiretirler.

Skrotum iginde spermatik kort ile asili duran ve birbirinden skrotal septum ile
ayrilan testisler ovoid sekilli gonadlar olup, her biri yaklasik olarak 25-30 ml hacme
sahiptir. Yaklasik olarak ayni biiyiikliige sahip olmalarina ragmen yapisal olarak
farklilik gosteren testislerden sol testis sag testise gore daha asagida yer alirken; buna
karsin sag testis sol testise gore %10 daha agirdir ve sicakliklart viicut sicakligina
gore 3-4 derece daha disiiktiir (Odar 1986; Dere 1988; Arinct ve Elhan 1999;
Yildirrm 1999; Snell 2000; Karaéz 2002; Burukoglu 2007; Drake ve ark. 2007,
Seckin 2008).
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Sekil 2.1. Testis anatomisi



Testislerin temel fonksiyonlarin yerini getirebilmeleri i¢in karin boslugundan
skrotuma dogru inmeleri zorunlu olup, bu inisleri sirasinda da karin 6n duvar
tabakalarii1 da beraberinde siiriiklemektedirler. Bundan dolay: testisler, asagidaki

siralanmis olan tabakalar ile kaphdir.

a) Deri
b) Tunika dartos

Skrotum

c) Fasia spermatika eksterna

d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

f) Tunika vaginalis testis (Burukoglu 2007).

Her bir testisin, fasia medialis (i¢ yan yliz) ve fasia lateralis (dis yan yiiz)
olmak {tizere iki yliizii, ekstremites superior (iist u¢) ve ekstremites inferior (alt uc)
olmak {iizere iki ucu ile margo anterior (6n kenar) ve margo posterior (arka kenar)
olmak iizere iki tane de kenar1 bulunmaktadir (Odar 1986; Karatas 1998; Seftalioglu
1998; Arinci ve Elhan 1999).

Testisler, dis kisimdan i¢ kisima dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve

tunika vaskulosa olmak {izere ii¢ tabaka ile sarilidirlar (Arinct ve Elhan 1999).

Testislerin karin boslugundan skrotuma dogru inerken yanlarinda getirdikleri
abdominal periton tabakasi olan ve en dista bulunan tunika vaginalis, mezotelyal
hiicreler ile doselidir ve bu tabaka skrotumun i¢ ylizeyini ddseyen lamina parietalis
(periorchium) ile testisi saran lamina visceralis (epiorchium) olmak {izere iki

yapraktan olugsmaktadir (Limandal 2013).

Testisi Orten lamina visceralis’in altinda kalan ve testisi distan saran mavimsi
beyaz renkli fibréz bir katman olan tunika albuginea, fibroblast ve kollejenden
zengin yapida olan kompakt bag dokusu ile ¢cevrelenmistir. Tunika albuginea, testis
arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis ad1 verilen kalin ve vertikal bir bolme
olusturur. Mediastinum testis, organa damar, sinir ve kanallarin girip ¢iktig1 ve rete
testisi ad1 verilen kanalciklarin bulundugu boélgedir (Kuran 1983; Armci ve Elhan
1999; Giiltekin 2013).



Testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanan mediastinum testisten ¢ikan
uzantilara septula testis ad1 verilir ve bu uzantilar testisin derinliklerine dogru 1s1nsal
uzanarak organi yaklasik 200-300 adet piramidal sekilli loba ayirir. Bu lopguklara da
lobuli testis adi verilir. Her bir lopta 1-4 tane olmak {izere tiim testiste toplamda
yaklagik sayilart 600-1000 arasinda degisen sikisik kivrintili tiibiiller olusur. Bu
yapilara tiibiili semineferi contorti (seminifer tiibiil) denir. Her seminifer tiibiil 30-80

c¢m uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apinda olup, spermatozoonlarin iiretildigi yerlerdir.

Interstisyel hiicreler (Leydig hiicreleri), spermatogenik hiicreler (primordiyal
germ hiicreleri) ve Sertoli hiicreleri (sustentakular hiicreler, destek hiicreler) tiibiili
seminiferi kontortiler de bulunur. Bu tiibiillerin gevsek bag dokusunda yer alan
interstisyel hiicreler (Leydig Hiicreleri) ise sekonder seks karakterlerinin
gelisiminden sorumlu olan testosteronu salgilarlar. Reinke kristalleri ise bu
hiicrelerin sitoplazmalarinda goriilen karakteristik protein kristalleridir. (Arinct ve

Elhan 1999; Yildirim 1999; Karaz 2002; Snell 2004; Yetim 2011; Sayilmaz 2015).

Seminifer tiibiiller, testisin arka boliimiinde birleserek tiibiili seminiferi rekti
ad1 verilen 20-30 tane kisa ve diiz kanallar olusturur. Bu kanallar daha sonra
mediastinum testise girerek burada rete testis (Haller agi) adi verilen bir kanal ag
olustururlar. Mediastinum testisin iist ucunda yer alan ve bu agdan baslayan 12-20
tane duktuli efferentes testis isimli kiiclik kanallar, tunika albuginea’dan gecerek

epididimis ad1 verilen kanali olusturur (Yildirim 1999; Yetim 2011).
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Sekil 2.2. Testisin anatomik yapisi



Tunika albuginea’nin altinda gevsek bag dokusu yapisinda damarsal bir

tabaka daha yer alir. Bu tabakaya tunika vaskulosa adi verilir (Arinci ve Elhan 1999).

Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler.
Testis ve epididimisin vendéz drenaji ise pampiniform ventéz pleksus olarak
isimlendirilen duktus deferensin anteriyoru boyunca uzanan ve spermatik kordda
(duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testikiiler arter, “plexus
pampiniformis, plexus deferentialis, processus vaginalis peritonei, musculus
cremaster, arteria cremasterica, vena cremasterica”, lenf damarlari, ilioinguinal sinir
ve genitofemoral sinirin genital dallarindan olusur) testikiiler arteri ¢evreleyen, 8-12
adet venden olusan bir ag tarafindan yapilir. i¢ kasik halkasia dogru gectikten sonra
ise bu venler birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Sag testikiiler ven, sag bobrek
veninin 4-5 ¢cm kadar altindan vena cava inferiora, sol testikiiler ven ise vena renalise

dokiilmektedir (Yildirim 1999; Giiltekin 2013; Sayilmaz 2015).

Sinirler ile sempatik ve parasempatik lifler, pleksus c¢oliakustan arteria
testikularis gevresinde bulunan pleksus testikularis ile gelirler ve bu sinirler, bezlerin

calismasini kontrol etmektedirler (Yetim 2011).

Testisin innervasyonu ise esas olarak sempatik postganglionik ve visseral
afferent sinirler ile gergeklesmektedir. Sinirler genellikle damarlar1 takip ederek
testislere ulagirlar. Tunika albuginea diginda dallara ayrilan sinirler ise kan damarlari

ile birlikte interstisyuma ulasirlar (Giiltekin 2013).

Testislerin lenf damarlarina bakildiginda ise funikulus spermatikus’u
izledikleri ve oradan da nodus lenfatikus aorticus lateralis ve preaortisi’lerle
birlestikleri goriilmektedir (Kara 2010; Yetim 2011).

2.2. TESTIiS EMBRIYOLOJISi

Embriyonun cinsiyeti, genetik agidan dollenme sirasinda belirlenmis olsa da,
gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik ozelliklere sahip
degillerdir. Genital gelisimin bu baslangici, erken donemde her iki cinste de birbirine
benzedigi i¢in bu baslangi¢c donemine farklilasmamis evre, bu evredeki gonadlara da
farklilasmamis gonad ad1 verilir (Petorak 1986; Sadler 2005; Limandal 2013).



Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan kdken almaktadir:

e Posterior abdominal duvar1 doseyen mezotel (mezodermal epitelyum)
¢ Altinda bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordiyal germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri) (Moore ve Persaud
2009).

Gonadlar baslangigta mezonefrozun medial bolgesi tizerindeki sélomik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagsmasi sonucu olusmus
genital veya gonadal sirtlar halinde belirir ve bu genital sirtlar igerisinde gelisimin 6.
haftasina kadar germ hiicreleri yoktur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar,
gonadal kordonlar altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiyiirler ve yeni
gelisen primer seks kordonlarmi andirirlar. Farklilagmamis gonad yapisinda dista
korteks, i¢ kisimda ise medulla bulunur. Eger embriyo XX seks kromozom
kompleksine sahip ise, farklilanmamis gonadin korteksi overe differansiye olur ve
medullas: geriler. Eger embriyo XY seks kromozom kompleksine sahip ise, medulla
testise farklilasir ve korteks bir takim kalintilar disinda gerileyerek dejenere olur
(Kayali ve ark. 1992; Taylor ve ark. 1999; Sadler 2005; Moore ve Persaud 2009).
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Sekil 2.3. Farklilanmamis gonadin testis ve ovaryuma farklilanmasi



Yiiksek alkali fosfataz aktivitesi gosteren primordiyal germ hiicreleri (ilkel
cinsiyet hiicreleri), biiyiik ve yuvarlak sekilli ilkel tireme hiicreleri olup; en erken 4.
haftanin basinda allantoisin ¢ikis noktasinin yakininda bulunan vitelliis kesesinin
endoderm hiicreleri arasinda goriilmektedir. Embriyonun katlanmas: sonrasinda
vitelliis kesesinin dorsal kismi, embriyonun i¢inde kalir ve bu olay gerceklesirken de
ilkel cinsiyet hiicreleri, arka barsagin dorsal mezenteri boyunca genital sirtlara dogru
g6¢ ederler. 6. haftada primordiyal germ hiicreleri, alttaki mezenkime girerek primer
cinsiyet kordonlarina ulasir ve burada germ kordonlarini olustururlar. Bunun
sonucunda da farklilasmamis evre sona erer (Petorak 1986; Carlson 1996; Giirsoy ve
Koptagel 1997; Hassa 2003; Moore ve Persaud 2009).

Forequt Hindgut

Allantois Genital _

fidge
Hindgut

Yolk sac
A

A. A 3-week-old embryo showing the primordial germ cells in the wall of
the yolk sac close to the attachment of the allantois. B. Migrational path of the primordial
germ cells along the wall of the hindgut and the dorsal mesentery into the genital ridge.

Sekil 2.4. Primordial germ hiicreleri ile bu hiicrelerin genital sirta dogru giden go¢ yolu

Eger embriyo genetik olarak erkekse, primordiyal germ hiicrelerinin cinsiyet
kromozomlart XY dir. Seks kromozom komplekslerinden sadece Y kromozomunu
bulunduran embriyolarda genellikle testisler gelismekte olup, testislerin gelisimi de
koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanmaktadir (Sadler 2005; Giiltekin

2013).



Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini
icin onemlidir. Testis belirleyici faktor (Testis determining factor = TDF) i¢in gerekli
olan SRY (Sex-determining region of the Y kromozom) geni, Y kromozomunun
cinsiyet belirleyici bolgesinde bulunmaktadir (Unliikal 2011; Giiltekin 2013).

“Y” kromozomunun iizerinde bulunan seks belirleyici gen bdlgesi (SRY)’ nin
etkisiyle primitif seks kordonlarinin mediiller bolgesinde bulunan hiicreler Sertoli
hiicrelerine farklilasmaya baslarken, kortikal bolgede bulunan hiicreler ise dejenere
olurlar. Yedinci haftada farklilasan Sertoli hiicreleri testis kordonlarini olusturmak

icin organize olurlar (Sarikaya 2006; Ozyalvagli 2009).

Y kromozomu tarafindan diizenlenen TDF testikiiler farklilagmay1
saglamaktadir ve bu faktoriin etkisi altinda primer seks kordonlari, seminifer
tibiillere farklilanmaktadirlar. Seminifer tiibiillerin olusumu, Sox9 ve Fgf9

genlerinin ekspresyonlar1 sayesinde ger¢eklesmektedir.

TDF’yi kodlayan Y kromozomu iizerindeki SRY geninin etkisiyle primitif
cinsiyet kordonlari, testis veya medullar kordonlar1 olusturmak iizere ¢ogalmaya
devam ederek medullanin derinliklerine dogru ilerlerler. Kordonlar daha sonra
burada dallanarak birbirleri ile anastomozlasir ve agsi gorinimlii rete testisini

olustururlar.

Gelisimin daha ileri asamalarinda testis kordonlarinin (gonadal kordonlar,
seminiferoz kordonlar) yiizey epiteli ile olan baglantilar1 tunika albuginea ad1 verilen
yogun fibréz bir bag dokusunun araya girmesi sonucunda sona erer. 12. haftada
gelismekte olan gonadin kalin bir fibroz kapsiilii olan tunika albugineasi’nin
belirginlesmesi ise erkek fetiis i¢in karakteristik bir 6zelliktir. Genislemis olan testis,
asamali bir sekilde dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan
mesorchium ile asili hale gegmektedir. Seminifer kordonlar ise seminifer tiibiillere,
tiibiili rektilere ve rete testisine farklilanmaktadirlar (Seftalioglu 1998; Hassa 2003;
Sadler 2005; Moore ve Persaud 2009; Unliikal 2011).

Gonadal sirtin mezensiminden kokenlenen interstisyel hiicreler (Leydig
hiicreleri), seminiferdz kordonlarin arasinda yer alir ve bu kordonlarin farklilasmaya
baslamasindan hemen sonra da gelismeye bagslarlar. Gestasyonun 8. haftasindan

itibaren bu hiicreler, androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedione)
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tiretmeye baslarlar. Bu hormonlar mezonefrik kanallar ile dis genitallerin maskiilin
olarak (erkek yoniinde) farklilanmasini uyarirlar. Leydig hiicrelerinin testosteron
salgilamas1 ayn1 zamanda mezonefrik kanallarin vaz deferense doniismesini

saglamaktadir.

Gelisimin erken donemlerinde testosteron {iretimi, human koryonik
gonadotropin  (hCG) ile kontrol edilirken ilerleyen donemlerde pitiiiter
gonadotropinler tarafindan kontrol edilmektedir (Sadler 2005; Moore ve Persaud
2009; Ozyalvagli 2009).

Testosteron miktar1 8-12 haftalik periyotta en yiiksek seviyesine ulagsmis olup,
embriyodaki interstisyel hiicreler gebeligin 18. haftasina kadar islevlerini
stirdirmekte ve bundan sonra testosteron sentezindeki azalma ile birlikte
gerilemektedirler. Daha sonrasinda ise hipofizden salgilanan luteinizan hormon (LH)
etkisiyle testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklari prepubertal doneme
kadar dinlenme halinde kalirlar (Unliikal 2011).

Testosterona ilave olarak fetal testisler, glikoprotein yapida bir hormon olan
antimiillerian hormon (AMH) veya miillerian inhibitér madde (MIS) ad1 verilen bir
hormon daha salgilarlar. AMH, Sertoli (destek) hiicreleri tarafindan salgilanmakta
olup, miillerian kanallar1 ¢evreleyen mezenkimal hiicre membranlarinda
bulunmaktadir ve apikalden kaudale dogru i¢ ige katlanarak uterusun beslenmesine
neden olmaktadir. Bu hormonun salgilanmasi puberteye (ergenlige) kadar devam
eder ve sonrasinda ise seviyesi azalmaktadir. AMH, ayn1 zamanda uterus ve tuba
uterinalara farklilasan paramezonefrik (miillerian) kanallarin gelisimini de
baskilamaktadir (Kayali ve ark. 1992; Taylor ve ark. 1999; Sadler 2005; Moore ve
Persaud 2009; Sayilmaz 2015).
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Sekil 2.5. Testis gelisiminin sematik gorinimii

Puberteye kadar solid halde bulunan testis kordonlar1 (liimenleri yoktur),
pubertede liimenleri acilarak seminifer tiibiiller haline gelirler ve bu tiibiillerin

duvarinda iki tip hiicre bulunmaktadir:

e Testisin yiizey epitelinden gelisen ve destek hiicreleri olan Sertoli
hiicreleri
e Primordial germ hiicrelerinden farklilanan ve sperm hiicrelerinin onciileri

olan spermatogonyumlar

Seminifer tiibiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleri ile birlesir ve
duktuli efferenteslere girerler. Bu efferent kanallar mezonefrik sistemden geriye
kalan bosaltim tiibiilleridir ve duktus defferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis

ile mezonefrik (wolffian) kanallar1 birbirine baglamaktadir.
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Gelisimin 5-6. haftalarinda genital sistem farklilasmamis oldugu i¢in erkek ve
disi embriyolarin ikisinde de mezonefrik (wolffian) ve paramezonefrik (miillerian)
kanallar olmak {izere iki ¢ift genital kanal mevcuttur. Bu kanallardan mezonefrik
kanallar erkek iireme sisteminin gelisiminde 6nemli yer tutarken, paramezonefrik

kanallar ise disi tireme sisteminin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.

Mezonefroz tubuller dejenere
olmaya basliyor

Medullar cord
dejenere olmaya
baslyor

Ovaryumun
cortical cord'lan

Rete testis

Testis cordlan

Tunica albuginea

Mezonefroz

Mesonefrik kanal

Paramezonefrik

A | kanal B

Sekil 2.6. Gelisimin 6. haftasinda erkek (A) ve disi (B) genital kanallar

Sekizinci haftada fetal testisler tarafindan salgilanan testosteronun etkisiyle
her bir mezonefrik kanalin proksimal kisimlari kivrintili bir hal alarak epididimisi
olusturken; kanalin geriye kalan diger kisimlari ise duktus deferens ve duktus
ejakiilatoriusu olusturmaktadir. Disi fetiislerde ise mezonefrik kanallar ortadan
tamamen kalktig1 i¢cin sadece islevsel olmayan birka¢ kalinti parca kalmaktadir.
(Sadler 2005; Moore ve Persaud 2009; Unliikal 2011; Giiltekin 2013).

2.3. TESTIS HISTOLOJISI

Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlagmay1 ve tireme fonksiyonlarini
etkileyen ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan bilesik tiibiiler bezlerdir (Kalayci

1986; Esrefoglu 2004). Ekzokrin salgisi, testis sivisi ile canli hiicre spermiumu iken;
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endokrin salgis1 ise steroid yapidaki testosteron salgisidir. Bu yiizden testisler
gametlerin yerine getirilmesi ve steroid yapidaki hormonlarin {iretilip salgilanmasi ile
yiikiimlii bir ¢ift organdir (Kalayct 1986; Karaéz 2002; Kara 2010). Testislerde
giinliik milyonlarca sperm tretilmekte olup, saglikli bir erkegin testislerinde giinliik
150x10° kadar sperm iiretilmektedir (Ozdemir 2012).

2.3.1. Skrotum

Fibromiiskiiler yapida bulunan ve icerdigi bol miktardaki melanin pigmenti
yiiziinden kahverengi renkte olan skrotum, ¢ok ince bir deriye sahiptir. Epidermis
altinda 6zel kokulu yag bezleri, ter bezleri ile yaglarla baglantis1 olmayan ince killar
ve fazla miktarda sinir sonlanmalar1 bulundurur. Skrotum i¢inde spermatik kort ile
asili halde bulunan testisler, birbirinden septum skroti ile ayrilirlar. Skrotum, deri
altinda yag dokusunun bulunmayisi, damardan ve ter bezlerinden zengin olmasi gibi
yapisal 6zelliklere sahip olmasindan dolayi testislerin 1sisinin ayarlanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (Kalayci 1986; Karatz 2002; Segkin ve ark. 2008).
2.3.2. Testikiiler Kapsiil

Skrotum ile testis dokusu arasini dolduran olusumlar 3 tabakali testikiiler
kapsiilii olusturmaktadir. Testisin dis tabakasi tunika vaginalis, orta tabakasi tunika

albuginea ve i¢ tabakasi da tunika vaskulosa olarak adlandirilmaktadir.

Tunika Vaginalis

Karin bolgesinin arka duvarindan gelisen ve tek katli mezotel hiicrelerden
olusan tunika vaginalis, testislerin 6n ve yan yiizeylerini orten ¢ift yaprakli ser6z bir
zardir. Ayn1 zamanda tunika vaginalis, testislerin skrotuma dogru go¢ etmeleri
esnasinda her bir testis yapisinin kendisiyle beraber gotiirdiigii abdominal periton
tabakasidir. Bu tabaka dista parietal ve icte ise visseral bir tabakadan olusarak testisin

On ve yanlarindan tunika albugineay1 sarmaktadir.

Lamina visceralis olarak isimlendirilen i¢ yaprak ile lamina parietalis olarak
adlandirilan dis yaprak arasinda kalan bosluga cavites seroza adi verilir ve periton
boslugu ile baglantilidir. Visseral yaprak tunika albuginea’yr Orterken, parietal
yaprak ise skrotumun i¢ yiizeyine dayanmaktadir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark.
1998; Esrefoglu 2004; Seckin ve ark 2008; Ozdemir 2012).
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Tunika Albuginea

Kapsiiliin en kalin ve belirgin olan tabakasi, diiz kas hiicreleri i¢ceren ve yogun
fibroelastik bag dokusundan meydana gelen tunika albuginea tabakasidir. Testisin
etrafim1 yaklagik 1 mm kalinliginda ¢evreleyen tunika albuginea, diizenli siki bag
dokusundan yapilmis olan fibréz bir membrandir. Tunika vaginalisin visseral

yapragini igten Orter ve bazal lamina ile de tunika vaginalisten ayrilmaktadir.

Tunika albuginea testisin arka ylizeyinde, epididimisin organa yaslandigi
yerde kalinlasarak mediastinum testisi olusturmaktadir. Mediastinum testisden ¢ikan
sik1 bag dokusu bdlmeleri de 1sinsal tarzda, karsi duran tunika albuginea tabakasina

ulagsmaktadir (Kalayci 1986; Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008; Giiltekin 2013).

Tunika Vaskulosa

Kapsiiliin en i¢ tabakasini olusturan tunika vaskulosa, tunika albuginea’nin i¢
yiizeyinde bulunan ve damardan zengin olan gevsek bag dokusu tabakasidir. Tunika
vaskulosa’ya ait olan damarlar trabekiilalar i¢ine girerler. Tunika albuginea’nin testis
icine olan uzantilarinin (septum) i¢ ylizeylerini de Orten tunika vaskulosa ayni

zamanda biitiin lobiilleri de distan sarmaktadir (Kalayci 1986; Seckin ve ark. 2008).

Periodik kontraksiyonlar yaparak testis hacmini diizenlemede gorevli olan
testikiiler kapsiil, aym1 zamanda duktus sistemine de masaj etkisi yaparak
spermiumlarin disartya dogru hareket etmelerine yardimer olmaktadir (Kalayci
1986). Tunika albuginea’nin testisin arka yiizeyinde kalinlasmasiyla mediastinum
testis olusur ve mediastinum testisden kapsiile dogru uzanan radier seyirli ince fibroz
bolmeler (septum) organi yaklasik 300 kadar piramit bi¢imli lobiillere (testis lobiilii)
ayirmaktadir. Lobiillerin apikal kisimlari mediastinuma dogru olup, hacimleri de
yerine gore degisiklik gostermektedir (orta kisimdakiler biiyiik ve uzundur). Her
testis lobiilii kan damarlarini, sinirleri ve interstisyel hiicreleri iceren gevsek bag

dokusu ile sarili seminifer tiibiiller (tubuli kontorti seminiferi) den olusmaktadir.

Seminifer tiibiiller, spermlerin {iretildigi yapilar olup, her bir lobiilde 1-4 tane
kadar asir1 kivrimli seminifer tiibiil ve tiibiillerin arasini dolduran gevsek bag dokusu
(interstisyum bezin stromasi) bulunmaktadir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998;
Kara6z 2002; Esrefoglu 2004).
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2.3.3. Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlarin iretildigi yerler olan seminifer tiibiiller, yaklasik olarak
150-250 um ¢apa ve 30-80 cm uzunluga sahip olup, iki ucu U seklinde olan ve rete
testise acilan kanaciklardir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik olarak
250 m civarindadir. Tiibiiller kivrimlt olup bir sebeke olustururlar ve bu sebekedeki
her tiiblil baglangicta kor ugludur ve dallara ayrilmaktadir. Kivrimli olan ve
anastomozlasma gosteren seminifer tiibiiller sonlanirken liimenleri daralir ve diiz
tiibiiller veya tiibiili rekti adi1 verilen kisa bosaltma kanallar1 halinde devam ederler.
Bosaltict kanallari ilki olan tiibiili rektiler, seminifer tiibiillerin rete testis adi1 verilen
ve epitel ile doseli olan kanallarin olusturdugu labirente baglanmasini saglamaktadir
(Kalayct 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karaéz 2002; Ross ve Pawlina 2006;
Kierszenbaum 2006; Gartner ve Hiatt 2007).

Seminifer tiibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmagik bir germinal veya seminifer epitelden olusmaktadir. Seminifer tiibiilleri
doseyen seminifer epitel, spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri olmak {izere iki
farkli hiicre grubunu igeren modifiye ¢ok katli kiibik epiteldir. Seminifer tiibiiller
belirgin bir bazal lamina ile cevrili olup, epitelin {izerine oturdugu bazal lamina
elastik fibrillerden zengindir ve yaslandik¢a da yogunlugu artarak kalinlasir. Epitel
altinda kalan bazal lamina bag dokusu liflerini, yassilasmis fibroblastlar1 ve diiz kas
hiicrelerine benzeyen kasilabilen 3-5 sira miyoid hiicreler iceren, ince peritiibiiler

doku ile kusatilmistir. Bu dokuya ayni zamanda tunika propria da denilmektedir.

Miyoid hiicreler, seminifer tiibiillerde izlenen ritmik kasilmalardan sorumlu
hiicreler olup, bu hiicrelerin ritmik kasilmalar1 sonucunda da spermler bosaltim
kanallarina dogru ilerlemektedir. Bu hiicreler ayni zamanda kan-testis bariyerinin de
onemli bir bileseni olup, yasin ilerlemesiyle birlikte bu tabaka da kalinlagsmaktadir.
Miyoid hiicreler, birbirlerine membranlart  sayesinde tutunurlar  fakat
makromolekiillerin seminifer tiibiillere gegisini de tamamen engelleyemezler.
(Kalayci 1986; Jungueira 1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004; Yetim 2011).

Peritiibiiler dokunun dis kisminda da genis lenfatik kapillerler bulunmaktadir.
Boylece peritiibiiler doku ve lenf kapillerlerinin seminifer tiibiil ile kan arasinda

madde degisimine engel oldugu ileri siirlilmiistiir. Ayrica erkeklerdeki kisirlik
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olgularinin ¢ogunda ve yaslhilik ile bazi klinik vakalarda (&zellikle klinefelter
sendromu gibi kromozom anomalilerinde) peritiibiller dokunun kalinlastig

bilinmektedir (Kalayci1 1986; Karaéz 2002; Altun 2013).

Cytoplasmic
bridges

Late spermiogenesis Early spermatids

Initial spermiogenesis ~—=v-%# /

Meiosis _/—”“

Secondary spermatocytes

n '-_.\ o - ‘-.___‘
' 4 %— Primary spermatocyte’

éi%—\— Spermatogonium

i

Basal lamina

-

Fibroblast ~ AN

,\.

Sekil 2.7. Seminifer tiibiil duvar ve iligkili yakin ¢evresi

Her bir seminifer tiibiilii doseyen epitelde iki tip hiicre bulunmaktadir;

1- Sertoli (destek) hiicreleri

2- Spermatogenik seri hiicreleri
2.3.3.1. Sertoli (Destek) Hiicreleri

[k defa 1865 yilinda fizyolog Enrico Sertoli tarafindan kullanilan ve boliinme
yetenegi olmayan Sertoli hiicreleri, bazal laminadan tiibiil liimenine kadar uzanan
uzun boylu primidal sekilli hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerde bulunan hiicrelerin
yaklasik olarak % 10-15’ini olusturan Sertoli hiicrelerinin elektron mikroskobu ile
yapilan incelemelerinde ¢ok sayida graniilsiiz (diiz) endoplazmik retikulum (DER)
ile az sayida graniillii endoplazmik retikuluma (GER) sahip oldugu gézlemlenmistir.
Bunlarin yani sira iyi gelismis bir Golgi kompleksi ile bol miktarda mitokondri ve

lizozoma sahiptir. Lizozomlarin fazla sayida olmasi fagositik aktiviteye isaret
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etmekte olup, spermatosit artiklar1 da Sertoli hiicreleri tarafindan temizlenmektedir.
Diizensiz sekilli ve oldukga biikliimlii olan nukleusta ise belirgin bir nukleolus ve az

miktarda heterokromatin bulunmaktadir.

Spermatogenik hiicrelere kiyasla daha az sayida bulunan Sertoli hiicreleri,
germ hiicreleri arasina diizenli araliklarla yerlesmis olup, belirgin olan ¢ekirdekleri
sayesinde germ hiicrelerinden ayirt edilmektedir. Ayrica bu hiicrelerinin bazal
sitoplazmalarinda kendilerine has protein yapisinda sekiz koseli Charcot-Borttcher
kristalleri ile uzun yapili Sprango kristalleri bulunmaktadir fakat bu Kkristallerin
gorevleri ve kimyasal bilesimleri heniiz tam olarak bilinmemektedir.(Kalayc1 1986;
Kayali ve ark. 1992; Jungueira ve ark. 1998; Karatz 2002; Kierszenbaum 2006; Ross
ve Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt 2007; Segkin ve ark. 2008).

Bazal lamina iizerine oturan Sertoli hiicreleri birbirleriyle zonula okludens ad1
verilen sik1 baglantilar ile baglanarak, seminifer tiibiil limenini (intratiibiiler aralik)
¢epegevre saran kesintisiz bir hiicre tabakasi olustururlar. Bu sayede tiibiil disindan
intratiibiiler aralia makromolekiiller ile kanla taginan maddelerin gegisi engellenmis
olur. Aym1 zamanda bu baglanti kompleksleri, seminifer tiibiil epitelini bazal
kompartiman ve adluminal kompartiman olmak iizere ikiye ayirmaktadir. Bazal
kompartimanda spermatagonyumlar ile primer spermatositler bulunurken; adluminal

kompartimanda ise sekonder spermatositler ile spermatidler bulunmaktadir.

Spermatogenezis sirasinda spermatagonyumlarin bdliinmesiyle meydana
gelen spermatogenik hiicreler, bu baglantilardan gegerek bariyerin alt kisminda yer
alan bazal kompartimandan, bariyerin iist kisminda yer alan adluminal kompartimana
dogru go¢ ederler ve bu baglantilar tiibiiliin etrafindaki doku ile beraber kan-testis
bariyerinin temelini olusturmaktadirlar. Kan-testis bariyeri, spermatogenezisin ileri
sathalarinda gergeklesmekte olup, immiinolojik anlamda c¢ok Onemli bir isleve
sahiptir. Immiin sistem ile yabanc hiicreler arasindaki etkilesimi ortadan kaldirarak,
antikorlarin seminifer tiibiillere gecisini engeller ve spermatogenik hiicreleri de oto-
immiin reaksiyonlara karsi korur. Bdoylelikle serumlarinda spermlere karsi fazla
miktarda antikor bulunan hastalarda da herhangi bir fertilite bozuklugu
gorilmemektedir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002; Sec¢kin ve
ark. 2008; Altun 2013; Limandal 2013).
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Sertoli hiicrelerinin yan ylizeylerinde kimyasal maddeler ile iyonlarin
gecisinin saglanabilecegi ve oluklu baglant1 ad1 verilen gap junctionlar (neksus) da
bulunmaktadir. Bu yolla hiicrelerin iyon ve kimyasal madde alisverisi
gerceklesmektedir. Gap junctionlara ilaveten hiicrelerin bazal kisminda da
hemidesmozomlar yer almaktadir (Jungueira ve ark. 1998; Yetim 2011; Limandal
2013).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari:

1) Gelisen spermatazoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesi gibi
gorevlere sahiptir.

2) Kan-testis bariyerinin olugsmasimi saglayarak antijen ile antikor gegisini
engeller ve spermlerin oto-immiin reaksiyonlardan korunmasini saglar.

3) Artik pargaciklarin fagositozu. Spermiyogenez esnasinda fazla spermatid
sitoplazmalar1 artik cisimcikler seklinde atilir ve bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli
hiicrelerinin lizozomlar1 tarafindan fagosite edilerek sindirilir.

4) Mikrofilamentler ve mikrotiibiiller yardimiyla germ hiicrelerin bazal
laminadan limene dogru pasif hareketler ile salinmasini (spermiasyon) saglar.

5) Testosteronu ostradiol haline doniistiirtir.

6) On hipofiz bezinden folikiil stimiile edici hormonun (FSH) sentez edilmesi ve
salgilanmasin1 engelleyen inhibin ile FSH salinimi {izerine olumlu etkisi olan
aktivin’i salgilar.

7) Embriyo gelisimi esnasinda erkek fotuslarda Miiller kanalinin regresyonunu
onleyen ve glikoprotein yapida olan anti-miillerian hormonu (AMH) salgilar.

8) Spermiumlarin taginmasini  ve testosteronun yogunlagsmasini saglayan
androjen baglayici proteini (ABP) salgilar.

9) Ureme hiicrelerine demir tasidign varsayilan testikiiler transferrinin sentez
edilmesi ve salgilanmasini saglar.

10) Interstisyel (Leydig) hiicreler ile peritiibiiler hiicrelerin fonksiyonlarinin ve
spermatogenezisin parakrin kontroliinii saglar (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998;
Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008; Cumbul 2008; Ozyalvagli 2009).
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2.3.3.2. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenezis

Spermatogenik hiicreler, birbiri iizerine siralanmis olan farkli gelisim
asamasindaki hiicrelerdir. Bu hiicreler boliinerek farklilasir ve bazalden liimene
dogru spermatagonyumlardan baslayarak sirasiyla primer ve sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermatazoonlar olarak devam ederler. Bunlardan bazal laminaya en
yakin olan hiicreler spermatagonyumlar, limene en yakin bulunan ve daha olgun
olan hiicreler ise spermatidlerdir. Liimende bulunan hiicreler ise spermatazoonlar
diger adiyla spermiumlardir. Baslangictan bitise kadar yani spermatagonyumlardan
spermatazoonlarin olugsmasina kadar gecen siireye spermatogenezis adi verilir ve
spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez olmak lizere 3 evreye ayrilmaktadir.
(Kalayct 1986; Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004; Ross ve Pawlina 2006;
Gartner ve Hiatt 2007).
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Sekil 2.8. Spermatogenezisin sematik gosterimi
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2.3.3.2.1. Spermatagonyum (Gonosit)

Bazal laminanin hemen iizerinde bulunan ve spermatagonyal kok hiicrelerden
(radyasyon ve kemoterapiye direncli hiicreler) koken alan spermatogonyumlar,
pubertede hormonal etki ile birlikte mitozla ¢ogalarak diger spermatogenik hiicreleri
olusturan esas hiicrelerdir. Ayn1 zamanda bu hiicreler, Sertoli hiicrelerinin arasinda
bulunan zonula okludens tipi baglantilarin altinda bulunduklari i¢in kan-testis
bariyerinin disinda yer alan ve bazal lamina ile dogrudan baglantili olan hiicrelerdir.
Bunlar, yaklasik 12 um capa ve 46 kromozoma (diploid) sahip hiicreler olup,
kendisinden gelisen diger hiicre tiplerine gore daha kii¢iiktiir. Nukleusun biiytikliigii,
sekli, kromatin dagilimi ve histokimyasal yapist gibi 6zellikler dikkate alindiginda
ise 2 tipe ayrilmaktadir (Kalayct 1986; Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004,
Kierszenbaum 2006; Seckin ve ark. 2008; Yetim 2011; Limandal 2013):

1) Tip A Spermatagonyumlar: Tip A spermatagonyumlarda kendi
igerisinde agik tip A spermatagonyumlar ve koyu tip A spermatagonyumlar olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Koyu tip A spermatagonyumlar, seminifer epitelin kok
hiicreleri (stem cell) olup, oval sekilli, heterokromatik nukleuslara sahiptir. Kii¢iik ve
kubbe bicimli olan bu hiicreler, depo hiicreleri olup hiicre dongiisiine katilmazlar.
Mitoz boliinme ile ¢ogalarak diger koyu tip A spermatagonyumlar1 ve acik tip A
spermatagonyumlar1 olustururlar. Koyu tip A spermatogonyumlarin bdliinmesi
sonucunda olusan agik tip A spermatogonyumlar, birbirlerine sitoplazmik kopriiler
sayesinde bagli halde kalirlar ve bunlardan olusacak olan diger biitiin spermatogenik
seri hiicreleri de birbirlerine sitoplazmik kopriiler sayesinde bagl halde bulunurlar.
Boylece ayni ata hiicreden gelismis olan kardes hiicreler belirlenebilmektedir. Agik
tip A spermatagonyumlar ise oval sekilli olan ve agik renkte boyanan Skromatik
cekirdek ile belirgin bir nukleolusa sahip olan hiicrelerdir. Az sayida Golgi
kompleksine, birka¢ tane GER ve ribozom ile mitokondriye sahip olan bu hiicreler,
testosteron ile uyarillarak mitoz boliinme gecirir ve B tipi spermatagonyumlara
doniistirler.

2) Tip B Spermatagonyumlar: Tip A spermatagonyumlardan daha
biiyiik olan bu hiicreler, yogun kromatine sahip olan ve koyu renkte boyanan kiire
bi¢iminde nukleus ile merkezi yerlesimli nukleolusa sahiptir. Spermatagonyal fazin

son basamagi ile spermatagonyumlarin en yaygin tipini olusturan bu hiicreler, birkag
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mitoz boliinme gegirerek primer spermatositlere farklilagirlar. Spermatagonyumlarin
mitoz bolinme gegirerek primer spermatositleri olusturdugu bu doneme ise
spermatositogenez adi verilmektedir (Kalayci 1986; Esrefoglu 2004; Ross ve
Pawlina 2006; Gartner ve Hiatt 2007; Altun 2013).

2.3.3.2.2. Primer Spermatosit (Spermatosit-1)

Tip B spermatagonyumlarin mitoz bdlinmeleri sonucunda olusan ve
seminifer epitelin orta boliimiinde bulunan, kiire veya oval bi¢gimli olabilen en biiyiik
hacimli hiicrelerdir. Basarili mitoz boliinmeler gegirdikten sonra olusan primer
spermatositler, DNA sentezini tamamladiktan sonra mayoz bdliinmenin profaz
asamasina girerler. Profaz agamasi ¢ok uzun siirdiigii i¢in (ortalama 20-22 giin) bu
asamada en fazla goriilen hiicre tipi primer spermatositlerdir. Bu hiicreler, tiibiil
duvarinin orta kisimlarma dogru go¢ ederken kendi DNA’larini esleyerek
spermatagonyumlara gore iki kat daha fazla DNA miktarina sahip olurlar. Sonugta
46 kromozom (diploid) ve 4n DNA’ ya sahip hiicreler olmus olurlar (Kalayct 1986;
Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004; Altun 2013).

2.3.3.2.3. Sekonder Spermatosit (Spermatosit-2)

Birinci mayoz boliinme sonucunda sekonder spermatosit adi verilen haploid
sayida yani 23 kromozomlu kiiclik hiicreler (spermatosit-1’in 2/3 biiytikliikte)
olusmaktadir. Bu hiicrelerde, kromozom sayilarindaki azalmanin yani sira DNA
miktarlarinda da azalma goriilmektedir. Bu agamada 2 adet 23 kromozom ve 2n
DNA’ya sahip hiicre bulunmaktadir. Sekonder spermotositler daha sonra hizli bir
sekilde interfaz asamasi ve ardindan da ikinci mayoz béliinme gegirirler. Bunun
sonucunda 23 kromozomlu ve n miktarda DNA’ya sahip spermatidler olusmaktadir.
Sekonder spermatositler, birbirlerine sitoplazmik kopriiler sayesinde baghidirlar ve bu
hiicrelerin testis kesitlerinde gozlenebilmeleri ¢ok zordur. Ciinkii bu hiicreler interfaz
asamasinda c¢ok kisa kalan ve hizlica ikinci mayoz boliinmeye gecen kisa Omiirli

hiicrelerdir (Kalayct 1986; Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004; Atal 2014).
2.3.3.2.4. Spermatid

Sekonder spermotositlerin ikinci mayoz boliinmesi sonucunda olusan ve 23

kromozom (haploid) tasiyan spermatidler, sekonder spermatositlerin yarist kadar
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biiyiikliikkte (7-8 pm ¢apinda), yogunlasmis kromatin alanlar1 igeren ¢ekirdekleri ve
seminifer tiibiil llimenine yakin yerlesimleri sayesinde ayirt edilebilirler. Bu hiicreler,
birbirleriyle sitoplazmik baglant1 yapan sinsityal hiicre kiimesi olustururlar (Kalayc1
1986; Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004; Ozdemir 2012).

Akrozom olusumu, nukleus yogunlagsmasi ve uzamasi, flagellum gelismesi ve
sitoplazmanin biiyiik bir kisminin kaybolmasi gibi olaylar iceren spermiogenez, kiire
veya poligonal bi¢imli spermatidlerin, belirli degisimler gegirerek spermatazoon
haline doniisme siirecidir. Bu evrede, spermatagonyumlar ile spermatositler arasinda
bulunan kdopriiler birbirinden ayrilir ve yogun transformasyon sonucunda da ¢ekirdek
karakteristik seklini kazanir (Kalayc1 1986; Jungueira ve ark. 1998; Esrefoglu 2004;
Yetim 2011; Sayilmaz 2015).

Spermatidlerin, olgun spermlere donlismesi siirecinde sirasiyla su

degisiklikler meydana gelir:

Akrozom Olusmasi: Spermatidlerde spermiogenezin ilk belirtileri hiicre
organellerinde gozlemlenmektedir. Spermatidlerin sitoplazmalari, nukleus yakininda
belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, serbest ribozomlar ve DER tiibiilleri ile
bir ¢ift sentriol igcermektedir. Hiicrenin Golgi kompleksinin oldugu bolgede, PAS(+)
boyanan kiiclik proakrozom graniiller dikkat c¢eker ve bu graniiller, daha sonra
membranla simirlanmig biiyiik bir vezikiil icerisinde toplanarak akrozom vezikiliini
olustururlar. Akrozom vezikiilii, spermatid c¢ekirdeginin 6n kutbuna dogru hareket
ederek cekirdek zarina yapisir. Vezikiilii ¢evreleyen zar, ¢ekirdegin 2/3’{inii saracak
sekilde nukleusu kaplar ve bir baslik (head cap) olusturur. Akrozom graniilleri
icerisinde, hiicre i¢cindeyken inaktif halde bulunan proteaz, asit fosfataz, aril siilfataz,
N-asetilglukoril stilfataz ve oOzellikle dollenme sirasinda spermiumun oositin
etrafinda bulunan engelleri asarken kullandig1 akrozin, hyaluronidaz ve nérominidaz
gibi hidrolitik enzimler bulunmaktadir. Akrozomda ¢ok sayida hidrolitik enzim
bulundugu 1i¢in aynm1 zamanda akrozom, oOzel tip lizozom olarak da

yorumlanabilmektedir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002).

Kuyruk Gelismesi: Akrozom olusurken bir ¢ift sentriol, ¢ekirdegin arka
kismma dogru hareket ederek proksimal ve distal sentriolleri olusturur. Distal

sentriol, bazal cisim gibi islev gorerek spermiumun kuyrugunun merkezindeki
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aksonemi (9+2) veya merkez fibrillerini olusturmaktadir. Bu yapisiyla aksonem
flagellumun 6ziinii olusturur. Bu esnada akrozomal kepte nukleusun her iki yaninda
incelerek uzar ve boylece ¢ekirdek tizerindeki son halini almis olur. Aksonem geligir
gelismez lizerine bazi yapilar ilave edilerek kuyrugun ergin bigimini kazanmasi
saglanmig olur. Proksimal sentriol ise, nukleusun kaudal kismindaki girintiye

yerleserek spermiumun boyun kisminin yapisina katilir (Karaéz 2002).

Cekirdekteki Degisiklikler: Kuyruk gelisirken mikrotiibiiller, nukleusun
etrafinda manget adi verilen ve hiicrenin kaudaline dogru uzanan bir bant
olustururlar. Mansetin sekillenmesiyle birlikte akrozomal kep ve nukleus, hiicre
zarinin bitisigine dogru hareket ederler. Buna bagli olarak da spermatit uzamaya
baslar. Sitoplazma da kaudale dogru uzayarak spermatidin spermium halini almasina

katkida bulunur (Karadz 2002).

Artik Spermatid Sitoplazmasinin Atilmasi: Spermatidin sitoplazmasi,
uzayan spermiumun sekline uyarak onu distan sarar. Bu esnada manget kaybolur ve
mitokondriler, flagellumun proksimal kismi cevresinde heliks seklinde dizilim
gosterirler. Geriye kalan sitoplazma parcasi ve igindeki organeller, rezidiiel cisim
olarak atilirlar ve Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilirlar.
Sitoplazma ise spermiumun bas ve kuyruk kismin1 ¢evreleyen ince bir halka seklinde
kalir ve bu dar alanda da sadece spermiumun hareketini saglayacak olan organeller

bulunmaktadir (Kalayc1 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002).
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2.3.3.2.5. Olgun Spermium (Spermatazoon)

50-60 pm uzunluga sahip olan silindirik bi¢cimli hareketli hiicreler olup, bas

ve kuyruk kisimlarindan olusurlar.

Bas: Yaklasik 4 pum uzunluga, 3 um genislige ve 1 um kalinliga sahip uzun,
basik, hafif armutsu bir yapiya sahiptir. Biiyiikk bir kismini ¢ekirdek olustururken;
2/3’lik 6n kismini hidrolitik enzimler iceren akrozom olusturmaktadir. Akrozomun
kaudalinde, hiicre zar1 ile nukleus zar1 arasinda akrozomun 6rtmedigi kisim olan ve
post akrozom yoresi ad1 verilen 6zellesmis koyu bir tabaka yer almaktadir. Déllenme
sirasinda bu bolgede, spermiumu saran hiicre zar1 ile disi cins hiicrenin zari

birleserek erir ve bunun sonucunda da spermium, sekonder oosit igerisine girer.

Kuyruk: Boyun, orta parga, esas par¢a ve son par¢a olmak iizere 4 bolimde
incelenir. Boyun veya baglant1 pargasi, proksimal sentriolden gelisen ve segmental
bir dizilim gosteren konnektin yapilarin bulundugu kisimdir. Konnektin baglar
arasindaki ¢ok ince filamenter baglar, bu yapilar1 birbirine baglar. Boyun, ayni
zamanda spermiumun bas kismi ile orta pargasi arasindaki baglantiy1 da
saglamaktadir. Yaklasik 5-9 um uzunluga ve 1 um kalinliga sahip olan orta parca,
ortada aksonema ile c¢evrede koyu fibriller ve heliks seklinde diizenlenmis
mitokondrileri bulunduran kisimdir. Mitokondrilere spermiumlarin hareketi igin
ithtiya¢ duyulmaktadir. 40-45 pm uzunlugundaki yapisi ile kuyrugun en uzun pargasi
olan esas parga ise aksonema ile fibroz kilifi ihtiva eden kisimdir. Sadece aksonem
ile sitoplazmik kisimin oldugu son parca da, fibréz tabakanin bulunmadigi dar

bolgedir (Kalayci 1986; Karaz 2002; Seckin ve ark. 2008; Altun 2013; Atal 2014).
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2.3.4. Interstisyel Alan

Androjen iretimi agisindan Onemli olan ve testisin seminifer tiibiilleri
arasindaki bosluklar1 dolduran interstisyel bag dokusu, kan ve lenf damarlar ile
sinirlerden zengin gevsek bag dokusudur. Testikiiler kapillerler pencereli olup, kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbestge gegmelerine olanak saglarlar. Bu doku
icerisinde ayn1 zamanda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, makrofaj ve
mast hiicreleri gibi farkli hiicre gruplar1 bulunmaktadir. Puberteden sonra ise bu
hiicre gruplarinin arasina, ergenlikte islevsel olarak belirgin hale gelen ve sekonder
seks karakterlerinin gelisiminden sorumlu olan erkeklik hormonu testosteronun
tiretimini saglayan Leydig hiicreleri ya da diger adiyla interstisyel hiicreler katilirlar
(Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004; Giiltekin
2013).

2.3.4.1. Leydig (Interstisyel) Hiicreleri

Testisin mezensimal stromasindan koken alan ve insanda testis hacminin
yaklagik % 12’sini olusturan bu hiicreler, tek tek ya da gruplar halinde, siklikla tiggen
bi¢gimli kiimeler seklinde ve bazen de kan damarlarina yakin halde bulunurlar.
Yuvarlak veya poligonal sekilli olan bu hiicreler, merkezi bir nukleus ile kiigiik yag
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir ve sekonder seks
karakterlerinin gelisiminden sorumlu olan erkeklik hormonu testosteronu iiretirler.
Serumda bulunan testosteronun yaklasik olarak % 95°lik kismi Leydig hiicreleri
tarafindan tretilirken; geriye kalan % 5’lik kisim ise surrenal kortekste
uretilmektedir. Testosteron sentezi bu hiicrelerin mitokondri ve DER’larinda bulunan
enzimler tarafindan gerceklestirilir. Sitoplazmalarinda, azokarmin gibi uygun bir
boya ile boyandigi zaman goriilebilen ve ¢ubuk seklinde olan protein yapida
kristalloidler (Reinke kristalleri) gozlemlenmektedir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark.
1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004; Kierszenbaum 2006).

Insanda gebelik esnasinda iiretilen plasental kokenli gonadotropinlerin kan
yoluyla fotal testise ulasarak Leydig hiicrelerini uyarmast sonucunda bu hiicrelerden
hormon iiretilmeye baslanir. Sentezlenen testosteron hormonu, erkek genital
organlarin embriyolojik farklilasmasinda etkilidir. Intrauterin yasamda gebeligin 18.

haftasiina kadar gelismis halde bulunan Leydig hiicreleri, daha sonra dejenerasyona
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ugrayarak gerilemeye baslarlar ve buna bagli olarak da testosteron seviyesi de
diismektedir. Fetal donem sona erdiginde, interstisyel hiicreleri uyaran plasentada
ortadan kalkacagi icin bu hiicreler puberteye kadar inaktif durumda kalirlar.
Pubertede, hipofiz bezi 6n lobundan salgilanan luteinizan hormon (LH) un etkisiyle
hiicreler yeniden aktif hale gelir ve testosteron salgilamaya baslarlar. Testosteron,
kan ve lenf kapillerleri ya da peritiibiiler doku sivist yolu ile seminifer tiibiillere geger
ve spermatogenezisi devam ettirir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karatz
2002; Esrefoglu 2004).

Dolasimdaki testosteron seviyeleri, interstisyel hiicrelerin steroidojenik
kapasitesi ve testisteki toplam sayilart ile iligkilidir. Testis igerisindeki testosteronun
lokal diizeyi, dolasimdaki diizeyden 200 kat fazla olmasi1 gerekmektedir. Fakat, bu
diizeylerde de seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilagsmas1 miimkiin olmaktadir. Leydig hiicrelerinin testosteron iiretimi ergenlikle
birlikte artarken, yasin ilerlemesiyle de azalmaktadir. Leydig hiicre sayilarindaki
azalmalar, disiik LH uyarimlari, hiicrelerin testosteron iretme kabiliyetlerinin
azalmasi ve Onemli germ hiicre kayiplart bu olayin olast nedenleri arasinda

gosterilmektedir (Karadz 2002; Giiltekin 2013).

LH ve prolaktin, Leydig hiicre fonksiyonlarin1 diizenleyen hormonlar olup,
prolaktin, LH reseptoriiniin gen ekspresyonunu diizenlerken, LH ise testosteron
tiretiminden sorumludur. Fazla miktardaki prolaktin, Leydig hiicrelerinden androjen
iretimini azaltabilir, spermatogenezi zayiflatabilir ve kisirliga yol agabilmektedir
(Yetim 2011).

——
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Sekil 2.11. interstisyel alan ve Leydig (intersitisyel) hiicreleri
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2.3.5. Testisin Histofizyolojisi

Testis, endokrin ve ekzokrin fonksiyonlar1 olan bilesik tiibiiler bir bez olup,
erkek iireme sisteminin fonksiyonlarimi siirdiirebilmesi i¢in endokrin ve ekzokrin
fonksiyonlarin birbiri ile uyum ig¢inde olmasi gerekmektedir. Bu fonksiyonlar,
hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninin kontrolii altinda olup, endokrin fonksiyonlar
Leydig hiicreleri {lizerinden, ekzokrin fonksiyonlar ise seminifer tiibiillerin

spermatazoonlari iiretmesi sonucunda gergeklesir (Kalayct 1986; Sayilmaz 2015).

Testisin i¢ salgilama islevi yani endokrin fonksiyonu, interstisyel hiicreler
tarafindan salgilan testosteron sayesinde gerceklesmektedir. Testosteron, yiiksek
lokal etkiyle birlikte spermatogenik hiicrelerin biiyiimesi ve boliinmesini etkilerken,
kana gecerek yardimci bezlerin (prostat, vesikiila seminalis, bulboiiretral bez)
gorevlerini de etkilemektedir. Ayn1 zamanda erkege Ozgii ikincil cinsiyet
karakterlerinin (sakal-biyik, erkege 06zgii ses, miiskiiler viicut sekli vb.) ortaya

¢ikmasindan da sorumludur.

Testosteron, adenohipofizden salgilan LH etkisiyle tiretilir ve LH, interstisyel
hiicreler tizerine etki ederek spermatogenik seri hiicrelerinin gelisimi icin gerekli
olan testosteron yapimini stimiile eder. LH disinda LH releasing hormon (LH-RH)
ile prolaktin de interstisyel hiicreleri direkt olarak etkileyerek testosteron
salgilanmasimni saglar. Hipofizden LH salimmi negatif geri besleme ile
diizenlenmektedir. Fazla miktardaki testosteron LH salinimini engellerken; az

miktardaki testosteron ise LH salinimini artirmaktadir.

Spermatogenezin baglamasi ve devam etmesinde etkili olan bir diger hormon
ise adenohipofizden salgilanan ve Sertoli hiicrelerini uyaran FSH’dir. FSH, Sertoli
hiicrelerine etkiyerek adenilat siklaz yapimimi ve dongiisel adenozin monofosfat
(cAMP) artisin1 uyarir. Ayrica ABP’in sentez ve salgilanmasini saglayarak,
spermatogenezin bagslamasi i¢in gerekli olan testosteronun yerel etkisi saglanmis
olur. Germ hiicrelerinin sayisindaki azalma FSH salinimini uyarir ve bu da Sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanan inhibin ile kontrol edilir (Kalayci1 1986; Jungueira ve
ark. 1998; Karatas 1998; Arinci ve Elhan 1999; Yildirnm 1999; Yetim 2011; Atal
2014).
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Testisin metabolik fonksiyonlarinin kontrolii i¢in gerekli olan diger bir
hormon ise biiyiime hormonu (GH)’dur ve bu hormon, spermatagonyumlarin
erkenden boliinmesini destekler. Bu hormonun yoklugunda ise spermatogenez durur

veya sekteye ugrar (Atal 2014).

Testisin dis salgi iglevi yani ekzokrin fonksiyonu ise kivrimli olan seminifer
tiibiillerin holokrin salgi iiriinii olan spermatazoonlardir. Insanlarda iki testisden
giinliik ortalama 200-300 milyon kadar spermatazooon iiretilmektedir. Bu spermlerin
yapimi igin iKi testiste boylar1 30-70 cm arasinda degisen ortalama 800-1200 adet
seminifer tiibiil ¢cok genis ve uzun bir yiizey olusturmaktadir. Bu miktar fazla gibi
goziikse de diger tiirler ile kiyaslandigi zaman oldukca diisiik miktardir. Olusan
ejekiilat miktar1 ise 2-6 ml’dir. Bu ejekiilat, mililitrede 40-100 milyon kadar
spermatazoon igermektedir ve bu say1r 20 milyonun asagisina diistiigii zaman ise
kisirliktan s6z edilebilmektedir (Kalayci 1986; Yildirim 1999; Hassa 2003; Yetim
2011; Giiltekin 2013).

2.3.6. Testis Bosaltim Kanallar:

Testis bosaltim kanallari, spermatazoonlari tasiyan kanallar olup, i¢ genital
kanallar ( tiibiili rekti, rete testis ve duktuli efferentes) ile dis genital kanallar (duktus

epididimis, duktus deferens ve duktus ejekiilatoryus)’dan olusmaktadir.
2.3.6.1. Tiibiili Rekti

Her testis lobiiliiniin tepesinde seminifer tiibiiller, kisa, dar ve diizgiin seyirli
tiibiili rektilerle devam ederler. Seminifer tiibiillerin tiibiili rekti’ye gecis yerlerinde
spermatogenik hiicreler ortadan kaybolur ve geriye sadece Sertoli hiicreleri kalir. Bu
hiicrelerde tek katli prizmatik, algak prizmatik ya da kiibik epitele dontigerek tiibiilii
doserler. Epitel, bazal membran iizerine oturur ve distan diiz kas hiicreleri igeren

gevsek bag dokusu ile sarilidir (Kalayc1 1986; Karadz 2002; Seckin ve ark. 2008).
2.3.6.2. Rete Testis

Tunika albuginea’nin yapmis oldugu mediastinum testis icerisinde yer alan ve
fazla miktardaki damarlarin arasinda genislikleri degisen ve birbirleri ile
anastomozlasan ag seklindeki kanallar sistemidir. Tibiili rektiler, rete testisin ig¢ine

bosalir ve rete testisi doseyen epitel de tek katli kiibik veya tek katli yassi epitel
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seklinde olabilir. Epitel hiicreleri, tek bir apikal silyum ve birka¢ mikrovillus
icermektedir. Epitel hiicreleri, ince bir bazal lamina {izerine oturur ve mediastinum

testisin bol damarli bag dokusu ile distan sarilidir.

Spermiumlarin tiibiili rekti ve rete testislerden gegisleri hizli oldugu i¢in
kesitlerde bu kanallarin liimeninde spermiumlara ¢ok nadir rastlanmaktadir (Kalayci

1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008).
2.3.6.3. Duktuli Efferentes

Rete testisi epididimise baglayan kanallardir. Rete testisten ¢ikan 10-20 adet
duktuli efferentes adi verilen kanalcik, tunika albuginea’yr delerek testisten
epididimise gecer. Bunlar ¢ok kivrintili borucuklar olup, tabanlar1 epididime doniik
tepesi mediastinuma bakan coni vaskulozi adi verilen konik yapilar teskil eder.
Bunlarin hepsi distan bag dokusu ile sarilarak epididimisin basinin bir kismim

olustururlar.

Kanallar1 doseyen psodostratifiye (yalanci gok katli) epitel, prizmatik ve
kiibik hiicrelerden olusur. Hiicrelerin boylar1 birbirleriyle esit olmadigi icin epitelin
yiizeyi girintili ¢ikintili olarak goriilmektedir. Uzun boylu olan prizmatik hiicreler
genellikle silyali iken; kisa boylu hiicreler ise silya icermez. Bu hiicreler endositoz
yapan hiicreler olup, fazla miktarda mikrovillus, pinositoz vezikiilii ve membranla
sarth cisimcik igerirler. Silyasiz hiicreler, seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin
biiyiik bir kismini1 absorbe ederken; silyali hiicre aktivitesi ve sivi emilimi ise
epididimise dogru sivi akis1 olusturarak spermatazoonlarin hareketine yardimci

olmaktadir.

Duktuli efferentes epiteli, ince bir bazal lamina ilizerine oturur ve epitel de
lenfositlere rastlanilabilir. Bazal lamina altinda ise gevsek bag dokusu ile epididimise
yaklastikga kalinlig1 artan sirkiiler olarak diizenlenmis ince bir diiz kas tabakasi
bulunmaktadir (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004;
Seckin ve ark. 2008).

2.3.6.4. Duktus Epididimis

Testisin arka yiizeyi boyunca uzanan ve duktuli efferenteslerin birlesmeleri

sonucu olusan, yaklasik 4-6 m uzunluga sahip son derece kivrimli tek bir kanaldir.
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Testikiiler sivinin %99’u epididimiste absorblanir ve epididimis bas (kaput), govde
(korpus) ve kuyruk (kauda) olmak iizere li¢ boliimde incelenir. Bas kismi duktuli
efferentesler ile testisin iist kutbuna, kuyruk kismi ise gevsek bag dokusu ve tunika
vajinalis aracilifiyla testisin alt kutbuna baglanmistir. Kanali kan damarlarindan ve
diiz kas hiicrelerinden zengin siki bag dokusu sarar. Bu uzun kanal, ¢evresini saran
bag dokusu ve kan damarlarn ile beraber epididimisin kuyruk ve govde kismini
olusturur (Kalayci 1986; Jungueira ve ark. 1998; Karaéz 2002; Esrefoglu 2004;
Seckin ve ark. 2008).

Spermiumlarin toplanma ve depolanma yeri olan epididimis, yaklasik 4 cm
uzunluga sahip virgiil seklinde bir organ olup, testislerin posterior sinir1 boyunca
uzanmaktadir. Spermiumlar, epididimise gelinceye kadar ergin (matiir) degillerdir.
Hareketleri kisith olup, yonlendirilmis hareketleri yoktur. Epididimisten yavas yavas
gecerlerken, ileriye dogru gercek hareket kapasitelerini kazanirlar (Karaéz 2002;

Sayilmaz 2015).

Kanali doseyen epitel ortiisii salgisi, spermiumlarin olgunlasmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Yalanci ¢ok katli sterosilyali prizmatik epiteli, bazal hiicreler ve
prizmatik (esas) hiicrelerden olusmaktadir. Yiizeyleri stereosilya admni alan uzun ve
dallanmis mikrovilluslar ile kapli olan esas hiicreler, absorbsiyon ve salgi yapma
islevi ile yiikiimlii hiicreler olup, sperm olgunlagsmasini saglayan siyalik asit,
gliserofosfokolin ve spermiumun akrozomunu o&rten glikoproteinleri salgilarlar.
Duktuli efferenteste absorbe edilmemis olan sivi da burada absorbe edilir. Bazal
hiicreler ise esas hiicreler arasinda bazalde yerlesmis olan kiiciik, yuvarlak ve piramit
seklindeki hiicrelerdir. Acik renkte boyanirlar ve basit bir yapiya sahiplerdir
(Jungueira ve ark. 1998; Karaoz 2002; Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008).

Epididimis epitel ortiistiniin farkli bolgelerinde prizmatik hiicreler arasina
dagilmis, koyu heterokromatik ¢ekirdekli ve agik renk sitoplazmali Halo hiicreleri
veya intraepitelyal lenfositler gézlenebilir (Karaéz 2002). Epididimis epiteli, bazal
lamina tizerine oturur ve bazal lamina altinda da ince bir lamina propriya ile en dista
sirkiiler olarak diizenlenmis ince diiz kas tabakasi bulunur. Kas tabakasi,
epididimisin kuyruguna dogru giderek kalinlagir ve kuyrukta bu tabakanin i¢ ve dis

kismina longitudinal (uzunlamasina) seyirli iki kas tabakasi daha eklenir. Boylece
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duktus deferensle birlesmeden once kas tabakasi, igte ve dista longitudinal, ortada ise

sirkiiler olarak diizenlenmis olur. (Karadz 2002; Esrefoglu 2004).
2.3.6.5. Duktus Deferens

Epididimisin kuyrugunun devami olan ve Spermatozoayi epididimisin alt
ucundan yukarisindaki duktus ejakiilatoryusa iletmekle gorevli duktus deferens,
yaklagik 2 mm ¢apinda ve 40-50 cm uzunlugunda olan kalin duvara ve dar bir
liimene sahip miiskiiler bir borudur. Tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika
adventisya olmak iizere 3 tabakadan olusur (Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008;
Sayilmaz 2015).

Tunika mukoza, epitel ve lamina propriya’dan kurulu olan tabaka olup,
epididimise benzer sekilde, stercosilyali yalanci c¢ok katli prizmatik epitel ile
doselidir. Epitelin altinda elastik liflerden zengin olan lamina propria yer alir.
Mukoza, limene dogru longitudinal seyirli plikalar yapar. Bu nedenle liimen enine
kesitlerde dardir ve yildiz bigiminde goriliir. Elastik liflerce zengin olan bu

tabakanin kas tabakasina yakin olan boliimleri ise bol damarlidir.

Tunika muskularis adi verilen kuvvetli kas tabakasi, i¢ ve dis kisimda
longitudinal, ortada ise sirkiiler olarak seyreden diiz kas fibrillerinden olusan kalin
bir tabakadir. En iyi sirkiiler tabaka gelismis olup, kanalin sonlarna dogru da i¢
tabaka ortadan kalkmaktadir. Bu kaslar, bol miktarda elastik lif iceren bag dokusu

igerisine konuglandirilmstir.

Tunika adventisya ise ¢ok sayida kan damar1 ve sinir igeren fibroelastik bag

dokusu tabakasidir. Igerisinde muskulus cremaster’in ¢izgili kas liflerine de rastlanir.

Spermatik kordonun bir pargasini Olusturan duktus deferens, prostata
girmeden Once genisleyerek ampullayr olusturur ve ampullanin son kisminda ise
seminal vezikiiller kanala katilir. Bundan sonra ise duktus deferens prostata girerek
prostatik tretraya agilir. Prostata katilan segmente ise duktus ejekiilatoryus adi
verilir. Duktus deferensin mukoza tabakas1 ampulla boyunca duktus ejekiilatoryusa
kadar devam ederken, kas tabakasi ise ampulladan sonra sona ermektedir (Kalayci

1986; Jungueira ve ark. 1998; Karadz 2002; Esrefoglu 2004; Seckin ve ark. 2008).
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2.3.6.6. Duktus Ejekiilatoryus

Yaklasik 2 cm uzunluga sahip olan ve ampulla duktus deferensin devami
olarak prostatin iginde veru montanumda {iretra prostatikaya acilan bir ¢ift kanaldir.
Bu kanallar, prostat bezi igerisinde yer alan spermiumlari iiretraya ileten kisa,
kivrintili kanallar olup, prostat bezinin igerisinde daralarak spermiumlarin ve seminal
vezikiil salgilarinin figkirtilarak ileriye atilmasini saglarlar. Mukozasi ¢ok ince olup,

¢ok ince kivrimlar ve ampulladakine benzer kriptalar olusturur.

Duktus ejekiilatoryus, proksimal bolgede tek katli prizmatik veya yalanci ¢ok
katli prizmatik, distal bolgede ise degisici (transizyonel) epitel ile doselidir. Epitel
hiicreleri, salgilama islevi ile ylikiimliidiirler. Lamina propria ise elastik fibrillerden
zengin olan bag dokusudur ve sadece baslangi¢ kisminda kas tabakasi mevcuttur.
Prostat dokusu iginde kas tabakasi ortadan kaybolur ve g¢evresi prostat bezinin
fibromiiskiiler stromasi ile kusatilir (Kalaycit 1986; Karadz 2002; Esrefoglu 2004;
Seckin ve ark. 2008; Sayilmaz 2015).

2.4, KEMOTERAPOTIKLER

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ve metastaz yapmast ile
kendini gosteren ve gelismis ilkelerdeki 6lim oranlarinda kalp damar
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan, kontrolsiiz hiicre bdliinmesi hastaligidir.
Gilinlimiizde kanser ile ilgili tedaviler cerrahi yolla ve kemoterapi ile radyoterapinin
kombinasyonlari seklinde ger¢eklesmektedir. Cerrahi yolla yapilan tedavilerde amag
timirli olan doku ve organin viiciittan disar1 atilmasi iken; radyoterapi ve
kemoterapi ile yapilan tedavilerde ise amag kanserli hiicrelerin yok edilerek ortadan

kaldirtlmasidir (Limandal 2013).

Kemoterapi sozciigii ilk defa 1900’lerin basinda enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisi igin ilaglar gelistiren tinlii kimyact Paul Ehrlich tarafindan kullanilmistir
(Ates ve Olgun 2014). Kemoterapi, kanser hastaliklarinda hastalarin normal
hiicrelerine zarar vermeksizin, kontrolsiliz bir sekilde ¢cogalan hiicrelere karsi segici
oldiirticii etkileri olan, tlimor hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemek
veya yok etmek amaci ile dogal ya da sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar
veya hormonlar ile yapilan tedavilerin tamamini igine alan tedavi seklidir (Atal

2014).
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Kemoterapinin tedavi (yanit), kontrol (tedavinin tam olarak saglanamadigi
durumlarda yasam siiresini uzatmak), semptomlar: hafifletme (timore bagh
semptomlar1 hafifletme yoluyla tiimoriin etkisini azaltarak rahatligi saglamak) ve

profilaksi olmak tizere dort temel ilkesi vardir (Sadirli 2008; Sayilmaz 2015).

Profilaksi, kendi igerisinde adjuvan ve neoadjuvan olarak ikiye ayrilir.
Adjuvan, niiksetme ihtimali yliksek olan tiimorlerin cerrahi miidahele ile ¢ikarilmasi
veya radyoterapi ile tedavi edilmelerini takiben yapilan kemoterapi islemidir.
Neoadjuvan ise lokal ileri kanserlerde, tiimor kitlesini kiigtilterek lokal tedavinin
basarisin1 arttirmak ve bazi durumlarda organ koruyucu yaklagimlara olanak
saglamak amaciyla cerrahi vel/veya radyoterapi oOncesinde kemoterapi
uygulanmasidir (Tiirker ve Dizdar 2005; Sadirli 2008; Sayilmaz 2015).

Kanserli (neoplastik) hiicrelerin, normal hiicrelere gore daha hizli bir sekilde
bliylimesi ve g¢ogalmasi sebebiyle, bu tarz hiicrelerin ortadan kaldirilmast igin
gelistirilen ilaglara da kemoterapétik ilaglar adi verilmektedir (Limandal 2013).
Kemoterapide kullanilan bu ilaglar, yapt ve etki mekanizmalar1 bakimindan farkli
olduklarindan kanser hiicrelerini yok etmek igin tedavilerde genellikle tek bir ilag
yerine birkag ilag birbiri ile kombine edilerek uygulanmaktadir. Ilaclarin birbirleri ile
kombine edilerek uygulanmasi, hiicrelerin daha iyi bir sekilde kontrol altina

alinmasi1 ve hastalarda daha az oranda yan etkilerin goriilmesini saglamaktadir

(Can 2005).

Birbirlerinden farkli yan etkilere sahip olan antineoplastik ilaglar,
farmakolojik o6zellikleri ile hiicre dongiisii lizerindeki etkileri gbz oniine alindiginda
alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitiimor antibiyotikler, vinka (bitki) alkoloidler,
hormonlar ve siniflandirilamayanlar olmak tizere farkli gruplara ayrilabilirler (Sekil
2.12). Bu gruplar igerisinden en gonodotoksik olarak da alkilleyici ajanlar,
antimetabolitler, vinka alkoloidler ve siniflandirilamayanlar bilinmektedir (Can
2005; Giiltekin 2013).
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Sinif/Etkl Mekanizmasi

Alkilleyici Ajanlar

Hiicre siklisine 6zgl degiller; DNA'nin
cift sarmalini pargalar; RNA, protein ve
DNA sentezini baskilar.

Kemoterapatik Ajanlar

Busulfan, Chlarambucil,
Cyclophosphamide, Cisplatin,
Carboplatin, Ifosfamide, Melphalan,
Mechlorathamine hidrochlorid, Thiotepa

Antimetabolitler

Hiicrenin S fazina etkili; DNA sarmalin
kirarak veya pramatir zincir sonlandirarak
DNA sentezi igin gerekli enzimlerin
aretimini baskilar.

Cytarabine, Cap itabine
Methotrexate,

5-Azacytidine, 5-Fluorouracil, Floxuridine,
6-Mercaptopurine,

6-Thiguanine

itabine, Ger

Yan Etkiler

Hematopostik {trombositopani, nétropenil
Gastrointestinal (bulunti-kusma, stomatit)
Reproduktif

Renal h

jik mistit, nefrot

Hematopoetik {trumbositopenl, ndtropani, anemi)
Gastrointestinal {bulent-kusma, stomatit, anoreksl,
diyare)

Dermatolo|ik (kagnt, dokanti, venlerde koywasma,
alopes])

Antitimor Antibiyotikler

Hicre siklasine 4zga degiller: nikieik
asid sentezini ve iglevini degigtirerek RNA
va DNA sentezinl baskilar.

Bleamycin, Dactinomycin, Daunorubicin,
Doxorubicin, Idarubicin, Mytamyein C,
Mitoxantrone, Plicamycine

Hematopoetik {trambositopeni. nitropenl, anami)
Gastrointestinal (bulant-kusma, stomatit)
Kardiyak (kardiyotoksisite, aritmi, kardiyomiyopati]
Dermatolojik Ihiperpigmentasyon, alopesi}

Nitrosurealar
Hiicre siklisine 6zgu degiller; DNA
replikasyonunu ve onanmini engellerler.

Carmustine, Lomustine, Semustine,
Streptozocin

Hematopoetik (rembogitopen, notropens, anami)
Gastrointestinal (bulant-kusme, stomatit]
Reproduktif (over veys spermlerin baskilanmasi)

Vinka (Bitki) Alkaloidleri
Hicrenin M lazina etkili; RNA ve protein
sentezini baskilar.

Vinblastine, Vincristine,
VP-186, VM-26, Vindesin, Topotecan,
Irinotecan, Paclitaxel, Docetaxal

Hematopoetik {rombositopenl, nétropeni, anemi)
Gastrointestinal (culant-kusma, anoroksi, korstipasyon]
Dermatolojik fokal doku rakrozu, alopesl, paralitik
ilous, cene sgns)

Narolojik (ndrotoksisite, panferal ndropati]
Reproduktit

Hormonlar
Timori dogrudan etkilerler ya da timori
besleyen viicut hormonlarin baskilar.

Androjenler, dstrojenler, kortikosteroidler,
progestinler, 6strojen antagonistieri

Reproduktif (menstruel bozuklukiar
Hematopostik (qizll snteksiyoniar)
Gastrolntestinal {mide iritasyonu)
Endokrin {jinekkomasti, Cushing Sendromul

Simflandinlamayanlar
Hilcrenin S fazina etkili; RNA, DNA ve
protein sentczini baskilar.

Amaacrine. Hydroxyurea,
L-Asparaginase, Procarbazine

Hematopoetik
Gastrointestinal [bulanti-kusma. katnzik, ishal)

Sekil 2.12. Kemoterapoétik ajanlar, etki mekanizmalari ve yan etkileri

Kemoterapotik ajanlar, hiicreler proliferatif donemde olduklar1 zaman en

fazla etkiye sahiptirler. Bu ajanlar, sadece anormal hiicreleri degil, ayn1 zamanda
kemik iligi, sa¢ ve mukoza gibi hizli ¢ogalabilen normal hiicreleri de etkileyerek
hastada kanama, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi (alopesi), enfeksiyon, agiz i¢i kanamasi
(stomatit) ve diyare (ishal) gibi farkli yan etkilerin goriilmesine sebep olmaktadir.
Bunun disinda bazi1 kemoterapdtikler de kalp, bobrek, mesane, akcigerler ve sinir
sistemi organlart gibi hayati Onem tasiyan organlar iizerinde negatif etkiler
olusturabilmektedir. Yan etkilerin siddeti ve siklig1 kisiden kisiye gore degisiklik
gostermekte olup, kullanilan ilacin dozu, uygulama yontemi, hastaligin yayilimi ve
hastanin fiziksek durumu, onceden veya es zamanli olarak radyoterapi alma, yas,
beslenme durumu ve bagka bir hastaligin varligr gibi durumlar bu yan etkilerin

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Can 2005; Tiirk 2013; Atal 2014).

Kemoterapétik ilaglar, normal doku ve hiicrelerde de farkli diizeyde yan

etkilere sahip oldugu igin, erkek infertilitesi ve sterilitesi kemoterapétik ilaglarin

lireme sistemi iizerinde meydana getirdigi olumsuz etkilerden birisidir.
Spermatogenezdeki aksakliklar, sperm kalitesindeki bozukluklar, ejakiilasyon
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bozuklugu, cinsel fonksiyon bozuklugu ve hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki
fonksiyon bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapdtiklerin lireme sistemindeki
yan etkileri arasinda gosterilmektedir. Testislerdeki Sertoli ve Leydig hiicreleri,
kemoterapotik ilaglara karst kismen dayanikli iken; germinal epitel ise bu ilaglarin
zararl etkilerine kars1 olduk¢a duyarhidir (Ragheb ve Sabanegh 2010; Giiltekin 2013;
Atal 2014).

2.4.1. Alkilleyici Ajanlar

Kanser tedavilerinde kullanilan en 6nemli ilag gruplarindan birisi olan ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) ile kovalent baglar olusturarak etki eden alkilleyici
ajanlar, fizyolojik sartlar altinda alkil gruplarimi DNA gibi 6nemli biyolojik
makromolekiillere baglama yetenegine sahiptir. Reaktif elektrofil olabilmeleri
sayesinde hedef molekiiller ile karbonyum iyonu olustururlar ve bunun sonucunda da
bu kimyasal ajanlar, hiicresel DNA ile kompleks olusturarak kanserli hiicrelerin
biiyiimelerini inhibe ederler. ifosfamid, klorambusil, melphalan, mekloretamin,
siklofosfamid, karmustin, lomustin, sisplatin, karboplatin, busulfan, dakarbazin ve
prokarbazin gibi ilaglar bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Hurley 2002; Tiirk 2013;
Atal 2014).

Hiicre dongiisiinden bagimsiz olan alkilleyici ilaglar, kemik iligi ve lenfoid
dokuda baskilanmaya yol agarlar. Lenfoid dokuyu etkilemeleri, immiinosiipresif
etkinligin temelini olusturmaktadir. Bu ilaglarin kullanimlar1 sirasinda belirli zaman
araliklarinda kan sayimlar1 yapilmali ve I6kopeni ile trombositopeniye egilim
goriildiigii anda ilaglarm kullanimi kesilmelidir. Ilaglarin ¢cogunda kiimiilatif kemik
iligi toksisitesi s6z konusu olup, siklikla bulanti, kusma ve istahsizlik gibi etkiler
gosterirler. Bu ilaglar icerisinden kemik iligine en fazla toksik etki yapan ilag
busulfandir. Alkilleyici ilaglar, intravendz olarak kullanildiklart zaman yan etkileri
daha belirgin hale gelmektedir. Teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkileri

mevcuttur. Siklofosfamid ile daha fazla olmak {izere sa¢ dokiilmesi de yapabilirler.

Farmakokinetik anlamda 6n ila¢ olan siklofosfamid, ifosfamid ve dakarbazin
karacigerde karma fonksiyonlu oksidazlar tarafindan aktif metabolitlere
dondstirilirler. Bu metabolitler de daha sonra kanserli hiicrelerde reaktif

metabolitlere doniisiir (Tiirker ve Dizdar 2005).
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2.4.1.1. Siklofosfamid (CP)

Kanser tedavilerinde en ¢ok kullanilan ilaglardan birisi olan siklofosfamid
(CP), nitrojen mustrad grubundan alkilleyici antikanser bir ilagtir. Kimyasal yapisi
Sekil 2.13°de gosterilmistir. Alkilleyici ajanlar, amino, karboksil, siilfidril ve fosfat
gruplarina kovalent baglanarak hiicre fonksiyonlarin1 bozarlar ve hiicreye en sik
baglandiklar1 kisimlar DNA, riboniikleik asit (RNA) ve protein kisimlaridir
(Limandal 2013).

CH,-CH,-C1

(‘H-./ N\ P / N\ CH,—-CH,—Cl1
e
CH, N-H

\CHI/

Sekil 2.13. Siklofosfamidin kimyasal yapisi

Bagisiklik baskilayici ve antitiimér ajan olan CP, bir oksazofosforin olup hem
oral olarak hem de parenteral olarak uygulanabilmektedir. CP’in onkosidal etki
gosterebilmesi i¢in metabolik olarak aktive edilmesi gereklidir. Hem humoral hem de
hiicresel bagisiklik CP ile baskilanmakta olup, CP tarafindan olusturulan bagisiklik
baskilayicilik, ana ilagtan ziyade ilacin metabolitleri tarafindan kaynaklanmaktadir.
Siklofosfamidin kanserostatik etkisi, fosforamid mustrad (FAM) olusumunu
saglayan hepatik mikrozomal karisitk fonksiyonlu oksidaz sistemine ve
metabolizmasina bagli  olup, karacigerdeki mikrozomal sitokrom P450
monooksijenaz sistemi tarafindan CP, aktif formlar1 olan 4-hidroksisiklofosfamid ve
aldofosfamide donistiiriiliir (Bernacki ve ark. 1987; Pool ve ark. 1988; Budavari
1989; Kawabata ve ark. 1990; Boxtel 2007). Hem normal hem de tiimoérlii dokularda
sitotoksik molekiiller sonradan enzimatik olmayan bir yolla FAM ve akroleinlere

dontstiriilirler (Boxtel 2007). FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini
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baskiladig1 ve bu sayede de siklofosfamidin bagisiklik baskilayici ve antitimor
etkilerine aracilik ettigi diisinlilmektedir. Akroleinin ise énemli makromolekiillerin
siilfidril gruplartyla reaksiyona girerek bagisikligin baskilanmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir (Kwon ve ark. 1987; Pool ve ark. 1988; Kawabata ve ark. 1990;
Yetim 2011). Ayrica akrolein, mesane igin bosaltma esnasinda toksik olup,
hemorajik sistit olusturma ihtimali tagir. Hemorajik sistit, iiriner epitelin CP’in aktif
metaboliti olan akrolein tarafindan hasar gérmesi sonucu olusur. Hemorajik sistit
birka¢ saat i¢inde gelisir ve tedaviyle birlikte bir-iki hafta i¢inde diizelme gosterir.
Hemorajik sistit gelisimini artiran risk faktorleri arasinda ise CP’in inflizyon ve
metabolizma orani, idrarin miktar1 ve sikligi, diger nefrotoksik ilaglara ve
genitoiiriner radyasyona maruz kalma gosterilebilir (Boxtel 2007; Erkurt ve ark.
2009).

Hematolojik ve solid tiimdrlerin tedavilerinde pozitif sonuglar gosteren CP’in
plazmadaki yarilanma omrii 6,5 saat olup, parenteral olarak verildigi zaman aktif
metabolitlerin plazma konstrasyon pikine ulasmalar1 2-3 saat siirmektedir (Yetim
2011; Limandal 2013).

Siklofosfamid, pediatrik solid timorler, hodgkin dis1 lenfomalar, ¢ocuklarin
akut lenfositik 16semisi, akciger kanseri gibi hastaliklarda (Limandal 2013) ve ayrica
kuvvetli bagisiklik baskilayici etki gostermeleri sebebiyle romatoid artrit, gocuklarin
nefrotik sendromu (Koyoma ve ark. 1977), Behget hastaligi (Ozyazgan ve ark. 1992),
skleroderma, sistemik lupus eritomatozus (SLE) ve diger bazi otoimmiin

hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanilmaktadir (Yetim 2011).

Siklofosfamid’in en ¢ok rastlanilan yan etkileri arasinda hiperiirisemi,
bulanti-kusma ve diger gastrointestinal sistem bozukluklari, alerjik reaksiyon,
sekonder 16semi, kemik iligi depresyonu (miyelosiipresyon), alopesi ve reprodiiktif
sistem yan etkileri (amenore, oligomenore, azospermi, infertilite) gézlemlenmektedir
(Banham ve ark. 1985; Hansen ve ark. 1995; Chu ve DeVita 2007).

Farkli klinik ve deneysel ¢alismalarda CP’in gonadal yetmezlik, renal
yetmezlik ve o6zellikle de hemorajit sistit olusturdugu raporlara ge¢mistir (Ayhanci
1997). CP tedavisi goren erkeklerde azospermi gelisirken, gogiis kanseri goriilen

bayan hastalarda ise ¢ogu zaman amenore olusmaktadir (Koyoma ve ark. 1977;
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Ayhanct  1997). Ayrica emziren kadmlarda siite gegerek  bebeklerde
immiinosiipresyon, gelisme geriligi ve karsinogenez gibi toksik etkiler
olusturmaktadir. CP aym1 zamanda antidiliretik hormon salgisin1 arttirip
hipernatremiye yol agarak hemorajik sistit olusturma riskini arttirmaktadir. Erkek
Swiss farelerde yapilan ¢aligmalarda 200 mg/kg siklofosfamidin hemorajik sistit

olusturdugu rapor edilmistir (Cavalletti ve ark. 1986).

Siklofosfamidin ayn1 zamanda insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane
kanseri olusturduguna dair raporlarda mevcuttur (Al-Safi ve Maddocks 1986; Pool
ve ark. 1988). CP kaynakli kemik iligi mutajenitesi konusundaki ¢alismalar CP’in
insanlarda ve siganlarda hematopoietik sistemde kanserojen olabildigini gostermistir.
Farelerde yapilan bir galismada 100 mg/kg CP’in intraperitoneal olarak uygulanmasi
hematopoietik sistemde tiimor gelisimini uyardigi gézlenmistir. Siganlarda yapilan
bagka bir caligmada ise 20 ve 40 mg/kg intraperitoneal Cp uygulamasinin dalak ve
kemik iliginde mutajen oldugu gdsterilmistir (Ayhanci 1997; Limandal 2013).

Kemoterapi tedavilerinde siklofosfamidin renal hastaliklar ile bazi kanser
tirlerinde, tek basmma ya da kombine edilerek kullanildiginda erkeklerde ve
cocuklarda kisirliga neden oldugu ve testis fonksiyonlarini azalttigi gozlemlenmistir.
CP, kanserli erigkin erkek hastalarda testikiiler dokuda spermatogenez dongiisiiniin
durmasini ve sperm sayilarin azalmasini saglayarak azospermi ve oligospermiye
neden olur (Chapman 1983; Howell ve Shalet 1998). Ayrica CP ile yapilan uzun
donem tedaviler, fertilite ile reprodiiktif organlarin agirhiginin azalmasina neden

olmaktadir (Trasler ve ark. 1986).

Hodgkin lenfomali hastalara CP verildigi zaman hastalarda iireter kaynakli
timorlerin  gelistigi rapor edilmis olup, igerisinde CP bulunan birden fazla
kemoterapdotik ajan ile tedavi edilen bu hastalarin % 35-100’tinde de uzun vadeli
azospermi goriilebilmektedir ve spermatogenezin yeniden normal haline donmesi de

ortalama iki yil siirmektedir (Bokemeyer ve ark. 1994; Ponsot ve ark. 1995).

Spermatogeneziste gorevli olan spermatogenik hiicreler, kemoterapdtik
ilaglarin zararli etkilerine karsi duyarli olduklari i¢in, kok hiicre toplulugunda

onarilamayan hasara yol agarak kalic1 kisirliga neden olabilirler. Buradaki hiicreler
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icerisinden en duyarli olan hiicreler aktif olarak boliinen gonositler ve preleptoten

fazina kadarki spermatositlerdir (Yetim 2011).

Siklofosfamid, malign (ko6tii huylu) olmayan hastaliklarin tedavilerinde tek
ilag olarak kullanilir ve bu yiizden de gonadotoksik etki olusturmaktadir. Ozellikle
hizl1 boliinen hiicreler tlizerinde etkili olan CP, en biiyiik etkisini testislerin germinal
epiteli tizerinde gostermektedir (Akazawa ve ark. 1987). Ergenlikten oOnceki
donemlerde CP ile tedavi goren c¢ocuklarin, ergenlik donemlerinde fertilite
potansiyellerini %50’lere kadar diisiirebildigi gozlemlenmistir (Levy ve Stillman
1991).

Siklofosfamid ile tedavi goren ¢ocuklarda, tedavi sonrasindaki 20 yillik stire
boyunca devam eden azospermi goriilmektedir (Kenney ve ark. 2001; Limandal
2013). Watson ve ark. (1985), nefrotik sendrom sebebiyle ¢ocukluk donemlerinde
CP kullanan 30 erkek hastanin tedaviden yaklasik 13 sene sonra % 43’ilinde
azospermi saptamislardir. Totalde 5-45 gr CP kullanmis olan bu hastalarda ilag dozu
ile sperm yogunlugu arasinda pozitif yonlii bir korelasyon bildirilmis olup, hastalarda
yalnizca hormonal olarak kendini gosteren dengelenmis Leydig hiicre yetersizligi

gorilmistir.
2.5. NANOTEKNOLOJi VE NANOPARTIKULLER

Bilimlerdeki hizli gelismeler ile giiniimiiziin en heyecan verici ve ilgi
uyandiran kismi olan nanoteknoloji sayesinde, endiistriyel ve teknoloji alanlarinda
oldugu gibi biyoloji ve tip alanlarinda da hizli gelismeler gorilmistiir (Konuk ve
Oktay 2007). “Nano” kelime olarak, fiziksel bir biiyiikliigin milyarda birini ifade
etmekte olup, bir nanometre ise 6l¢ii olarak metrenin milyarda birini ifade etmektedir
ve diizlemine 2-3 tane atomun sigabilecegi kadar kiiciiktiir (Konuk ve Oktay 2007;
Acik ve Giliven 2012).

Nanoteknoloji, maddelerin atomik ve molekiiler boyutlarda miihendisliginin
yapilarak yeni oOzelliklerinin agiga ¢ikarilmasi; nanometre boyutundaki fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olaylarin anlasilmasi, kontrolii ve iiretimi amaciyla,
fonksiyonel materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir. Bir baska
deyisle farkli araglarin, malzemelerin ve yapilarin molekiiler diizeylerde islenmesi,

olusturulmas1 ve manipiile edilmesi olarak tanimlanmaktadir (A¢ik ve Giiven 2012).
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Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi, 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman’in
malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda iiretilmesi iizerine sdylemis oldugu
‘kiiciik boyutlarda yapilabilecek ¢ok sey var’ ifadesinin gectigi iinlii konusmasina
kadar dayandirilabilir. 1981 yilinda atomlarin direkt olarak goriintiilerini veren
taramali tiinelleme mikroskobu ile 1986 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun kesfi
sayesinde biyolojik materyallerin de nano boyutta yiizey &zelliklerinin
incelenebilmesi miimkiin olmustur. Bu gelismeler, bilim insanlariin nanometre
boyutlarinda bilime yonelmelerini saglayarak nanoteknolojinin ivme kazanmasini
tesvik etmistir. 20. yilizyilin son ¢eyreginde ise dogada mevcut olmayan yeni nano
yapilarin atomsal diizeyde tasarlanarak sentez edilmesi devri baslamistir (Atli-

Sekeroglu 2013).

Nano boyuttaki malzemelerin 6zellikleri makroskobik boyuttan tamamen
farkli olup, nano boyutlara yaklastik¢a bir¢ok yararli olay ve yeni 6zellikler ortaya
cikmaktadir. Ornegin, iletim dzellikleri (momentum, enerji ve kiitle) bundan sonra
stirekli olarak degil kesikli olarak tarif edilmektedir. Buna benzer olarak optik,
elektronik, manyetik ve kimyasal davraniglar da klasik olarak degil kuantum olarak

tanimlanmaktadir (Nanoteknoloji Strateji Grubu 2004).

Kimyasal ve fiziksel Ozellikler, yapinin biyikligii ile atom yapisinin
ayritilarina, digaridan sisteme baglanmig olan yabanci bir atomun cinsine ve yerine
gore farkli ve olaganiistii davranislar gdstermektedir. Ornegin; mevcut nano yapiya
yabanct bir atomun tutunmasi, elektronik 6zellikleri fark edilebilir gsekilde
degistirmekte ve bu yabanci atom, ge¢is elementi oldugu zaman tutundugu nano
yaptya manyetik 6zellikler kazandirabilmektedir. Kisacasi, bir nano yapinin fiziksel
ozellikleri ile bag yapist ve mukavemeti, o yapinin biiyiikliigiine ve boyutuna bagl
olarak onemli degisiklikler gosterebilmektedir (A¢ik ve Giiven 2012).

Nanoteknolojinin Onemli Ozellikleri:

e Nanoteknoloji olanaklarn teknolojisidir. Once uygulanabilirligi olmayan
yeni iirlinlerin olugturulmasina ve proseslerin gelistirilmesine imkan saglamaktadar.

e Nanoteknoloji geleneksel olam1 bozar. Yeni iiretim amagh proseslerinin
kullanimi1 ve daha yiiksek standartlarda iiriin eldesi nanoteknolojinin geleneksel

teknolojilerin yerini almasina sebep olmaktadir.
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e Nanoteknoloji disiplinlidir. Birgok farkli bilimsel alanin bir arada
calismasin1 gerektiren nanoteknoloji, gesitli teknolojik ve bilimsel disiplinlerden
olusmaktadir. Nano yapiya sahip malzemeler, nanoelektronik, nanobiyoteknoloji ve
nanoanalitik 6rnek olarak verilebilir.

e Nanoteknoloji evrenseldir. Gelismis {lilkeler bu alandaki arastirma ve
calismalar1 desteklemek i¢in kaynak ayirmaktadirlar. Diinya ¢apindaki girisimciler

ise biiyiik sirketler araciligiyla nanoteknolojiye yatirim yapmaktadir.
Nanoteknolojinin Amaglari:

e Nano boyutlu yapilarin analizi ve fiziksel 6zelliklerinin anlasilmasi
e Daha dayanikli ve daha hafif yapilarin olusturulmasi

e Daha az malzeme kullanimi ve enerji sarfiyati

e Nanometre boyuta sahip yapilarin imalati

e Nano 6lg¢ekli ve nano hassasiyete sahip cihazlarin gelistirilmesi

e Ustiin malzeme 6zellikleri ile iiretim siireclerinin elde edilmesi

¢ Nanoskopik ve makroskopik diinya arasindaki bagin kurulmasi

Nanoteknolojiye karsi olan ilginin giinden giine artmasinin {i¢ temel sebebi

mevcuttur. Bunlar:

e Nanoteknolojik arastirma ve calismalarin maddenin temel bilgisindeki
eksiklikleri tamamlama potansiyeli vardir

e Nanoteknoloji yeni uygulamalar1 da beraberinde getirecektir

e Endiistriyel prototiplendirme baslamis olup, ticari boyut kazanmaktadir (Ag¢ik
ve Giiven 2012).

Nanoteknoloji ile birlikte iriinler, iletkenlik, yliksek derecede dayaniklilik,
korozyon korumasi, su ve kir tutmama, ¢izik direnci gibi yeni islevler ve 6zellikler
kazanmaktadir. Bundan dolayr son donemlerde elektronik, kozmetik, gida, spor
malzemeleri ve ila¢ endistrisi gibi alanlarda kullanimi yayginlasmistir (Caglar ve
Saral 2014).

Partikiil biiytklikleri 10-1000 nm arasinda farklilik gdsteren, ¢oziinmiis,
hapsedilmis veya adsorbe halde bulunan etkin maddeyi agiga ¢ikaran, dogal veya

sentetik yapiya sahip polimerlerle hazirlanan kat1 kolloidal polimerik partikiiler
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sistemlere  “nanopartikiiller”  denilmektedir ~(Erdogan ve Ozkan 2013).
Nanopartikiilleri biiyiik materyallerden ayiran yalnizca boyutlar1 degildir. Kimyasal
reaktiviteleri, enerji emilimleri ve biyolojik mobiliteleri agisindan da biiyiik

materyallerden farkli bir yap1 gosterirler (Turgut ve ark. 2011).

Nanopartikiiller, nanokiireler ve nanokapsiiller seklinde iki formu kapsarlar.
Nanokdireler matriks sistemler olup, etken maddeler veya isaretleyiciler yiizeylere
adsorbe ettirilebilmekte, partikiil icerisinde tutulabilmekte veya ¢oziilebilmektedir.
Nanokapsiiller ise, polimerik bir membran ile icte siki bir nukleustan olusmustur. Bu
durumda etken madde genellikle igteki bolimde ¢oziilmekte olup, yiizeye de adsorbe
ettirilebilmektedir (Kog ve Baydan 2003).

Nanokire Nanokapsill

Polimerik kabuk+Yagh veya

Polimerik matriks |
sulu gdvde

Polimerik zincir

llag molekili .

Sekil 2.14. Nanokiire ve nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi

Nanoteknolojide kullanilmakta olan nanopartikiiller; “American Society for
Testing and Materials (ASTM)”in tanimlamasina gore partikiil boyutlar1 iki veya ii¢
boyutlu olarak 1-100 nm uzunluga sahip parcaciklar olarak tanimlanmaktadir. Farkli
ozelliklere gore siniflandirmalar bulunmakla birlikte nanopartikiiller basit olarak su

sekilde smiflandirilabilir;

e Karbon nanopartikiiller (fullerenes, ¢ok duvarl karbon nanotiipler vb.)
e Metal nanopartikiiller (altin kolloidler, nanokabuklar, nanogubuklar,
sliperparamagnetik demiroksit nanopartikiiller vb.)

e Yari iletken nanopartikiiller (kuantum noktalari vb.) (Berk ve Akkurt 2012).
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Metaller, yari iletkenler, seramik, organik molekiiler topluluklar, polimerik
veya kompozit gibi farkli malzemelerden olusabilen nanomateryallerin; bilisim ve
iletisim, elektronik, biyoteknoloji, biyomedikal, tip, kozmetik, tekstil, gida, enerji,
¢evre, makine ve ingaat endiistrileri gibi genis alanlardaki kullanimi her gegen yil

artmis olup, insan hayatinin vazgegilmezi haline gelmistir (Atli-Sekeroglu 2013).

Nanoteknolojinin tip bilimindeki kullanim alan1 “nanotip” olarak isimlendiril-
mektedir (Atli-Sekeroglu 2013). Tip alaninda nanoteknoloji ve nanopartikiiller;
analizleri daha duyarli hale getirmek amaciyla biyomarkir tabanli proteomik ve
genomik teknolojilerde, manyetik rezonans, ultrason, floresan, niikleer ve bilgisayarli
tomografi gibi ¢esitli radyolojik alanlarda molekiiler goriintiileme amaciyla, ilag
gelistirme sistemleri, tan1 ve hedefe yonelik tedavi ile asi gelistirilmesi gibi gesitli
amaglarla kullanilmaktadir (Berk ve Akkurt 2012). Bu yaygin ve yararli kullanim
ozelliklerinin disinda molekiil 6zellikleri sebebiyle solunum sistemi, kan, santral sinir
sistemi, gastrointestinal sistem, bagisiklik sistemi ve cilt tizerindeki muhtemel toksik
etkileri de aragtirmalara konu olmustur (Berk ve Akkurt 2012; Caglar ve Saral 2014).
Ornegin; elektriksel, mekanik ve termal dzellikleri sebebiyle elektronik, bilgisayar ve
havacilik endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan karbon nanotiiplerin,
islenmemis halde ¢ok hafif olduklar1 i¢in havada asili halde kalarak akcigerlere

ulagsma potansiyeli tasidig1 belirlenmistir (Berk ve Akkurt 2012).

Aralarinda ¢inkonun (Zn) da yer aldigi metal nanopartikiiller, kolaylikla
sentez edilebilmeleri ve kimyasal ac¢idan kolayca modifiye edilebilmeleri sebebiyle
tiketim ve endiistriyel iriinlerde, makine endiistrisinde, askeri uygulamalarda ve
ozellikle tipta genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Kristal yapilart ve giiclii metalik baglar
olusturmalar1 sebebiyle iistiin mekanik 6zellikler gdsteren metal nanopartikiiller ve
alagimlari, iskelet-kas sistemimizin mekanik kosullarina en iyi uyum gosteren

malzemelerin baginda yer almaktadirlar (Atli-Sekeroglu 2013).

Yapilan c¢alismalar sonucunda metal ve metaloksit nanopartikiilleri,
biiytikliklerine, sekillerine, yiizey bilesenlerine ve yiizeydeki atomik
diizenlenmelerine gore Ustiin elektronik, manyetik, optik, kimyasal ve katalitik

ozellikler gosterirler (Arig 2010).
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2.5.1. Cinko Oksit (ZnO) Nanopartikiilleri

Mavimsi agik gri renkte ve kirilgan bir metal olan ¢inko (Zn), periyodik
tablonun gegis elementleri grubunda yer alir. Diisiik kaynama sicaklig: ile dikkat
¢eken Zn, yer kabugunda en fazla bulunan elementler arasinda 23. sirada yer
almaktadir. Toz halde cok etkili bir rediikleyici olan Zn, bilesiklerde +2 degerlikli
olarak bulunur ve olusturdugu bilesiklerle kovalent bag yapar. (Giiltekin 2013).

Cinko oksit (ZnO) ¢ok amagli inorganik bir malzeme (Arig 2010) olup, ZnO
nanopartikiilleri boya, pigment, metalurji katki maddeleri, kauguk, alasimlar,
seramik, kimyasal lifler, elektronik, katalizor, tibbi tani, kozmetik, kisisel bakim gibi
cesitli endiistriyel alanlarda en yaygin kullanilan malzemelerden biridir (Baek ve ark.
2012). Zn0O, antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde multivitaminler gibi besin takviyesi
olarak da kullanilmaktadir (Cho ve ark. 2013). ZnO nanopartikiilleri ayn1 zamanda
UV dalga boyu araligindaki sogurma ozelliklerinden dolay1 giines kremleri ve

kozmetik tiriinlerinde de kullanilmaktadir (Manzo ve ark. 2013).

ZnO nanopartikiilleri, yliksek gecirgenlik, piezoelektrik ozellik, yar1
iletkenlikte genis bant araligi, oda sicakliginda ferromanyetizma, kimyasal duyarlilik
ozellikleri ile 6zel ylizey, hacim ve kuantum boyut etkisine sahip olmalart nedeniyle
son yillarda fazlaca dikkat ¢cekmeye baslamistir (Shao ve ark. 2006; Mende ve
Driscoll 2007). Fotokatalitik 6zellige sahip olan ZnO nanopartikiilleri, giines 15181
altinda organik kirliligi ayristirabilir (Arig 2010) ve katalizorlerin, sensorlerin,
piezoelektrik gili¢ doniistiirticiilerin, gecirgen iletkenlerin ve yiizey dalga araclarinin

tiretiminde biiyiik rol oynamaktadir (Castaneda 2009).

ZnO nanopartikiillerinin tstiin 6zelliklere ve genis kullanim alanlarina sahip
olmasi, sol-jel metodu, mikroemiilsiyon sentezi, mekanokimyasal proses, sprey
pirolizi ve kurutma, organik baslangi¢ ¢ozeltisinin termal dekompozisyonu, RF
plazma sentezi, siiperkritik akiskan prosesi, hidrotermal proses, buhar tasinim
prosesi, sono-kimyasal ve mikrodalgayla sentez yontemleri gibi gesitli {iretim
yontemlerinin  gelistirilmesine neden olmustur. Kullanilacak yontemin diisiik
maliyetli olmasi, devamli olmas1 ve yiiksek iiretim oranma sahip olmasi iiretim

yonteminin se¢imindeki en 6nemli Kriterlerdir (Arig 2010).
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Gelecegin malzemesi olarak kabul edilen ZnO, oda sicaklifinda 3,4 eV genis
iletim bant aralig1 ile 60 meV gibi biiyiik bir baglanma enerjisine ve 0,4-2 p optik
dalga boyu araliginda yiiksek gecirgenlige sahip bir malzemedir. Kendinden daha
bliyiik iletim bant araligina sahip bilesikler bulunsa da ZnO, sahip oldugu baglanma
derecesi, optik pompalama i¢in diisiik esik degerine sahip olmasi, radyasyon direnci
ve biyo-uyumluluk gibi ozellikleri sayesinde birgok aygit yapimi igin ideal bir
adaydir (Jagadish ve Pearton 2006; Singh ve ark. 2007; Arig 2010). Hekzagonal
kristal yapiya sahip olan ZnO (Bknz. Sekil 15), yaklasik 1975 °C erime noktasina,
81.400 g/mol atom agirhigma, 5600 g/cm3 yogunluga ve 40,3 J/mol K 1s1 kapasitesine
sahiptir (Arig 2010).

Sekil 2.15. Hekzagonal ¢inko oksit yapisi

ZnO nanopartikiillerinin sanayi alaninda genis bir sekilde uygulanmasi ile
birlikte, insan viicudunun kasitl veya kasitsiz olarak agizdan teneffiis etme, damar
icine enjeksiyon, dermal penetrasyon da dahil olmak iizere birka¢ olasi yollar
araciligr ile nanopartikiillere maruz kalmast miimkiin olabilmektedir. Bunlar
arasinda, gastrointestinal sistem tarafindan nanopartikiillerin alimi en Onemli
yollardan birisidir. ZnO genellikle diisiik bir toksisiteli bir malzeme olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii ¢inko insan viicudunda temel bir eser elementtir ve gidalarda

genis kapsamli olarak bulunmakla birlikte besin takviyesi olarak da ilave
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edilmektedir. Bu nedenle ¢inko nanopartikiillerin toksisite degerlendirmesi ¢ok az
ilgi ¢ekmektedir (Baek ve ark. 2012). Cinko oksitin non toksik oldugu gelencksel
kavram tizerine ¢ok yaygin olarak kullanilmaya baslamis fakat ZnO nanopartikiilleri
hakkindaki toksikolojik calismalar onlarin uygulama hizinin gerisinde kalmistir (Roy

ve ark. 2014).

Yapilan calismalarda memeli hiicrelerinde ZnO'in genotoksisitesinden ve
etkilerinden bahseden ¢alismalar mevcutken (Sharma ve ark. 2009; a-Hackenberg ve
ark. 2011; b-Hackenberg ve ark. 2011; Demir ve ark. 2014), in vivo ve in vitro test
sistemlerinde genotoksisite olusturmadigini belirten ¢alismalarda mevcuttur (Kwon
ve ark. 2014). In vitro ortamda insan hiicrelerinde ZnO nanopartikiillerin ROS'u
tetikleyerek apoptozise aracilik ettigi belirtilmistir (Akhtar ve ark. 2012; Roy ve ark.
2014).

2.6. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres; biyolojik sistemlerdeki prooksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki dengenin antioksidanlarin aleyhine olacak sekilde bozulmasi durumudur
(Valko ve ark. 2007). Yani oksijen ve oksijen kaynakli oksidanlarin, ROS’ni
arttirmasiyla baglayan bir durum olarak tanimlanabilir. ROS, kanser, romatizmal
hastaliklar, yaslanma, toksin maruziyeti, fiziksel hasar, enfeksiyon ve inflamasyon
gibi birgok hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir. Cogu hiicrenin antioksidan savunma
mekanizmalar1 oksidatif stres altinda bozulmaktadir. Hem ROS iiretiminin artimi,
hem de hiicresel antioksidan kapasitenin azalmasi oksidatif stresin gelisimine neden
olur (Tung 2006). Hiicreler hafif derecedeki oksidatif stresi kendi baslarina tolere
edebilseler de genelde antioksidan sistemlerini aktif hale getirirler. Hiicre igi
savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda ise ROS ile antioksidanlar
arasindaki denge bozulur ve bunun sonucunda da oksidan hasarina duyarli olan
DNA, protein, karbonhidratlar ve yaglar gibi hiicresel makromolekiiller zarar goriir

(Romero ve ark. 1998; Halliwell ve Whiteman 2004; Atal 2014).

Oksidatif stres oncelikli olarak lipit peroksidasyonuna sebep olurken; lipit
peroksidasyonu ise ROS tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal olaydir. Bu olay, organizmadaki

kuvvetli oksitleyici radikalin membran yapisindaki doymamis yag asidi zincirinin a-
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metilen gruplarinda bulunan hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla baglar ve boylece
lipit radikali ve daha sonrasinda da dien konjugatlar olugsmus olur. Oksijen ilavesi
sonucunda olusan yiiksek reaktiviteye sahip peroksil radikali, diger yag asitlerine
saldirmasi sonucunda lipid hidroperoksiti (LOOH) olusturur. Boylece lipit

peroksidasyonu yayilmis olur.

Lipit peroksidasyonu sonucunda alkanlar, malandialdehid (MDA) ve
isoprotanlar gibi yeni bilesikler olusur. Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan bu
bilesiklerin, norodejeneratif hastaliklar, iskemik reperfiizyon hasarlanmasi ve
diabetle iligkili oldugu gosterilmistir (Ohkawa ve ark. 1979; Southorn ve Powis
1988; Sinclair ve ark. 1990; Lovell ve ark. 1995; Girotti 1998; Atal 2014).

2.6.1. Serbest Radikaller

Fizyolojik sartlar altinda insan viicudunda olusan serbest oksijen radikalleri
(ROS) ile antioksidan savunma sistemi bir denge halindedir. Canli bireylerdeki
serbest radikallerin esas kaynagi oksijendir ve ROS, normal hiicre metabolizmasi
sirasinda ortaya c¢ikan yan iiriinlerdir. Bu {irlinlerin baslica hedef molekiilleri ¢oklu
doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir. Yogun ROS
tiretimi veya antioksidanlarin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel

degisimlere neden olarak oksidatif strese yol agar (Kara 2010; Atal 2014).

ROS yiiksek reaktif okside edici ajanlar olup, elektron paylasabilmek ve diger
molekiillerle hizli reaksiyona girebilmek i¢in dis yoriingesinde tek ve paylasiimamis
elektron tasiyan molekiillerdir. Bu molekiiller elektron transferi, enerji liretimi ve
diger metabolik fonksiyonlarin temelini olustururlar. Paylagilmamis olan elektron
molekiilii stabilitesini bozarak proteinler, karbonhidratlar, yaglar ve inorganik
maddelerle tepkimeye girer ve bunun sonucu olarak da enerjinin aciga ¢ikmasini

saglar (Tung 2006; Atal 2014; Sayillmaz 2015).

ROS, tek bir elektronunu baska bir molekiile verebilenler (radikaller) ve
elektron eksigi yokken baska molekiiller ile radikallerden daha zayif bir sekilde
birlesebilenler (non-radikaller) seklinde iki gruba ayrilmaktadirlar (Atal 2014).

47



Radikaller Non- radikaller

Stiperoksit. ()2 Hidrojen peroksit. H,O»
Hidroksil. OH { Hipokloréz asit. HOC1
Peroksil. RO, Ozon. O3

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

Sekil 2.16. Radikal ve non-radikal reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikaller, hiicresel veya biyolojik kaynakli olarak olusabilmektedir.
Radikallerin olusumunu saglayan biyolojik kaynaklar; radyasyon, viriisler, UV
1sinlari, hava kirliligi olusturan fosil kaynakli yakitlarin yanma sonucundaki iiriinleri,
sigara dumani, ¢evresel kirleticiler, pestisitler, aktive olmus fagositler, antineoplastik
ilaglar, enfeksiyon, stres ve lipit metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan {irinler gibi

hiicre metabolizmasmin toksik trtinleridir.

Radikallerin olusumunu saglayan hiicresel kaynaklar ise mitokondriyal
elektron transport sistemi, oksidatif stres durumlari (iskemi ve reperfiizyon hasari,
travma, intoksikasyon), peroksizomlardaki enzimler, enzimler ve proteinler; triptofan
dioksijenaz, ksantin oksidaz, hemoglobin vb. kiiciik molekiillerin otooksidasyonu
sonucu olusan tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler,
antibiotikler ve fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal
patlamalaridir (Atal 2014; Sayilmaz 2015).

Serbets radikaller, stabilize olabilmek i¢in proteinler, karbonhidratlar, yaglar
ve inorganik maddeler ile tepkimeye girerler. Radikaller, tepkimeye girdigi hiicrenin
DNA ve RNA ile enzimatik akvitivelerini etkileyerek hiicre hasari olustururlar ve
olusturduklar1 bu etkiler, toksik, mutajenik ve karsinojenik olabilmektedir (Nordberg
ve Arner 2001).

ROS, siiperoksit anyon, hidrojen peroksit, peroksil radikaller ve reaktif
hidroksil radikalleri icerirler. Bu radikallerden ¢ogu iireme biyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bunlara ilaveten, iireme ve sperm fonksiyonlart iizerinde etkili olan
nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit anyonu gibi nitrojen kokenli serbest radikaller de

bulunmaktadir. ROS’dan nitrik oksitin erkek iireme sistemi tizerindeki birgok
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fonksiyonun kontroliinde diizenleyici gorevi oldugu da gosterilmistir (Tung 2006).
Endojen L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenen ve hem hiicre
i¢ci hem de hiicre disinda diizenleyici rol iistlenen NO, yarilanma 6mrii kisa olan (2-5
saniye), suda ve yagda ¢oziinebilen serbest bir radikaldir (Lowenstein ve ark. 1994;

Tung 2006).

Cok yonlii biyolojik bir haberci olan NO, nérotransmisyon, penil ereksiyon,
diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, immiin
sistemin diizenlenmesi gibi bir¢ok farkli biyolojik etkilere sahiptir. Paylasilmamis
elektronunu iizerinde bulundurmamasi nedeniyle de hizli bir sekilde diffiize olur ve

stabilitesini arttirir (Radomski ve ark. 1987; Garg ve Hassid 1989).
2.6.2. Antioksidanlar

Serbest radikaller tarafindan olusturulan hasar1 6nleyen, olusan iiriinlerin
seviyelerini kontrol eden ve serbest radikalleri yakalayarak stabilize eden sistemlere
antioksidan sistemi (Sayilmaz 2015), okside olan substrata gére ortamda daha az
derisimde bulunan ve substratin oksidasyonunu belirgin halde geciktiren veya

engelleyen maddelere de antioksidan adi verilir (Young ve Woodside 2001).

Antioksidanlar, serbest radikallere saldiran elektron gondererek radikalleri
etkisiz hale getirirler. Serbest radikallerden ve lipit peroksidasyonunun etkilerinden
antioksidan sistemler sayesinde korunmak miimkiin olup, lipit peroksidasyonu
engellemelerini diginda antioksidanlarin proteinleri, karbonhidratlar1 ve niikleik

asitleri koruma gibi gorevleri vardir (Halliwell 1995; Atal 2014).

Oksidatif hasar1 6nleyen, sinirlayan ya da kismen tamir eden antioksidanlar
icinden diisiik molekiill agirligina sahip olanlar, gilivenli bir sekilde serbest
radikallerle etkileserek hayati molekiillerin hasara ugramasindan once zincir

reaksiyonlarini durdururlar (Beckman ve Ames 1998; Shi ve ark. 1999).

Viicudumuz, oksidatif stres sonucunda dogabilecek hasarlari onleyebilmek
i¢in antioksidan vitaminler, antioksidan enzimler, glutatyon (GSH) ve silfidrillerden
meydana gelen antioksidan savunma sistemi ile donatilmistir (Gutteridge 1995). Bu
sistemler, enzimatik olan ve enzimatik olmayan (non-enzimatik) olmak iizere ikiye

ayrilirlar:
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1) Enzimatik Antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
selenyum bagimli olan glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon-S-transferaz (GST) ve
glutatyon rediiktaz (GR).

2) Non-Enzimatik Antioksidanlar: E vitamini (o-tokoferol), C vitamini
(askorbik asit), A vitamini, iirik asit, glukoz, piruvat, flavonoidler, GSH, sistein,
albiimin, bilirubin, melatonin, haptoglobulin, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin,
ferritin, oksipurinol, ubiquinon (koenzim Q10), mannitol, taurin, B-Karoten, lipoik

asit ve hemopeksin (Halliwell ve Gutteridge 2000; Urso ve Clarkson 2003).

Enzimatik  antioksidanlar  genellikle hiicre iginde, non-enzimatik
antioksidanlar ise hiicre disinda daha etkilidir (Cutler ve ark. 2005). Enzimatik
antioksidanlar igersinde yer alan SOD, siiperoksitin hidrojen peroksit (H,O,) ve
molekiiler oksijene doniistimiinii katalizler (Bannister ve ark. 1987; Zelko ve ark.
2002) ve neredeyse biitin aerobik hiicrelerde ve ekstraselliiler sivilarda
bulunmaktadir (Johnson ve Giulivi 2005). Bir diger enzim olan ve yasayan tiim
organizmalarda bulunan katalaz ise, hidrojen peroksiti (H2O,) su ve molekiiler
oksijene pargalayarak biyolojik sistemleri H,O,’nin zararlarina karsi korumaktadir
(Gaetani ve ark. 1996; Chelikani ve ark. 2004). Glutatyon sistemleri igerisinde yer
alan GPX ise H,0, ile organik peroksitin indirgenmesinde rol oynar (Deaton ve
Marlin 2003).

Non-enzimatik gruplar igerisinde yer alan C vitamini, suda ¢oziinebilen
monosakkarit bir antioksidandir ve insanlarda sentez edilmedigi i¢in disaridan diyetle
alinmas1 gerekir (Smirnoff 2001). Gii¢lii bir indirgeyici olan C vitamini H»0’i
notralize edebilir (Padayatty ve ark. 2003) ve bitkilerde stres mekanizmasi olarak
gorev yapar (Shigeoka ve ark. 2002). Antioksidan ozellige sahip olan ve yagda
¢oziinebilen E vitamini ise dagilimi ve biyolojik aktivitesi en fazla olan vitamin olup,
membrani lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir (Brigelius-Flohe ve Traber
1999; Herrera ve Barbas 2001; Traber ve Atkinson 2007). Bir baska antioksidan olan
ve aerobik yasamdaki her canlida bulunan GSH ise, hiicrelerden aminoasit senteziyle
tiretilmekte olup, antioksidan 6zelligini tiyol grubundan almaktadir. GSH, ortamda
bulunan hidroksil ve singlet oksijen gibi ROS’ni temizler ve ayn1 zamanda da serbest
radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur

(Sayilmaz 2015). Hiicre membranlarindan ve kan-beyin bariyerinden kolaylikla
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gecebilen ve giiglii bir antioksidan olan melatonin ise hiicrelerdeki ¢esitli ROS nin

temizlenmesini saglamaktadir (Reiter ve ark. 1997).
Aktioksidanlar yapmis olduklari etkileri baslica su sekilde gosterirler;

e ROS ve RNS’lerin baslaticilar1 olan zincir baglatict katalizorlerin yakalanarak
uzaklastirilmasi yoluyla serbest radikallerin olusumunun 6nlenmesi

e Birincil antioksidanlarin (GPX, GST, peroksidaz) serbest radikal sistemine
elektron sunmasiyla olusan radikalleri kendisine baglayarak etkisiz hale getirmesine
dayanan zincir kirict etkisi

e Katalik metal iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasi

e Oy ve HyO, gibi serbest oksijen radikallerinin ortamdan uzaklastirilmasi

(Gutteridge 1995; Sayilmaz 2015).

Antioksidanlar olusan oksidanlar1 dort farkli mekanizma sayesinde etkisiz

hale getirirler. Bu mekanizmalar ise sunlardir:

Scavenging (temizleme) etkisi: Enzimlerin, ROS’ni etkileyerek onlart

tutmaya ve daha zay1f bir molekiile cevirme durumu

Quencher (baskilama) etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan

oksidanlara bir hidrojen aktarilarak yapilan etkisiz hale getirme durumu
Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiillerin onarilmast durumu

Zincir koparma Etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilan ve oksidanlar ile zincirleme reaksiyonu baslatacak maddeleri kendine
baglayip, reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlar1 engelleme durumu (Onat ve ark.

2002; Taysi ve ark. 2002; Cherubini ve ark. 2005; Sayilmaz 2015).
2.7. APOPTOZIS

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesi sonucunda artan hiicre sayilar
hiicre oliimleri ile dengelenmektedir. Bir organizmadaki hiicreye gereksinim
duyulmadig1r zaman hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar
stireci baglatilir. Bu intihar siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlaminda kullanilan

apoptoz veya programli hiicre 6liimii seklinde gerceklesmektedir. Hiicre oliimleri
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fizyolojik kosullar altinda gergeklestigi i¢in bu 6liim sekline fizyolojik hiicre 6limii

de denilmektedir (Giiles ve Eren 2008).

Apoptozis terimi ilk olarak 1972 yilinda Iskogyali arastirmacilar olan Kerr,
Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullanilmistir. Bu arastirmacilar,
elektron mikroskobik ¢aligmalar ile apoptozisin, patolojik ve programsiz 6liim olan
nekrozdan tamamen farkli oldugunu gostermislerdir (Oztiirk 2002; Giiglii 2004).
Kerr ve ark. (1972), fizyolojik sekilde 6len hiicrelerin niikleuslarinda yogunlasmis
kromatin pargalar1 gézlemlemis ve organellerin iyi bir sekilde korunduklarmi fark

ederek bu olaya biiziisme nekrozu ismini vermislerdir.

Apoptozisi daha iyi anlayabilmek i¢in nekrozisten farkini bilmek gereklidir.
Nekrozis, patolojik sartlarda gergeklesen ve fizyolojik olmayan 6liim sekli olup,
apoptozis ise hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda gerceklesen oliim seklidir.
Nekroziste asir1 sivi girisi sonucu olarak hiicre siserken, apoptoziste ise nekrozisin
tersine hiicre kiictilmektedir. Nekroziste kromatin kitlesi normal hiicredeki gibiyken,
apoptoziste ise niikleus membraninin etrafinda toplanmis halde bulunur. Nekroziste
hiicre membranm biitiinliiglinii kaybeder ve hiicre i¢i materyaller disar1 ¢ikarken,
apoptoziste ise hilicre membraninda kii¢iik kesecikler olusmaktadir. Nekroziste
membran biitlinliigli bozuldugu i¢in inflamasyon olusurken, apoptoziste ise komsu
hiicreler ya da makrofajlar tarafindan fagosite edildigi i¢in inflamasyon olusmaz.
Nekrotik hiicreler lizise ugrarken, apoptotik hiicreler ise “apoptotik bodies” adi
verilen membranla kapl kiigiik pargalara ayrilir. Nekroziste ATP’ye ihtiya¢ yokken,
apoptoziste ATP’ye ihtiya¢ duyulur (Ulukaya 2003; Gii¢lii 2004).
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Sekil 2.17. Nekrozis ve apoptozisin sematik gdsterimi

Apoptozis, nekrozisin tersine genetik olarak kontrol edilen, iyi bir sekilde
organize olmus dokularda hiicre sayisin1 belirlemek igin ¢ok onemli olan 6zel bir
hiicre 6liimii ¢esididir. Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisim siireci ve doku
devamliligi, dokulardaki hiicre populasyonunun korunmasi ve yaglanma gibi
hemostatik bir mekanizmanin saglanmas1 amaciyla fizyolojik olarak gerceklesir.
Bunun yani sira hiicreler, hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar gordigi
zaman veya immiin reaksiyonlarda koruyucu mekanizma olarak ortaya cikar (Giiles

ve Eren 2008; Ozdemir 2012).

Apoptozis, hiicrenin yasami boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini
saglamakla yiikiimlii olup, apoptotik hiicreler organizmanin bazi doku ve
hiicrelerinde devamli olarak olusmaktadir ve bu olusum hayat boyu devam
etmektedir. Boylece hiicrelerin dogru yer, zaman ve sayida olmasini saglayan 6lim
(apoptoz) ile yeniden yapim (mitoz) doku homeostazisini saglamak i¢in dokularda

dinamik bir denge halinde siiregelmektedir (Cummings ve ark. 1997; Elmore 2007).
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Apoptotik siiregte gézlemlenen asamalar sirasiyla su sekilde siralanmaktadir;

1) Apoptozis’in baslatilmasi

2) Hiicre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

3) Hiicrede meydana gelen ¢esitli biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
4) Fagositoz

Apoptozis’in Baslatilmasi: Hiicre icinden ve hiicre disindan gelen 6liim
sinyalleri, apoptotik siirecin baglamasinda etkili olan uyarilardir. Bu uyarilara maruz
kalan hiicrelerde ilgili genetik mekanizma harekete gecerek apoptozisi baslatir.
Metabolizma ve siklus bozukluklari, DNA hasari, hiperkalsemi, hiicre i¢i pH
seviyesinin diismesi gibi etkiler hiicre i¢inden kaynaklanan sinyaller olup, hipoksi,
1s1, radyasyon, anti-kanser ilaglar ile UV ve gamma i1sinlari da hiicre disindan
kaynaklanan sinyallerdir. Dis kaynakli sinyaller, DNA hasari meydana getirerek

apoptozise yol agmaktadir.

Hiicre Ici Proteazlarin Aktivasyonu: Hiicre iginden veya hiicre disindan
gelen apoptotik sinyaller, hiicre igerisinde bulunan ve kaspaz (caspase: cysteine
containing aspartate specific proteases) adi verilen bir takim proteazlar1 aktive
ederler (Oztiirk 2002). Simdiye kadar tamimlanmis 14 adet kaspaz mevcut olup
(Strasser ve ark 2000), bu kaspazlar baslatici kaspazlar ve effektor kaspazlar olmak
lizere ikiye ayrilirlar (Giiglii 2004). Oliim reseptdrleri adaptdr proteinler araciligi ile,
i¢ sinyaller ise mitokondri aracihigi ile baslatict kaspazlar1 aktive ederler (Oztiirk
2002). Aktive olan baslatici kaspazlar, apoptotik uyari ile baslayan 6liim sinyallerini
effektor kaspazlara ileterek bu kaspazlar aktif hale getirirler. Effektor kaspazlar ise
ilgili proteinleri (niiklear membran proteini olan Laminin A ve DNA tamirinde gorev
alan poli polimeraz) parcalayarak apoptotik hiicre metabolizmasinin olugmasin
saglamaktadir (Gii¢lii 2004). Ilk olarak tanimlanan kaspaz ICE olarak bilinen
prokaspaz 1’dir ve kaspaz 1 (ICE), kaspaz 2 (ICH, Need-2), kaspaz 3 (CPP32,
apopain, Yama), kaspaz 4 (ICH-2, TX) ve kaspaz 5 onemli kaspaz gruplarindandir.
Kaspaz inhibitdr ailesi olan IAP (inhibitér of Apoptozis), apoptozisi inhibe ederek
apoptozis mekanizmasini durdurur. Bu inhibitorler, birgok kotii huylu hiicre

tarafindan ekspresse edilmektedir (Gticlii 2004).
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Hiicrede Olusan Biyokimyasal ve Morfolojik Degisiklikler: Apoptozis igin
sinyal alindiktan sonra hiicrelerde bir¢cok biyokimyasal ve morfolojik degisiklik
gozlemlenmektedir. Hiicre kii¢iilmeye ve kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti
dagilir ve ¢ekirdek zar1 bolge bolge erir. Cekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (Giiles ve
Eren 2008). Apoptotik siirecin sonlarina dogru, kaspazlar DNA kirilmalarina yol
acarlar. Aktin filamanlarinin yikimina bagli olarak hiicre normal seklini kaybeder ve
hiicre membraninin asimetrisi bozulur. Hiicreler 6zellesmis yiizeysel yapilarini ve
diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek kiigiiliir ve
biizligtirler. Hiicre yiizeyinde kraterler olusur. Kromatin ¢ekirdek membranina yakin
kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve biyiikliikklerde ¢oker. Elektron mikroskop
ile bakildiginda kromatinin yogun graniiler yarim ay, hilal veya yiiziik seklinde
cekirdek membraninin i¢ yliziinde yerlestigi izlenir. Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir.
Bazen membranla sarili olarak birkag parcaya ayrilabilir. Apoptotik siirec ilerledikce
hiicrelerde sitoplazmik c¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra “apoptotik cisim” adi
verilen membranla ¢evrili Kiiglik pargalara boliiniir. Bu pargalarin iglerinde
sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda ¢ekirdek parcalari

da mevcuttur (Ayashoglu 2001; Oztiirk 2002; Giiglii 2004; Giiles ve Eren 2008).

Fagositoz: Apoptotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler
tarafindan fagosite edilerek dokulardan temizlenir ve apoptozis sirasinda

inflamasyon olusmaz (Oztiirk 2002; Limandal 2013).

2.7.1. Apoptozis Mekanizmalari
2.7.1.1. Oliim Reseptorleri Aracili (Hiicre Disi Kaynakh) Apoptozis

Hipoksi, hipertermi ve radyasyon gibi hiicre dig1 kaynakli sinyaller, hiicre
yiizeyindeki Oliim reseptorlerini aktive ederek apoptotik siireci baslatirlar.
Apoptoziste gorev alan membran reseptorleri i¢indeki en 6nemli grup TNFR (Timor
Nekrozis Faktor Reseptor) ailesidir. Bu hiicre ylizey reseptorleri (Fas (APO-1,
CD95), TNFR-1, DR3, DR4, DRS5) membranda bulunur ve bu reseptorlerin
sisteinden zengin hiicre dis1 alanlar1 ve sitoplazmanin i¢ kisminda homolog 6lim
bolgeleri (TRADD, FADD) bulunmaktadir (Giiglii 2004; Elmore 2007). Oliim
bolgeleri, o6liim reseptorlerine ligand baglandigi zaman apoptotik mekanizmayi
uyararak hiicre disindan gelen uyarilari hiicre igine iletirler (Ashkenazi ve Dixit
1998).
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Hiicre Olimiinii diizenleyen mekanizmalarin basinda sitokine bagli dis
apoptozis yolu gelmektedir ve apoptozisin dis yolu, TNFR ailesi hiicre ylizey
reseptorlerinin ligandlar yoluyla aktive edilmesi sonucunda uyarilmaktadir. TNF-
alfa, TNF ile alakali apopitozis uyarici ligandlar (TRAIL) ve Fas ligandlari, baz1 kotii
huylu ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek hiicre 6liimiine
neden olmaktadirlar (Elmore 2007). Ligandlar baglandigi zaman 3 TNFR ya da Fas
molekiilii kompleks olusturur. TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik kisimlari
sirastyla. TNFR’e bagh olim bolgesi (TRADD) ve Fas’a bagh oliim bolgesi
(FADD/Mort-1) ad1 verilen adaptor proteinlere baglanir. Bu proteinlerin hem dliim
bolgelerine hem de proteazlarin 6liim olusturan kisimlarmma (DED) baglanan
bolgeleri mevcuttur. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari ile adaptér proteinler ve
proteazlar Slimi baslatan sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar (Brooks
2006).

Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, akcigerlerde ve bazi timor
hiicrelerinde bulunmakta olup, ilgili ligandina da FasL adi verilmektedir. Fas
reseptOrii hiicre disi, membrandz ve hiicre i¢i olmak iizere ii¢ kisimdan olusur ve bu
6lim reseptorii kendine has ligandi bagladigi zaman, reseptoriin 6liim alan1 apoptotik

mekanizmay1 uyarmaktadir (Gliglii 2004).
2.7.1.2. Mitokondri Aracili (Hiicre i¢i Kaynakli) Apoptozis

DNA hasari, pH’da diisme, hiicre siklusu bozukluklar1 gibi hiicre i¢i kaynakli
sinyallerle olusan apoptoziste mitokondri énemli rol oynamaktadir. Sinyaller, dis
mitokondri zarinda gecirgenlik artisina neden olur ve mitokondri dis zarinin
gecirgenligini bazi proteinler ayarlamaktadir. Bu proteinlerin en onemlisi Bcl-2
grubu proteinleridir. Bu proteinler, birbirlerine zit etki gosteren iki gruptan
olusmaktadir. Bu gruplardan birisi apoptozisi indiikleyici etkiye sahip olan
proapoptotikler (Bax, Bad, Bcl-XS, Bak vb.), digeri ise apoptozisi baskilayici etkiye
sahip olan antiapoptotikler (Bcl-2, Bcl-XL vb.) dir. Apoptozis siireci igerisinde Bcl-
2, Bax ve Bcl-X baslica gorev alan mitokondri molekiilleridir (Oztiirk 2002; Giiglii
2004; Giiltekin 2013).

Mitokondri dis membraninda bulunan ve iyon transportunu diizenleyen Bcl-2,

Bax’in mitokondrial membrana tutunmasini engelleyerek, mitokondrinin iki zari
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arasindaki sitokrom C’nin sitoplazmaya salinimini inhibe eder ve apoptozisi engeller.
Olayin bu sekilde ger¢eklesmedigi durumlarda ise, sitoplazmada bulunan Bax
apoptopik uyarmin alinmasini takiben mitokondri membranina tutunur ve buradaki
kiiciik porlarin olusumunu indiikleyerek sitokrom C ve AIF (Apoptozis Indiikleyici
Faktor)’tin mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar. Bir hiicrenin sitoplazmasinda
immiinohistokimyasal olarak Bax proteinin gozlemlenmesi o hiicrede apoptozis’in
meydana geldiginin gostergesidir (Gross ve ark 1999, Deveraux ve ark 2001; Giiglii
2004).

Apoptozisin yaygin yolu olan i¢ yol, hiicrenin kendi i¢inden sitotoksik ilaglar
gibi hasar yapici ajanlarla baslar. Sitotoksik ajanlar ve oksidatif baski gibi cesitli
hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkiler, mitokondrial yolu aktive ederler. Apoptotik sinyaller,
mitokondriye ait i¢ ve dis membranlar arasindaki bosluktan sitoplazmaya dogru
sitokrom C salinmasina neden olur. Sitokrom C kaspaz sistemini aktiflestirir ve
sitoplazmaya alinan sitokrom C, burada APAF-1’e (Apoptotic Protease Activating
Factor-1) tutunur. APAF-1’e prokaspaz-9 ve ATP eklenmesiyle birlikte sitoplazmada
apoptozom adli kompleks olusur. Prokaspaz-9 daha sonra aktif olan kaspaz-9’a
doniisiir ve bu da effektér kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktifleyerek hiicreyi

apoptozise gotiiriir (Griitter 2000; Oztiirk 2002; Giiglii 2004).
2.7.1.3. P-53 Gen Aracili Apoptozis

Hiicrede i¢ veya dis sinyaller nedeniyle DNA hasart olustugu zaman aktive
olan bazi genler, hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genler igerisinden en
onemlisi p-53 geni olup, insan timdrlerinin %50’den fazlasinda mutasyona ugradigi
tespit edilen bu genin, kanser olusumunu Onlemede kritik rol oynadigi kabul
edilmektedir. Normal zamanda inaktif halde bulunan p-53 geni, DNA hasar1 olustugu
zaman aktifleserek p21 genini harekete gegirir. p-21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda
kalmasint ve S fazina gecmesini engelleyerek hiicre dongiisiinde blokaj yapar.
Boylece olugsmus olan DNA hasarlt hiicrenin ¢ogalmasi engellenmis olur. p-53 geni
ayn1 zamanda DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu da saglamakta olup,
bu proteinler DNA’daki hasar1 tamir edebilirse, hiicre dongiisiindeki blokaj ortadan
kalkar. DNA tamir edilemedigi zaman ise p-53 geni yeniden harekete gecerek Bcl-2
gen ailesi tyelerinden proapoptotik olarak bilinen Bax proteinini aktive eder ve
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hiicreyi apoptozise gotiirerek DNA hasarli hiicrenin ortadan kaldirilmasini saglar

(Oztiirk 2002; Giiglii 2004).

2.7.2. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Apoptozisin belirlenebilmesi

icin farkhi

yontemler gelistirilmis olup,

morfolojik degerlendirmelerin yaninda apoptozise 6zgii olan bazi aktivasyonlarin

molekiil diizeyinde de degerlendirilmesi gereklidir (Giiclii 2004).

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler su sekilde siralanabilir;

(Giiglii 2004; Giiles ve Eren 2008).

Isik mikroskobi
Floresan mikroskobi
Elektron mikroskobi
Faz-kontrast mikroskobi
Anneksin V yontemi
TUNEL yontemi

M30 yontemi

Kaspaz-3 yontemi
Agaroz jel elektroforezi
Western blotting

Flow sitometri

ELISA

Fluorimetrik yontem

\

AN

Morfolojik Gortintiileme

Yontemleri

Histokimyasal

Yontemler

) \

Biyokimyasal

Yontemler

)\

immiinolojik

Yontemler
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2.7.2.1. TUNEL Yoéntemi

Apoptoziste ortaya ¢ikan DNA parcalanmasini gosteren yontemlerden birisi
olan TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase (TdT)-mediated deoxyuridine
triphosphate (dUTP) nick-end labelling) yontemi, DNA kiriklarinin in situ olarak
taninmasint saglar. Apoptotik parcalanma sonucunda DNA parcalari, DNA
polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme, goreceli olmak
kaydiyla daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur (Kanoh ve ark. 1999; Giiglii
2004; Giiles ve Eren 2008).

DNA dizi kiriklari, degisime ugramis olan niikleotidlerin 3’-OH uglarinin
TdT kullanilarak enzimatik olarak isaretlenmesi sonucunda tespit edilmektedir. TdT,
tek veya ¢ift sarmalli DNA’nin 3’-OH uglarina eklenen niikleotid trifosfatlar:
katalizler. Serbest halde bulunan niikleotidler, digoksigenin konjugat eklenmesi
sonucunda bir oligomer olustururlar ve DNA pargalari, digoksigenin niikleotid ile
isaretlenir Daha sonra ise digoksigenin ile konjuge olan niikleotidlerin peroksidaz
tepkimesi verebilen anti-digoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir. Baglanmig
olan peroksidaz antikoru, immunohistokimyada duyarli goriinim saglayan
kromojenik substratlarla baglanir ve lokalizasyon kromojenik substratlar (DAB) ile
boyanarak goriiniir hale getirilirler (Wijsman ve ark. 1993; Collins ve ark. 1997;
Torres ve ark. 1997; Deng ve ark. 2001).

TUNEL teknigi, oOzellikle apoptozisin erken donemlerinin gosterilmesi
agisindan 6nemlidir (Torres ve ark. 1997). in situ apoptoz tespit kiti, apoptozis ile
iliskili olan kromatin yogunlasmasini ve DNA pargalanmasini 6zgiin olarak tespit
ettigi i¢in apoptozisi nekrozdan ayirmaktadir. Pozitif boyanma apoptozisin
biyokimyasal ve morfolojik kanitlar ile dogrudan baglantilidir (Labat-Moleur ve ark.
1998). Konvansiyonel parafin kesitler, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler
kullanilarak yapilan in situ isaretleme sonrasinda gerceklestirilen floresan veya
enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri diger hiicrelerden ayirmada yeterli

olmaktadir (Giiles ve Eren 2008).
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2.7.3. Apoptozisin Testisler Uzerindeki Rolii

Doku canlilig1 ve devaminda, enfekte hiicrelerin yok edilmesinde ve normal
fizyolojik ortamn korunmasinda etkili olan apoptozis, testikiiler dokuda da sik¢a
karsilagilan bir durumdur Testislerdeki germ hiicre dejenerasyonu, hem gelisim
sirasinda hem de erigkinlerde oldukga sik rastlanilan bir durum olup, bu dejenerasyon

sirasinda en ¢ok kullanilan mekanizma ise apoptozistir.

Spermatogonyal kok hiicrelerden hiicre farklilasmasi ile spermium olusmasi
durumu olan spermatogenezde, hiicre gelisimi ve farklilanmasina ek olarak germ
hiicre oliimleri de goriilmektedir ve bu durum sperm olusumunda kritik rol
oynamaktadir (Sharpe 1994, Sinha-Hikim ve ark 1998).

Erken gelisimsel donemde baslayan apoptotik hiicre eliminasyonu,
olgunlagmakta olan germ hiicreleri ile destek hiicreleri arasindaki sayisal orami
saglamak i¢in olusturulmus fizyolojik bir yanittir (Sharpe 1994; Rodriguez ve ark.
1997; Sinha-Hikim ve ark. 1998; Beumer ve ark. 2000). Androjen eksikliginde,
azospermi veya oligospermi goriilen hastalarda, deneysel kriptorsidizm meydana
getiren hayvanlarda ve 1s1 artisinin gézlemlendigi durumlarda testislerde gerceklesen
apoptoziste artis gozlemlenebilmektedir (Heiskanen ve ark. 1996; lkeda ve ark.
1999).

Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisi hormonal kontrol altinda
yapilmakta olup, seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon ve sogutma gibi faktorlere
kars1 olan duyarhiligi da germ hiicre apoptozisini arttiran bir diger faktordiir
(Tapanainen ve ark. 1993; Blanco-Rodriguez ve Martinez-Garcia 1998). Sonug
olarak, testikiiler fizyolojiyi bozan hiicre disi sinyallerin varliginda fizyolojik
olmayan diizeyde apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogeneziste bozulma

ve infertilite olusabilmektedir (Korsmeyer 1995).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde gergeklestirilmistir. Doku
ornekleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali1 ile Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda incelenmistir.
3.1.  Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calisma i¢in Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay: alindi (Karar
No: 2014/058 ve 2016/015). Proje Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’'nce (BAP No: 151318003) desteklendi.

3.2. Deney Hayvanlari

Bu caligma Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezinde agirliklart 250-30 gr arasinda degisen 4 aylik 28
adet erkek Wistar Albino tiiri sigan kullanilarak uygulandi. Ratlar standart diyet ile
beslendiler. 22 + 2 °C oda sicaklii, % 60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ritim saglandi. Kullanilan deney hayvanlarinda secim kriteri olarak
literatlirde yer alan rat modeli kullanilmasinin yaninda, temin etme olanaklar1 da g6z

ontinde bulunduruldu.
3.3.  Calisma Gruplan

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezinden elde edilen ratlar, her grupta 7 erkek rat olacak sekilde 4

gruba ayrild.

1) Kontrol Grubu: 7 giin boyunca siganlarin giinlilk beslenmelerine devam
etmeleri saglandi.

2) Siklofosfamid (CP) Grubu: 7 giin boyunca giinde bir kez 20 mg/kg olacak
sekilde intraperitoneal olarak uygulandi.

3) Cinko oksit (ZnO) Nanopartikiil Grubu: 7 giin boyunca giinde bir kez 300
mg/kg olacak sekilde oral olarak uygulandi.
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4) Siklofosfamid (CP) + Cinko oksit (ZnO) Nanopartikiil Grubu: 7 giin
boyunca giinde bir kez 20 mg/kg CP intraperitoneal olarak, uygulamadan hemen

sonra ise 300 mg/kg ZnO nanopartikiilii oral olarak uygulandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney hayvanlarina uygulanan tedavinin sekli, dozu ve siiresi

Deney Gruplar1  Sican Sayisi Tedavi Uygulama Dozu Siire
Grup | 7 Normal Beslenme - 1 hafta
Grup Il 7 CP 20 mg/kg/gilin 1 hafta
Grup I 7 Zn0O 300 mg/kg/giin 1 hafta
Grup IV 7 CP +2Zn0O 20 mg/kg/glin + 300 mg/kg/giin 1 hafta

Islemler bir hafta boyunca her giin aym saatte uygulandi ve hicbir grupta
deney hayvani kaybi1 yasanmadi. Deney sonunda ratlar, intraperitoneal olarak
uygulanan 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altindayken sakrifiye
edildi.

3.4. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallardan siklofosfamid (CP) i¢in, Eczacibasi-
Baxter firmasimin Endoxan® adli tirtinii kullanildi. Kutu igerisinde 500 mg CP ile 25
ml ¢o6ziicii ampul bulunmaktadir ve CP, kutu igerisindeki 25 ml izotonik NaCl
¢oziicii ampul igerisinde ¢ozdiirlilerek hazirlanmaktadir. Diger bir kimyasal olan
¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri i¢in ise Nanografi isimli firmanin NG04SO3803
(ZnO 99 + %, 10-30 nm) kodlu iiriinii kullanilmistir. ZnO nanopartikiilleri, 300
mg/ml olacak sekilde distile su icerisinde hazirlanmistir. Karisim, oral uygulamadan
once Bandelin Sonopuls HD 2070 marka ultrasonik sonikator esliginde karistirilarak

hayvanlara verilmistir.
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Sekil 3.1. Bandelin Sonoplus HD 2070 ultrasonik sonikator

3.5. Viicut Agirliklarinin Olgiilmesi

Calisma basinda ve calisma sonunda ratlarin viicut agirliklar: terazi ile
tartilarak kaydedildi ve hayvanlarin gostermis olduklari agirlik degisimleri deney

sonu viicut agirlik farki olarak isimlendirildi.
3.6. Testis Agirhiklarinin Olgiilmesi

Testis agirliklari, her sican igin sag ve sol testis olmak iizere hassas terazide
tartilarak kaydedildikten sonra, sol testisler Bouin ¢6zeltisine alindi. Sag testis doku
homojenatlari ile kan serumlari ise Oxidative stress markers (indirgenmis Glutatyon,
Catalase, TBARS) analizi icin Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi

Biyokimya laboratuvarina gonderildi.
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3.7.  Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin takibinde kullanilacak olan Bouin ¢ozeltisi asagidaki oranlar baz

alinarak hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Bouin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in gerekli olan maddeler ve miktarlari

Maddeler Miktarlar:
Toz pikrik asit (13 gr/It) 1,95 gr
Formaldehit (% 40) 50 mi
Glasiyal asetik asit 10 ml
Distile su 150 ml

Cozeltiyi hazirlamak igin ilk 6nce 1,95 gr (13 gr/lt) toz pikrik asit 150 ml
distile su icerisinde tamamen ¢ozdiiriilerek doygun hale getirildi. Doymus olan pikrik
asit ¢ozeltisi tizerine once 50 ml % 40’Lik formaldehit, daha sonra ise elde edilen
karisimin tizerine de 10 ml glasiyal asetik asit yavasga ilave edilerek karistirildi ve

bdylece ¢ozelti hazir hale getirildi.

3.8.  Dokularin ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Calismada kullanilan tiim deney hayvanlari, calisma sonunda agirliklar:
kaydedildikten sonra derin anestezi (Ketamin-Ksilazin) altindayken servikal
dislokasyan ile oldiiriildii ve hayvanlarin karin bolgeleri agilarak testisler ¢ikartildi.
Ayni zamanda hayvanlarin kalplerinden alinan kan ornekleri, antikoagiilanli steril
tiiplere aktarilarak etiketlendi. Ornekler daha sonra 3500 rpm’de 20 dk boyunca
santrifiij edilerek serumlarin ayrilmasi saglandi. Ayrilmis olan serumlar eppendorf

tiiplere alinarak ¢aligma zamanina kadar -80 °C’de saklandi.
3.9. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilmis olan testisler {izerine tespit sivisi dokiildiikten sonra testislerin
izerine bistliri ile hafif birer kesik atild1 ve Bouin ¢6zeltisi igerisinde 1 giin dokularin
sertlesmesi i¢in beklenildi. Sertlesmis olan testis dokulari, enine olacak sekilde 6nce
iki esit parcaya, sonrasinda ise bu boliinen parcalarda yeniden ikiye bdliinerek es

parcalara ayrildi. Dokular daha sonra etiketlenerek kasetlendi ve doku takibi
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stirecinde alkol serilerinden gegirilerek (% 70, % 80, % 90, % 96) dehidrate edildi.
Dehidre olan dokular daha sonra ksilen (Ksilol-1, Ksilol-II) ile seffaflastirilarak
parafin ic¢ine alindi. Dokular parafinde belli bir siire bekletildikten sonra oda

sicakliginda gomiilerek her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi.

3.10. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Hazirlanmis olan parafin bloklardan MIKROM HM 325 markali mikrotom
sayesinde 3 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir lama 3 kesit gelecek sekilde
dokular lam iizerine alindi ve etiketlendi. Kesitler, dokularda meydana gelen
histolojik degisimleri gézlemek i¢cin Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyand1 ve daha
sonra tizerine entellan ilave edilerek lamel ile kapatildi. Boyama protokolii Tablo

3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama protokolii

Kimyasal Madde

Uygulama Siiresi

Ksilol-I 10-15 dk
Ksilol-I1 10-15 dk
% 96 Alkol-I 5 dk
% 96 Alkol-II 5 dk
% 90 Alkol 5 dk
% 80 Alkol 5 dk
% 70 Alkol 5 dk
Distile Su 5 dk
Hematoksilen 1dk

Cesme Suyunda Yikama

Suyun rengi agilana kadar

Eozin 5 dk
% 70 Alkol 2 dk
% 80 Alkol 2 dk
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% 90 Alkol 2dk

% 96 Alkol-I 2 dk
% 96 Alkol-11 2 dk
Ksilol-I 5-10 dk
Ksilol-11 5-10 dk

Lamlarin Kapatilmasi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta farkli biiylitmelerde incelenerek germinal
epitelin diizgiin olup olmadigina, spermatogenik faaliyetlerin asamalarina ve
seminifer tiibiillerin ¢aplarina bakildi. Bu 6zellikler dikkate alinarak bir puanlama

sistemi olusturuldu ve bu puanlamada Johnsen skoru kullanildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Johnsen skorlamasi (Johnsen 1970).

Skor 1 Seminifer tiibiiller i¢erisinde hiicre yok

Skor 2 Tiibiiller igerisinde germ hiicreleri yok, sadece destek hiicreleri var

Skor 3 Mevcut olan germ hiicreleri gonositlerdir

Skor 4 Spermatid ve spermatazoon hi¢ olmayip, 5 taneden az spermatosit mevcuttur

Skor 5 Spermatid ve spermatazoon yoktur fakat spermatosit mevcuttur

Skor 6 Spermatazoon olmayip, 10 taneden az sayida spermatid mevcuttur

Skor 7 Cok sayida spermatid mevcut olup, spermatazoon hi¢ yoktur.

Skor 8 Germinal epitel ¢ok sirali olup, liimende 10 taneden az sayida spermatazoon mevcuttur
Skor 9 Disorganize goriinimlii ¢ok sirali germinal epitel, epitel hiicreleri spermatazoonlarla

karigmis ve liimende obliterasyona neden olan hiicre dokiilmesi mevcut

Skor 10  Cok tabakali germinal epitel, bol miktarda spermatazoon ve agik merkezi liimen igeren

tiibiiller icerir
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3.11. Immiinohistokimyasal Boyama

Hazirlanmis olan parafin bloklardan elde edilen 3 um kalinligindaki kesitler
poly-Llysne kapli lamlar {izerine alindi ve daha sonra Avidin-biyotin peroksidaz
yontemi (ABC metodu) ile immiinohistokimyasal olarak boyandi. Boyama yaparken
primer antikor olarak Bax monoklonal Immiinglobiilin G (IgG) (Santa Cruz
Biotechnology U.S.) ve Caspase-3 kullanildi. Bax ve Caspase-3 boyama protokolii
Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5. Bax ve Caspase-3 Boyama Protokolii

islem Siiresi
Deparafinizasyon 1 saat
Distile su 5dk
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) (pH:7,6) 5 dk
% 3’liik hidrojen peroksit (H,O,) 20 dk
PBS’de yikama ve temiz PBS’de bekletme 5 dk
Stiper Blok (V-Blok) 8-10 dk
PBS 1-2 sn
Primer antikor 1 saat
PBS’de yikama ve temiz PBS’de bekletme 5 dk
Sekonder antikor 20 dk
PBS’de yikama ve temiz PBS’de bekletme 5 dk
Streptavidin Peroxidase 20 dk
PBS’de yikama ve temiz PBS’de bekletme 5 dk
ABC kromojen 15 dk
Distile su 5 dk
Zit boya Mayer’s Hematoksilen 10 dk
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Cesme suyunda yikama 3dk

Distile su 1-2sn
Amonyakli su 10 sn
Cesme suyunda yikama 3dk

Distile su 1-2sn

Kurulama ve 6zel kapatma maddesi ile kapatma

Bu islemlerden gegirilerek boyanan doku kesitleri NIKON H550S marka
arastirma mikroskobu ile degerlendirildi. Immiinohistokimyasal olarak hiicre
sitoplazmalarinda g6zlemlenen boyanmanin siddeti i¢in asagidaki kriterler g6z 6niine

alinarak degerlendirilme yapildi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Bax ve Caspase-3 boyanma siddetinin degerlendirilmesi

Derece Anlam
0 Boyanma yok
+1 Giigsliz, zay1f boyanma
+2 Orta derecede boyanma
+3 Giicli, belirgin boyanma

3.12.  TUNEL Metodu

Hiicrelerde gerceklesen DNA parcalanmast ve apoptozisin belirlenebilmesi
igin in situ apoptozis belirleme kiti (ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit S7101 ve Chemicon) kullanildi ve islemler sirasiyla asagidaki gibi
uygulandi.

» Parafin giderme ve suya indirme: Alinmis olan doku kesitleri, 2x5 dk toluol,
2x5 dk absolii alkol, 3 dk % 95 alkol ve 3 dk % 70 alkol’de bekletildikten sonra 5 dk
PBS ile ¢alkalandi.

> Kesitler, proteinlerin sindirilmesi i¢in 20 pg/ml Proteinaz K ile oda

sicakliginda 15 dk inkibe edildi ve sonrasinda 2x2 dk distile su ile ¢alkalandi.
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» Endojen peroksidazin maskelenmesi i¢in doku kesitleri, PBS ile hazirlanmig
olan % 3’lik H,O, (3 ml H,O, + 27 ml PBS) ile 5 dk oda sicakliginda muamele
edildi ve sonrasinda 2x5 dk PBS ile yikand.

» Lamlarin c¢evresi iyice kurulandiktan sonra, kesitlerin tizerine 75 pl
dengeleme tamponu konuldu ve iizerleri plastik lameller ile kapatildi. Daha sonra
kesitler yarim saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

» Kesitlerin tizerindeki plastik lameller kaldirilarak etrafi kurulandi ve daha
sonra her bir lam {lizerine 55 pl Tdt enzimi (38,5 pl reaksiyon tamponu + 16,5 pl Tdt
enzimi) ilave edilerek plastik lameller ile tekrardan kapatildi. Kesitler daha sonra
nemli ortamda 37 °C’lik etiivde 1 saat boyunca inkiibe edildi.

> Kesitler plastik lameller kaldirildiktan sonra durdurma/yikama tamponu (1 ml
yikama soliisyonu + 34 ml distile su) ile oda sicakliginda 10 dk, sonrasinda ise PBS
ile 3x5 dk yikandu.

> Kesitlerin tizerine 65 pl Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konularak iizerleri
plastik lameller ile kapatildi ve yarim saat oda sicakliginda bekletildi.

» Kesitler plastik lameller kaldirildiktan sonra PBS ile 3x5 dk yikandi.

» Kesitlerin etrafi iyice kurulandiktan sonra her kesit iizerine 75 pl DAB
(diaminobenzidine) substrat soliisyonu (73,5 ul DAB diliisyon soliisyonu + 1,5 pl
DAB substrati) damlatilarak, 3-6 dk arasinda mikroskop altinda pozitif renk
reaksiyonu tespit edildi.

» Renk reaksiyonu olustuktan sonra kesitler distile su ile 3x1 dk yikandi.

» Kesitler yeniden distile su ile 5 dk yikandi.

» Kesitlere zit boya olarak 1 dk metil yesili uygulandi ve boyama distile suda
durduruldu.

» Fazla boyanin temizlenmesi amaciyla kesitler 2x10 sn % 100’lik alkol ile
sonrasinda ise yeniden 30 sn boyunca % 100’liik alkol ile ¢alkalandi.

> Kesitler daha sonra 2x2 dk toluolde tutuldu ve toluolden ¢ikarildiktan sonra

entellan ile kapatildi.

Kesitlerin boyanma 6zgiilliigii kontrol edilirken; pozitif kontrol olarak 5
mg/kg dozda deksametazon uygulanmis erigkin sican timus dokusu ve kit i¢erisinden
cikan doku kesiti kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise Tdt enziminin uygulandigi

asamada kesitin lizerine Tdt enzimi yerine distile su damlatilmistir.
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Apoptozis tayini i¢cin TUNEL boyama ydntemi uygulanan testis doku
kesitlerinin 1s1k mikroskobik incelenmesinde pozitif olarak boyanan g¢ekirdeklere
bakilarak apoptotik hiicreler belirlendi ve boyama sonuglart One Way Anova Analizi

ile degerlendirildi.
3.13. istatistiksel Yontemler

Bax ve Caspase-3 verileri gibi gozlemsel degerler Kruscal Wallis testi ile
degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in Mann Whitney U
testi uygulandi. Histopatolojik veriler, viicut agirliklari, testis agirliklar1 ile TUNEL
verileri gibi sayisal degerler ise One Way Anova Analizi ile degerlendirildi ve

anlamlilik seviyesi olarak p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhk Farki

Deney basinda ve deney sonunda viicut agirliklar1 Slgiilen sigan gruplari
arasindan sadece Grup 1’de anlamli fark gézlemlenmistir (p: 0,017, p<0,05). Diger
gruplarda yapilan Olgiimler arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05)

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Canli agirlik, ortalama ve standart hata.

Ortalama + Standart Hata
Gruplar - -
1. Ol¢iim 2. Ol¢iim P
Grup1(N:7) 290,71 + 3,84 307,14* + 4,54 0,017
Grup 2 (N: 7) 295,71 + 2,36 285,50 + 2,18 0,134
Grup3(N: 7) 296,42 + 2,97 298,64 + 5,61 0,505
Grup 4 (N: 7) 289,71 + 4,66 281,28 + 8,34 0,395

4.2.  Testis Agirhk Farki

Sag ve sol testis agirliklar1 toplanarak yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda, Grup 1 ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
ortaya ¢cikmistir. Grup 2 ile Grup 4 ortalamalar1 benzer bulunmus olup, Grup 3
ortalamasi ise diger tiim gruplardan istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
gostermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Testis agirhgmin gruplar agisindan degerlendirilmesi, farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)

Gruplar Ortalama + Standart Hata
Grup 1 (N:7) 3,18 + 0,042
Grup 2 (N: 7) 2,67 +0,04°
Grup 3 (N: 7) 2,98 +0,03°¢
Grup 4 (N: 7) 2,53+ 0,05°
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4.3. Johnsen Skorlama

Calismamizda Johnsen skor sonuglart One Way Anova Analizi (Tukey HSD)
ile degerlendirildi. Seminifer tiibiil duvarinda gergeklesen spermatogenez, Johnsen
skoruna gore degerlendirildi ve degerlendirme sonucunda tiim gruplar arasinda
anlaml bir farklilik oldugu gozlenmistir. En diisiik skor ise Grup 4'te gézlenmistir
(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Johnsen skorunun gruplar agisindan degerlendirilmesi, farkli harfler istatistiksel olarak
anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)

Gruplar Ortalama + Standart Hata
Grup 1 (N:7) 9,75+ 0,04 2
Grup 2 (N: 7) 7,24 £0,22°
Grup 3 (N: 7) 7,46+0,11°
Grup 4 (N: 7) 6,38 + 0,06 ¢

Resi 4.1. Kontrol grubuna ait tes fer tiibllenyapl (—E)
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RESIm 4.2. SIklOfOSfamId (CP) grubuna it testis kesitinde seminifer tiibiillerin yapist (H-E)

it A & 7

ReSIm 4.3. Clnko oks1t (Zn0) grubuna ait testis kesitinde seminifer tubullerln yap1s1 (H E)
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Resim 4.4. CP + ZnO grubuna ait testis kesitinde seminifer tiibillerin yapist (H-E)

4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda Bax ve Caspase-3 immiinohistokimya boyama sonuglarina
Kruscal Wallis testi uyguland1 ve gruplar arasinda fark ¢ikmasi sonucunda hangi
gruplar arasinda fark oldugu Mann Whitney U testi ile belirlendi.

4.4.1. Bax Boyanmasi

Calismamizda Bax ile yapilan boyama sonuglarina uygulanan Kruscal Wallis
testi sonucunda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Gruplar
arasinda fark ¢ikmasina bagli olarak gruplara Mann Whitney U testi uygulandi ve
hangi gruplar arasinda fark oldugu tespit edildi. Grup 2 — Grup 3 arasinda anlamli bir
farklilik gozlemlenmemis olup, bunun disindaki diger biitiin gruplarda anlamli bir
fark ortaya ¢ikmustir (p<0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Bax boyanmasinin Mann Whitney U testi sonuglari

Gruplar P

Grup1-Grup2(N:7) 0,002
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Grup1-Grup3(N:7) 0,011
Grup1-Grup4 (N:7) 0,001
Grup2-Grup 3 (N:7) 0,165
Grup2-Grup4 (N: 7) 0,038
Grup3-Grup4 (N:7) 0,002

Gruplar arasinda farklilik gosteren bir diger unsur ise Bax boyanmasinin siddetidir ve

asagidaki Tablo 4.5 de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Bax boyanmasinin siddeti

Gruplar % 25 Median % 75
Grup1(N: 7) 0 0 1
Grup 2 (N: 7) 1 2 2
Grup 3(N: 7) 1 1 2
Grup 4 (N: 7) 2 3 3

ReSIm 4 5. Kontrol grubunda gozlemlenen neatlf Bax ekspresyonu
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Resim 4.6. Siklofosfmi (CP) gb‘imda gzlemlenen +2 degerlikli Bax ekpresyonu
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Resim 4.7. Cinko oksit (ZnO)

i
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grubunda gozlemlenen +2 degerlikli Bax ekspresyonu
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Resim 4.8. Cp + ZnO grubunda gozle egerlikli Bax ekspresyonu

4.4.2. Caspase-3 Boyanmasi

Calismamizda Caspase-3 immiinohistokimya boyama sonuglari arasinda
yapilan Kruscal Wallis testi sonucunda gruplar arasinda fark oldugu tespit edilmistir.
Gruplar arasinda fark ¢ikmasi sonucunda Mann Whitney U testi ile yapilan grup
karsilastiritlmalar1 sonucunda Grup 1 — Grup 2, Grup 1 — Grup 4, Grup 2 — Grup 4 ve
Grup 3 — Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmustir (p<0,05) (Tablo
4.6).

Tablo 4.6. Caspase-3 boyanmasinin Mann Whitney U testi sonuglar1

Gruplar P
Grup1-Grup2(N:7) 0,004
Grup1-Grup3(N:7) 0,053
Grup1-Grup4 (N:7) 0,001
Grup2-Grup3(N:7) 0,073
Grup2-Grup4 (N:7) 0,017
Grup3—-Grup4 (N:7) 0,001

77



Caspase-3 immiinohistokimyasal boyanmanin siddeti de gruplar arasinda

farklilik gostermekte olup, asagidaki Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Caspase-3 boyanmasinin giddeti

Gruplar % 25 Median % 75
Grup1(N:7) 0 0 1
Grup 2 (N: 7) 1 2 2
Grup3(N: 7) 1 1 1
Grup 4 (N: 7) 3 3 3

’ ; AP K., ¥ A g We @0 G5

Resim 4.9. Kontrol grubunda gézlemlenen negatif Caspase-3 eksprsyon
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lenen +3 degerlikli Caspase-3 ekspresyonu

4.4.3. TUNEL Boyama

TUNEL yontemi ile boyama sonucunda g¢ekirdekleri boyanmig olan hiicreler
apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. TUNEL boyama sonuglari One Way Anova
Analizi ile degerlendirildi (Tablo 4.8). Degerlendirme sonucunda pozitif hiicre

sayisinin tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik gosterdigi gozlemlenmistir

(p<0,05).

Tablo 4.8. TUNEL pozitif hiicre sayis1 sonuglari, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig:
ifade etmektedir (p<0,05)

Gruplar Ortalama + Standart Hata
Grup 1 (N: 7) 3,22+0,362
Grup 2 (N: 7) 12,06 +0,41°
Grup 3 (N: 7) 6,55+0,32°¢
Grup 4 (N: 7) 26,92 +1,50¢

80



Resim 4.13. Kontrol grubuna ait kesitte gozlemlenen TUNEL pozitif hiicreler
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Resim 4.14. Siklofosfamid (CP) grubuna ait kesitte gbzlemlenen TUNEL ozitif hiicreler
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Resim 4.15. Cinko oksit (ZnO) grubuna ait kesitte gézlemlenen TUNEL pozitif hiicreler

f

Resim 4.16. CP + ZnO gruuna ait kesitte g6zlemlenen TUNEL pozitif hiicreler




45. Biyokimya Sonuglari

Deney sonunda testis agirliklar1 Olglilen si¢anlarin  sag testis doku
homojenatlar1 ile kan serumlari oxidative stress markers (indirgenmis Glutatyon,
Catalase, TBARS) analizi i¢in Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi

Biyokimya laboratuvaria gonderildi.

4.5.1. Serum Biyokimya Sonuclar:

Necmettin  Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya
laboratuvarindan elde edilen serum biyokimya sonuglari asagida gosterilen Tablo
4.9’da verilmis olup, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade

etmektedir (p<0,05).

Tablo 4.9. Serum biyokimya sonuglari, ortalama + standart hata

Gruplar Glutatyon (GSH) Katalaz TBARS
Grup 1 (N:7) 321,37%+8,93 61,252 + 3,49 12,283+ 0,72
Grup 2 (N: 7) 223,82 "+ 8,08 46,55 + 2,49 18,37 °+0,53
Grup 3 (N: 7) 276,38 °+ 4,82 50,62°+ 1,21 15,21 ¢+ 0,28
Grup 4 (N: 7) 212,17°+ 13,1 42,00°+2,52 23,619+ 1,47

Serum GSH seviyesi, Grup 2 ve Grup 4'te, Grup 1 ile karsilagtirildiginda
anlamli olarak azalmistir. Grup 3, Grup 1 ile karsilastirildiginda anlamli olarak

azalmisken; Grup 2 ve Grup 4 ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksektir.

Serum Katalaz seviyesi, Grup 2 ve Grup 4’te, Grup 1 ile karsilastirildiginda
anlamli olarak azalma gozlemlenmistir. Grup 3, Grup 1 ile karsilastirildiginda
anlaml olarak azalmisken; Grup 2 ve Grup 4 ile karsilastirildiginda anlamli olarak

yluiksektir.

Serum TBARS seviyesi, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te Grup 1'e gbre anlamli
olarak yiikselmistir.

4.5.2. Doku Biyokimya Sonugclari

Necmettin ~ Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya

laboratuvarindan elde edilen doku biyokimya sonuglari asagida gosterilen Tablo
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4.10°da verilmis olup, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade

etmektedir (p<0,05).

Tablo 4.10. Doku biyokimya sonuglari, ortalama + standart hata

Gruplar Glutatyon (GSH) Katalaz TBARS
Grup 1 (N: 7) 14,242+ 0,77 3,182+ 0,39 0,362+ 0,03
Grup 2 (N: 7) 8,68" + 0,56 1,94°+0,16 1,63°+0,12
Grup 3 (N: 7) 12,002+ 0,53 2,28°+£0,09 0,80°¢+ 0,05
Grup 4 (N: 7) 8,01° + 0,62 1,08 ¢+ 0,06 2,219+0,13

Doku GSH seviyesi, Grup 2 ve Grup 4'te, Grup 1 ile karsilastirildiginda

anlamli olarak azalmistir. Grup 3'in ortalamast da Grup 2 ve Grup 4'e gore

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmustur.

Doku Katalaz seviyesi, Grup 2 ve Grup 4'te, Grup 1 ile karsilastirildiginda

anlamli olarak azalmistir. Grup 3 ise Grup 1’e gore anlamli olarak azalmisken; Grup

2 ile benzerdir.

Doku TBARS seviyesi, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4'te, Grup 1'e gore anlaml

olarak ytikselmisgtir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Serum ve doku GSH, Katalaz ve TBARS seviyeleri literatiirle uyusan bir
sekilde siklofosfamid grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

degisime ugramstir.

Serum ve doku GSH, Katalaz ve TBARS seviyeleri, ¢inko oksit grubunda

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisime ugramistir.

Cinko oksit + Siklofosfamid grubunda serum GSH ve Katalaz ortalamalari
siklofosfamid grubuyla benzerken, TBARS siklofosfamid grubuna gdre anlamli
olarak daha yiiksek ¢ikmistir. Doku GSH siklofosfamid grubuyla benzerken, Katalaz
ve TBARS ise tiim gruplardan farkli ¢ikmistir.

Johnson skor ortalamasi, kontrol grubuna gore diger tim gruplarda anlamli
olarak diismiistiir. Bax boyamasinda Grup 2 — Grup 3 arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemis olup, bunun disindaki diger biitlin gruplarda anlamli bir fark ortaya
cikmistir. TUNEL pozitif hiicre sayisinin tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gosterdigi gdzlemlenmistir. Bax boyanmasinda, sadece siklofosfamid ve ¢inko oksit
grubu benzerlik gostermekte olup, diger tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik

cikmustir.

Caspase 3 boyanmasinda, siklofosfamid ve ¢inko oksit grubu benzerdir. Ayni
zamanda ¢inko oksit grubu kontrol grubuyla da benzer ¢ikmustir. Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark ortaya ¢ikmustir.

Memeli spermatogenezi, fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri
iceren karmagik ve benzersiz bir siirectir (D'Occhio ve ark. 2007). Testisin
fonksiyonel tinitesi olan seminifer tiibiiller igerisinde spermatogenezis ile spermler
tiretilmektedir. Spermatogenezis; mayoz, mitoz ve spermiyogenezden olusur.
Gonadotropinler, androjenler, FSH, LH, GnRH ve testosteronu igeren onemli
biyomolekiiller tarafindan diizenlenir. Spermatogenezis boyunca Sertoli hiicreleri,
gelismekte olan germ hiicrelerini destekler (Chojnacka ve ark. 2016). Testisin
seminifer tiibiillerinde, hiicreler olgunlastikga yogun morfolojik ve fonksiyonel

degisiklikler gozlenir (Kramer and Krawetz 1997).
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Yuvarlak diploid spermatogonyum, kondanse c¢ekirdek, akrozom ve
flagelluma sahip haploid spermatozoaya farklilagir (Evenson ve Wixon 2005;
D'Occhio ve ark. 2007). Spermatogenezis insanlarda yaklasik 63 giin stirmektedir
(Kramer ve Krawetz 1997). Bu olgunlasma siirecinde igerisinde degisiklik
olusturabilen, radyasyon, kimyasal maddeler ve ilaglar, beslenme, testise etki eden
termal stres ve germ hiicresine etki eden oksidatif stres gibi ¢ok gesitli dig kaynakl
etken bulunmaktadir (Evenson ve Wixon 2005). Calismalarda c¢ok sayida
nanopartikiiliin spermatogenezi etkiledigi belirtilmistir (Kobyliak ve ark. 2015;
Zhang ve ark. 2015).

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiilleri boya, pigment, metalurji katki maddeleri,
kauguk, alagimlar, seramik, kimyasal lifler, elektronik, katalizor, tibbi tani, kozmetik,
kisisel bakim gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda en yaygin kullanilan malzemelerden
biridir (Baek ve ark. 2012). ZnO nanopartikiilleri UV dalga boyu araliginda sogurma
Ozelliklerinden dolay1 gilines kremleri ve kozmetik iiriinlerinde kullanilmaktadir
(Manzo ve ark. 2013). ZnO genellikle diisiik bir toksisiteli bir malzeme olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii ¢inko insan viicudunda temel bir eser elementtir ve gidalarda
genis kapsamli olarak bulunmaktadir ve ayrica bir besin takviyesi olarak ilave
edilmektedir. Bu nedenle ¢inko nanopartikiillerin toksisite degerlendirmesi ¢ok az
ilgi ¢ekmektedir (Baek ve ark. 2012). Cinko oksitin non toksik oldugu geleneksel
kavramlar izerine c¢ok yaygm olarak kullanilmaya baglamig olup, ZnO
nanopartikiilleri hakkindaki toksikolojik ¢aligmalar iSe onlarin uygulama hizinin
gerisinde kalmistir (Roy ve ark. 2014). In vitro ortamda insan hiicrelerinde ZnO
nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tetikleyerek apoptozise aracilik
ettigi belirtilmistir (Akhtar ve ark. 2013; Roy ve ark. 2014).

Testis dokusundaki arastirmalar ¢cok az sayidadir ve bir ¢alismada ¢inko oksit
nanopartikiillerinin testikiiler toksik etki gosterdigini belirtmislerdir. 50 ve 300
mg/kg dozda oral yolla 35 giin boyunca uygulanan ¢inko oksit nanopartikiillerinin
testiste histopatolojiyi arttirdigr belirtilmistir. Fakat oksidan-antioksidan degerleri ve
apoptozis markerleri arastirilmamustir (Talebi ve ark. 2013). Bizim ¢alismamizda
cinko oksit nanopartikiilleri 300 mg/kg dozda Johnson skorunu dislirdii ve
siklofosfamid ile birlikte kullanimi daha diisiik bir Johnson skorununun ortaya

¢ikmasina neden oldu.
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Fare Sertoli hiicre hattt (TM4) ve spermatosit hiicre hattina (GC2-spd), ¢inko
oksit nanopartikiilleri verildikten sonra, ROS seviyesinin yiikseldigi belirtilmistir.
Glutatyon seviyesinin diistigii ve MDA (TBARS) seviyesinin ise ZnO uygulanan
grupta yiikseldigi bildirilmistir. ZnO nanopartikiillerinin olusturdugu sitotoksik
etkinin, antioksidan kulanilarak kismen kaldirabilecegini belirtmiglerdir (Liu ve ark.
2016). Bizim ¢alismamizda da ¢inko oksit grubunda kontrol gruplarina gore serum
ve doku GSH, Katalaz seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigii,

TBARS seviseyisinin ise yiikseldigi goriilmiistiir.

Siklofosfamid (CP) ¢ocukluk ve yetiskin malignensilerde, organ nakillerinde
immun supresif olarak, sistemik lupus eritematoz, multiple skleroz gibi hastaliklarda
kullanilan bir kemoterapétik ilagtir (Oh ve ark. 2007). CP'nin aktif metabolitleri
fosfaramid hardali ve akroleindir (Zarei ve Shivanandappa 2013). Bunlar ¢ok hizli
cogalan dokulara miidahale ederek DNA dizilerinin ¢apraz baglanmasina sebep olur
(Higuchi ve ark. 2001). Ek olarak CP hidrojen peroksit iiretimi {izerinden oksidatif
DNA hasarina sebep olur (Murata ve ark. 2004). Fosforamid mustard kanser
hiicrelerini, akrolein ise normal hiicreleri nekrozis ve apoptozis iizerinden

oldirmektedir (Kern ve ark. 2002).

Siklofosfamidin tesitislere zarar verdigini bildiren ¢ok sayida c¢alisma
mevcuttur (Le ve ark. 2015; Turedi ve ark. 2015; Zhao ve ark. 2015; Bakhtiary ve
ark. 2016). Bizim ¢alismamizda da siklofosfamid testislerde apoptozisi arttirmigtir.

Bunun yaninda antioksidan seviyesini azaltarak oksidan seviyeyi de arttirmistir.

Sonu¢ olarak calismamizda gilincel bir konu olan c¢inko oksit
nanopartikiillerinin, testisde apoptozis markerlerin ekspresyonunu arttirdigi, TBARS
seviyesini arttirdig1 ve GSH ile Katalaz seviyesini diisiirdiigii anlasildi. Cinko oksitin
testislere, siklofosfamidden daha az zarar verdigi, testislerde en fazla hasarin, ikisinin
birlikte kullanildig1 grupta olustugunu gozlendi. Cinko oksit nanopartikiillerinin

kullanimu ile ilgili daha ¢ok sayida toksisite ¢alismasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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