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OZET

Erigkin erkek sicanlarda doksorubisin ile olusturulan testis hasari iizerine L-

karnitinin etkisi.

Doksorubisin, 16semi, lenfoma ve gesitli kanser tiplerinde, dayanikli tiimdrlere
karst antitiimor ajani olarak kullanilan antrasiklin tipi bir antibiyotiktir. Kanser
tedavisinde kullanilan doksorubisin, kemoterapik bir ajandir. Sitotoksik etkilerine ek
olarak ¢ok sayida ciddi yan etkileri de bulunmaktadir. L-karnitin, in vivo olarak
metiyonin ve lizin aminoasitlerinden sentezlenen, antiapoptotik ve antioksidan etkileri

kanitlanmis vitamin benzeri bir amindir.

Bu calismada antioksidan gibi davranan L-karnitinin doksorubisin ile hasara
ugratilmig sigan testis dokusuna olan etkisini histolojik olarak inceleyerek, L-karnitinin
doksorubisine  maruziyeti sonucu koruyucu etkisini incelemeyi amagladik.
Calismamizda toplam 28 adet eriskin Spraque-Dawley tiirti erkek sican kullanildi.
Siganlar her grupta 7 eriskin erkek sigan olacak sekilde kontrol, 4 mg/kg doksorubisin,
200 mg/kg L-karnitin, 4 mg/kg doksorubisin+200 mg/kg L-karnitin verilen grup olmak
tizere 4 gruba ayrildi. Her hayvanin deney oncesi ve deney sonu viicut agirliklar ile
deney sonunda testis agirliklar1 Glgiilerek karsilastirildi. Sol testisler doku takip islemi
icin Bouin ¢ozeltisi igerisine, sag testisler ise formaldehit ¢ozeltisi igerisine alind1 ve
rutin histolojik islemlerden sonra bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan 3 pm
kalinliginda seri kesitler alind1 ve kesitler Hematoksilen+Eozin ve Periyodik Asit-

Schiff+Hematoksilen ile boyanarak mikroskobik incelemeleri yapildi.

Calismanin sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore, doksorubisinin testis ve
viicut agirligimi azalttig, testiste seminifer tiibiillerde ve hiicrelerde hasara yol acarak
spermatogenezi etkiledigi gozlendi. Doksorubisin ile birlikte verilen L-karnitinin ise

testiste olusan bu hasar1 azaltabilecegi gozlendi.

Anahtar sozciikler: Doksorubisin, L-karnitin, Sigan, Testis.



SUMMARY

Effects of L-carnitine on testicular toxicity induced by doxorubicin in adult male

rats.

Doxorubicin is an anthracycline antibiotic used as a antitumor agent against the
resolute tumors in leucemia, lymphoma, other cancer types and is used. Doxorubicin
which is used for cancer treatments is chemotherapeutic agent that has lots of side
effects especially on the testicular tissue. L-carnitine, is a vitamine like amine
synthesized from methionine and lysine amino acids in vivo, of which antiapoptotic and
antioxidant effects has been proved.

In this study, to investigate histological effects of L-carnitine which is acted as
an antioxidant, testicular tissue of rats that are damaged by using doxorubicin are
studied. We aim to investigate protective effect of L-carnitine against the exposure of
doxorubicin. A total of 28 Spraque-Dawley male rats were investigated on this research.
Rats were divided into 4 groups having 7 adult rats in each. Consisting of; control
group; 4 mg/kg doxorubicin group; 200 mg/kg L-carnitine group; 4 mg/kg doxorubicin
+ 200 mg/kg L-carnitine group. Body and testicle weights of each rats were before and
after experiments. Also weight of testicle measured after experiments. Left testicle was
placed into Bouin solution; and right testicle was placed into formaldehyde solution
before bracketing for routine histological process. Sections which are 3 pm thick were
taken from paraffine blocks and stained with Hematoxylene+ Eosin; Acid- Schiff+

Hematoxylene and then sections were investigated in light microscope.

Results showed that doxorubicin cause the loss in rats body weight and testicle
weight. A doxorubicin also effected the spermatogenesis by damaging the seminiferous
tubule and cells. On the other hand, administration of L-carnitine together with
doxorubicin might lead to reduction in damage level observed in testicle.

Key Words: Doxorubicin, L-carnitine, Rat, Testicle.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsliz ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi, yaygin nitelik

kazanmasi ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren bir hastaliktir (72).

Kemoterapi, kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelere karsi secici oldiiriicii etkileri olan,
dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir.
Kemoterapide kullanilan antineoplastik ilaglar kanserli hiicrelerin gogalmasini
durdurmakta ve yok etmektedir. Ancak tedavi amacgh kullanilan bu ilaglar viicuttaki

normal hiicrelere de etki ederek ciddi yan etkilere sebep olabilirler (10, 78).

Doksorubisin, daunorubisinin hidroksi tiirevi olup bir antrasiklin bilesigidir.
Sitotoksik bir antibiyotik olan doksorubisin, S donemindeki hiicrelere etki eden,

antineoplastik bir ajandir (72).

Doksorubisin, DNA replikasyonuna, transkripsiyonuna, DNA topoizomeraz 1l
enzimine ve DNA, RNA polimeraz aktivitelerini bloke ederek hiicre dongiisiine inhibe
edici etki yapmaktadir (5, 140). Doksorubisine maruziyet sebebiyle gelisen hiicresel
apoptoza bagli sperm gelisimi, sperm iiretimi, sperm yapist ve sperm hareket
yiizdesinde degisimler gozlemlendigi tespit edilmistir (40). Doksorubisine maruziyete
bagli olarak olusan oksidatif stres ve serbest oksijen radikallerinin olusumu lipid
peroksidasyonunu indiiklemekte ve buna baglh olarak spermde fonksiyon bozuklugu ve

erkekte infertiliteye sebep olmaktadir (80).

L-karnitin (y-trimetilamino-B-hidroksibiitirat), in vivo olarak metiyonin ve lizin
aminoasitlerinden sentezlenir. Insanlarda ve hayvanlardaki fizyolojik gelisimde rol
oynamaktadir. L-karnitin, asetil CoA’y: hiicrelerden c¢ikararak hiicreleri apoptozdan
korur. Cok sayida ¢alisma karnitinin antiapoptotik etkilerini desteklemektedir.
Mitokondriyal yag asidi oksidasyonundaki artis, epididimal fonksiyon ve sperm
hareketinde iyilesmeye sebep oldugu goriilmiistiir. L-karnitin sadece sperm hareketinde,

sperm gelisiminde degil, Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlariin regiilasyonu, spermi

1



oksidatif hasara karsi koruma, spermatogenik hiicrelerdeki apoptozun azaltilmasi ve
sperm agregasyonunun inhibe edilmesi gibi 6nemli roller de oynar. Antiapoptotik ve
antioksidan benzeri etkileri, L-karnitinin sperm motilitesi ¢alismalarinda ve erkek

infertilitesinde kullanildig1 ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur (2, 12).

Doksorubisin ve L-karnitinin bilinen bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak biz bu
calismada, doksorubisin ile hasara ugramis sican testis dokusunda, L-karnitinin

koruyucu bir etkisi olup olmadigini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1.Testisin Anatomisi

Testisler, erkek iireme hiicrelerinin iiretildigi bezlerdir ve ayn1 zamanda erkeklik
hormonu olan testosteron hormonunu da iiretirler. Her bir testis, 4-5 cm uzunlugunda 2-
2,5 cm genigliginde ve 20-30 gram agirligindadir (123). Testisler kasik bolgesinin alt
kisminda skrotum adi verilen deriden olusan bir torba i¢inde bulunurlar. Skrotum
sicakta gevseyerek sarkar ve viicuttan uzaklasir. Sogukta ise biiziiserek toplanir ve
viicuda yaklagarak testislerin optimum sicaklikta tutulmasi saglanir. Bu hareketleri
skrotumun kremaster kasi gergeklestirir. Testis 1sisinin korunmasinda ter bezlerinin de

biiylik 6nemi vardir (9).

Testisler elips seklinde olup bir cifttir. Ust ucu 6ne ve disa, alt ucu ise arkaya ve
ice dogru bakar. Testislerin facies medialis ve facies lateralis olmak {iizere iki yiizii,
margo anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenar1 extremitas superior ve
extremitas inferior adinda iki ucu vardir (16, 113). Testislerin arka kenarinda dis kismi
boyunca epididimis bulunur. Funiculus spermaticus da, epididimisin medialinde margo
posteriorda bulunur. Testislerin 6n kenari, her iki yiizii ve uglart visseral periton

(epiorchium) ile ortiiliidiir. Periton, arka kenarin lateral kismini1 6rtmektedir (113).

Testisler, 28. haftaya kadar karin arka duvarindan anulus inguinalis profundusa
gelir. 4 hafta sonra (32. hafta) skrotuma inerler (90). Testisler skrotuma inerken
beraberinde arter, ven ve sinirleri tasirlar. Bu olusumlar ve spermi testisten tasiyan
kanal duktus deferens kas, gevsek bag dokusu ve deri ile kaplidir. Buna sperm kordonu
(kasik kordonu — funiculus spermaticus) adi verilir (123). Peritonun parmak seklinde bir
c¢ikintis1 olan processus vaginalis, karin 6n duvarindan skrotuma inerken karin 6n duvari
tabakalarin1 da birlikte stiriikler. Bu yilizden testislerin dis tarafinda tunica vaginalisten
disa dogru su tabakalar yer alir: Fascia spermatica interna, m. cremaster, fascia

cremasterica ve fascia spermatica externa olarak siralanir (31, 113).



Sol testis genellikle sag testisten daha asagidadir. Bezin iist ucu hafifce One
egilmistir. Her bir testis sert bir fibroz kapsiil olan tunica albuginea ile kaplidir (150).
Tunica albugineadan testis parankimine dogru ince bélmeler uzanir ve bu bolmeler
testis parankimini lopguklara ayirir. Bu lopguklarin i¢inde 1-4 adet kivrilmis tubuli
seminiferi kontorti testis denilen kanalciklar bulunmaktadir (123). Bu tiibiiller rete testis
denilen kanal agina agilirlar. Duktuli efferentesler, rete testisi epididimis st ucu ile
birlestirirler (94, 150).

Testisleri saran; tunica vaginalis testisin visseral yapragi (epiorchium), tunica

albuginea ve tunica vasculosa, birlikte testikiiler kapsiilii olustururlar (97).

Tunica vasculosa, tunica albugineanin altindaki damar agi tabakasidir (97). Bu
tabaka, tunica albugineanin uzantisi olan septula testislerin i¢ yiiziini kapladigi i¢in

lobuli testislerin de etrafinda tabaka olusturmaktadir (113).

Tunica vaginalis, fascia spermatica internanin ig, testisin de dis yiiziini saran
serdz zardir (peritoneum) (16). Processus vaginalisin alt ucunun kalintisidir. Tunica
vaginalis iki tabakalidir. Testisin tiim yiizeyini Ortenine lamina visceralis
(epiorchium), testis {izerinden skrotumun i¢ yiizeyine atlayanina lamina pariyetalis
(periorchium) adi verilir (97). Peritoneumun fascia spermatica internay1r doseyen
kismidir. Lamina visceralisden daha genistir. Lamina pariyetalisin i¢ yiizii diizdiir ve
mezotel ile kaplidir (16). Iki tabaka arasinda bulunan bosluga tunica vaginalis boslugu

denir. Bu boslukta s1v1 birikmesi, hidrosel adin1 alir (97).

Tunica albuginea, lamina visceralisin altindaki kalin, fibroz bir tabakadir (97,
113). Elastikiyeti ve genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine
sokulur ve vertikal bir bolme olusturur. Bu bélmeye mediastinum testis denir (113).
Testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanan mediastinum testisinden ¢ikan uzantilara
septula testis denir. Bu uzantilar araciligiyla testis, 200-300 tane lopguga ayrilmaktadir.
Tubuli seminiferi contorti, testisin arkasinda birleserek 20-30 tane tubuli seminiferi recti

denilen kisa ve diiz kanallar1 olusturur. Bu kanallar, mediastinum testise girer ve rete



testis (Haller ag1) adi verilen bir kanal ag1 olusturur. Mediastinum testisin iist ucunda
bu agdan baslayan 12-20 tane duktuli efferentes testis isimli kiigiik kanallar tunica

albugineadan gegerek kanal yumagi olan epididimisi olusturur (97, 122).

2.1.1. Testisin damarlary, lenf dolasimi ve sinirleri

Testis ve epididimis, aorta abdominalisin dali olan a.testicularisten beslenir.
Testisten ve epididimisten baslayan venler, pleksus pampiniformis adi verilen vendz ag1
olustururlar. Duktus deferensin Oniinde yer alan bu agin {ist ucundan baglayan
v.testicularis, sagda v.cava inferiora, solda ise v.renalis Sinistraya dokiiliir. Testikiiler

venlerin kapaklar1 bulunmaktadir (97).

Yiizeyel lenf damarlar tunica vaginalis testisin altinda, derin lenf damarlar: ise
testis ve epididimisin i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile birlikte

karin bosluguna gecer (113).

Testis ve epidimisin sinirleri, a.testicularisin ¢evresindeki plexus testicularisten
gelir. Sempatikler ise testise torakal 10-11’den gelir. Sempatik sinirler bu yapilarin

duyusunu tagir. N.genitofemoralisin genital dal da testislerin duyusunu tasir (97).

2.2. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun kromozamal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi ddlleyen sperm
tiriine bagli olarak fertilizasyonda belirlenir. Gonadlarin erkek ve disilige
farklilanmalari, yani gonadal cinsiyet 7. haftada olur ve XX, XY kromozom
kompleksine baglidir (131). 7. haftadan 6nce her iki cinste de genital sistem benzerdir.
Genital gelismenin bu baslangi¢ periyodu farkhilasmamis donem olarak isimlendirilir
(115).



Gonadlar 3 farkli yapidan olugsmaktadir.

1) Posterior abdominal duvari 6rten mezodermal s6lom epiteli ( Mezotel ).
2) Solom epiteli altindaki mezengim.

3) Primordiyal germ hiicreleri (115).

Gonad gelismesi, ilk kez gelismenin 5. haftasinda, mezonefrozun medialinde sag
ve solda, sdlom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezengimin yogunlagsmasiyla olusan,

uzunluguna iki adet gonadal ya da genital kabartiyla belirir (131).

Gelisimin 4. haftasinda, biiyiik yuvarlak ilkel cinsiyet hiicreleri, allantois kesesine
yakin vitelliis kesesi endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baglarlar. Embriyonun
kivrilmast sirasinda, vitellis kesesinin dorsal kismi embriyon igine alinirken ilkel
cinsiyet hiicreleri, son bagirsagin dorsal mezenteri yoluyla 6. haftada ameboid
hareketlerle gonad kabartilarina gog¢ ederler (131). Gonadal kabartilara ulasamadiklar
durumda, germ hiicreleri (spermler) gelisemez. Gonadlarin over veya testise

farklilanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (110).



Primordival
erm hiicreleri

A Yolk
kesest

Sekil 1. Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara gogii (110). 3 haftalik embriyoda, yolk
kesesinin allantois baglantisina yakin bir yerinde bulunan primordiyal germ hiicreleri (A). Primordiyal
germ hiicrelerinin, son barsagin duvari ve dorsal mezenteri boyunca genital kabartiya dogru uzanan gog

yollar1 (B).

Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartidaki mezensim icine girmesinden
hemen sonra, genital kabartinin ¢ogalan s6lom epitelindeki hiicreler, mezensim igine
dogru girerek, primer germ kordonlar1 adi verilen diizensiz siitunlar olusturur.
Primordiyal germ hiicreleri bu kordonlarla baglant1 kurarak igerisine yerlesirler. Erkek

ve disi embriyonun her ikisinde de kordonlar yiizeye bagldir (115).

Erkek ve disi gonadlar arasinda gozle goriiliir bir farklilik olmadigi i¢in bu gonada
Sfarklilagsmamis gonad adi1 verilmektedir. Farlilagmamis gonad dista bir korteks ve icte
medullaya sahiptir. XX cinsiyet kromozom kompleksine sahip embriyoda, korteks
ovaryumu yapar ve medulla geriler. XY cinsiyet kromozomuna sahip embriyolarda ise

medulla testise farkilasir, korteks geriler (110).

Embriyo genetik olarak erkekse, primordiyal germ hiicreleri XY cinsiyet
kromozom kompleksini tasirlar. Testis belirleyici faktorii (TBF) kodlayan Y
kromozomunun etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar1 ¢ogalmaya devam ederken testis

veya mediiller kordonlar1 olusturmak iizere medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerlerler.



Kordonlar, bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini olusturacak sekilde,

ince hiicre siralarindan olusan bir aga doniigiirler (110).

Aorta Mezonerik kanal

Paramezonefrik kanal

Primordial germ hiicreleri

Primitif

Barsak kanalt - e
cinsiyet a
Prolifere solom  kordonlart
Dejenere olan epet
mezonefrik kanal Egididiais
Mezonerik kanal Mezorsiyum kanah
Geligen rete testis
Dejenere olan
paramezonefrik kanal
Duktuli eferentes
Rete testis
, Paramezonefrik
. kanal Seminifer
Seminifer kordonlar Tunika

Septum kordonlar ¢

albuginea

Sekil 2. Testis gelisiminin sematik gosterimi (106).

Gelisimin daha ileri evrelerinde, testis kordonlar1 yiizey epiteliyle iligkilerini
kaybederler. Daha sonra, testisin karakteristik bir 6zelligi olan tunica albuginea adli
yogun fibroz bir bag dokusuyla epitelden ayrilmig olurlar (110). Bundan sonra tunica

albuginea tesitisin kapsiiliinii olusturur (73).

Gelisimin 4. aymnda, germ kordonlar1 kivrilarak at nali seklini alir. Bunlarin
serbest uclar1 rete testisin hiicresel agiyla devam eder. Daha sonralar1 bu iki ug
birleserek tubuli recti seminiferiyi yapacaktir (73). Testis kordonlari primitif germ

hiicreleri ve Sertoli destek hiicrelerinden meydana gelmistir (110).



Primordiyal germ hiicrelerinden  spermatogonyumlar  gelisirken  epitel

hiicrelerinden de Sertoli hiicreleri olusur (102).

Testis kordonlar1 arasindaki mezensimde ise Leydig hiicreleri bulunur (131).
Gelisimin 8. haftasinda Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimi baslar. Artik testisler,
genital kanal ve dis genital organlarin cinsiyet farklilanmasini etkileyebilir. Puberteye
kadar solid halde kalan kordonlarin, pubertede liimenleri agilarak seminifer tiibiilleri

olustururlar (110).

Fetal testiste Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron erkek genital
kanallar1 olusturmak i¢in mezonefrik kanallari uyarirken, Sertoli hiicreleri tarafindan
tiretilen Miiller baskilayict madde (Miiller inhibitér madde- MIS) ya da Antimiilleriyan
hormon (AMH), Miiller kanallarinin (paramezonefrik kanallarin) gelismesini baskilar.
Sertoli hiicreleri, Miiller inhibitér madde (MIS) fiiretimine 6-7. haftada, interstisyel
hiicreler (Leydig hiicreleri) ise testosteron salgilamaya 8. haftada baslarlar (115).

Testosteron iiretimi insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) tarafindan
uyarilir. Testosteron erkeklerde mezonefrik kanallardan erkek genital kanallarin
olusmasini uyarirken; MIS, paramezonefrik kanalin epitel-mezengimal doniistimii ile

kaybolmasina neden olur (115).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olusturur. Daha
sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dig
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuliyi olusturan, 15-20 adet
mezonefrik tiibiiller ile devam eder ve duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile

baglanirlar (91).

26. haftada testislerin inguinal kanallardan skrotuma 2-3 giin siiren inisi baslar.
Testisler skrotuma girdikten sonra, inguinal kanal, spermatik kord etrafinda kasilir. Yeni
doganlarin %97’den fazlasinda her iki testis de skrotum igindedir. Inmemis testislerin

¢ogu dogumdan sonra ilk 3 ayda skrotuma iner (91).
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2.3. Testisin Histolojisi

Erkek {ireme sistemi; spermatozoon {iretimi, beslenmesi, ge¢ici olarak
depolanmasindan ve erkek cinsiyet hormonlarinin (androjenler) sentezi Ve

sekresyonundan sorumludur (76).

Erkek iireme sistemi; sperm lireten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan
testislerden, spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini olusturan
epididimis, duktus deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek iiretrasimin pargasindan,
salgilar1 semen kitlesini olusturan ve spermatozoaya besinler saglayan aksesuar bezler

seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerden ve penisten olusur (76, 151).

Korpus
spongiyosum
Penis
Seminal " :
vezikil \ Uretra

Wi Glans penis

Bulbouretral

bez Epididimis

Sekil 3. Erkek iireme sistemini olugturan organ ve kanallarin genel gériiniimii (54).

Testis, epididimis ve duktus deferensin baslangi¢ kismi tunica vaginalis denilen

mezotelyum ile doseli boslugu igine alan deriyle kapli bir cep olan skrotal kese

igerisinde bulunurlar (76).
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Epididimis bast

Sekil 4. Testisin histolojik gériiniimii (106).

Testisin 1s1s1 spermatogenezde 6nemli bir rol oynar. Bu 1s1 viicut 1sisindan 2-3 °C
daha diisiik diizeydedir. Testisin skrotumda yerlesmesi bu sogumayi belirli bir dereceye
kadar saglar. Vendz pampiniform pleksus, testikiiler arterleri sararak zit yonde 1s1
degisimini saglar. Testikiiler arterlerdeki testise giden kan sogutulur, venlerle viicuda

giden kan ise 1sitilir (51).

Testisler olgun spermiyumlari meydana getiren birlesik tiibiiler bezlerdir. Salgi
maddesi spermiyumlar oldugu igin testisler holokrin tipte salgi yapan ekzokrin bezdir.
Ayni zamanda Leydig hiicreleri tarafindan testosteron salgilanmasiyla da endokrin bir

bez gorevi yapmaktadir (50).

Testisler birbirinden septum scroti ile ayrilmis bir ¢ift birlesik tiibiiler glanduladir.

Bigimleri iki yandan basik ovoid olup, dis ve i¢ iki yiizleri 6n ve arka iki kenari, {ist ve
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alt iki de ucu vardir. Her biri 4-5 c¢cm uzunlugunda, 2,5-3,5 cm genisliginde 2-2,5
kalinligindadir (50).

Her bir testis tunica albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu kapsiilii ile
sartlmigtir. Organin arka tarafinda bu bag dokusu her iki testisin i¢ kismina dogru
girerek mediastinum testisi yapar. Mediastinum testisten ¢ikan ince bag dokusu
bolmeleri olan septalar, testisi testis lobiilleri olarak isimlendirilen 250 tane
kompartmana ayirir. Her kompartmanda 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Seminifer
tiibiillerin etrafini saran gevsek bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve
interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igerir. Seminifer tiibiiller spermatozoonlari

tiretirken, interstisyel hiicreler de testikiiler androjenleri salgilamaktadirlar (65).

Spermatik kordon

Kan damarlan ve
sinitler

Epididimis bast
Duktuli eferentes

Rete testis
Tubuli rekti

%‘ Tunika albuginea

Epididimis gévdesi 7 4

/7— Tunika vajinalis
/— Tunika vaginalisin
= boshigu

Epididimis kuyrugu

Sekil 5. Testisin yapisi (87).
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2.3.1. Seminifer tiibiiller

Her testiste yaklasik 250-1000 sayida seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil
cok katli epiteli ile doselidir. Tibiillerin her biri yaklagik 150-250 um ¢apinda ve 30-70
cm uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 m’dir.
Tiibiiller kiviimhidir ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken limen daralir ve diiz
tiibiiller ya da tubuli rekti olarak devam eder. Bu diiz tiibiiller seminifer tiibiillerin rete
testise baglanmasini saglar. Anastomoz yapan rete testis kanallar1, duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglanmistir (55, 65, 129). Seminifer tiibiiller fibr6z bir bag
dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer
epitelden olusur. Semifer tiibiili salan fibréz tunica propria birkag fibroblast
katmanindan olugmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas

ozellikleri gosteren yassilagsmis miyoid hiicreler igerir (65, 106).

Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan gegtikten sonra ileri motilite

ozellikleri kazanirlar (76).

Seminifer epitelde Sertoli hiicreleriyle spermatogenezdeki seriyi olusturan
hiicreler olmak ftizere iki tip hiicre vardir. Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka
halinde diizenlenmistir ve islevleri spermatozoonlar: iiretmektir. Spermatozoon iiretimi
spermatogenez olarak adlandirilir. Bu silire¢ mitoz ve mayoz hiicre bdliinmeleri igerir.
Hiicrelerin spermatozoonlara farklilagtigi asama ise spermiyogenez olarak adlandirilir
(65, 151).

2.3.1.1. Spermatogenik hiicreler ve spermatogenez

Seminifer tiibiildeki hiicreler spermatogenezin degisik evrelerini gosterir.
Hiicrelerin  bazal membrana en  yakin  olanlar1  yuvarlak  ¢ekirdekli
spermatogonyumlardir. Yine yuvarlak ¢ekirdekli olup ancak daha biiyiik olan hiicreler
primer spermatositlerdir. Haploid sekonder spermotositler seyrek goriiliir; olusur
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olusmaz boliinerek spermatidleri  olustururlar. Doniisiim doneminde spermatidler
sertoli hiicresine tutunurlar. Erken ve ileri donem olarak adlandirilan spermatidler,
bolinmeden liimene  birakilacak ve efferent kanallara aktarilacak olan

spermatozoonlara olgunlasir (96).

Sekil 6. Testiste seminifer tiibiillerin histolojik goriiniimii (106). Leydig hiicresi (LC), lamina
propria (LP), primer spermatosit (Sc), spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicre niikleusu (Sn), spermatidler
(Sp), erken spermatidler (oklar).

Testis hipofizin kontrolii altinda c¢alisir. Gonadotrop hormonlardan folikiili
stimule eden hormon (FSH), spermatogenik hiicreleri uyarir. LH hormonu ise Leydig

hiicrelerinin testosteron salgilamasini uyarir (50).
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2.3.1.1.1. Spermatogonyumlar

Spermatogenez ilkel primitif bir germ hiicresi olan spermatogonyumla baslar.
Spermatogonyum yaklasik 12 um ¢apinda kiigiik bir hiicredir (65). Spermatogonyumlar
bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid spermatogenik
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer alirlar ve bu
nedenle kan-testis bariyerinin diginda yer alirlar. Spermatogonyumlar spermatogonyal
kok hiicreden koken alirlar ve pubertede baslayan mitotik hiicre boliinmeleri gecirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gdzlenir (76):

e Tip A Spermatogonyum (A koyu ve A agik spermatogonyumlar olarak
gozlenmektedir.)

e Tip B Spermatogonyum

Tip A spermatogonyumlar, mitozla ¢ogalma sonucunda yarisi tip A olarak kalir

yaris1 biiyiiyerek tip B spermatogonyuma dontisiir (98).

Tip A acik spermatogonyumlar; oval sekillidirler. Bazal membran {izerine
otururlar. Hiicre sekliyle uyumlu olan ¢ekirdek, oval ve okromatiktir. Agik A tipi
spermatogonyumlar, gerektiginde spermatogenezi baslatmak igin devreye giren depo

hiicreleridir.

Tip A koyu spermatogonyumlar; koyu bazofilik boyanan, heterokromatik
cekirdek igeren kiiciikk, uzamis spermatogonyumlardir. Seminifer epitelin kok
hiicreleridir. Diizensiz araliklarla boliinerek, yeni koyu ve ag¢ik A tipi

spermatogonyumlart olustururlar.

En yaygin bulunan spermatogonyumlar tip B’dir. Hiicre ¢ekirdegi yuvarlaktir ve

merkezdedir. Mitoz béliinme ile primer spermatositleri meydana getirirler (138).
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Koyu ya da agik A tipi spermatogonyumlar kok hiicrelerdir. Boliinerek yeni acgik
ve koyu A tipi spermatogonyumlari olugturmaktadirlar. Tip A koyu spermatogonyumlar

da B tipi spermatogonyumlari olusturmak i¢in boliiniirler (138).

Sekil 7. Testiste bir seminifer tiibiiliin enine kesiti (54). Seminifer epitel (SE), Tip A agik
spermatogonyum (Ap), Tip A koyu spermatogonyum (Ad), Tip B spermatogonyum (B), Sertoli hiicresi
(SC), spermatozoa (Sz).

2.3.1.1.2. Primer ve sekonder spermatositler

Primer spermatositler, 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA igerir (N haploid
kromozom sayisin1 yani insanlarda 23 kromozom ya da bu kromozomlardaki DNA
miktarini gosterir). Olustuktan hemen sonra bu hiicreler I.Mayoz béliinmenin profaz
evresine girerler. Bu boliinmenin profaz asamasi yaklasik olarak 22 giin siirdiigii i¢in,
kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada olacaktir. Primer spermatositler,
spermatogenik serinin en biiyiikk hiicreleridir ve niikleuslarinda kangal olusturma

stirecinin degisik safhalarinda kromozomlarin bulunmasiyla taninirlar.
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I.Mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak isimlendirilen ve
yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kiigiik hiicreler olusur.
Kromozomlardaki bu sayica azalmaya (46’dan 23’e) her hiicredeki DNA miktarinin
eksilmesi ( 4 N’den 2 N’ye) eslik eder. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin
gbzlenmesi zordur ¢iinkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve hizli bir sekilde II.
mayoz boliinmeye giren kisa dmiirlii hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin bdliinmesi
23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin olusmasiyla sonlanir.
Spermatositlerde I. ve II. mayoz bdliinmeler arasinda S fazi ( DNA sentezi ) gériilmez.
Bu yiizden II. boliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid (1
N) hiicreler meydana gelir. Bdylece, mayoz boliinme siirecinin sonunda haploid sayida

kromozom igeren hiicreler meydana gelir. Dollenme ile bunlar diploid sayiya donerler

(65).

2.3.1.1.3. Erken-ge¢ spermatidler ve spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesmislerdir (76). Bu hiicreler primer ve sekonder spermatositlerden oldukga
kiiciiktiirler. Spermatidler, Sertoli hiicreleriyle siki iliskide olacak sekilde seminifer
tiibiillerin limenine yakin halde bulunurlar. Bu bolgede spermatidler Spermiyogenez ile
spermatozoonlara doniigiirler. Olgunlagsmakta olan spermatidlerin kiiciik ve koyu
boyanan bas kisimlar1 Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 i¢ine gomiiliir. Kuyruk

kisimlar1 ise seminifer tiibiil liimenine dogru serbest olarak uzanmaktadir (51).

Spermatidler, 23 kromozom tasir. Primer, sekonder spermatosit ve spermatidlerin
aralarindaki sitoplazmik kopriiler spermatogenezin diizenlenmesinde gorev alirlar ve
hiicreden hiicreye bilgi aktarilmasin1 saglarlar. Spermatogenez tamamlaninca bu
kopriiler kaybolarak hiicreler serbestlesir, spermatid boliinmez ve sekil degistirerek
spermiuma doniisiir. Boylece spermatogonyumdan spermiyum olusuna kadar iki evre
bulunur: Spermatogonyumdan spermatid olugmasi (Spermatositogenez), spermatidin

sekil degistirerek spermiyumu olusturmasi (Spermiyogenez) (98).
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Sekil 8. Testiste seminifer tiibiil epiteli ve spermatogenik seri hiicreler (144). Geg spermatid (ok
bas1), erken spermatid (ok), Sertoli hiicresi niikleusu (A), Primer spermatosit (B), spermatogonyum
(yildiz).

Kiire ya da poligonal bi¢imli olan spermatidin, kiiresel niikleusunun kromatini
yogun olup sentrik yerlesimdedir. Cekirdege yakin iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢cok
sayida mitokondri ve bir ¢ift sentriyol bulunur. Spermiyogenezde bu organellerin

hepsinde degisim olmaktadir (98).

Seminifer tiibiil epitelinin iist katmanlarindaki degisiklikler ¢ekirdek kromatinin
yogunlagmasi, ¢cekirdegin uzamasi, akrozomun olugmasi, sitoplazma organellerinin tipik
olgun hiicredeki konumuna yerlesmesi, tek bir kamg¢i yapisinin olusmasi ve artik

sitoplazmanin ortadan kalkmasi seklinde siralanir (96).

Spermiyogenez ii¢ faza ayrilmaktadir:

1-Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda belirgin bir
Golgi kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik

retikulum tiibiillerini igerir. Kiiciik PAS-pozitif proakrozomal graniiller Golgi
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kompleksinde birikirler ve sonrasinda birleserek membranla sinirlanmis bir akrozomal
vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olugturmaktadirlar. Sentriyoller
go¢ ederek akrozomun olustugu bolgenin karsi tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir
sekilde konumlanirlar. Flagellar aksonem olugmaya baslar ve sentriyoller yeniden

niikleusa dogru go¢ ederken aksonemal bilesenleri ¢cevresine sarar (65, 55).

2-Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiill ve graniil, yogunlasan niikleusun
¢ekirdegin 6n yarisim1 kaplayacak sekilde yayilir ve akrozom adini alir. Akrozom,
hiyaliironidaz, asit fosfataz ve proteaz gibi bazi hidrolitik enzimleri igermektedir.
Spermatozoonlar bir oositle karsilagtiginda, akrozomun dig membrant oositin plazma
membrani ile kaynasarak akrozomal enzimler hiicre disina bosalir. Bu islem akrozomal

reaksiyon adini alir ve déllenmenin ilk basamaklarindandir.

Spermiyogenezin bu fazi sirasinda spermatid seminifer tiibiiliin tabanina dogru
yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir .Niikleus uzar ve yogunlasir. Sentriyollerden
bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondride flagellumun proksimal kismi
etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge,
spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagimi olusturmaktadir. Flagellum hareketi,
mikrotiibiiller, ATP ve dinein adi verilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin
etkilesmesi sonucunda olugmaktadir (55, 65, 106).

3-Matiirasyon (Olgunlasma) Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiil liimenine serbest

birakilirlar.

Spermatozoonlar, epididimise testis sivisi olarak adlandirilan, Sertoli hiicreleri ve
rete testis tarafindan iiretilen siv1 ile aktarilirlar. Bu siv1 steroidler, proteinler, iyonlar ve

androjen baglayici protein igerir.
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Sekil 9. Spermiyogenez (54).

Spermatogenez asamasi 64 giin siirmektedir ve tiim seminifer tiibiillerde ve her
seminifer tiibiil icinde ayn1 anda ya da es zamanl olarak gerceklesmez. Bu nedenle bir
tiibiil kesitinin farkli alanlarinda ve farkli tiibiil kesitlerinde spermatogenezin farkli
asamalar1 goriilebilir. Bu yiizden bazi seminifer tiibiillerde spermatozoonlar bazi
bolgelerde ise spermatidler goriilmektedir. Buna seminifer epitel siklusu adi verilir
(65, 106, 129).

2.3.1.1.4. Spermatozoon

Niiklusunda haploid sayida kromozom bulunan sitoplazmasi ¢ok az, ince, uzun,

hareketli bir hiicredir. Insan spermatozoonu 55-60 um uzunlugundadir (50).
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Olgun sperm iki kisimdan olusur: Bas ve Kuyruk. Bir baglanti parcasiyla bas

kuyruga baglanmistir. Kuyruk 3 parcaya boliinmiistiir: Orta parca, esas parca, son

par¢a. Spermin bag ve kuyruk kisimlarini bir plazma membrani sarar (76).

Bas: Onden bakinca oval, yandan bakinca ucu yassilasmis armut bicimindedir.

Uzunlugu 4-5 um, genisligi 3-3,5 um, kalinligi 1-2 pmdir (50). Akrozomla sarilmis

¢ekirdekten olusur, niikleus yassilagmis ve yogunlagmis haldedir. Niikleusun 6n yarisini

akrozom oOrter ve akrozomun i¢inde hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar,

hiyaluronidaz, ndraminidaz ) bulunmaktadir.

Baglant1 parcasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar pargadir. Distal sentriyol,

sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksoneme kaynaklik yapar (76).

Kuyruk:

Orta parca: Sarmal olarak dizlmis mitokondrionlarin olusturdugu tabaka,
9+2 mikrotiibliler aksonem ve dig yogun lifler adi verilen sperm
boynundaki baglanti par¢asindan kuyruk boyunca uzanan 9 adet kolondan
olusur. Orta parcanin alt sinir1 mitokondriyal sarmalin anulusta

sonlanmasiyla belirgindir.

Esas parca: Kuyrugun en uzun pargasidir (76). Aksonema ve fibréz kilifi
iceren 40-45 pm uzunlugundadir (114). Distaki yogun lifler ve fibréz kilif,
spermin One hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin

saglam bir iskelet olusturan proteinler olan keratin igerir (76).

Son Parca: Fibroz kilifin bittigi sadece aksonema ve sitoplazmik bdliimiin

oldugu 5-10 um uzunlugunda kuyrugun ¢ok kisa bir parcasidir (114).
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2.3.1.2. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri bazal membrandan seminifer tiibiil liimenine dogru uzanan
prizmatik hiicrelerdir. Tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii
hiicreler olarak gorev yaparlar. Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral hiicre
membranlarinin diizensiz sinirlar1 vardir. Ciinkii spermatogenik hiicrelere kriptalar
saglarlar (76). Isik mikroskobunda spermatogenik seri hiicrelerini ¢cevreleyen ¢ok sayida
yan uzanti nedeniyle Sertoli hiicresinin sinirlari iyi belirlenemez. Bu hiicreler ¢cok sayida
diiz endoplazmik retikulum, az sayida graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis
Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile lizozomlar icermektedir (65).
Lizozomlarin ¢ok olusu fagositik aktivitesini gostermektedir. Spermatosit artiklar
Sertoli hiicreleri tarafindan temizlenir (98). Sertoli hiicresi ¢ekirdegi olukludur ve
heterokromatin kitleleri ile iligkili genis bir ¢ekirdekgik igerir. Sitoplazmasinda
organellerin yani sira lipid damlaciklar1 ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin,
mikrotiibiiller) icerir (76). Sertoli hiicrelerinin yaygin hiicre iskeleti ag1

spermatozoonlarin hareketinin saglanmasina yardimei olur (96).

% Geg
N 5 spermatid
% f 7 Y & spermatid
) (_. A A spermatosit
0
—— Baglanti noktas:
il X —/ ﬂ
. i Miyoid hiicreler
Tip A koyu Sertoh‘ Tip A agik
spermatogonyum  hiicresi  spermatogonyum Tip B
spermatogonyum

Sekil 10. Bir seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilar1 ve spermatogenik
hiicreler (106).
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Bazolateral bolgelerinde Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleriyle siki
baglantilar oOlustururlar. Bazolateral siki baglantilari, seminifer epiteli bazal ve
adliiminal kompartman olmak {izere iki kisma ayirirlar. Bazolateral siki baglantilar
gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan
kan-testis bariyerini olustururlar (76). Spermatogonyumlar kan-testis bariyeri altindaki
bazal kompartmanda bulunur. Spermatositler ve spermatidler ise adliiminal
kompartmanda yerlesmislerdir. Sertoli hiicreleri gap-junction adi verilen baglantilarla

hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisini saglamaktadirlar (65, 151).

Sertoli hiicreleri, ¢esitli zararli etkenlere karsi ¢ok dayaniklidir. Spermatogenik
hiicrelere kolaylikla zarar veren X 1sinlari, yliksek 1s1, radyasyon, toksik madde,

enfeksiyon, beslenme vs. bu hiicrelere pek etki etmez (50, 98).

Sertoli Hiicrelerinin Islevleri

1- Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek

2- Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidiiel cisimciklere
fagosite etmek

3- Olgun spermatidlerin kasilmalarla seminifer tiiblil liimenine salinimini
kolaylastirmak

4- Seminifer tiibiil limenine protein ve iyondan zengin siv1 salgilamak. Androjen
baglayici protein iiretimi Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil uyarict hormon
(FSH) ve testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir (76) ve seminifer
tiibiildeki spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasini
saglar Sertoli hiicreleri testosteronu Ostradiole ¢evirir. Bu hiicreler ayni
zamanda On hipofiz bezinden FSH sentezini ve salinmasini dnleyen inhibin
adinda bir peptid salgilar (55, 65).

5- Dis ortamdan seminifer tiibiillere bazi maddelerin gecisini onler (114).
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6- Anti-Miillerian hormon {iretmek. Miiller kanalin1 baskilayici hormon,
embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller (paramezonefrik)
kanallarinin gerilemesini saglayan glikoproteindir. Testosteron ise Wolf

(mezonefrik) kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini saglar (65, 106).

7- Kan-testis bariyeri. Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyerin
bulunmas: testikiiler sivida kandan gelen ¢ok az madde bulunmasina yol agar
Testikiiler kapillerler pencereli tiptedir ve biiylik molekiillerin gegisine izin
verir. Spermatogonyumlar kanda bulunan maddelere kolayca ulasabilir ancak
Sertoli hiicrelerinin olusturdugu bu bariyer biiylik molekiillerin Sertoli
hiicreleri arasindaki bosluga taginmasini engeller bdylece germ hiicreleri

kandaki zararli maddelere karsi korunmus olurlar (65, 151).

2.3.2. Interstisyel doku ve Leydig hiicreleri

Testislerde seminifer tiibiillerin arast bag dokusu, sinirler, kan ve lenf
damarlariyla doludur. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler icerir; bunlar arasinda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur. Ergenlikte yuvarlak ya da poligonal sekilde, merkezi bir niikleusu ve kiigiik
lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi olan interstisyel ya da Leydig
hiicreleri  belirgin hale gelir. Bu hiicreler sekonder cinsiyet karakterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu tretirler (18, 65). Leydig
hiicreleri kan kapillerleri etrafinda tek tek veya kii¢iik gruplar halinde bulunurlar.
Leydig hiicreleri steroid yapida olan testosteron hormonunu salgilamasiyla endokrin
fonksiyon gosterir. Leydig hiicreleri, C vitamininden zengindir. Sar1 kahverengi bir
pigment olan lipofuskin igerirler. Lipofuskin pigmentinin miktar1 yas ilerledikce artar
(50). Leydig hiicreleri karakteristik tiibiiler kristali mitokonrionlar iyi gelismis bir

endoplazmik retikuluma sahiptir (76).

Insanlardaki Leydig hiicrelerinde birbirlerine dik acili cizgiler seklinde ¢ok

diizenli dizilmis kristaloid inkliizyonlar yani islevi bilinmeyen Reinke kristalleri
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goriilmektedir. Bu inkliizyonlar puberteden dnce goriilmez ve yas ilerledik¢e sayilari
artar (96). Serumda bulunan testosteronun yaklasik % 95’1 Leydig hiicreleri tarafindan

sentezlenir; kalan testosteron ise adrenal korteks tarafindan iiretilir (76).

LH ve prolaktin, Leydig hiicre fonksiyonunu diizenler. Prolaktin, LH
reseptOriiniin gen ekspresyonunu diizenler. LH, testosteron iiretiminden sorumludur.
Hiperprolaktinemi, gonadotropin salinimini ve testisteki etkisini azaltarak, tireme
fonksiyonunu baskilar. Asir1 prolaktin, Leydig hiicrelerinden androjenlerin {iretimini
azaltabilir, spermatogenezi zayiflatabilir ve erektil disfonksiyon ve infertiliteye yol
acabilir (68, 76).

2.4. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenez iizerinde en biiyiik etkiyi hormonlar yapmaktadir. Spermatogenez,
hipofizden salgilanan FSH ve LH testis hiicreleri iizerine etkisi ¢cok Onemlidir. Bu
hormonlar, spermatogenetik seri hiicrelerinin normal gelisiminde gerekli olan

testosteron liretimini uyarirlar (65).

Testosteron: Testislerin esas hormonu olan testosteron 17. karbonda bir -OH
grubu tasiyan 19 karbonlu bir steroiddir. Leydig hiicrelerinde kolesterolden sentezlenir.
Testosteron salgist LH’nin denetimindedir (53). Testiste spermatogenezi parakrin olarak
etkilemesi ve hipotalamus ile hipofiz bezi {izerine negatif geri bildirim etkilerinin yani

sira testosteronun bir¢ok etkisi vardir:

1- Spermatogenezin baglatilmas1 ve siirdiiriilmesi igin gereklidir. (Sertoli
hiicreleri araciligiyla etki eder)

2- Hipotalamus lizerine (negatif) etki ederek GnRH sekresyonunu azaltir.

3- On hipofiz iizerine dogrudan etki ederek LH salgilanmasini baskilar.

4- Erkek aksesuar lireme organlarinin farklilagmasini baslatir ve islevlerinin

devam ettirilmesini saglar.

25



5- Erkek ikincil cinsiyet karakterinin olusmasini saglar, meme dokusu iizerine
Ostrojene zit yonde etki eder.

6- Protein metabolizmasini ve kemik gelisimini uyarir.

Testosteron, bazi hiicrelerde sitoplazmaya girdikten sonra kendisinden ¢ok daha

giiclii olan dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir. Bu reaksiyon Sa-rediiktaz enzimi
tarafindan katalize edilir (143).

Testosteron bazal membrandan sizarak Sertoli hiicrelerine girer. Bu hiicreler
yiiksek derisimde androjen almaglarina sahiptirler. Spermatogenezin tamamlanabilmesi
icin Sertoli hiicrelerinin iizerine yiiksek miktarda testeosteronun etkisi son derece
onemlidir. Testosteron son evreden Onceki spermatidlerin Sertoli hiicrelerinden
olgunlagsmadan ayrilmasini Onler. Boylece son evre spermatidlerin dogru zamanda

normal ayrilmalarini saglar (23).

Folikiil Uyarict Hormon (FSH): On hipofiz bezinde gonadotrop adi verilen

hiicrelerden salgilanirlar. Glikoprotein yapida bir hormondur (58). Sertoli hiicreleri
tizerine etkilidir. Adenilat siklaz1 uyararak cAMP diizeylerini arttirir ayrica androjen
bagli protein sentezi ve salgisin1 da uyarir (65).ABP, androjenleri (testosteron veya
dihidrotestosteron) baglar ve ABP-androjen kompleksi gelisen spermatogenik
hiicrelerin ¢evresinde yliksek androjen seviyelerini saglar. FSH, Sertoli hiicrelerinden
inhibin ve aktivin iiretimini baslatir. Inhibin, hipotalamus ve hipofizyal FSH salinimi

tizerine negatif feedback etkisi yapar. Aktivin ise ters bir etki yapar (76).

Ostrojen: Erkekte testosterona ek olarak az miktarda 6strojen sentezlenmektedir.
Seminifer tiibiil sivilarinda oldukea yiiksek konsantrasyonda dstrojen bulunur. Ostrojen
olusumu Sertoli hiicrelerinde testosteronun Ostradiole doniistliriilmesi sonucu
gerceklestirilir. Spermatogenezde 6nemli bir rolii vardir (58). Testis kaynakli venoz
kandaki Ostradioliin bir kismi Leydig hiicrelerinden gelir, bir kismi da androjenlerin

Sertoli hiicrelerinde aromatizasyonu ile olusur (53).
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Luteinlestirici Hormon (LH): On hipofiz bezinden salgilanan gonadotropik

hormondur. Glikoprotein yapidadir. Testislerin interstisyel Leydig hiicrelerinden
testosteronun salgilanmasi hipofiz bezinden salgilanan LH nin uyarisi ile gergeklesir.
Salgilanan testosteron miktari, uyarict LH miktar1 ile dogru orantilidir. Hipofizden LH
salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir. Testosteron sentezinin artmast LH

salinimini baskilar (58).

Inhibin: Sertoli hiicrelerinden salgilanan glikoprotein yapida bir hormondur. Bu
hormon dogrudan 6n hipofiz bezi iizerinde, FSH salgisin1 baskilayan kuvvetli bir etkiye
sahiptir. Spermatogenezin kontroliinde 6nemli bir negatif feedback mekanizmasi
olusturur. Ayn1 zamanda testosteron sekresyonun diizenlenmesinde gorev alir (58).
Leydig hiicreleri tarafindan testosteron salgilanmasini arttirirken aktivin testosteron
salgilanmasini azaltir. Yani FSH, inhibin ve aktivin tretimlerini etkileyerek Leydig

hiicre islevini dolayli olarak etkiler (23).

2.5. Kanser ve Kemoterapi

Kanser, giinlimiizde 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer alir. Kansere bagli 6liim oranlarimin yiiksek olmasi konunun 6nemini

daha da arttirmaktadir (69, 78).

Tiirkiye’de yillik kanser insidensi Saglik Bakanliginca yiizbinde yaklasik 150
olarak kestirilmistir. Bunun yanisira her yil 90.000-100.000 dolayinda yeni kanser
olgusu goriilecegi bildirilmistir (71).

Kiiresel kanser yiikii gectigimiz 30 yilda iki kattan daha fazla artmistir. 2008°de
12 milyon yeni kanser vakasmin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon
Olimiin gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin
edilmektedir. Diinya niifusunun siiregelen artis1 ve yaslanmasi kanser yiikii iizerinde de

biiyiikk degisikliklere yol agacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi,
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kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon 6liim ve son bes yil i¢inde kanser tanisi

konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulagilmasi beklenebilir (25).

Ulkemizde ise Saglik Bakanligi‘nin yaptigi ¢alismada, 2000-2006 yillarinda,
Tiirkiye'de 396 bin kanser olgusu tespit edilmis olup her yil, 140 bin kisi kanserden
Olmektedir. Tiirkiye'de kanser hastalarmin ontimiizdeki 20 yil igerisinde 1,5 milyona

ulagacag1 ongoriilmektedir (26).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi, yaygin nitelik
kazanmasi1 ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren bir hastaliktir. Cogalan hiicrenin

kaynagina, tipine ve olustugu organa gore cesitli kanser sekilleri vardir (29, 72, 149).

Kanser, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin normal ve uygun
miktarda hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucunda gerceklesir. Bu hiicreler
organizmanin organlarina hasar verirler. Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha
kisa zamanda 6lmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizlidir ki, sonug olarak
hiicreler devamli birikir. Bu asir1 hiicre birikimi, hem kanser hiicrelerindeki genetik
anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki

basarisizligindan dolay1 olugsmaktadir (34).

Kanser tedavisinde kullanilan baslica tedavi yontemleri; cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve diger tedavi yontemleri (hormon tedavisi, immiinoterapi, gen tedavisi,

kemik iligi transplantasyonu) dir (78, 149).

Kemoterapi, kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelere karsi secici oldiiriicii etkileri olan,
dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir
(10). Kemoterapide kullanilan ilaglar kanserli hiicrelerin ¢ogalmasimi durdurmakta ve
yok etmektedir. Ancak tedavi amagli kullanilan bu ilaglar, viicuttaki normal hiicrelere

de etki ederek ciddi yan etkilere sebep olabilirler (78, 125).
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Hiicre siklusunun baslica 5 6nemli faz1 vardir:

1. Gy fazi: Mitoz sonrasi hiicrelerin dinlendikleri ve hiicre boliinmesine aktif
olarak katilmadiklari fazdir. Bu fazda kemoterapétik ajanlarin etkisi yok denecek kadar
azdir. Normal hiicreler zamanlarinin ¢ogunu Gy fazinda gecirirler, bir uyaricinin

etkisiyle ¢ogalan hiicre haline gecebilirler.

2. G, fazi: Uyarilma sonucunda baslar. RNA, enzimler ve diger proteinler sentez

edilir. Hiicre bu donemde kemoterapiye hassastir.

3. S fazi: Yeni DNA sentez edilir, hiicre bdliinmeye hazirlanir. Hiicre bu fazi

etkileyen ilaglara hassastir.

4. G, fazi: Mitoz i¢in gerekli protein ve RNA sentezi hizlanir.

5. M fazi: Mitoz fazidir. Dort sathada iki yeni hiicre olusur. Bu iki yeni hiicre ya
yasam dongiisiine girer(G;) ya da kemoterapiye direngli olarak Gg fazinda kalirlar (10,
32,48, 121).

Kanser hiicreleri ve normal hiicreler benzer hiicre sikluslarina sahiptirler. Kanser
hiicresiyle normal hiicre arasindaki en 6nemli fark, kanser hiicrelerinde proliferasyonu
frenleyen mekanizmanin bulunmamasi ve organizmayi 6liime gotiiren durmaksizin
proliferasyon iginde olmasidir. Kemoterapotik ajanlar en fazla hiicreler proliferatif

donemde iken etkilidirler.
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Kemoterapdtik ilaglari etkilerine gore iki grupta inceleyebiliriz.

1- Hiicre siklusuna bagimli ilaglar

» S fazina doniik ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasini ve DNA
sentezini bozarak etki ederler. Methotrexate, 5Flourouracil, Cytarabine,
Procarbazine, gibi.

» M fazina doniik ilaglar (Bitki alkaloidleri): Ana hiicreden iki yavru hiicre
olusmasini engellerler. Vincristine, Vinblastine bu gruptandir.

» G, fazina doniik ilaglar (Antitimor antibiyotikler): RNA, DNA ve protein

sentezini etkilerler. Bleomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin gibi.

2- Hiicre siklusuna bagimsiz ilaglar

» Alkilleyici ajanlar: Hiicre ¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler.
Hizli ¢ogalan hiicrelerin 6liimiine yol agarlar. Nitrojen mustard, Cisplatin,
Cyclophashamide, Procarbazine gibi

» Hormonlar: Timor ortamini degistirerek biiyiime ve ¢ogalmayi engellerler
ve protein sentezini bloke ederler. Ostrojenler, Kortikosteroidler gibi.

» Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Hiicrede DNA ve RNA
transkripsiyonunu durdurup, dokularda uzun siire kaldiklarindan DNA
sentezi boyunca hiicre Oliimiine yol acarlar. Radyasyonla birlikte
verildiklerinde toksisiteyi arttirirlar.  Actinomycin D,  Adriamycin,

Bleomycin, Epirubicin, idarubicin bu gruptadirlar (10).
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2.6. Doksorubisin
2.6.1. Doksorubisinin tanimu, klinik kullanimi ve yapist

Doksorubisin, ticari olarak adriamisin olarak da bilinen genis spektrumlu
antitimér aktiviteye sahip antineoplastik bir ajandir. ilk kez 1967 yilinda mutant

Streptomyces peucetius Kiiltiirlerinden izole edilmistir (85, 88, 93).

Doksorubisin, daunorubisinin hidroksi tiirevi olup ayni kaynaktan elde edilen bir
antrasiklin bilesigidir. Sitotoksik bir antibiyotik olan doksorubisin, faz spesifik bir ajan
olmamakla beraber S donemindeki hiicrelere etki eder (71, 134).

Doksorubisin gogiis, over, testis, tiroid ve akciger kanserlerinde ve Ewing
sarkomu, osteosarkom ve rabdomiyosarkom gibi birgok sarkomun tedavisinde 6nemli
klinik uygulamasi olan en 6nemli antitiimor ilaclardandir. Ayrica akut ldsemiler multipl
miyoloma, Hodgkin hastaligt ve yaygin non-Hodgkin lenfomalar1 i¢ine alan

hematolojik kanserlerde yararlidir (43, 70, 71).

Genel olarak diger ajanlarla (6rnegin, siklofosfamid, sisplatin, nitrosoiireler)
kombine tedavide kullanilmaktadir. Bu sekilde sinerjik etki gostererek tek basina
kullanildig1 zaman gozlenen etkisinden daha uzun bir iyilesmeye olanak vermektedir

(70).

Doksorubisin DNA replikasyonunu baskilar ve DNA ¢ift sarmalindaki baz
ciftlerine baglanarak DNA sentezini bloke eder. Hiicre biiyiimesini ve boliinmesini
engeller. Sonug¢ olarak, hiicre biitiinliigiinii koruyamaz ve lizise gider. Lizis olan
hiicreyle birlikte dig ortama saliman DNA-doksorubisin kompleksi, diger saglikli
hiicrelere girerek lizise gitmelerine yol agmaktadir. Bu etki, serbest oksijen
radikallerinin rol aldig1 enflamatuar doku reaksiyonlari ile doku Oliimlerine yol

acmaktadir (70, 75, 124).
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Antrasiklin molekiilli, ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik cekirdek ile ona
glikosidik bir bag ile bagl bir aminosekerden (daunosamin) olugmaktadir. Antrasiklin
grubunun tiim dyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplari
bulunmaktadir (135). Bunlar elektron alma ve verme gorevi goriirler. Daunorubisin
molekiilindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile doksorubisin meydana
gelmektedir (61). Doksorubisinin kimyasal ve uzaysal diizlemdeki yapilar1 sekil 11°de

gosterilmistir.

Sekil 11. Doksorubisinin yapisi (63, 142).

2.6.2. Doksorubisinin etki mekanizmasi

Doksorubisinin hiicre tipine goére 3 6nemli etkisi vardir. Bu etkilerin en belirgin
oldugu donem S ve G, evreleridir. S fazinda olan hiicreler doksorubisinin etkisine en
duyarli olan hiicrelerdir (59, 93). Doksorubisin, boliinen hiicrelerin DNA’sin1 hedef

alarak hiicre dongiisiinii G, fazinda bloke eder (140).

1- DNA yapisina katilmalari
2- Akigskanlik ve iyon transportunu degistirmek tiizere hiicre zarlarina
baglanmalar1

3- Lipid peroksidasyon sonucu oksijen radikalleri olusturma (70, 93).
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1-DNA yapisina katilmalari

Antrasiklin bilesikleri DNA ile etkileserek RNA sentezi dahil DNA’nin bir¢ok
fonksiyonunu bozarak tek ve gift-zincir kirtlmalar1 olusturur. Bu yilizden antrasiklinler

mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (4, 61).

Doksorubisin, kanser kemoterapisinde kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir (13).
Doksorubisinin sitotoksik ve sitostatik etki mekanizmalar1 arasinda topoizomeraz |l
inhibisyonu, doksorubisin-demir kompleksinin DNA’ya baglanmasi ve DNA baz
ciftlerinin ilagla etkilesmesi gibi radikale bagli olmayan mekanizmalar ve serbest
radikal tiretimi ile DNA hasar1 bulunmaktadir (15, 56, 83). Antrasiklinlerin, apoptotik
hiicre Olimiinii indiikledikleri gosterilmistir (83). Antrasiklin tiirevi ilaglar, DNA
zincirleri igerisinde komsu guanozin-sitozin baz ciftleri arasinda enine yerleserek
interkalasyon yapip DNA replikasyonunu ve mRNA transkripsiyonunu bozarak
membranda degisikliklere yol acarlar (46, 59). ilacn DNA yapisina katilmasi
topoizomeraz II enziminin katalizledigi DNA zincirinin kesilmesi ve farkli noktalardan
tekrar birlestirilmesini engelleyerek DNA zincirinde tamir edilemeyen kirilmalara
neden olurlar (60, 93).

2-Akiskanlik ve iyon transportunu degistirmek iizere hiicre zarlarina
baglanmalar

Bu ozellikleri fosfotidilinositol aktivasyonuna kenetli transport mekanizmalarini
bozar (93). Antrasiklinler hiicre membrani ile etkileserek lipid peroksidlerinin
olusumuna ve membran fonksiyonlarinin degisimine neden olur. Bu durum gerek
antitimor etkisinde ve gerekse kardiyak toksisitede 6nemli rol oynar (61). Lipid
peroksidasyonu, membran potansiyelinde ve akiskanliginda azalmaya yol agar.

Membranin iyon gegirgenliginde artisa ve sonug olarak hiicre 6liimiine sebep olur (127).
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3-Lipid peroksidasyon sonucu oksijen radikalleri olusturma

Doksorubisinin kimyasal yapis1 oksidatif stresi arttirarak serbest radikallerin
olusmasini saglar ve hiicre hasarina yol a¢maktadir. Normal kosullarda, aerobik
metabolizmanin Urettigi reaktif oksijen tiirleri inhibe edilir. Bu olayi, organizmada yer
alan antioksidan savunma sistemleri gergeklestirir. Serbest radikallerin olusum hizi ile
savunma sistemlerinin giicli arasindaki denge bozulmadig: siirece, organizma olusan bu
radikallerden etkilenmez. Bu denge, antioksidan sistemlerin aleyhine bozuldugu zaman,

potansiyel bir hasar meydana gelir ki buna ‘oksidatif stres’ ad1 verilir (19).

Sitokrom p-450 rediiktaz enzimleri hiicre ¢ekirdeginin zarinda bulunur. P-450
rediiktaz enzimleri antrasiklinlerin semikinon serbest radikallere indirgenmesini
saglarlar. Semikinon radikali ise oksijen ile reaksiyona girerek DNA zincirini
pargalayan siiperoksit iyonlarini olusturur. Siiperoksit anyonu, hem hidrojen peroksit
hem de hidroksil radikali olusumunda rol oynar. Bu radikaller DNA bazlarmni okside
ederek DNA hasarina yol agar (Sekil 12). Siiperoksit dismutaz (SOD) veya glutatyon
peroksidaz enzimlerinin yiiksek miktarlarinin bulundugu hiicreler bu etkilere direnglidir.

Serbest radikallerin tretimi biiylik 6l¢lide doksorubisin-demir kompleksi araciligiyla
gerceklesir (1, 61, 66, 93).
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Indirgenmis Siiperoksit ivonu

metabolit Hidrojen peroksit

DNA zinciri
kopar

Sekil 12. Doksorubisin, molekiiler oksijen ile etkileserek siiperoksit iyonlar1 ve hidrojen peroksit
olusumuna ve dolayisiyla DNA zincirinde kirllmalara yol agar (93).

Doksorubisin, Fe**’e karsi yiiksek afinite gosterir ve in vivo sistemlerde Fe** ile
selat olusturur. Doksorubisin-Fe** kompleksi hidroksil radikali olusumunu katalize eder.
Doksorubisin-Fe** kompleksi, DNA ile baglanarak iiglii kompleks olusturur. DNA-
doksorubisin-Fe** iiglii kompleksi, doksorubisin-Fe** kompleksinden daha etkindir (92,
109).

Doksorubisine bagli serbest radikallerin olusumu sonucunda lipid peroksidasyonu
olusur ve bunun sonucunda da malondialdehit (MDA) seviyeleri artmaktadir.
Doksorubisin serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olmasinin yani sira;
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) gibi
antioksidan enzimlerin diizeylerinin artmasina sebep olarak toksisiteye neden
olmaktadir (13, 14, 95).
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2.6.3. Doksorubisinin metabolizmast ve farmakokinetikleri

Gastrointestinal sistemde inaktive edildiginden intravendz olarak uygulanir. flacin
cevre dokulara sizmasi doku nekrozuna neden oldugundan ciddi problemlere neden
olmaktadir. Doksorubisin tilirevi ilaglar plazma proteinlerine ve dagildiklar1 dokulara

baglanirlar ancak serebrospinal siviya gegemezler (93).

Dokulara fazla baglanip dokulardan yavas salindigindan karacigerde hizli
metabolize edilmesine karsin viicutta kalis1 ve etkisi uzun siirer. Karaciger metastazi
veya primer timori ya da diger bir nedenle karaciger fonksiyonu bozulmussa
doksorubisinin eleminasyonu yavaslar ve doz azaltilmazsa viicutta birikir. Hidroliz

sonucu viicutta kismen serbest kalan aglikon kismi etkinlik gostermez (71).

Enjeksiyondan sonra ulasilan en yiiksek kan konsantrasyonu 30 dakika igerisinde
% 50 azalir ancak etkin seviyeler 20 saate kadar stirdiiriiliir. Antrasiklinler karacigerdeki
halka seklindeki substitlisyonlarin indirgenmesi ve hidrolizi ile metabolize -edilir.
Aglikon inaktif oldugunda alkol sekli aktif bir metabolittir. Baz1 metabolitler antitimor
aktiviteye sahiptir. Safra yolu ile atilim sitotoksik pargalarin entero-hepatik dolagimini
kapsamaktadir. Serum bilirubinin 6nemli yiikselmeler gdsterdigi hastalarda ( >2,5 mg/

dL), antrasiklinlerin baslangi¢ dozunun % 75 azaltilmas1 gerekmektedir (70).

Doksorubisin yogun bir sekilde metabolize edilir. En 6nemli atilim yolu safradir.
[lacin bir kism1 da bébreklerden atilir, idrar1 kirmiziya boyarlar. Karaciger fonksiyon
bozuklugu olanlarda doz ayarlamasi gerekirken bobrek yetmezligi olanlarda genellikle

gerek yoktur (93).

2.6.4. Doksorubisinin fertilite iizerine etKisi

Spermatogenezisin kemoterapik ilaglara maruz kalma sonucu etkilenmesi bir¢ok
calisma ile desteklenmistir. Kemoterapik ilaglar sperm sayisin1  azaltarak

spermatogenezi etkilemektedir (5). Doksorubisinin olusturdugu toksisitenin ana nedeni,
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oksidatif stres ve buna bagli serbest oksijen radikallerinin olusumudur. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonunu uyarir. Lipid peroksidasyonu ise erkeklerde infertilite
ve sperm fonksiyon bozuklugunda kilit rol oynamaktadir (80). Bu yiizden doksorubisin,
seminifer tiibiil ¢apinda atrofiye, spermatogonyumlarda sekil bozukluguna, hiicresel
apoptoza, spermin hareketinde azalmaya neden olmaktadir. Kisaca iireme hiicreleri

tizerinde dejeneratif etki yapmaktadir (28, 62, 126).

2.6.5. Doksorubisinin yan etkileri

Teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktir (71). Doksorubisin verilen hastalarin
cogunda en sik goriilen yan etkiler kemik iligi aktivitesinde azalma, agiz mukoza
iltihab1, sindirim bozuklugu ve sa¢ dokiilmesidir. Agir I6kosit ve trombosit kaybi

olabileceginden dozu simirlandirilmistir (82).

En ciddi yan etki serbest radikallere bagli olarak ortaya c¢ikan kalict ve doza
bagimli kardiyotoksik etkidir. Doksorubisinin toplam kiimiiltif dozu 550 mg/m?’ yi
gecmemelidir. Akut konjestif kalp yetmezligi riski belirgin sekilde artar (93, 120).

2.7. L-karnitin

2.7.1. L-karnitinin tarihcesi

L-karnitin 1905 yilinda Gulewitcsh ve Krimberg isimli Rus bilim adamlar
tarafindan hayvan kas dokusundan izole edilen bir bilesik olarak kesfedilmistir. Bu
kesiften sonra, latince et anlamina gelen “carnis” ismi verilmistir. L-karnitinin kimyasal

yapisi 1927 yilinda onaylanmistir (133).

L-karnitin hakkindaki ilk makale 1935 yilinda, Leipzig Universitesi’nden Prof.

Dr. Strack tarafindan yayinlanmistir. Bu ¢alisma L-karnitinin fizyolojik fonksiyonlari
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ile ilgili arastirmalarin temelini olusturmustur. 1952 yilinda ise Carter ve arkadaslari, L-

karnitini besleyici bir element olarak tanimlamiglardir (133).

Karnitin yapi olarak amino asitlere benzemektedir. Higbir proteinin yapisina
girmedigi i¢in gergek bir aminoasit olarak kabul edilemeyen karnitin, kuarterner bir
amindir (24, 35, 132).

Bremer ve Fritz c¢aligmalariyla, karnitinin uzun zincirli yag asitlerinin f3-
oksidasyonunda etkili oldugunu belirlemislerdir (24). Bu olay, yag asitlerinin
mitokondriyal membrandan gecerek agilkarnitinler gibi aktif bir sekilde taginmasina

tesvik etmesiyle agiklanmistir (27, 141).

2.7.2. L-karnitin yapist

L-karnitin suda ¢oziinebilir ve kimyasal formiilii 3-hidroksi-4-N-trimetilamino-
butirat’tir (35).

H,C OH O

AN
-
/ o

H,C

H,C

Sekil 13. L-karnitin molekiiliiniin kimyasal yapis1 (153).

Ug metilli bir amino asit olan L-karnitin (B-hidroksi-y-trimetilamonyum butirik
asit) kiigtik, B grubu vitaminleri ile iligkili, amino asit ve vitamin benzeri besleyici bir
elementir. Serbest uzun zincirli yag asitlerinin agil karnitine doniismesini saglar. Hiicre
enerji tretimi icin beta-oksidasyona ugrayacak olan uzun zincirli yag asitlerinin

mitokondri matriksine tasinmasinda kofaktor gorevi gortir (64, 133, 141).
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2.7.3. L-karnitinin dogadaki kaynaklar:

L-Karnitin dogada sadece L (Levojir) formundadir. D (Dekstrojir) formu ise
laboratuvar kosullarinda iiretilmektedir. Yapilan ¢alismalara gére, D formu, L-karnitin
yag asitlerinin taginmasindan (sitoplazmadan mitokondriye) sorumlu karnitin translokaz
enzimini etkisiz kilarak viicutta enerji kaybina yol agmaktadir. Dokularda sadece L

formu sentez edilir ve sadece L formu metabolik olarak aktiftir (17, 42).

L-karnitin, mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar igin esansiyel bir bilesiktir ve
dogada bir¢ok besin maddesinde degisen miktarlarda bulunmaktadir. Bitkisel besinler
az miktarda L-karnitin igerirken, hayvansal besinler ise L-karnitin agisindan daha

zengindir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli yaglar L-karnitin igermemektedir (133).

Tablo 1. Bazi besin ham maddelerinin L-karnitin igerikleri (133).

Bitkisel Kaynaklh Besinler L-ka;ll?l:g?kég}erigi Hayuag:;lnlf.:rynakh L-ka:;;g;;ﬁerigi
Misir 5 Balik Unu 120
Arpa 7 Et Unu 150
Bugday Kepegi 15 Kan Unu 10
Bugday Unu 5 Tuy Unu 120
Yulaf 5 Balik Iskelet Unu 90
Soya Fasulyesi Unu 12 El Kemik Unu (%40) 100
Uzum Tohumu Unu 5 Plasma Proteini 15
Aycicedi Tohumu Unu 5
Pamuk Tohumu Unu 20
Findik Unu 10
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2.7.4. L-karnitinin metabolizasyonu
2.7.4.1. L-karnitinin biyosentezi

L-karnitin, tim memelilerde bulunan endojen molekiildiir (35). Viicut total
karnitin stogunun %98’i iskelet ve kalp kasinda, %1.6’s1 karaciger ve bobreklerde,
%0.6 s1 ise ekstraselliiler sivida bulunur (42). Yag metabolizmasi ve enerji tiretiminde
onemli bir gorevi olan karnitin, organizmaya endojen sentezle ve besinlerle alinir (147).
Tim memeli hayvanlar lizin ve metiyonin gibi aminoasitlerden in vivo olarak karnitin
sentezleyebilirler. Karnitin sentezi baslica karaciger ve bobrek olmak {izere beyinde de
gerceklesir. Memeliler, karnitinin sentezlenmesi i¢in lizin ve methionin aminoasitlerine
ihtiyag duymaktadirlar. Lizin, karnitinin temeli olan karbon yapiyr olustururken,
methionin ise metil gruplarini saglar (39). Karnitin sentezi yapmayan organlar,
ihtiyaglarimi kana verilen karnitinden karsilamaktadirlar. L-Karnitin et, siit ve siit

tirtinlerinde bol, bitkisel besinlerde ise ¢ok az bulunur (42).

Karnitinin karaciger ve bobrekteki sentezi igin baslica lizin ve metiyonin, kofaktor
olarak ise askorbik asit (vitamin C), nikotinik asit, vitamin B3, B6 ve B12, demir,
magnezyum, metiyonin, betain ve o-ketoglutarat gerekir. Sentez igin Oncelikle bir
transferaz reaksiyonu ile lizine, metiyoninden metil gruplarn transfer edilerek 6-N-
trimetil lizine dontstiiriiliir. Daha sonra bu molekiil {izerinde hidroksilaz, dehidrojenaz
ve aldolaz enzimleri etki gostererek karnitin olusturulur. Sentez, hiicrenin hem

mitokondriyal, hem de sitozolik kisminda yiiriitiiliir (49, 52, 147).

Biyosentez 5 basamakta sekillenir. Lizin aminoasitinin metilasyonu ile baslar,
deoksikarnitin hidroksilaz katalizorligiinde deoksikarnitinin karnitine doniismesi ile
biter (147). Sentezin birinci basamagi proteine bagli lizinin metilasyonudur, metilleyici
ajan 5’-adenozilmetionindir (SAM), olusan madde trimetillizindir. ikinci basamakta 3-
hidroksitrimetillizin, ti¢ilincii basamakta deoksikarnitinaldehid, dordiincii basamakta ise
deoksikarnitin olusmaktadir. Besinci ve son basamakta ise etkili katalizor enzim
deoksikarnitin hidroksilazdir ve bu enzimin etkisiyle karnitin olusur. Deoksikarnitinin

karnitine hidroksilasyonu karaciger, beyin, epididimis ve insanlarda ayrica bobreklerde
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gerceklesmektedir. Kas gibi kalan diger dokularda ilgili basamakta enzim faaliyeti

olmadigindan karnitin sentezi yapilamamaktadir (27, 42).

L-lizin
L-Metionin
¥
l Protein-Lizin
S-Adenosil-Metionin \\ o

¥

Protein-6-N-Trimetil lizin

2-Ketoglutarat +0: 6-N-Trimetil lizin

—

— 6-M-Trimetil lizin-3-Hidroksilaz

Suksinat + COy e

-

3-Hidroksi 6-N-Trimetil lizin

—

Glisin

3-0OH-6-N-Trimetillizin aldolaz

Denksi karnitin aldehit

NAD' T Tl

Deoksi karnitin aldehit dehidrojenaz

NADH + H*

L
Deoksi karnitin
2-Ketoglutarat + 0y ————_

‘/ Deoksi karnitin hidroksilaz

Suksinat + C0,

L-KARNITIN

Sekil 14. L-karnitinin biyosentezi.

2.7.4.2. L-karnitinin dokulardaki dagilim:

Endojen olarak sentezlendikten sonra iskelet ve kalp kaslarina taginir. Plazma ve
dokularda serbest formda ya da yag asitlerine bagl olarak yani ester formunda (a¢il L-
karnitin, propiyonil L-karnitin, Palmitoil L-karnitin) bulunur (84). Viicutta L-karnitin,

esterleri ile birlikte total L-karnitin havuzunu olusturmaktadir. Viicutta en yaygin
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dagilim gosteren ester Agil L-karnitindir. Agil L-karnitin de L-karnitin gibi beyinde ve
ozellikle hipotalamusta yiiksek diizeylerde bulunur (35).

Kan serumunda karnitinin % 80’1 serbest, % 20 ‘si ester halinde bulunur ve kan
yoluyla hedef doku ve organlara tasinmaktadir. Kalp kasi ve iskelet kasi karnitin
bagimlidirlar. Karnitinin % 98’ kalp ve iskelet kaslarinda depo edilir. Insanlarda iskelet
kas1 ve dokulardaki karnitin konsantrasyonu kan serumuna gore 100-150 kat daha

fazladir. Karnitin insan organizmasinda 20-25 g depo edilmektedir (13, 39).

Serbest L-karnitinin plazma konsantrasyonu 30-70 pmol/L araligindadir. Kalp,
iskelet kasi, karaciger, bobrekler, yag dokusu, epididimis ve seminal sivida Karnitin igin
ozel transport sistemleri bulunur ve karnitin bu dokular i¢inde yogunlasir. Testosteronun

etkisi ile epididimiste L-karnitin diizeyi plazmadan saglanarak artar (35).

2.7.5. L-karnitinin farmakokinetigi

Diyetle alinan karnitin, aktif transport ile duodenum ve jejunumdan emilir.

Bobreklerde, glomeriiler filtrata gegen boliimiiniin %90" tiibiiler reabsorbsiyona ugrar.

Cok az bir boliimii ise digki ile atilmaktadir (49, 116).

Intravendz yoldan uygulanan L-karnitin renal yoldan atilir. Oral uygulamada ise
L-karnitin bagirsak bakteri florasi tarafindan trimetilamin ve butirobetain agiga c¢ikacak
sekilde yikima ugratilir. Sistemik dolagima higbir degisime ugramadan gecer ve ilag
miktart yaklasik %10-20 civarinda oldugundan, oral yoldan uygulanan bir L-karnitin
dozunun yaklasik %80-90’1nin eliminasyonundan bagirsak metabolizmas1 sorumludur.
Karnitinin fizyolojik dagilim hacmi, karnitin kaslarda depolandig: i¢in yiiksektir (24,
49, 105).
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L- karnitin oral doz aliminda mukozal absorbsiyonunun 2 g dozda doygunluga
ulastigi goriildiigi igin 2 g’dan fazla alinirsa yarar saglamamaktadir, ¢linkii maksimum
kan konsantrasyonu oral doz verildiginde yaklasik 3-5 saattir ve yavas bir sekilde azalir
(20, 81).

Insan viicudu L-karnitin {iretmektedir ancak {iretilen miktar viicut gereksiniminin
%10 u kadardir. Viicudumuzda ortalama 20-25 mg L-karnitin bulunur. Viicudun giinlik
L-karnitin ihtiyac1 ise 200-500 mg arasindadir. Fiziksel aktivite, stres gibi faktorler
eklenince giinliik ihtiya¢ 1200 mg’a kadar cikabilir (49).

2.7.6. L-karnitinin fizyolojik etkileri

L-karnitinin goérevi uzun zincirli yag asitlerini mitokondriye tasimak ve beta
oksidasyon ile ATP iiretimini saglamaktir. Bunun disinda hiicresel olarak mitokondriyal

ve peroksizomal metabolizmada 6nemli gorevleri vardir (6, 74, 84, 141).

Baslica etkilerini siralayacak olursak:

Okside edilecek uzun zincirli yag asitlerinin agil CoA esterleri ancak karnitin
varliginda sitoplazmadan mitokondriye girebilirler. Bu olayda sorumlu enzim karnitin
acil transferazdir. Karnitin agil transferaz I ve Il olmak iizere iki formda bulunur.
Karnitin, karnitin agil transferaz | in katalizi ile asetil CoA ile birleserek acil karnitin
olusur. Bu sekilde mitokondri matriksine gelen acil karnitin, karnitin acil transferaz 11
enzimi etkisiyle karnitin ve asetil COA olmak iizere bilesenlerine ayrilir. Agiga ¢ikan

asetil CoA’lar ise B-oksidasyonla enerji sentezine hizmet ederler (147).

Normal sartlarda mitokondrideki total CoA miktar1 sabit kalmalidir. Serbest COA,
enzimatik reaksiyonlarda gereklidir. Karnitin, CoA-karnitin agil transferaz enziminin
etkisiyle mitokondrial acil COA miktarin1 azaltarak serbest CoA miktarinin artmasina

neden olmaktadir. Serbest COA miktarinin artmasi, o-ketoglutarat dehidrogenaz
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aktivitesini arttirir ve Krebs dongiisiinii hizlandirir (49, 116, 132). Agil-CoA beta
oksidasyona ugrar, olusan agil-COA krebs veya sitrik asit dongiisiine katilir, bir seri
reaksiyon sonucu enerji olusur. Serbest karnitin ise sonra plazmaya doner, tekrar yeni
bir uzun zincir agil-CoA ile reaksiyona girebilir. Yag asidi oksidasyonu sonucunda ATP
olusur. Bu oksidasyonda baslangigta yag asidinin aktiflestirilmesi sirasinda ATP’ye
ihtiya¢ duyulur ancak yag asidi aktiflesip mitokondriye girdikten sonra ATP harcamaya
gerek duyulmaz (101).

Dalli zincirli amino asitlerin (valin, I6sin, izolosin) metabolizmasinda da

karnitinin yardimci bir gorevi vardir (103).

Iskemik dokularda karnitin rezervi hizla tiikenir ve uzun zincirli yag asitleri
okside edilemez, trigliserid sentezi artar, bunun sonucunda da uzun zincirli agil COA ve
uzun zincirli acil karnitin esterleri birikir. Karnitin kullanimi ile g¢esitli deneysel iskemi
modellerinde, mitokondrinin metabolik hizi ve oksijen kullaniminin arttigi
gosterilmistir.  Doku karnitin seviyesinin normale ylikseltilmesiyle uzun zincirli agil
CoA’dan agil gruplar ayrilarak intramitokondrial agil CoA miktari normale diigiiriiliir
ve yiiksek acil CoA seviyelerinin getirdigi olumsuz etkiler ortadan kalkar. Ayrica
karnitin ile aerobik piruvat metabolizmasi uyarilarak piruvatin laktik aside doniismesi

baskilanir; bu sekilde hiicre i¢i laktik asit birikimi de engellenir (79, 147).

L-karnitinin metabolizmadaki fonksiyonlar1 agagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Yag asitlerinin taginmasi,

e Serbest CoA igin gerekli ortamin saglanmasi,

e Amonyak toleransini arttirma,

e Immiin sistemin desteklenmesi,

e Spermatogenesis ve sperm hareketliligini destekleme (132).

e Aminoasit, piriivat ve keton cisimciklerden enerjinin saglanmasi

e Trigliserit ve kolesterol seviyesinin diistliriilmesi
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e Keto asit zinciri boliimli, kisa ve orta-zincir yag asitlerinden metabolik enerji
tiretimi

e Keton metabolizmasini diizenlemek

e Glikojen sentezi ve ATP {iretimini diizenleme

e Kahverengi adipoz dokuda termoregiilasyon

e Toksik acilkarnitin esterlerinin mitokondride yikimi

e Acil CoA’nin transesterifikasyonu

e Cizgili kaslarda oksidatif fosforilasyonla enerji iiretimine yardimci (8, 38, 128,
145).

o Aerobik glikolizin aktivasyonu

e Solunum zincir fonksiyonlarinin uyarilmasi

e Membran stabilizasyonu

e Antioksidan etki (33, 74, 141).

2.7.7. L-karnitinin fertilite iizerine etkileri

L-karnitinin, sperm enerji metabolizmasinda ve sperm hareketinde 6nemli rolii
bulunmaktadir (30). Sperm motilitesi bozuk kisilerde agil-L-karnitin/L-karnitin
oraninda azalma oldugu belirtilmistir (7). Yapilan c¢alismalara gore karnitinin yogun
olarak epididimisde bulundugu ve infertil erkeklerde L-karnitin tedavisi ile sperm
konsantrasyonu ve hareketliliginde, miktarinda artis gozlenmistir (2, 119, 146). L-
karnitin, Sertoli hiicrelerinin fonksiyonunu diizenler, oksidatif hasara karsi spermleri

korur ve spermatogenik hiicre apoptozunu azaltir (11).

2.7.8. L-karnitinin kanser ve antikanser ilaclar ile iliskisi

Antikanser ilaglar lipid peroksidasyonuna neden olurlar ve karnitinler antioksidan
etkileri ve serbest radikallere etkileriyle hiicreleri antikanser ilaglarin toksisitesine karsi

korurlar (49). Eksojen L-karnitin Doksorubisin-nedenli lipid peroksidasyonunu
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azaltmaktadir. Bu olumlu etki, karnitinin enerji metabolizmasi {izerine etkisi ve

antioksidan etkisiyle iliskilendirilmistir (86).

2.7.9. L-karnitinin antioksidan etkisi

L-karnitinin antiradikal ve antioksidan etkileri vardir. Ortamdan SOR’u
uzaklastirir. Biyolojik membran lipidlerini oksidasyondan korur ve MDA gibi lipid
peroksidasyon iriinlerinin birikmesini Onler (44). Serbest oksijen radikalleri (SOR)
sentezini hizlandiran Fe**le kompleksler olusturarak lipid peroksidasyonunu azaltir
(147).

L-karnitin, bir antioksidan olarak antioksidan savunma mekanizmasinda gorevli

SOD, GPx ve katalaz gibi enzimlerin aktivitelerini korumaktadir (37).

L-karnitin, SOR olusumunu 6nler ve hiicreleri peroksidatif stresten korur. Buna
bagl olarak karnitinle yapilacak bir antioksidan tedavi SOR’a bagl infertilitesi olan
erkeklerde tedavi edici olarak kullanilabilir (45).

2.7.10. L-karnitinin kullanildig: alanlar

Yaslanmay1 geciktirmede,

Hafizanin gelistirilmesinde,

Kalp krizi ve diger kalp rahatsizliklarin 6nlenmesinde,

Perifer damar hastaliklar1 tedavisinde,

Kronik bobrek yetmezligi tedavisinde,

Alzheimer hastaliginin 6nlenmesinde,

HIV viriisii ve AIDS hastalig1 tedavisinde,

Sperm olgunlugu ve hareketliligini gelistirmede,

Ilag etkilesimlerinde sekonder L-karnitin azalmasini 6nlemek igin yapilan

caligmalarda,
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¢ Sinirsel rahatsizliklar ve depresyon tedavisinde,

e Dengeli beslenme, diyet, obezite c¢alismalarinda ve seker hastaligi tedavisinde

kullanilmaktadir (132).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda, 4 aylik 200-350 g agirliginda toplam 28 adet eriskin erkek
Spraque-Dawley cinsi sigan kullanildi. Hayvanlar standart kosullarda, 12 saat aydinlik
12 saat karanlik 151k periyoduna sahip ortamda uygun kafeslerde barindirildi ve giinliik
olarak takip edildi. Yem ve su gereksinimleri her giin takip edilerek karsilandi. Tim
gruplari olusturan si¢anlar deney siiresi boyunca normal pelet yem ve su ile beslendi.
Bu calismada yapilan tiim islemler Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu tarafindan 28.12.2012 tarihli ve 310 sayil1 karar1 ile onaylanmustir.

Deney hayvanlari, Kontrol grubu, Doksorubisin grubu, L-Karnitin grubu ve
Doksorubisin+L-Karnitin grubu olarak, her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba
ayrild.

1) Kontrol grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarina 4 hafta boyunca 1, 7, 14, 21. ve
28. giinlerde olmak tizere glinde 1 kez sicanlarin viicut agirliklarma gore hacmi
hesaplanarak belirlenen dozda serum fizyolojik (1cc/kg) (Doksorubisin ¢oziiciisii

oldugundan) 1.p olarak verildi.

2) Doksorubisin grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 4 hafta boyunca
1,7, 14, 21. ve 28. giinlerde olmak iizere giinde 1 kez Doksorubisin 4 mg/kg i.p. olarak
verildi (89, 99, 100, 137).

3) L-karnitin grubu: Bu gruba 4 hafta (28 giin) boyunca her giin, giinde 1 kez 200
mg/kg L-karnitin i.p olarak verildi (67, 136, 146).
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Tablo2. Deney Takip Cizelgesi; Doksorubisin

:4mg/kg L-karnitin: 200mg/kg SF:1lcc/kg

GUNLER 1.GUN 2.-6. 7.GUN 8.-13. 14.GUN 15.-20. 21.GUN 22.-27. 28.GUN
GUNLER GUNLER GUNLER GUNLER
GRUPLAR
Doksorubisin Doksorubisin Doksorubisin Doksorubisin Doksorubisin Doksorubisin
Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin Doksorubisin L-karnitin Doksorubisin L-karnitin Doksorubisin L-karnitin Doksorubisin
+L-karnitin +L-karnitin +L-karnitin +L-karnitin +L-karnitin +L-karnitin
L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin L-karnitin
%00.9 NaCl SF SF SF SF SF
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4) Doksorubisin+L-Karnitin grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 4
hafta boyunca 1, 7, 14, 21. ve 28. giinlerde giinde 1 kez Doksorubisin 4 mg/kg ve 4
hafta (28 giin) boyunca her giin, giinde 1 kez 200 mg/kg L-Karnitin i.p. olarak verildi.

3.2. Kimyasallar

Doksorubisin olarak, SABA ila¢ firmasinin Adrimisin 10 mg/5ml liyofilize
enjeksiyonluk toz igeren flakon kullanildi. L-Karnitin igin ise, SIGMA-TAU

Pomezia/italya, SANTA FARMA firmasinm 1g/5ml L-karnitin i¢ tuz igeren ampul
kullanildi.

3.3. Viicut Agirhklarinin Olciimii

Deney bagindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklart uygulanacak madde
dozlarim belirlemek {izere her giin tartildi. Deney Oncesinde ve sonunda agirliklar

tartilarak kaydedildi.

3.4. Testis Agirhklariim Olgiimii

Testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro AV264C) marka hassas terazi ile
tartildi. Testis agirliklart her sican icin ayr1 ayr1 sag ve sol olmak iizere tartilarak kayit
edildi. Sol testisler Bouin fiksatifine ve sag testisler ise %10‘luk formaldehit igerisine

alindi.
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3.4.1. Testis agirlik indeksi hesaplamast

Deney sonunda olgiilen viicut agirligr ile ayni hayvana ait sag ve sol testis agirlig
toplam1 asagidaki formiile gore hesaplanarak her hayvan igin TAI degerleri belirlendi
(130).

TAI: [(sag+sol testis agirliklar1 toplami)/viicut agirligi] x 100

3.5. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin fiksatifi su sekilde hazirlandi;

Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
Formaldehit (% 40) 25 ml

Glasiyal asetik asit 5mi

Molekiil agirligi kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 ml saf su igerisinde
¢oziilerek doymus pikrik asit elde edildi. Doymus pikrik asit ¢6zeltisi kullanilmadan
once siiziildii. Bouin fiksatifini hazirlamak ig¢in 6nce doymus pikrik asit ¢6zeltisi ile

formaldehit, daha sonra iizerine yavasca glasiyal asetik asit ilave edilerek karistirildi
(22).

3.6. Dokularin Alinmasi

Hayvanlarin son enjeksiyondan 24 saat sonra viicut agirliklar1 6lgiiliip kaydedildi.
Ketamin (90 mg/kg) + ksilazin-hidrokloriir (10 mg/kg) anestezisi ve servikal

dislokasyon ile 6ldiiriildiiler (18). Hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi.
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3.7. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilmis testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde enjektor ucu ile
testislerin kapsiillerine karsilikli birkag delik agildi. Dokular Bouin fiksatifine alindi.
Testis dokular sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde 6nce ortadan iki esit
pargaya ve daha sonra bu parcgalar da yeniden ikiye bdliinerek kasetlere alindi. Dokular
Bouin fiksatifinde yirmi dort saat bekletildi. Daha sonra doku takibi uygulanarak her
hayvana ait parafin bloklar hazirland1 (18, 22). Her testisten 2 blok elde edildi.

Parafin bloklar hazirlanma siiresince kullanilan doku takip yOnteminin

basamaklari asagida gosterilmistir.

Tablo 3. Doku takip yontemine ait siireler

Kimyasal Uygulama siiresi (saat)
Bouin Cozeltisi 24

%70 Alkol 1

%380 Alkol 1

%90 Alkol 1

%96 Alkol I 1

%96 Alkol 11 1

%100 Alkol 15-20 dk
Ksilol | 10 dk
Ksilol 11 10 dk
%50 Parafin - %50 Ksilol 30 dk
Parafin | 45dk
Parafin 11 1
Parafin 111 1
Bloklama

%10‘luk formaldehit ile tespit edilen dokular rutin histolojik islemlerden
gecirilerek parafin blok haline getirildi.
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3.8. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) Boyasinin Hazirlanisi

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya c¢ozeltisi asagidaki sekilde hazirlandi

(18, 22, 68).

A- Periyodik asit 19
Saf su 200 ml
B- Schiff ¢ozeltisi;
Bazik fuksin 1g
Saf su 200 ml
C- Potasyum metabisiilfit 29
D- Hidroklorik asit 2ml
E- Aktif kdmiir 2¢g

Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin 6nce hazirlandi. Periyodik asit saf suda
cozdiirilerek kaynatildi. Kaynatilan ¢o6zeltiye bazik fuksin eklenip karistirildi ve
50°C'ye kadar sogutuldu. Uzerine 2 ¢ potasyum metabisiilfit eklenerek karistirildi.
Cozelti oda sicakligima gelince 2 ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi, sonra 2 g
aktif komiir eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir

gece bekletildi. Cozelti, kullanilacagi zaman siiziildii.

3.9. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 30 pm trim araligi ile 3 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam
tizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandi. Her
bloktan alinan 3 um kalinligindaki seri kesitlerden olusan lamlar mikroskobik inceleme

icin PAS+H boyasi ve H-E ile boyandi.

Boyama yonteminin basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 4, Tablo 5°de

gosterilmistir.
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Tablo 4. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

Kimyasal madde

Uygulama siiresi (dk.)

Ksilol |

10

Ksilol 11

10

%96 Alkol 1

%96 Alkol 11

%90 Alkol

%80 Alkol

%70 Alkol

Distile Su

Hematoksilen

= ol o o1 o1 o1 o

Cesme suyunda yikama

Suyun rengi seffaf olana kadar

Eozin 5
%70 Alkol 2
%80 Alkol 2
%90 Alkol 2
%96 Alkol 1 2
%96 Alkol 11 2
Ksilol | 10
Ksilol 11 10

Lamlarin kapatilmasi
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Tablo 5. PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)

Ksilol | 10

Ksilol Il

[ay
o

%96 Alkol 1

%96 Alkol 11

%90 Alkol

%80 Alkol

%70 Alkol

Distile Su

Periyodik asit

N ol o o1 o1l o o1 o1

Distile Su

Schiff ¢ozeltisi

[EY
[S)]

Cesme suyu

(63}

Hematoksilen

Cesme suyu

%70 Alkol

%80 Alkol

%90 Alkol

%96 Alkol 1

%96 Alkol I

Ksilol |

[E
o

Ksilol 11

[E
o

Lamlarin kapatilmasi

3.10. Histolojik Degerlendirme

PAS+H ve H-E yontemi ile boyanan kesitler histolojik degerlendirme igin DP 70
dijital kameraya sahip Olympus BX51 i1sik mikroskobunda (Olympus Corp. Tokyo,

Japonya) incelenerek gruplari temsil eden goriintiiler elde edildi.

Hazirlanan preparatlarda, interstisyel alanlar ve seminifer tiibiiller ayr1 ayri
degerlendirildi. Bazal membran, spermatogenik seri hiicreler, Sertoli hiicreleri, Leydig

hiicreleri, inflamatuar hiicre artisi, 6dem, kanama, makrofaj yogunlugu ve fibroblast
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benzeri hiicre artigi, lif, damar yapis1 ve damarlardaki kanlanma dikkate alinarak
mikroskopta incelendi. Elde edilen histolojik bulgular, istatistiksel bulgular ile

karsilastirildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Siirekli veriler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Kategorik veriler ise
yiizde (%) olarak verilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugunun arastirilmasinda
Shapiro Wilk’s testinden yararlanilmistir. Normal dagilim gosteren gruplarin
karsilastirilmasinda, grup sayisi li¢ ve lizerinde olan durumlar i¢in Tek yoOnlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Tekrarli dl¢imler igin iki yonlii tekrarli
Olcimler ANOVA (Tek Faktor Tekrarli) “Two way reapeated mesasures ANOVA (One
Factor Repetition)” testi kullanilmistir. Analizlerin uygulanmasinda IBM SPSS
Statistics 21.0 ve Sigma Stat 3.5 programlarindan yararlanilmistir. Istatistiksel Snemlilik

icin p<0.05 degeri kriter kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Caligmamizdan elde edilen ve hesaplanan agirlik verileri Tablo 6-11. ve Sekil. 15-
26’da verilmistir. Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan
testislerinin genel goriiniimii saptamak i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E), Periyodik Asit
Schiff (PAS)+Hematoksilen (H) boyasi uygulanmistir. Gozlemlere ait veriler ise
mikrograflar esliginde asagida ilgili boliimde yer almaktadir.

4.1. Viicut ve Testis Agirhg1 Bulgular

4.1.1. Viicut agurligr analizi

Tiim deney gruplarinin deney Oncesi viicut agirliklart ve deney sonrasi viicut
agirliklart karsilagtirlldiginda anlamli bir fark gozlenmistir (p<0.001***). Kontrol
grubunda deney sonrasi viicut agirhiginin deney oncesinden yiiksek oldugu belirlenmis
olup istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir (p<0.001***). Doksorubisin
uygulanan grupta ise; deney Oncesi viicut agirhi@i deney sonrasi viicut agirligindan
yiksek saptanmig, istatistiksel olarak Onemli fark go6zlenmistir (p=0.009**).
Doksorubisin+L-karnitin uygulanan grupta deney sonrast viicut agirhigi deney Oncesi
viicut agirligindan yiiksek olup, istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir
(p=0.036%*). L-karnitin uygulanan grupta ise deney sonrasi viicut agirligi deney oncesi
viicut agirligindan yiiksek saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir
(p<0.001***) (Tablo 6, Sekil 15-17).
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Tablo 6. Gruplara gére deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirligi farklari.

Deney Oncesi ve Sonrasi Viicut Agirhgi (Ortalama + Standart
Sapma)
Deney Oncesi | Deney sonrasi
Gruplar Ortalama Ortalama b
Kontrol 268,57+38,05 337,29+49.,41 < 0.001***
Doksorubisin 282,86+£31,47 258,29+40,40 0.009 **
L-Karnitin 271,43+39,76 309,14+33,57 < 0.001***
Doksorubisin |77 14,3729 | 29643+37,38 0.036 *
+L-Karnitin

Deney Oncesi viicut agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.890") (Sekil 15).

ilk Viicut Agirhklar )

450

£
Q
Q

w
wn
o

300

250

3

150

100

u
Q

T
0 I ‘ ' I ' ‘ E

L-Karnitin

D oksorubisin ve
L-Karnitin
Gruplar

Kontrol Doksorubisin

Sekil 15. Gruplarin deney dncesi viicut agirliklari.

58



450
400
—_ '|' E
& 350 r
T
§ 300 1 J_ I
% 250 \
— 200
g
2 150
E 100
=
50
ﬂ 1 T 1 1
K ontrol Doksorubisin  Doksorubizsin L-Earnitin
ve L-Kamitin
Gruplar
Sekil 16. Gruplarin deney sonu viicut agirliklari.
e e 3
340
e
_ 30 LI
] E
P
300
§ # A
& 280 d
- N
E 260 +
=
240 + '
220
Once | Sonra | Onee | Sonra | Onece | Sonra | Onece | Sonra
E ontrol Doksombizsin | Doksorubisin L-Earnitin
Ve
Gruplar [ _Karnitin

Sekil 17. Sicanlarin deney Oncesi ve sonrasi viicut agirhigi farklar.
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Deney sonrasi viicut agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol
grubu ile doksorubisin grubu arasinda 6nemli derecede fark gozlenmistir (p=0.001*%*).
L-karnitin ile doksorubisin gruplar1 arasinda da fark yiiksek olmasmma ragmen
istatistiksel olarak anlam gdzlenmemistir (p=0.051"). Kontrol ile doksorubisin+L-
karnitin, doksorubisin+L-karnitin ile doksorubisin, kontrol ile L-karnitin ve L-karnitin
ile doksorubisin+L-karnitin gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (sirasiyla,

p=0.058™, p=0.076™, p=0.185", p=0.544") (Tablo 7, Sekil 18).

Tablo 7. Gruplar arasinda deney sonras1 viicut agirligi farklari (ns= Not Significant) (Anlamh Degil).

DENEY
SONRASI Kontrol Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin
YI"JCUT + L-karnitin
AGIRLIGI
Kontrol - p=0.001** p=0.058" p=0.185"
Doksorubisin - - p=0.076" p=0.051"
Doksorubisin - - - p=0.544"
+ L-karnitin
L-karnitin - - - -—
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Sekil 18. Sicanlarin deney sonrasi viicut agirliklarinin gruplar arasinda karsilagtirilmast.

4.1.2. Sag testis agirligi

Istatiksel olarak yaptigimiz analize gdre gruplar arasinda sag testis agirliklari
karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.001***). Sag testis agirliklar
gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile doksorubisin grubu, kontrol grubu
ile doksorubisin+L-karnitin grubu, doksorubisin grubu ile L-karnitin grubu ve L-
karnitin grubu ile doksorubisin+L-karnitin grubu sag testis agirliklari arasinda anlaml
bir fark oldugu gozlenmistir (sirasiyla, p=0.003**, p=0.002**, p=0.001**,
p<0.001***), Kontrol grubu ile L-karnitin grubu ve doksorubisin ile doksorubisin+L-
karnitin grubu sag testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark goézlenmemistir
(sirastyla p=0.950", p=0.995" ). Sag testis agirlig1, doksorubisin+L-Karnitin grubunda
en disiik degere sahipken, L-karnitin grubunda en yiiksek degere sahiptir (Tablo 8,
Sekil 19,20).
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Sekil 19. Gruplarin deney sonu sag testis agirliklari.

Tablo 8. Gruplar arasinda deney sonu sag testis agirligi farklari.

SAG TESTIS Kontrol Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin
AGIRLIGI + L-karnitin
Kontrol - p=0.003** p=0.002** p=0.950""
Doksorubisin - - p=0.995"° p=0.001**
Doksorubisin - - - p< 0.001***
+ L-karnitin
L-karnitin - - - -
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Sekil 20. Sicanlarin deney sonrast sag testis agirliklarinin gruplar arasinda karsilagtirilmast.

4.1.3. Sol testis agirhig

Yapilan istatiksel analizlere gore gruplar arasinda sol testis agirliklar
karsilagtirildiginda anlamli bir fark gozlenmistir (p<0.001***). Gruplar arasinda sol
testis agirliklart karsilastirildiginda, kontrol grubu ile doksorubisin grubu, kontrol grubu
ile doksorubisin+L-karnitin grubu ve L-karnitin grubu ile doksorubisin+L-karnitin
grubu sol testis agirliklart arasinda anlamli bir fark oldugu goézlenmistir (sirasiyla
p=0.009**, p=0.001**, p=0.012*). Kontrol grubu ile L-karnitin grubu, doksorubisin ile
doksorubisin+L-karnitin grubu ve doksorubisin ile L-karnitin grubu sol testis agirliklar
arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (sirasiyla p=0.609", p=0.670", p=0.136").
Sol testis agirligi, doksorubisin+L-karnitin grubunda en diisiik degere sahipken, kontrol

grubunda en yiiksek degere sahiptir (Tablo 9, Sekil 21,22).
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Sekil 21. Gruplarin deney sonu sol testis agirliklari.

Tablo 9. Gruplar arasinda deney sonu sol testis agirlig: farklari.

SOL TESTIS

L I Kontrol Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin
AGIRLIGI + L-karnitin
Kontrol - p=0.009** p=0.001** p=0.609"
Doksorubisin - - p=0.670" p=0.136""
Doksorubisin - - - p=0.012*
+ L-karnitin
L-karnitin - - - -
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Sekil 22. Sicanlarin deney sonrast sol testis agirliklarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi.

4.1.4. Toplam testis agirlig

Gruplar arasinda toplam testis agirliklar: istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir fark saptanmustir (p<0.001***). istatiksel olarak gruplar arasinda toplam
testis agirliklart karsilastirildiginda, kontrol grubu ile doksorubisin grubu, kontrol grubu
ile doksorubisin+L-karnitin grubu, doksorubisin grubu ile L-karnitin grubu ve L-
karnitin grubu ile doksorubisin+L-karnitin grubu toplam testis agirliklar1 arasinda
anlamli bir fark gozlenmistir (sirasiyla, p<0.001*** p<0.001***, p=0.002**,
p<0.001***), Kontrol grubu ile L-karnitin grubu ve doksorubisin ile doksorubisin+L-
karnitin grubu toplam testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark saptanmamistir

(sirastyla, P=0.939", P=0.785") (Tablo 10, Sekil 23,24).
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Sekil 23. Gruplarin deney sonu toplam testis agirliklari.

Tablo 10. Gruplar arasinda deney sonu toplam testis agirlig: farklari.

TOPLAM Kontrol Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin
’l:ESTIS + L-karnitin
AGIRLIGI
Kontrol - p< 0.001*** p< 0.001*** p=0.939"
Doksorubisin - - p=0.785" p=0,002**
Doksorubisin - - - p< 0.001***
+ L-karnitin
L-karnitin - - - -
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Sekil 24. Sicanlarin deney sonrasi toplam testis agirliklarinin gruplar arasinda karsilagtirilmas.

4.1.5. Testis agwrhk indeksi ( TAD)

Yapilan istatistiksel karsilastirmada TAI agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark gozlenmistir (p=0.011%). Istatiksel olarak gruplar arasinda TAI degerleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu ile doksorubisin+L-karnitin grubu ve L-karnitin grubu
ile doksorubisin+L-karnitin grubu TAI degerleri arasinda anlaml bir fark gdézlenmistir
(sirasiyla, p=0.037*, p=0.010*) (Tablo 11, Sekil 25,26).
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Sekil 25. Gruplarin deney sonu testis agirlik indeksleri.

Tablo 11. Gruplar arasinda deney sonu testis agirlik indeksi farklari.

TAI Kontrol Doksorubisin Doksorubisin L-karnitin
+ L-karnitin
Kontrol - p=0.852" p=0.037* p=0.945"
Doksorubisin - - p=0.183" p=0.537"
Doksorubisin - - - p=0.010*
+ L-karnitin
L-karnitin - - — —
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Sekil 26. Sicanlarin deney sonrasi testis agirlik indekslerinin gruplar arasinda karsilagtiriimast.

4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobunda kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinde
genel gorliniimii saptamak i¢in Hemotoksilen-Eozin (H-E) boyasi, Periyodik Asit-Schiff
(PAS + H) boyasi yapildi.

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 151k  mikroskobik
incelemelerinde, bazal membran, seminifer tiibiil yapilar1 ve interstisyel alan normal
yapida gozlendi (Sekil 27). Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri eozinofilik
sitoplazmalari, ¢ok sayida c¢ekirdekcik igeren eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve
damarlarin etrafinda gruplar halinde yerlesimleriyle diizgiin gozlendi. Interstisyel
alandaki damarlar normal yapida gézlendi (Sekil 28). PAS + H ile boyadigimiz testis
orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapis1 normal
yapida gozlendi. Makrofajlar ise PAS pozitif sitoplazmalari ile ayirt edilerek sayilar1 ve

goriinimleri normal gozlendi (Sekil 30). Tiibiil duvari, Sertoli hiicreleri, belirgin
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spermatogonyumlar1 ve spermatogenik seri hiicreleri ile normal yapida gozlendi. Geg
spermatidler, kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina dogru, Sertoli hiicrelerinin arasina

lokalize olarak normal gériiniimdeydiler (Sekil 29).

4.2.2. Doksorubisin grubu

Doksorubisin verilen deney grubunu olusturan sigan testis dokusunun 1sik
mikroskobik incelemelerinde seminifer tiibiillerde hasar ve hiicresel dejenerasyon
gozlendi (Sekil 31). Doksorubisin grubunda testis dokusunda seminifer tiibiil
duvarindaki spermatogenik hiicrelerde 6zellikle spermatogonyumlarda dejenerasyonlar
ve hiicresel kayiplar (Sekil 32) gozlendi. Bazi tiibiillerin limenlerinin bos oldugu ve
limenlerde bulunan spermatozoonlarin dejenere oldugu goézlendi (Sekil 32). Seminifer
tiiblil duvarinda vakuolizasyon (Sekil 33) gozlendi. Tibiil limenine olgunlasmamis
hiicrelerin dokiilmesi (Sekil 33) ve seminifer tiibiil ¢apinda azalma gozlendi. Bazal
membrana oturmus spermatogonyumlarin sayisinin olduk¢a az olmasi, kromatin
yapisinin hetekromatik hale doniismesi ve g¢ekirdek siirlarinin diizensiz olusu dikkati
cekti. Spermatogenik hiicrelerin bazal membrandan ayrildigi ve bazal membranda
ondiilasyon (Sekil 34) gozlendi. Interstisyel alanda bulunan makrofaj ve Leydig
hiicreleri normal yap: ve sayida goriildii (Sekil 34). Interstisyel alanda 6dem, kanama ve

polimorf hiicre gézlenmedi.

4.2.3. L-karnitin grubu

L-karnitin verilen deney grubunun sigan testis Orneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde ise, spermatogenezin normal devam ettigi gozlendi (Sekil 35).
Interstisyel alandaki Leydig hiicreleri, damar yapilari ve makrofajlar normal
goriinimdeydi (Sekil 36). Bazal membran, seminifer tiibiil yapilar1 ve interstisyel alan
kontrol grubuna benzer bir yapida goriildi (Sekil 37). PAS pozitif boyanmis normal
bazal membran yapis1 goriildii (Sekil 38). Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik
hiicre serileri; spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid hiicresi ve Sertoli

hiicresi, tiibiil liimeninde ise spermatozoonlar normal olarak goriildii (Sekil 38).

70



4.2.4. Doksorubisin + L-karnitin grubu

Doksorubisin ile karnitinin birlikte verildigi gruplarin sican testis Ornekleri
tizerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, birkag tiibiilde hasarin az da olsa
devam ettigi goriilmekle birlikte, olduk¢a azalmis tiibiiler hasar, korunmus
spermatogenik hiicreler ile spermatogenezin devam ettigi gorildi (Sekil 39).
Interstisyel alanda normal goriiniimlii Leydig hiicreleri ve PAS pozitif sitoplazmali
normal goriiniimlii makrofajlar gézlendi (Sekil 40). Tek basina doksorubisin verilen
gruplarda spermatogonyumlarda goriilen hiicresel bozukluklar, bu gruplarda nadir
goriildi. PAS pozitif boyanmis bazal membran yapisi normal gorildi (Sekil 41).
Normale yakin korunmus spermatogenik hiicreler ile birlikte spermatogenez devam
etmekteydi (Sekil 42).
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Sekil 27. Kontrol grubu si¢an testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer

tibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik hiicreler goriilmekte (bar: 200pum, H-E).

Sekil 28. Kontrol grubu sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer

tiibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik hiicreler goriilmekte (bar: 50 pm, H-E).
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Sekil 29. Kontrol grubu sican testis dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer

tiibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik hiicreler goriilmekte (bar: 50 pm, H-E).

Sekil 30. Kontrol grubu sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer

tiibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik hiicreler goriilmekte (bar: 50 um, PAS-H).

73



Sekil 31. 4 mg/kg doksorubisin verilen sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Seminifer
tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejenerasyonlar, hiicre kayiplar1 ve seminifer tiibiil epitelinde

dejenerasyon (%), tiibiil duvarinda vakuolizasyon ( C=pdikkati cekmektedir (bar: 200 um, H-E).

Sekil 32. Doksorubisin verilen gruba ait testis kesitinde spermatogenik hiicrelerde yogun dejenerasyonlar,

hiicre kayiplari (<) ve seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon ( %) goriilmektedir (bar: 100 um, H-E).

74



Sekil 33. Doksorubisin verilen sican testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik
hiicrelerde dejenerasyonlar ve hiicresel kayiplar, tiibiil duvarinda vakuolizasyon ( C=), seminifer tiibiil
liimenine ddkiilen hiicreler (> ) dikkati gekmektedir (bar: 100 pm, H-E).

Sekil 34. Doksorubisin verilen gruba ait testis kesitinde, spermatogenik hiicrelerde dejenerasyon ( $%),
bazal membranda ondiilasyon ( =, goriilmektedir (bar: 100 pm, PAS-H).
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Sekil 35. 200 mg/kg L-karnitin verilen gruba ait testis kesitinde normal yapida seminifer tiibiiller,
spermatogenik hiicreler ve devam eden spermatogenez (¢=>), tiibiil liimeninde spermatozoonlar ()

goriilmektedir (bar: 50 pm, H-E).

Sekil 36. L-karnitin grubuna ait testis kesitinde, seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler

(¢) ve tiibiil liimenindeki spermatozoonlar (Sﬁx’) normal histolojik yapida goriilmekte (bar: 50pum, H-E).
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Sekil 37. L-karnitin verilen si¢an testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Spermatogenik hiicreler

ve seminifer tiibiiller normal histolojik yapida goriilmekte (bar: 200 um, PAS+H).

Sekil 38. 200 mg/kg L-karnitin verilen testis dokusunun 1g1k mikroskobik goriintiisii. PAS pozitif bazal
membran yapist (—), seminifer tiibiil liimeninde spermatozoonlar ({g), seminifer tiibiildeki normal

yapidaki spermatogenik hiicre serileri ve spermatogenez ( (=) goriilmektedir (bar: 100 um, PAS+H).
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Sekil 39. 4 mg/kg doksorubisin ve 200 mg/kg L-karnitin verilmis si¢an testis dokusunda azalmus tiibiiler
hasar, korunmus spermatogenik hiicreler ile birlikte devam eden spermatogenez (=) ve tiibiil limeninde

spermatozoonlar (*) dikkat ¢ekmektedir (bar: 100 pm, H-E).

Sekil 40.Doksorubisin+L-karnitin grubuna ait testis kesitinde normal yapida seminifer tiibiiller, korunmus

spermatogenik hiicreler () ve tiibiil liimeninde spermatozoonlar (¥¥) goriilmektedir (bar: 50 pm, H-E).
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Sekil 41.Doksorubisin+L-karnitin grubuna ait testis kesitinde normal yapida seminifer tiibiiller, korunmus
spermatogenik hiicreler ve devam eden spermatogenez (¢=>), tiibiil limeninde spermatozoonlar (%¥) ve

bazal membranlarin ondiilasyon gostermedigi (—=») goriilmektedir (bar: 100 pm, PAS-H).

Sekil 42. Doksorubisin+L-karnitin grubuna ait testis kesitinde, korunmus tiibiiller ve spermatogenik
hiicreler (=), tiibiil liimeninde spermatozoonlar (ﬂ’ ) goriilmektedir (bar: 100 um, PAS-H).
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5. TARTISMA

Doksorubisinin testis histolojisi iizerinde neden oldugu degisiklikler bir¢ok
calisma ile ortaya konulmustur (47, 80, 89, 99). Calismamizda elde ettigimiz bulgular
doksorubisinin testisler iizerinde bazi1 olumsuz etkilerinin oldugunu ve doksorubisinin
L-karnitin ile birlikte verilmesi sonucunda testislerde belirli Olgiide bu olumsuz

etkilerde diizelme saglandig1 gosterilmistir.

Calismamizin viicut agirligi bulgular1 incelendiginde doksorubisinin viicut agirlig
tizerinde azaltic1 bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Ancak, doksorubisin+L-karnitin ve
L-karnitin gruplarinda artig gézlenmistir. Bu bulgular bize L-karnitinin viicut agirligini

arttirict bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Das ve arkadaslarinin siganlar iizerinde 28 giin boyunca yaptigi ¢alismada 3
mg/kg intraperitoneal olarak doksorubisin uygulanmis olup viicut ve testis agirliginda
azalma, anormal sperm sayisinda artis, sperm sayist ve hareketinde azalma
gozlemlemislerdir. Bizim yaptigimiz calismada da bu c¢alismaya paralel olarak
doksorubisin verilen hayvanlarda 28 giin sonunda yapilan Sl¢limlerde doksorubisinin

viicut ve testis agirligini azalttig1 gézlenmistir (40).

Sridevi ve arkadaslarmin fareler iizerinde yaptigi c¢alismada 24 saatte bir
intraperitoneal olarak 0.5 mg/kg doksorubisin uygulanmistir. 6 giin sonunda dokulari
alman hayvanlarin testis agirliklarinda azalma, viicut agirliklarinda azalma
gozlemlenmistir. Bunun yam sira testisler incelendiginde Leydig hiicrelerinde
dejenerasyon, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon ve dejenerasyon gozlemlemislerdir

(126).

Adam ve arkadaslarinin yaptig bir calismada, haftada 3 doz olmak iizere toplam
12 doz 1 mg/kg doksorubisin intraperitoneal olarak ratlara uygulanmistir. Doksorubisin
uygulanan grupta testis agirliginda %50’ye varan azalma, viicut agirhiginda kademeli

olarak azalma ve sperm sayisinda onemli derecede azalma gozlemlenmistir. Bu ¢alisma
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ile doksorubisinin spermatogenik aktiviteye inhibitdr etkisi yaptigi ortaya konmustur

(5).

Saalu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 10 mg/kg intraperitoneal olarak tek doz
doksorubisin uygulandiktan 8 hafta sonra yapilan incelemede doksorubisinin testis
dokusuna hasar verdigi ortaya konmustur. Viicut agirliginda, testis agirligi ve hacminde
azalma, sperm sayisi ve hareketinde istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile doksorubisinin testikiiler oksidatif strese neden

oldugu belirtilmistir (107).

Gholizad ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi bir ¢alismada doksorubisinin sag
ve sol testis ile epididimis agirliginda azalmaya, konrol grubuna kiyasla viicut
agirliginda azalmaya sperm morfolojisinde anomaliye, sperm sayisinda azalmaya yol

actig1 gozlemlenmistir (57).

2013 yilinda El Sayyad ve arkadaslarinin yaymladig1 bir ¢aligmada adriyamisin
(doksorubisin) i.p 0.2 mg/kg 30 giin boyunca uygulanmistir. Doksorubisinin testis
agirh@ina istatistiksel olarak bir etki yapmadigi fakat ¢ok sayida germ hiicresinin
6liimiine yol ac¢tig1 ayn1 zamanda sperm sayisinda ve hareketinde azalmaya yol actig1
gozlemlenmistir. Intersitisyel alanda vakuolizasyona bagl olarak 6dem tespit edilip
dejenere olmus Leydig hiicrelerinin sayisinda artis belirlenmistir (47). Doksorubisinin
testis agirlig1 iizerine olan etkisi ¢esitli caligmalarla belirtilmistir. Farkli doz ve stireler
uygulanmis olsa da calismalarin ¢ogunda doksorubisinin testis agirligina azaltici
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Biz de ¢alismamizda bu ¢alismalara paralel olarak
doksorubisin uyguladigimiz grupta istatistiksel olarak testis agirliginda azalma

gozlemledik.

Sprague Dawley cinsi si¢anlar ile yapilan bir ¢alismada i.p 10 mg/kg tek doz
uygulanan doksorubisinin viicut agirlginda 6nemli derece azalmaya neden oldugu
gozlemlenmistir. Sperm sayist ve hareketinde azalma ile birlikte enzimatik testler

sonucu oksidatif strese ve testikiiler toksisteye neden oldugu ortaya konmustur (80).
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Diger benzer bir ¢alismada ise doksorubisin 28 giinliik deney siirecinde 6 mg/kg
i.p olarak uygulanmistir. Doksorubisin grubunda kontrol grubuna kiyasla testis
agirhiginda istatistiksel olarak 6nemli derecede azalma, testosteron ve LH
konsantrasyonlarinda azalma, sperm sayisinda azalma ve buna bagli olarak oOli ve

anormal spermlerde artis gézlenmistir (21).

Wistar cinsi ratlarla bizim ¢alismamizla benzer giinlerde yapilan bir ¢alismada 3
mg/kg doksorubisin i.p olarak 1,7,14,21 ve 28. giinlerde uygulanmis olup viicut
agirliginda ve testis agirliginda azalma, seminifer tiibiillerde dejenaratif degisiklikler,
bazal membranda bozulma, spermatosit polaritesinde bozulma ve sperm sayisinda
belirgin bir azalmaya yol agarak testis dokusuna hasar verdigi ortaya konmustur. Mohan

ve arkadaslar1 seminifer tiibiil liimeninde olgun sperm gozlemlememistir (89).

Bu calismaya benzer olarak bir ¢alismada da Balaraman ve arkadaslar1 28 giinliik
deney siirecinde 1,7,14,21 ve 28. giinlerde doksorubisin i.p olarak 3 mg/kg
uygulanmistir. Doksorubisin viicut ve testis agirligini, testosteron seviyesini ve Sperm
sayisini azaltmistir. Seminifer tiiblilde vakuolizasyon ve fibrinoid dokiintii, liimeni
daralmis seminifer tiibiilde lireme hiicresi kaybi, intersitisyel alanda genigleme ve

vakuolizasyona, liimeni bos seminifer tiibiillere rastlanmistir (99).

Patil ve arkadaglarinin bu ¢aligmalara paralel olarak yaptigi ¢alismada ise
doksorubisin 3 mg/kg i.p olarak 1,7,14,21,28. giinlerde ratlara verilmistir. Doksorubisin
uygulanan grupta viicut ve testis agirliginda azalma, testosteron seviyesinde azalma,
seminifer tiibiilde vakuolizasyon, fibrinoid dokiintii, seminifer tiibiilde daralma ve buna
bagl olarak iireme hiicresi kaybi, intersitisyel dokuda genisleme ve vakuolizasyon

gbzlenmistir (100).

Yapilan bu calismalarin sonuglarina paralel olarak bizim g¢alismamizda da
doksorubisin  uygulamasi ile  seminifer tiibiil duvarinda  vakuolizasyon,
spermatogonyumlarda dejenerasyonlar gozlenmistir. Bunlara ek olarak seminifer tiibiil

capinda azalma tespit edilmistir.

82



Shalizar ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptigi, siiresinin ve verilen dozlarin
bizim ¢alismamizla benzer oldugu calismada 4mg/kg i.p olarak 1,7,14,21,28. giinlerde
verilen doksorubisinin testis dokusunu olumsuz yonde etkiledigi ortaya konmustur. Son
viicut agirliklart ve testis agirliginda azalma, sperm sayisinda istatiksel olarak anlamli
derecede azalma, anormal ve dejenere olmus sperm sayisinda artig, testosteron
seviyesinde azalma, bazi lireme hiicrelerinde aplazi, bazal membranda kalinlasma,
seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon ve testikiiler dokuda 6dem, intersitisyel alanda
fibrozis goriildiigli bildirilmistir. Bunun yan1 sira Leydig hiicrelerinde dejenerasyon ve
Sertoli hiicrelerinde diizensiz, amorf, kiigiik niikleus gozlenerek ilireme hiicreleri ile
baglantilarinin kayboldugu tespit edilmistir (118). Bizim ¢alismamiz da bu ¢alismanin
bulgulartyla paralellik gostermekte olup, doksorubisine uzun siire maruz kalma

durumunda doksorubisinin iireme hiicreleri lizerinde toksik etki yaptig1 gdzlenmistir.

Trivedi ve arkadaslarinin benzer bir ¢aligmada ise doksorubisin i.p olarak 4 mg/kg
5 hafta boyunca haftada bir kez verilerek testiste ve epididimiste toksik etki yaptigi
gozlenmistir. Testis ve epididimiste vakuolizasyon, hiicresel yap1 ve organizasyonun
bozulmasi ve DNA hasarinin gézlemlenmesiyle bu toksik etki desteklenmektedir (137).
Bu bulgularin yani sira yaptigimiz ¢calismada viicut ve testis agirliginda 6nemli derecede

azalma gozlenmis olup bu bulgularimiz literatiir bilgilerini desteklemektedir.

Sakr ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada doksorubisin i.p olarak uygulanmis
olup tek doz 10 mg/kg verilmistir.1. hafta sonunda spermatogenik hiicrelerin ¢ogu
sitoplazmik vakuolizasyon gostermistir. Bazal membranda kalinlasma ve diizensizlik
tespit edilmistir. 2. hafta sonunda tiibiiller aras1 bag dokuda hemoraji, seminifer tiibiil
liimenine dokiilmiis spermatogenik hiicreler goriilmiistiir ve seminfer tiibiiller dejenere
olup sinirlart belirsizdir. 3. hafta sonrasinda ise piknotik niikleus ve dejenere olmus

spermatogenik hiicreler gozlemlenmistir (111).

Saalu ve arkadaslarinin siganlar iizerinde yaptig1 calismada doksorubisin
uygulanan grubun viicut agirliklarini kaybettikleri gézlenmistir. Bu grupta doksorubisin

1.p olarak 20 mg/kg tek doz uygulanmistir. 16 hafta siiren bu ¢aligmada testis agirhig/
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viicut agirhigr yiizdesi doksorubisin uygulanan grupta diger gruplara goére anlamli
derecede azalma gostermistir. Ayrica seminifer tiiblil ¢apinda 6nemli derecede azalma
seminifer epitelde lezyonlar olusmus olup testikiiler atrofi tespit edilmistir. Oysa bizim
calismamizda doksorubisin uygulanan grupta TAI degerinde anlamli derecede azalma
gozlenmemistir. Bu farkliligin calisma siliremiz ve uygulanan dozdan kaynaklandig:

disiiniilebilir (108).

Yeh ve arkadaslarinin fareler {izerine yaptig1 ¢aligmada her iki glinde bir 3 doz
olmak iizere 3 mg/kg doksorubisin i.p olarak uygulanmistir. Tiiy kaybi ve fiziksel
aktivitede azalma ile karsilasilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli
derecede kilo kaybi, testis agirliginda azalma, spermatogenik seri hiicrelerin hepsinde
gerileme, seminifer tiibiil ¢apinda ve sayisinda kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalma gozlenmistir (148). Calismamizla benzerlik gosteren bu bulgularda da
doksorubisin  uygulamasinin testis histolojisi iizerine olumsuz etki yaptig

gozlenmektedir.

Hozayen ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada doksorubisinin 2 hafta boyunca
haftada 3 kere ip olarak 25mg/kg uygulandigi grupta LH, FSH, testosteron
seviyelerinde anlamli derece azalma gozlenmistir. Bunun yani sira antioksidan savunma
sistemi enzimleri olan glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz seviyelerinde
azalma gozlenmistir. Testisteki lipid peroksidasyonun artisina bagl olarak oksitatif stres
olustugu ortaya konmustur. Her ne kadar bu calismada testis histolojisi incelenmemis
olsa da biyokimyasal bozulmalarin bir siire sonra testis histolojisinde de bozulmalara

yol acacag1 ongoriilebilir (62).

Sprague Dawley cinsi siganlar ile yapilan baska bir ¢aligmada viicut ve testis
agirhginda, spermatozoa sayisinda, seminifer tiiblil ¢apinda %20 oraninda azalma,
tireme hiicrelerinde kayip, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon ve ge¢ spermatid

yoklugu gozlenmistir (139).
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Brilhante ve arkadaslarinin Wistar cinsi ratlar iizerinde yaptig1 calismada 5 mg/kg
doksorubisin i.p olarak olarak uygulanmistir 40,64,127. giinlerde ratlar Sldiiriilerek
dokular1 alinmistir. 40. giinde dokular1 alinan ratlarin viicut ve testis agirliginda kontrol
grubuna gore degisiklik gozlenmemesine ragmen 64 ve 127. gilinlerde dokular1 alinan
ratlarda viicut ve testis agirliklarinda azalma gozlenmistir. Bu ¢alismada doksorubisin
gruplarinda seminifer epitelde eksilme ve vakuolizasyon, seminifer tiibiil limeninde
hiicre dokiintiileri, spermatogenik seri hiicrelerde azalma, erken spermatidlerde ¢ok
niikleuslu formlar ve seminifer tiibiil ¢apinda istatiksel olarak anlamli derecede azalma

ortaya konmustur (28).

Vendramini ve arkadaslarinin 30 giin boyunca 5 mg/kg i.p olarak tek doz
doksorubisin verdikleri si¢anlar iizerinde yaptiklari ¢aligmada gruplar arasinda viicut
agirliginda belirgin bir fark gézlenmemistir. Doksorubisin uygulandiktan 10 giin sonra
bu grupta tily dokiilmesi gozlenmistir. Calismanin 45. giiniinde seminifer tiibiil
epitelinde bozulma ve vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimeninde ise hiicre dokiintiileri
goriilmistiir.  60. glinde doksorubisin grubunda seminifer epitelde gerileme,
vakuolizasyon, erken spermatidlerde cok ¢ekirdekli goriinim ve yogun kromatin
gozlemlenmesiyle apoptoza gidis tespit edilmistir. 90. giinde ise sperm anomalisinde
artig, spermatogonyumlarda gerileme, sperm hareket ve konsantrasyonunda gerileme

gbzlenmistir (140).

Kranti ve arkadaslarmin 5 hafta boyunca haftada 1 kere i.p olarak 3 mg/kg
doksorubisin uygulanan grupta tiibiiler nekroz, tiibiiller dilatasyon, inflamatuar

hiicrelerin yayginligi, vakuolizasyon ve iireme hiicrelerinde gerileme gézlenmistir (77).

Biitlin bu ¢aligmalarin en dikkat ¢ekici 6zelligi doksorubisin uygulamasinin iireme
hiicrelerine zarar vermesi, seminifer tiibiil iizerinde yap1 ve fonksiyon bozukluklarina
yol agmasi ve testis histolojisi iizerine toksik etki yapmasidir. Bunun yani sira viicut ve

testis agirliginda da anlamli derecede azalmaya yol actig1 gozlenmistir.
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L-karnitin ¢esitli toksik maddelerin kullanildig1 durumlarda bu toksik maddelerin
viicut agirhigini azaltict etkilerini kismen veya tamamen Onleyebilmektedir. Bu da bize
L-karnitinin viicut agirh@mmin korunmasindaki Onemini gostermektedir. Yaptigimiz
calismada doksorubisin ve L-karnitinin uygulandigi grupta viicut agirliginda anlaml
derecede artig gozlenmistir. Bu artisin L-karnitin uygulamasina bagli olabilecegini

ongoérmekteyiz.

Salama ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada tritonun spermatogenik seri
hiicrelerini olumsuz etkiledigi, testiste anomali olusturdugu ve spermatogenezde
bozulma meydana getirdigi gézlenmistir. Triton ile birlikte 3 hafta boyunca haftada bir
kere 300 mg/kg i.p olarak uygulanan L-karnitin kullanimi ile Leydig hiicrelerinde artis
gozlenmistir. Triton ile spermatogenik seri hiicrelerde azalma gozlenirken L-karnitin
uygulamasiyla spermatogenik seri hiicrelerde artis tespit edilmistir (112). Bizim
calismamizda da L-karnitinin doksorubisinin olusturdugu testis histolojisindeki

bozulmalar1 6nledigi agikca goriilmiistiir.

Deliktas ve arkadaglarinin yaptig1 calismada iskemi ve reperfiizyon ile olusturan
toksisiteye karst yaptigi L-karnitinin koruyucu etkisi arastirilmigtir. Ratlar tizerine
yapilan bu c¢alismada iskemi-reperfiizyon+ L-karnitin grubuna 500mg/kg i.p olarak L-
karnitin uygulanmustir. Iskemi reperfiizyon sonucunda germinal epitel hiicrelerinde
yerlesim bozuklugu ve dejenerasyon, intersitisyel dokuda 6dem gozlenmistir. Yine ayni
calismada bazi1 spermatositlerde koyu renkli goriiniim ve Leydig hiicrelerinde aplazi
gozlenmistir. L-karnitin uygulamasiyla birlikte iskemi reperfiizyon+L-karnitin grubunda
sol testiste normale yakin bir iyilesme gozlenmistir. Bazal laminadan ayrilan germinal
epitel hiicrelerinde diizelme gozlenmistir. Sag testiste ise intersitisyel 6dem harici diger

tiim bozukluklarin normallestigi gozlenmistir (41).

Shalaby ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada iskemi-reperfiizyon hasari iizerine L-
karnitinin koruyucu etkisi arastirilmis olup reperfiizyondan 30 dk 6nce 500 mg/kg i.p
olarak L-karnitin uygulanmstir. iskemi ve reperfiizyona bagl olarak spermatogenik

hiicrelerde siddetli degisimler meydana gelmistir. Ayrica bu etki Leydig hiicrelerinin
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aktivitelerinde de degisimler meydana getirmistir. L-karnitin uygulamasi ile bu
degisikliklerde normallesme gbzlenmistir. Bunun yani sira iskemi ve reperfiizyona bagh
olusan lezyonlar ve anormal sperm frekansindaki artista, L-karnitin uygulamasiyla
birlikte belirgin derecede iyilesme gozlenmistir. Deneysel olarak iskemi ve reperfiizyon
modellerinde ratlarda L-karnitin uygulamasinin antioksidan ve antiapoptik ozellikleri

nedeniyle tedavi etkisinin oldugu yapilan bu ¢alisma ile goriilmistiir (117).

Doékmeci Dikmen ve arkadaslarimin yaptigi iskemi-reperfiizyon deneyinde L-
karnitin 500 mg/kg ip olarak detorsiyondan 30 dk oOnce uygulanmistir. L-Karnitin
kullanimiyla L-karnitin+iskemi reperfiizyon grubunda sol testiste histolojik goriiniimde
iyilesme gozlenmistir. Seminifer tiibiillerin ¢ogunda sperm seviyesinde artma
gbzlenmistir. Testikiiler fonksiyonda tiibiil yapisim1 koruyarak iyilesmeyi saglamigtir
fakat sag testiste ayni etkiler gézlenmemistir. L-karnitinin antioksidan etki yapmasi
nedeniyle ratlarda testikiiler torsiyon-detorsiyon modellerinde L-karnitinin koruyucu

etkisinin oldugu bu ¢alisma ile kanitlanmistir (45).

Aliabadi ve arkadaglarinin yaptigi bir c¢aligmada L-karnitinin yag asidi
metabolizmas1 {izerine etki ederek sperm hareketini arttirdigi goriilmiistiir. Lipid
peroksidasyonuna bagli teskiiler toksisiteyi L-karnitinin inhibe ettigi bu calisma ile
ortaya konmustur. Bu calismanin bulgular1 biyokimyasal deneylerle desteklenerek L-

karnitinin iireme islevi lizerindeki olumlu etkisi ortaya konulmustur (11).

Abo-Ghanema ve arkadaslarinin bir ay siiresi ile 150 mg/kg dozda uyguladiklar
L-karnitin, FSH ve testosteron seviyesini, sperm sayisini, hareketini ve sperm yasama

glictinii arttiric1 etki yapmistir (3).

Zare ve arkadaslarmin fareler iizerinde yaptigi bir calismada 2g/kg dozda
uygulanan DEHP, testis agirliklarinda anlamli derecede azalmaya neden olmustur.
Ancak viicut agirliklarinda tiim gruplarda azalma gozlense de istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmemistir. DEHP+L-karnitin uygulanan grupta ise testis agirliklart DEHP

grubuna gore artmistir. 1 mg/kg uygulanan L-karnitinin farelere oral olarak verilmesi
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spermatogeneze anlamli bir etki yapmamustir. Buna karsin L-karnitin sperm sayisi ve
hareketi lizerine pozitif bir etki yapmistir. Bizim ¢alismamizda ise L-karnitinin
spermatogenezi olumlu yonde etkiledigi g6zlenmistir. Bu iyilesmenin L-Kkarnitin

uygulama sekline, dozuna ve siiresine bagli oldugu diistiniilmektedir (152).

Bizim g¢alismamizda doksorubisin ile birlikte L-karnitin uygulanan grupta testis
agirliginin kontrol grubuna gore dnemli derecede azaldig1 saptanmistir. Bu bulgumuz L-
karnitinin kullandigimiz doz ve siireler icinde doksorubisinin testis agirligini azaltici

etkisini 6nleyemedigini gostermektedir.

Kanter ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptig1 bir ¢alismada bizim c¢aligmamizla
benzer olarak i.p olarak 200 mg/kg L-karnitin uygulamasi yapilmistir. Bu ¢aligmada L-
karnitin radyasyondan 1 giin 6nce uygulanmistir. Radyasyon+L-karnitin grubunda
radyasyonun neden oldugu iireme hiicrelerindeki apoptozun ve morfolojik degisimlerin
L-karnitin uygulamasiyla azaldigi gozlenmistir. Ayrica seminifer tiibiillerdeki
vakuolizasyonu da yok ettigi gozlenmistir (67). Bizim caligmamizda da Kanter ve
arkadaglarinin yaptigt c¢aligmaya paralel olarak doksorubisin nedenli testikiiler

toksisitenin L-karnitin ile engellenebildigi gosterilmistir.

Topgu ve arkadaslarinin yaptig1 benzer bir calismada ise 200 mg/kg i.p olarak L-
karnitin ve 10 Gy tek doz radyasyon uygulanmistir. L-Kkarnitin uygulamasi radyasyona
baglh testis agirlik diislisiinii engelleyememistir ancak seminifer tiibiil capinda artiga
neden olmustur. L-karnitin+radyasyon grubunda sadece radyasyon uygulanan gruba
gore deneyin 21. giiniinde seminifer tiibiillerin biiyiik bir kismi normal yapisini
korumakta ve seminifer tiibiildeki dejeneratif degisiklikler daha az gdzlenmektedir.
Deneyin 44. gilinlinde seminifer tiibiildeki vakuolizasyon azalmistir. Seminifer
tiibiillerin ¢ogunda L-karnitinin etkisiyle rejenerasyon meydana gelmis olsa da bir kismi1
hala atrofiktir. Seminifer tiibil bazal membranm1 70. glinde olduk¢a normal
gbzlenmektedir. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarindaki dejeneratif degisiklikler
kismen azalmistir fakat Sertoli hiicrelerinin niikleuslarindaki goriiniim radyasyon

gruplarindaki ayni diizensiz goriiniimle benzerlik gostermektedir (136).
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Abd-Allah ve arkadaglarinin ratlar tizerinde yaptigi ¢alismada 5 mg/kg i.p olarak
uygulanan LPS (lipopolisakkarit)’in inflamasyona, spermatogenezin bozulmasina ve
testikiiler dokuda nekroza yol a¢tig1r gézlenmistir. Bu hayvanlara i.p olarak 500 mg/kg
L-karnitin uygulamasi ile inflamasyon ve 16kosit infiltrasyonunda azalma, konjesyonda

azalma, spermatogenez ve seminifer tiibiillerde diizelme belirgin sekilde gozlenmistir

().

Coskun ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada L-karnitin uygulamasi sonrasi elde
edilen tiibiil yapilarinda mitoz geciren spermatogonyumlarin daha fazla oldugu ve
liimendeki spermiyum sayisinin belirgin bir artis gosterdigi gézlenmistir. Bu ¢alismada,
L-karnitin oral olarak 3 giin boyunca 300 mg/kg uygulanmistir. L-Karnitin uygulanan
grupta kontrol grubuna kiyasla seminifer tiibiil duvarinda yer alan spermatositlerin daha
koyu renkte olduklar1 ve niikleuslarin heterokromatik 6zellikte oldugu gézlenmistir. L-
karnitin uygulanan grupta Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda graniil artis1 tespit
edilmistir. Ayrica sitoplazmalar1 daha parlak ve eozinofilik olarak gozlenmistir.
Sitoplazmadaki bu graniil artis1 testosteron hormonunun bu hiicreler tarafindan
sentezlenmekte oldugunun gostergesidir. Leydig hiicrelerinin salgiladig: testosteron
hormonu sperm yapimini olumlu yonde etkilemektedir. L-karnitin uygulamasinin sperm
sayisint  siirekli  arttirmasiyla bazi infertilite vakalarinda tedavi amaciyla

kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir (36).

Ramadan ve arkadaglarinin fareler lizerinde yaptig1 ¢caligmada giinde 30 dk 2 hafta
boyunca haftada 3 kez uygulanan manyetik alandan bir saat 6nce 200mg/kg L-karnitin
uygulanmistir. L-karnitin+manyetik alan grubunda L-karnitin uygulamasiyla Leydig
hiicreleri ve seminifer tiibiillerde spermatogonia ve primer spermatositler goriilmeye
baslanmistir. L-karnitinin testikiiler toksisiteye karsi koruyucu oldugu bu calisma ile
ortaya konmustur (104). Calismamizla benzerlik gosteren bu bulgularda da L-karnitin

uygulamasinin testis histolojisi lizerine olumlu etki yaptig1 goézlenmektedir.
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Tiim bu ¢alismalara paralel olarak yaptigimiz ¢alismada doksorubisin+ L-karnitin
grubu incelendiginde doksorubisinin seminifer tiibiil epiteli ve lireme hiicrelerinde
neden oldugu bozukluklarin nadir gériilmesinden dolay1 L-karnitinin seminifer tiibiil ve

spermatogenik seri hiicreleri iizerinde koruyucu etkisinin oldugu gézlenmistir.

90



6. SONUC VE ONERILER

1. Doksorubisin, 28 giin boyunca 1,7,14,21. ve 28. giinlerde 4 mg/kg dozunda
verildiginde, viicut agirliginda ve testis agirhiginda onemli bir diisiise yol

acmaktadir.

2. Doksorubisin, testis tlizerinde olduk¢a toksik etki gdstermektedir. Bazal
membranda ondiilasyon, tiibiillerde yogun hasar ve spermatogenik hiicrelerde
yogun hasara ve hiicresel dokiilmelere neden olarak spermatogenezi olumsuz
yonde etkilemektedir. Interstisyel dokuda bulunan Leydig hiicreleri ve

makrofajlar iizerinde ise degisiklige yol agmamaktadir.

3. Yirmi sekiz giin boyunca 1,7,14,21. ve 28. giinlerde 4 mg/kg doksorubisin ile 28
glin boyunca her giin 200 mg/kg L-karnitin verilen grupta, doksorubisin+ L-
karnitinin viicut agirhginda artisa yol agtigi gozlenmistir. Testis agirliginin ise
kontrol grubuna gore Onemli derecede azaldigi saptanmistir. L-karnitinin
kullandigimiz doz ve siireler i¢inde doksorubisinin testis agirligini azaltict

etkisini onleyemedigi gézlenmistir.

4. Doksorubisin ile L-karnitinin birlikte verildigi grupta, L- karnitinin verilmesi,
testisteki hiicresel ve seminifer tiiblil yapisindaki bozukluklarin 6nlenmesine

katkida bulunmaktadir.

5. Yirmi sekiz giin boyunca her giin 200 mg/kg verilen L-karnitin, testis agirliginda
onemli bir degisiklige yol agmazken, viicut agirliginda artisa yol agtigl

gozlenmistir.

6. Sonug olarak, bu ¢alismada doksorubisinin, uygulanan siire ve doz goz Oniine
alindiginda testis dokusu i¢in oldukca toksik oldugu ve histolojik yapiyi
bozdugu gozlendi. Antioksidan etkiye sahip L-karnitinin ise doksorubisinin

testiste olusturdugu bu hasar1 6nemli 6l¢iide 6nledigi gozlendi.
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7. L-karnitin ve doksorubisin arasindaki bu iliskinin daha ayrtili olarak
incelenmesi ve mekanizmalarmin ayrintili olarak aciga ¢ikarilmasinin,
biyokimyasal analizler, ileri enzimatik ve immunohistokimyasal diizeyde

yapilacak olan ¢aligsmalar ile miimkiin olacagi kanisindayiz.
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