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OZET

Eriskin erkek sicanlarda cisplatin ile olusturulan testis hasari tizerine sodyum

selenitin etkisi.

Cisplatin, kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapdtik bir maddedir.
Ayrica testis tizerinde de oldukga toksik bir etki gdostermektedir. Sodyum selenit ise,
antioksidan 6zelligi olan glutatyon peroksidazin etkin merkezini olusturan, hiicrelerin
antioksidan dengesinin saglanmasinda ve lipid peroksidasyonunda 6nemli islevi olan bir
kimyasaldir. Bu ¢aligmada, cisplatin ile olusturalan sican testis hasarmna Kkarsi
selenyumun etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla 28 adet Spraque-Dawley tiirii sigan
kullanild1. Sicanlar her grupta 7 eriskin erkek sican olacak sekilde kontrol, 7 mg/kg
cisplatin, 1 mg/kg selenyum, 7 mg/kg cisplatin+ 1 mg/kg selenyum verilen grup olmak
tizere 4 gruba ayrildi. Deney sonunda siganlarm viicut ve testis agirliklar1 6lgiildi ve
karsilagtirmalar yapildi. Sol testisler doku takip islemi i¢in Bouin ¢ozeltisi igerisine, sag
testisler ise %10’luk notral formalin igerisine alind1 ve rutin histolojik islemlerden sonra
bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan 3 um kalinliginda seri kesitler alind1 ve sol
testisten alman kesitler Hematoksilen+ Eozin ve Periyodik Asit-Schiff+ Hematoksilen
ile boyanarak mikroskobik incelemeleri yapildi. Sag testisten alinan kesitler ise
apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL yontemi ile boyandi. Mikroskobik
olarak incelenen preparatlarda testiste gézlenen belirli hasarlara gore tablo olusturularak

skorlama yapild1 ve veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sonug olarak cisplatinin testis ve viicut agwrligini azalttigi, testiste seminifer
tiibiillerde ve hiicrelerde hasara yol actigi, ayrica spermatogenezi durdurdugu gozlendi.
Cisplatin ile birlikte verilen selenyumun ise testiste gozlenen bu hasari azaltabilecegi

gozlendi.

Anahtar Sozciikler : Cisplatin, Selenyum, Sigcan, Testis



SUMMARY

Effect of sodium selenite on testicular damage induced by cisplatin in adult male
rats.

Cisplatin is a frequently used chemotherapeutic agent, also it has strong toxic
effect on testes. Whereas, the active center of the glutathione peroxidase which has an
antioxidant activity is formed by sodium selenite that is a chemical having important
functions in cells for sustaining antioxidant balance and lipid peroxidation. In this study,
we aimed to determine the effects of sodium selenite on cisplatin induced testicular
damage in rats. Total 28 Sprague- Dawley rats were used in the present study. Rats were
divided into 4 groups as control, 7 mg/kg cisplatin, 1mg/kg selenium, 7mg/kg cisplatin
+ 1mg/kg selenium, with 7 adult male rats in each group. At the end of administration
period, the weight of testes and whole body were measured and compared to each other.
Left testes were put into Bouin solution, right testes were put into 10% neutral formalin
for tissue tracking process and were blocked after the routine histological procedures.
Serial sections with 3um thickness were obtained from that paraffin blocks and
microscopical examinations were performed on sections of left testes after stained by
Hematoxylene + Eozin and Periodic Acid- Schiff + Hematoxylene. Meanwhile, sections
from right testes were stained with TUNEL method to determine apoptotic cells. In the
preparates examined microscopically, scoring were performed by forming table accords

to particular damage in testes and data was analysed statistically.

Results of the present study indicate that, cisplatin causes reduction in body and
testes weight, damage of seminiferous tubules and cells of testes, also arrest
spermatogenesis. However it was observed that a administration of selenium together

with cisplatin might lead to reduction in damage level observed in testes.

Key words : Cisplatin, Selenium, Rat, Testis

Vi



ICINDEKILER Sayfa

KABUL VE ONAY SAYFASI iv
OZET v
SUMMARY Vi
TABLOLAR DIZiNi X
SEKILLER DiZIiNi Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR xii
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 4
2.1. Testisin Anatomisi 4
2.2. Testisin Embriyolojisi 7
2.3. Testisin Histolojisi 9
2.3.1. Seminifer tiibiil epiteli 10
2.3.1.1. Sertoli hiicreleri 11
2.3.1.2. Spermatogonyumlar 12
2.3.1.3. Primer ve sekonder spermatositler 13
2.3.1.4. Erken ve ge¢ donem spermatidler 14

2.3.2. Interstisyel alan 15
2.3.2.1. Leydig hiicreleri 15
2.3.2.2. Myoid hiicreler 16

2.3.3. Interstisyel bag dokusu 16
2.3.4. Spermatogenez 17
2.3.4.1. Spermatositogenez 17
2.3.4.2. Mayoz béliinme 17
2.3.4.3. Spermiyogenez 18
2.3.4.3.1. Golgi faz 18
2.3.4.3.2. Bashk (Cap) faz 19

2.3.4.3.3. Akrozom fazi 19

2.3.4.3.4. Olgunlasma fazi 19

2.4. Testisin Histofizyolojisi 20
2.5. Testiste Atrofi ve Rejenerasyon 22
2.6. Kanser ve Kemoterapi 22
2.7. Apoptozis 26
2.7.1. Spermatogenezde apoptozisin rolii 28

2.8. Cisplatin 29
2.8.1. Cisplatinin molekiiler yapist ve ozellikleri 30

Vii



2.8.2. Cisplatinin hiicre igcine alinist
2.8.3. Biyotransformasyon ve DNA- platin baglarinin olugsmas:
2.8.4. Cisplatinin farmakokinetigi
2.8.5. Cisplatinin toksisitesi
2.9. Antioksidanlar
2.9.1. Glutatyon peroksidaz
2.10. Selenyum (Se)

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari
3.2. Kimyasallar
3.3. Viicut Agirliklarimin Olciimii
3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi
3.5. Dokularin Alinmasi
3.6. Testis Agirliklarinin Olgiimii
3.7. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmas:
3.8. Boyalarin Hazirlanmasi
3.8.1. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyasinin hazirlamsg:
3.8.2. TUNEL yéntemi
3.9. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi
3.10. Histolojik Degerlendirme
3.11. istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. istatistiksel Bulgur
4.1.1. Viicut agirliklar: analizi
4.1.2. Toplam testis agirhiklari analizi
4.1.3. Histolojik skorlama analizi
4.1.3.1. Bazal membran kalinlasmasi
4.1.3.2. Bazal membran ayrilmast
4.1.3.3. Multiniikleer hiicre yapist
4.1.3.4. Hiicre nekrozu
4.1.3.5. Hiicresel dejenerasyon
4.1.3.6. Tiibiil duvari incelmesi
4.1.3.7. Epitelyal hiicre dokiilmesi
4.1.3.8. Tiibiiler atrofi
4.1.3.9. Vakuolizasyon
4.1.3.10. Kongesyon
4.1.3.11. Interstisyel alanda 6dem
4.2. Histolojik Bulgular

5. TARTISMA

viii

32
32
34
35
39
41
42

46
46
47
47
47
48
48
48
50
50
50
51
55
56

57
57
57
60
61
61
61
61
61
62
62
62
62
63
63
63
65

83



6. SONUC VE ONERILER 96
KAYNAKLAR DiZiNi 08
OZGECMIS 117



TABLOLAR DIZINi Sayfa

Tablo 1: Cisplatinin kimyasal 6zelliKIeri.............cooeiiiniiiiiiii e, 30
Tablo 2: Cisplatine ait farmakokinetik 6zellikler.....................cooooiiiiiiiiinn., 34
Tablo 3: Cisplatine bagl istenmeyen etkiler....................ocooiiiiiiiiiiiiiiinn., 36
Tablo 4: Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi.............................. 40
Tablo 5: Doku takip yontemine ait SGreler..............oovveeeiiiinieiiieiiieiieiieeeiaes 49
Tablo 6: Hematoksilen Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri...52
Tablo 7: PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri ................ 53
Tablo 8: TUNEL y6ntemi basamaklarina ait uygulama siireleri........................... 54
Tablo 9: Gruplara gore deney Oncesi ve sonrasi viicut agirhigi farklari................... 57
Tablo 10: Gruplar arasinda deney sonu viicut agirhigi farklari............................. 59
Tablo 11: Si¢anlarin gruplarina gore toplam testis agirliklari............................... 60
Tablo 12: Histolojik skorlama................ccoiiiiiiiii e, 64



SEKILLER DiZiNi Sayfa

Sekil 1. Testisin anatomik yapiS1.........o.iiriiiii e, 4
Sekil 2. Cisplatinin molekiller yapiSt.........c.ooviiiiiiiiii e 30
Sekil 3. Cisplatinin DNA ile olusturdugu baglar....................ccooooiiiinl, 33
Sekil 4. Sicanlarin deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirhigi farklart......................... 58

Sekil 5. Siganlarin deney sonrasi viicut agirliklarinm gruplar arasinda

KarsIaStirilmasT. . ... .o e el 59

Sekil 6. Sicanlarin toplam testis agirliklarinin deney gruplarina gore

KarsIagtirilmasT. . ... .o s 60
Sekil 7. Kontrol grubuna ait testis kesiti (H-E)..............ocoiiiiiiiiiiin, 67
Sekil 8. Kontrol grubuna ait testis kesiti (H-E)..............ccooiiiiiiiiiin, 68
Sekil 9. Kontrol grubuna ait testis kesiti (PAS+H-E).............coooiiiiiiiiiii, 69
Sekil 10. Kontrol grubuna ait testis kesiti (PAS+H-E)..............ccooiiiiiiiiiiinn, 70
Sekil 11. Kontrol grubuna ait testis kesiti (TUNEL)...............coooiiiiiiiiiinn. 71
Sekil 12. Cisplatin grubuna ait testis kesiti (H-E)...............ccooiiiiiiiiiiii, 72
Sekil 13. Cisplatin grubuna ait testis kesiti (H-E)...............ccocoiiiiiiiiii, 73
Sekil 14. Cisplatin grubuna ait testis kesiti (PAS+H-E)...............ccoooiiiiiin, 74
Sekil 15. Cisplatin grubuna ait testis kesiti (TUNEL)............ccoviiiiiiiiiinienee, 75
Sekil 16. Se grubuna ait testis kesiti (H-E)............cccooiiiiiii 76
Sekil 17. Se grubuna ait testis Kesiti (H-E)..........ccooviiiiiiii e, 77
Sekil 18. Se grubuna ait testis kesiti (PASHH-E).........ccccooiviiiiiiiieee, 78
Sekil 19. Se grubuna ait testis kesiti (TUNEL)..........ccoooiiiiiiiiiie, 79
Sekil 20. Cisplatin+Selenyum grubuna ait testis kesiti (H-E).....................oone. 80
Sekil 21. Cisplatin+Selenyum grubuna ait testis kesiti (PAS+H-E)........................ 81
Sekil 22. Cisplatin+Selenyum grubuna ait testis kesiti (TUNEL).......................... 82

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR

°C Santigrat Derece

ABP Androjen-baglayici protein
AMH Antimiilleriyan hormon
APAF-1 Apoptozis proteaz aktive edici faktor
ATP Adenozin tri fosfat

C DNA miktari

cAMP Dongiisel adenozin trifosfat
Cd Kadmiyum

CdCl, Kadmiyum kloriir

CDDP Cisplatin

Cl Klor

cm Santimetre

CTR1 Copper transporter 1

dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik asit

FSH Folikiil uyarict hormon

g Gram

GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon peroksidaz
GSSG-R Glutatyon reduktaz

GST Glutatyon S-transferaz

H Hematoksilen

H,0, Hidrojen peroksit

hCG Insan koryonik gonadotropin
H-E Hematoksilen- Eozin

HMG1 ve HMG2  Nonhistone chromosomal high-mobility group

hUBF Human RNA polymerasa 1 trancrption upstream binding factor
(3] Periton Ici

KAT Katalaz

kg Kilogram

Xii



LH

MDA
mg
MiM

ml

mm
MMR
Na,SeOs
NADPH
NH3

NS

Oz

OH
PAS

Pg
PLGSH-Px
Pt

RNA
ROS

Se

SOD
SR
SRY
TBF
TBP
TNFR
Vit C
Vit E

pum

Luteinizan hormon

Metre

Malondialdehid

Miligram

Miilleryan inhibitdr madde
Mililitre

Milimetre

Mismatch repair

Sodyum selenit
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
Amonyum

Anlaml degil

Oksijen

Hidroksil

Periyodik asit Schiff

Pikogram

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz

Platin

Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri
Selenyum

Stiperoksit dismutaz

Serbest radikaller

Y ’nin cinsiyeti belirleyen bolgesi
Testis belirleyici faktor
TATA binding protein
Tiimor nekroz faktor reseptor
Askorbat

a-Tokoferol

Mikrometre

Xiii



1. GIRIS VE AMAC

Kanser; normal hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢cogalmasi, yaygin nitelik kazanmasi,
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve kalp hastaliklarindan sonra 6liime yol acan

nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (110, 174).

Kanser; tipine ve gelisim evresine bagli olarak cerrahi ¢ikarim, radyoterapi ve

kemoterapi yontemlerinin ya tek basmma ya da kombine uygulamalariyla tedavi

edilmektedir (165).

Kemoterapotik ajanlar g¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmakta olup;
alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik inhibitorler, antibiyotikler, enzimler, hormonlar
ve hormon antagonistleri gibi ¢esitli kategorilere ayrilirlar ve bu ajanlarin etki

mekanizmalar1 birbirinden farklidir (109).

Antineoplastik kemoterapi; tiimor hiicrelerinin biiyiime ve gogalmasini durdurarak
tamamen yok edebilen bir tedavi sekli olmasinin yani sira, normal hiicre ile timor
hiicresi arasindaki yapisal benzerlikler nedeniyle normal hiicrelere de zarar

verebilmektedir (110).

Cisplatin (CDDP); yapis1 bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen,
organik platin tiirevi bir ilag olup; 6zellikle bas-boyun, testis, yumurtalik kanserleri ile
mesane, prostat, serviks, dzefagus, osteojenik sarkom, noroblastoma ve kiiciik hiicreli

akciger tiimorleri gibi birgok solid tiimoriin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(13,40, 109).

Antineoplastik ilaglarin kemoterapide kullanilmasi sonucu, ozellikle hizli bir
bi¢imde ¢ogalmakta olan gastrointestinal, hematopoietik sistem hiicreleri ve testiste

onemli toksik etkilerin olustugu bilinmektedir (101).



Testis germinal epitel hiicreleri, yiiksek mitotik aktiviteye sahip olmalar
nedeniyle sitotoksik kemoterapoétiklere duyarhidirlar. Gonadlari en ¢ok suprese eden
kemoterapotik ilaglar alkile ediciler (mekloretamin gibi, prokarbazin hari¢) ve

cisplatindir (55).

Cisplatine bagl testikiiler hasar, direkt olarak spermatogenik hiicreler ve Sertoli
hiicreleri iizerinde olmaktadir ayn1 zamanda cisplatin Leydig hiicrelerinde de fonksiyon

bozuklugu yaratmaktadir (55).

Spermatogenik hiicreler, kemoterapotik ilaglarin zararl etkilerine ¢ok duyarhdir.
Bu ilacglar, kok hiicre toplulugunda onarillamayan hasara yol acarak kalici infertiliteye
yol agabilir. En duyarli hiicreler aktif boliinen spermatogonyum ve preleptoten fazina
kadar ki spermatositlerdir (160).

Cisplatin spermatotoksiktir ve Leydig hiicrelerine olas1 direkt etkisinden dolayz,
cisplatin kullanim1 serum testosteron ve intratestikiiler P 450 seviyelerinde azalmaya
yol agmaktadir. Cisplatin kullanilan kemoterapide, hastalarin ¢ogu azospermik olmakta,

fakat bunlarin cogunda spermatogenez 4 yil icinde geri donmektedir (160).

Selenyum (Se), periyodik cetvelin 6A alt grubunda yer alan bir elementtir.

Havada, toprakta, kayalarda ve suda erimis olarak bulunur (103).

Se, insan saghigi icin gerekli olan dnemli bir iz elementtir. Caligmalarda Se’nin
normal erkek iireme islevleri i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Testisteki Se i¢eriginin,
hayvanlarda spermatogenezin baglamasiyla birlikte arttigi gorilmiistiir. Sicanlarda,
Se’nin testisteki yogunlugu homeostaz mekanizmalar1 tarafindan diizenlenmektedir

(103).

Se, yiyeceklerde esas olarak selenometiyonin, metilselenometiyonin, selenosistin
ve selenosistein gibi organik bilesikler halinde bulunur ve disaridan alindig1 durumlarda

kullanilan bilesiginin sodyum selenit (Na,SeO3) olmasi nedeniyle, 6zellikle deneysel Se
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calismalari selenit metabolizmasi lizerinde yogunlagmustir (103).

Se’nin memelilerde biiyiime ve fertilite icin gerekli bir eser element oldugu ve E-
vitamini ile birlikte kullanildiginda, laboratuvar hayvanlarinda c¢esitli hastaliklar ve

kanser olusumunu engelledigi bildirilmektedir (157).

Se’nin esansiyel bir element olarak antioksidan rol oynayan glutatyon peroksidaz
aktivitesi i¢cin gerekli oldugu, antioksidan gibi davrandigi ve insiilin benzeri etki

olusturdugu gosterilmistir (208).

Cisplatin iceren kemoterapi alan hastalarin kanindaki Se seviyesi diigmektedir ve

Se’nin cisplatin ve nitrite karsi koruma sagladigi gosterilmistir (93).

Cisplatin ve Se’nin bilinen bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak biz bu calismada,
cisplatin ile hasara ugramis sigan testis dokusunda, Se’nin koruyucu bir etkisi olup

olmadigini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Testisin Anatomisi

Testisler, oval sekilli olup yetiskin insanlarda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2,5
cm eninde ve 20-30 g agirhginda, funiculus spermaticusa asili olarak skrotum iginde
yerlesmis, erkek tireme hiicrelerinin (sperm) yapildigi bir ¢ift organdir (7, 14, 33, 49,
81, 142,143, 155, 209, 219, 224). Kivrimli bir deri kesesi olan skrotumun i¢ yiizi,
skrotal septum (septum scrotum) ile iki ayr1 boliime ayrilir. Testisler bu bosluklarda
bulunur (49).

,_?—Funiculus spermaticus

Plexus pampiniformis

/
Fassia — |

spermatica interna (igten Ductus deferens ;g%,'(',' midis
tunica vaginalis'in lamina y
parietalis'i tarafindan Atesticularis Ductuli
Ortiimektedir) ) efferentes

; Appenil Rete testis
Tunica va- testis R
ginalis'in lamina I::gkfem'"'fe"
visceralis'i ile
Briiilts epididymis NN i Tubuli seminiferi
velistis Epididymis< corpus rect

cauda Septum testis

Tunica vaginalis

Sinus Cavum scroi
epididymidis
i ™ Tunica vaginalis
lamina parietalis
Cavum Tunica albuginea
scroti

Sekil 1. Testisin anatomik yapisi

lamina visceralis



Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler (14,
100, 111, 151, 195, 219). Erken fetal donemde karin boslugunda bdbreklere yakin
olarak yer alan testisler fetus gelistik¢e asagiya dogru hareket ederek dogumdan hemen
once kanalis ingunalis araciligiyla skrotuma inerler. Testislerin temel fonksiyonlarini
yapabilmeleri i¢in karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur. Testisler bu inisleri
sirasinda karm On duvart tabakalarmi da stiriiklerler. Bu yiizden su tabakalarla

kaphdirlar:

a. Deri } Skrotum
b. Tunika dartos

c. Fasia spermatika eksterna
d. Fasia kremasterika
e. Fasia spermatika interna

f. Tunika vaginalis testis  (34).

Testislerin skrotum igindeki duruslar1 vertikal olmayip, organin uzun ekseni
yukaridan asagi ve onden arkaya egik, biri (genellikle sol testis) digerine gore 1 cm
kadar daha asagida bulunur (57, 73, 189).

Her bir testisin facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii; margo
anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenari, extremitas superior ve extremitas

inferior olmak tizere de iki ucu vardir (14, 49, 81, 209, 219, 224).

Testis distan ice; tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (epiorchium), tunica

albuginea ve tunica vasculosa olarak ii¢ tabaka ile sarilidir (14, 80, 219, 224)

Tunica vaginalis, testisin biiyiikk bolimiinii saran periton katlantis1 olup,
embriyonik processus vaginalis’in distal kalintisidir (49, 79, 142, 143, 155, 209). Tunica
vaginalis; skrotum’un i¢ yiizlinii doseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi saran
lamina visceralis (epiorchium) olarak iki katmandan olusur (49, 155, 209). Lamina

visceralis (epiorchium), epididimis’in biiyiikk kismi ile arka kenarmin mediyal bolimii
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disinda, testis’i sarar ve bu iki yapiy1 birbirine baglar. Lamina parietalis (periorchium),
periton’un fascia spermatica interna’y1 doseyen kismidir (14, 79). Tunica vaginalis’in
iki katmani arasinda kalan aralia cavum serosum scroti denir ve iginde eklem sivisina

benzer, testislerin serbest hareketini saglayan kaygan bir sivi bulunur (14, 142, 143).

Tunica albuginea, lamina visceralis’in altinda testis’i distan saran mavimsi beyaz
renkli, fibréz bir katmandir (14, 49, 81, 155, 209). Tunica albuginea, arka kenarinda
mediastinum testis adi1 verilen kalin ve vertikal bir bélme olusturur (14, 49, 155, 209,
219). Mediastinum testis, organa damar, sinir ve kanallarin girip ¢iktig1 bolgedir (14,
81). Mediastinum testis’den testis i¢ine giren uzantilara septula testis denir (14, 49, 155,
209, 219). Septumlar, testisin derinliklerine dogru 1smsal uzanarak organi piramidal
sekilli 250-300 lobguga (lobuli testis) aymrir (14, 49, 155, 189, 209, 219, 224). Lobuli
testislerin taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlari ise mediastinum testis’e yonelmistir
(14). Her lobguk 1-4 tubuli seminiferi contorti (seminifer tiibiil) denilen kivrintili
tiiplerden olusmaktadir (14, 49, 70, 84, 155, 170, 189, 219). Testisteki 250-300 lobgukta
yaklasik 600-1000 adet seminifer tiibiil bulunmaktadir (219). Bu tiibiillerin uzunluklari
30-70 c¢m, ¢aplar1 150-250 um’dir (70, 84, 170).

Kivrmtilt seyir gosteren seminifer tiibliller kor bir ugla baglar, lobguklarin
mediastinum testis’e bakan kisimlarinda diizlesip, birbirleriyle birleserek sayilar1 20-
30’a iner (14, 155, 224). Tubuli seminiferi recti denilen bu kisa diiz kanallarin gaplar1
genisleyerek 0,5 mm olur (14). Tubuli seminiferi recti’ler mediastinum testis’e uzanarak
ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis’i (Haller agi) olustururlar. Rete testis,
mediastinum testisin {ist bolimiinde sayilar1 12-15 arasinda degisen efferent
kanalcik’lara acilir. Efferent kanalciklar, tunica albuginea’y1r delerek testis disma

cikarlar (14, 155, 224).

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yiiziinii ve lobguklar1 doseyen damar ag1

katmanidir (14, 175, 219, 224). Damarlar arasinda gevsek bag doku bulunur (14).



Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve
epididimisin venleri, once funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde pleksus
pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar.
Bunlar da sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya agilir (14, 54,

107, 151, 219).

2.2. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti dollenme sirasinda belirlenmis olmakla beraber, erkek ve
disi morfolojik karakteristik 6zellikleri, embriyonal donemin 7. haftasina kadar gelisime
baslamazlar. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine benzer, bu
nedenle genital sistemin gelisiminin  baslangic donemine seksliel gelisimin

farklilasmamus evresi adi verilir (141, 172).

Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan koken alirlar: (140, 141, 195)

Karm arka duvarimi déseyen mezotel (mezodermal epitel)
Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

Primordiyal germ hiicreleri

Boyutlar1 ve kromatin igerikleri soma hiicrelerinden farkli olan insan primordiyal
germ hiicreleri 4. hafta basinda kaudalde allantois ¢ikisinin Oniindeki vitelliis kesesi
icinde yer alir. Embriyonun katlanmasiyla beraber vitelliis kesesinin arka bdoliimii
embriyonun igerisine geger. Bu sirada primordiyal germ hiicreleri amipsi hareketlerle
arka mezenter lizerinden gecerek vitelliis kesesinden gonad kivrimina gog¢ ederler. 6.

haftada da birincil cinsiyet kordonlarina yerlesmis olurlar (129, 140, 141, 173).

Gonadal gelisimin ilk evreleri 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun mediyalinde,
mezotelde bir kalimlagma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin ¢ogalmasi

ile mezonefrozun mediyalinde bir kabariklik (gonadal kabarti) olusur. Parmak



seklindeki epitel kordonlar1 (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa
stirede biiyiirler. Farklilasmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve igte yer alan bir
medulla’dan olugmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise,
farklilagsmamis gonad’in korteksi ovaryuma farklilagir, medullasi geriler. Embriyo XY
seks kromozom kompleksini icermekteyse, medulla testise farklilagir, korteks bir takim

kalintilar1 birakarak geriler, dejenere olur (34, 37, 75, 78, 117, 140, 141, 173, 195).

Seks kromozom kompleksinin tipi, fertilizasyonla saglanir, bu da farklilasmamis
gonadm hangi yonde gelisecegini belirlemektedir. Mevcut gonadin tipi, daha sonra dis
genitallerde ve genital kanallarda olusan cinsiyet farklilasmasini belirlemektedir. Fetal
testisler tarafindan iretilen testosteron, dihidrotestosteron ve antimiilleriyan hormon

(AMH) normal erkek cinsiyet gelisimini belirlemektedir (141).

Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir Y kromozomu gereklidir. Testis belirleyici
faktor (TBF) icin gerekli olan SRY geninin, Y kromozomunun kisa kolunda, cinsiyet
belirleyici bolgesinde yerlestigi saptanmistir. Y kromozomu tarafindan diizenlenen,
TBF, testikiiler farklilasmay1 saglamaktadir. Bu organizator faktoriin etkisi altinda,
gonadal kordonlar, seminifer kordonlara (seminifer6z tiibiil primordiyumlarina)
farklilagir. Seminifer kordonlarin olusumu, bir dizi genin uyarilmasiyla saglanir. TBF,
gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin farklilasmamis gonadin medullasinda derinlerine
dogru uzamasma neden olur. Kordonlar burada dallanarak birbirleriye anastomoz
yaparlar ve boylece rete testis olusur. Kalin bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea
gelistikten sonra, gonadal kordonlarin yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur.
Yogun bir yapisit olan tunika albuginea’nin gelisimi, testikiiler gelisim i¢in oldukca
karakteristiktir. Genisleyen testis agamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
kendi mezenteri olan, mesorkiyum ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar, seminifer
tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklilasir (34, 75, 78, 117, 140, 141, 172, 173,
195).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensim

ile ayrilirlar. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 (testosteron



ve androstenediyon) salgilamaya baslarlar. Bu hormonlar mezonefroz kanallarin (Wollf)
ve dig genitallerin erkek tipinde farklilasmasimi uyarirlar. Testosteron iiretimini, insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu uyarir. Bu hormonun miktari, 8-12 haftalik
donemde en yiiksek degerine ulasir. Testosterona ek olarak, fetal testisler, glikoprotein
yapida bir hormon olan antimiilleryan hormon (AMH) veya miilleryan inhibitér madde
(MIM) ad1 verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri (destek
hiicreleri) tarafindan salgilanir. Bu hormonun salinmasi ergenlige kadar devam eder,
daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, uterus ve tuba uterinalara farklilasan,
paramezonefroz kanallarinin (Miiller) gelisimini baskilar (34, 37, 75, 78, 117, 140, 141,
173, 195). Seminifer tiibiiller, ergenlige kadar kati halde kalirlar, ergenlikten itibaren

liimen gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur:

Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden

gelisirler.

Spermatogonyum: Sperm hiicrelerinin onciileri olan bu hiicreler, primordiyal

germ hiicrelerinden farklilasirlar (34, 37, 75, 78, 117, 140, 141, 173, 195).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢cogunlugu olusturur. Daha
sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dig
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, eferent kanalciklar1 (duktuli eferentes)
olusturan, 15-20 adet mezonefroz tiibiiller ile devam eder. Bu kanalciklar, duktus

epididimisi olusturan mezonefroz kanali ile baglanirlar (34, 37, 78, 140, 141, 173, 195).

2.3. Testisin Histolojisi

20-30 g agirliginda oval bir bez olan testis, canlida beyaz goriinlim sergilemesi
nedeniyle tunika albuginea ad1 verilen siki fibroelastik bag dokusundan olusan kalin bir
kapsiille sarilmig durumdadir (154). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak
mediastinum testis adi verilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin ic¢ine giren fibroz

uzantilar (septum), bezi testis lobguklari/bdlmeleri denilen yaklasik 250 adet piramidal
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bélmeye ayirir. Bu uzantilar kesintisiz degildir ve ¢ogunlukla bdlmeler birbirleriyle
baglantilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir.
Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri ad1 verilen
interstisyel hiicreleri igerir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan
spermatozoonlari tiretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgilar (39, 45,

60, 61, 64, 68, 69, 74, 99, 116, 130, 144, 148, 169, 192, 194).

Testisler, embriyolojik gelisim sirasinda karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler. Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum
icinde spermatik kordonlarin uglarinda asili olarak bulunurlar. Skrotuma dogru
gerceklestirdikleri bu gd¢ nedeniyle her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika
vajinalis adi1 verilen ser6z bir kese seklinde skrotum igine siiriikler. Tunika vajinalis
dista parietal, igte ise visceral bir tabakadan olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarinda

tunika albugineayi orter (39, 45, 64, 68, 69, 99, 194).

2.3.1. Seminifer tiibiil epiteli

Spermatozoidler, seminifer tiibiillerde iiretilir ve eriskindeki yapim hiz1 giinde
yaklasik 2x10%dir. Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her
seminifer tiibiil karmasik yapida ¢ok kath bir epitel ile doseli olup, ¢aplar1 yaklasik 150-
250 pm ve boylar1 30-70 cm’dir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250
m’dir. Tibiller kivrimhidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller ya da tubuli
rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kanallar seklinde uzanir. Bu diiz
tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu
bir labirente baglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 adet duktuli
efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmaktadir (69, 98, 116, 130, 144, 169, 192,
194).

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmagik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibr6z

tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olan
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en icteki katman, diiz kas Ozellikleri de gosteren yassilagsmis miyoid hiicreler igerir.
Seminifer tiibiillerin arasmdaki boslugun biiyiik bir bolimiinii interstisyel (Leydig)
hiicreleri doldurur (69, 99, 116, 130, 144, 169).

Seminifer epitelde Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenez serisini

olusturan hiicreler vardir (99).

2.3.1.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri ergenlige kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipidir.
Ergenlikten sonra, tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10 unu olusturur. Daha ileri
yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre populasyonu diistiigii zaman, Sertoli hiicreleri

tekrar epitelin ana elemant haline gelir (39, 45, 69, 99, 116, 130, 144).

Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiill liimenine dogru uzanan
prizmatik hiicrelerdir. Tibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil imeni arasinda koprii
hiicreler olarak gorev yaparlar. Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral hiicre
membranlarinin  diizensiz smirlar1 vardir ¢iinkii gelismekte olan spermatogenik

hiicrelere kriptalar saglayarak ev sahipligi yaparlar (39, 45, 69, 99, 116, 130, 144, 192).

Cekirdek olukludur ve heterokromatin kitleleri ile iliskili genis bir ¢ekirdekeik
icerir. Sitoplazma, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, mitokondriyonlar,
lizozomlar, lipid damlaciklary, yaygmn bir Golgi aygit1 ve zengin bir hiicre iskeleti

(vimentin, aktin, mikrotiibiiller) i¢erir. Bazolateral bolgelerinde, Sertoli hiicreleri komsu

Sertoli hiicreleri ile siki baglantilar1 olustururlar (39, 45, 60, 61, 130, 144, 192).

Bazolateral siki baglantilar, seminifer epiteli bir bazal ve bir adluminal
kompartmanlara bolerler ve gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmun
reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri olarak adlandirilan elemanlar1 belirlerler
(39, 45, 60, 61, 130, 144, 192)
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Sertoli hiicrelerinin islevleri :

» Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek.

» Olusturduklar1 bariyer ile gelisen sperm hiicrelerini immiinolojik saldiridan

korumak.

» Seminifer tiibiil limenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm taginmasi i¢in

kullanilan bir s1v1 salgilamak.

» Seminifer tiibiil i¢inde spermatogenez igin gerekli olan testosteronunun

yogunlasmasini saglayan androjen-baglayici proteini (ABP) salgilamak.

» Testosteronu ostradiol haline ¢evirmek.

> On hipofiz bezinden Folikiil uyarict1 hormon (FSH) sentez ve salinmasini
Onleyen inhibin adli peptidi ve FSH salmimi iizerine olumlu bir etki gdsteren

aktivini salgilamak.

» Embriyo gelisimi sirasinda erkek fetiiste Miiller (paramezonefroz) kanallarinin

gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan AMH’yi salgilamak.

> Ureme hiicrelerine demir tasidigma inanilan testikiiler transferrinin

sentezlenmesi ve salgilanmasinda gorev almak (48).

2.3.1.2. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
diploid spermatogonik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin

altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin diginda yer alirlar.
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Spermatogonyumlar, spermatogonyal kok hiicrelerden koken alirlar ve ergenlikte

baslayan bagarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gdzlenebilir: (1) tip A
spermatogonyum (insan testislerinde A koyu ve A ag¢ik spermatogonyumlar olarak

gozlenir); (2) tip B spermatogonyum (64, 69, 99, 116, 226, 227).

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde 6nemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnglidirler. Mitotik olarak bolinen spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilagsmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve radyasyona
duyarhdrrlar. Radyoterapi ve antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan sonra,
spermatogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler.
Postmitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere yiiksek oranda direnglidirler (64, 69, 99,
116).

2.3.1.3. Primer ve sekonder spermatositler

Basarili mitotik boliinmeler gecirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S
fazin1 (DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz boliinmenin profaz agamasima
girerler. Spermatogenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu
son turu, mayozun profaz [ asamasina baslayan bir primer spermatositin
sprematogonyuma gore iki kat DNA miktarmma sahip olacagini belirler. Primer
spermatosit 4C DNA miktarma sahiptir ve 1C hiicre basina yaklasik 1.5 pg DNA’ya
esdegerdir (64, 69, 99, 116, 226, 227).

Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesi gegirirler ve Sertoli hiicreleri
arasindaki tikayict baglantilarm hemen {izerinde, seminifer tiibiilin adluminal
kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin
icinde gerceklesir (38, 45, 226, 227).

13



Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak {iizere birinci
mayoz bdliinmeye (veya rediiksiyon boliinmesi) gider. Sekonder spermatositler ¢ok
hizl1 bir gekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan (sadece tamir
DNA sentezi meydana gelir) ikinci mayoz bolinmeye (veya esitlenme boliinmesi)
giderler. Her bir sekonder spermatosit artik herhangi bir hiicre boliinmesi gdstermeden

sperm seklinde olgunlasan iki adet spermatid meydana getirir (117).

Birinci mayoz boliinmenin sonunda, primer spermatositin 4C DNA miktari
sekonder spermatositte 2C’ye diiser. Ikinci mayoz bdliinmenin sonunda 2C DNA
miktar1 1C’ye diiser. Meydana gelen spermatidler haploid spermatidlerdir ve

spermiyogenez denilen karmasik bir faklilasma siirecini baglatirlar (117).

2.3.1.4. Erken ve ge¢ donem spermatidler

Mayoz boliinme sonucunda olusan, haploid spermatidler seminifer tiibiil iimenine
yakin adliiminal kompartimanda bulunan hiicrelerdir. Spermatogenez asamasinda,
spermatozoonun olusumundan 6nceki en son hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri tarafindan

beslenerek yeniden sekillenirler (117).

Erken spermatidler, yuvarlak ve poligonal sekillidirler. Cekirdeklerinde kaba
heterokromatin  bulunmaz. Belirgin bir golgi kompleksleri bulunur. Akrozom
gelismesinin kep asamasinda Periyodik asit Schiff (PAS) ile pozitif reaksiyon
gostererek yuvarlak sekilli goziikiirler (38, 45, 226, 227).

Geg¢ spermatidler ise yine PAS pozitif reaksiyon gostererek akrozomlarinin

uzamis haliyle goriiniirler.
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2.3.2. Interstisyel alan

2.3.2.1. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri, kivrintili seminifer tiibiiller arasindaki iicgenlerde gruplanirlar.
Ergenlik sirasinda belirgin hale gelen, yuvarlak, poligonal sekilli merkezi bir niikleusu
vardr. Kiigiik lipid damlaciklarindan olusan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi
bulunmaktadir. Iki gekirdekli hiicreler olagandir. Golgi kompleksi gekirdege yakindir.
Salgisini, testosteron ihtiyacina gore sentezler ve biriktirmeden salgilar. Daha sonra
bekletilmeden kana verildiginden salgi graniilleri yoktur. Cok sayida tiibiiler kristali
mitokondriyonlara sahiptir ve asidofil sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 igerirler.
Dikkat ¢ekici Ozelligi genis graniilsiiz endoplazma retikulumudur. Graniilsiiz
endoplazmik retikulum sitoplazmalarinda androjenik stereoidlerin biyosentezi igin
gerekli enzimler bulunur. Sitoplazmalarinda, ayrica peroksizom, lizozomlar ve yasla
artan miktarlarda lipokrom pigment birikintileri de mevcuttur. Leydig hiicreleri bu

Ozellikleri ile steroid salgisi yapan hiicrelere benzerler (64, 69, 99, 140).

Leydig hiicrelerinde insana 06zgii olan renksiz, azokarmin ile boyanan ve
biiyiikliikleri degisebilen Reinke kristalleri bulunmaktadir. islevleri bilinmemektedir.

Bu kristaller, elektron mikroskobunda diizgiin kristal kafesler seklinde izlenir (64, 69).

Leydig hiicreleri, ikincil seks hareketlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu {ireterek spermatogenezisi devam ettirir. Testosteron,
mitokondri ve graniilsiiz endoplazma retikulumunda bulunan enzimlerce sentezlenir.
Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri, hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara baghdur.
Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon anne kanindan fetusa
gecerek, androjenik hormonlar1 iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir.
Hormonlar, embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin gelismesi igin
gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler insan hamileliginin 4,5 ayma kadar
farklilagmis olarak kalirlar. Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya bagh

olarak gerilerler. Hiicreler, gebelik boyunca ve hipofizden salman luteinizan hormon
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(LH) uyarmu altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 ergenlik dncesi

doneme kadar dinlenmede kalirlar (64, 74, 99, 117).

Olgun Leydig hiicreleri, dogumdan sonraki birka¢ hafta disinda, 10 yasina kadar
erkek cocuk testisinde bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artarak
ileri yaslarda azalir. Leydig hiicre sayisi, 60 yasindaki bir erkekte 20 yasindaki bir
erkekteki sayinin yarisindan da az sayidadir (64, 74).

2.3.2.2. Myoid hiicreler

Seminifer tiibiill epitelini ¢evreleyen lamina propriya bag dokusundan
olusmaktadir. Myoid hiicreleri (peritiibiiler kontraktil hiicreleri) ve kollajen lifler
seminifer epitelin dis bazal laminasinda yer alir. Spermatogenez ile ilgili olarak
kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda lamina propriyanin tek katli myoid hiicrelerden
olustugu bildirilmistir (116, 169).

Myoid hiicreler ultrastriiktiirel olarak incelendiginde, sitoplazmasinda aktin
filamentlerini igerdigi Ve bazal zarinin olmasindan dolay1 diiz kas hiicrelerine benzedigi
gosterilmistir. Fibroblastlarda bulunan graniillii endoplazma retikulumlar1 sayesinde

kollajen sentezinde gorev almaktadirlar (64, 116, 169).

Myoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
hareketlerinden sorumludur. Spermler bu sayede duktus epididimise ulasir ve buray1

gectikten sonra hareket etme 6zelliklerini kazanirlar.

2.3.3. Interstisyel bag dokusu

Testis kiitlesinin  %25-30unu gevsek bag dokusu olusturur. Bu ara doku
icerisinde Leydig hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, Leydig hiicrelerine

doniisebilen farkilasmamis mezenkimal kokenli hiicreler, kilcal damarlar, lenf damarlari
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ve sinirler bulunur (15, 130, 169, 189).

2.3.4. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon iretim siirecidir (99). Bu islem, hipofiz
gonodotropinleri etkisiyle ergenlikten hemen 6nce baglayarak, biitiin yasam boyunca
devam etmektedir (78, 117, 169, 226, 227).

Spermatogenez olayi, spermatogonyumdan sperm olusumu sirasindaki ¢ogalma

ve hiicresel degisikleri kapsamaktadir. Bu siire¢ 3 doneme boliiniir (15) :

2.3.4.1. Spermatositogenez

Spermatogonyumlari mitozlarla ¢ogalmasi ve primer spermatosite farklilagsmasi

dénemidir (15).

IIkel Tip A spermatogonyumlar, 4 kez mitoz bdliinme gegirerek 16 adet daha ileri
farklilasmis Tip B spermatogonyumlar1 meydana getirir. Bu evrede spermatongonya
Sertoli hiicrelerine dogru ilerleyerek, Sertoli hiicreleriyle taban ve yan yiizlerinden siki
bir bariyer olusturur. 24 giinliik bir zamandan sonra, Sertoli bariyerinden gecen her
spermatogonyum biiyiiyerek, daha biiylik yuvarlak hiicreler olan primer spermatositler
halini alir. Tip B spermatogonyumdan olusan primer spermatositler, birinci mayozun
profazina girerler (38, 69, 78, 117, 169, 226, 227).

2.3.4.2. Mayoz boliinme

Primer spermotisitin birinci mayoz bdliinmeyi geg¢irmesiyle iki sekonder
spermatosit olusur. Bu sirada diploid sayida kromozom igeren primer spermatositlerden
haploid sayida kromozom igeren sekonder spermatositler olusur. Sekonder

spermatositlerden ise mayozun ikinci olgunluk boliinmesiyle spermatidler meydana

17



gelir. Boylece olusan hiicreler haploid sayida kromozom ve haploid DNA igerigine
sahiptir. Bu da dollenme olursa yeni olusacak olan zigotta tiire 6zgii kromozom

sayisinin korunmasini saglar (15, 38, 78, 169, 226, 227).

2.3.4.3. Spermiyogenez

Spermatidin spermatozoaya doniistiigli mayoz sonrasindaki gegirdigi degisikleri
icermektedir. Haploid spermatidler seminifer tiibiil limenine yakin adluminal
kompartmaninda yerlesmislerdir. Spermatidler, Sertoli hiicre sitoplazma kriptalari

icinde gomiiliidiirler.

Spermatidlerin sitoplazmasinda mitokondri, bir sentriyol ¢ifti, serbest ribozomlar
ve graniilsiiz endoplazma retikulumu bulunur, ¢ekirdeginin hemen yaninda ise Golgi

kompleksi yer almaktadir.

Spermatidler, spermiyogenez adi verilen hiicrenin spermatozoaya doniistiigi

stiregten gecerler. Spermiyogenez, spermatogenezin son agamasidir.

Spermiyogenez dért faza ayrilabilir (38, 78, 117, 129, 169, 226, 227)

2.3.4.3.1. Golgi faz

Kiigiik, yuvarlak sekilli spermatidlerin sitoplazmalarinda bulunan iyi gelismis
graniillii endoplazma retikulumunda iiretilen hidrolitik enzimler, Golgi kompleksinin
trans yiiziinden zarla c¢evrili kiiglik proakrozomal graniiller olarak sitoplazmaya
verilirler (PAS+ boyanir). Bu graniiller birleserek akrozom vezikiiliinii yaparlar.
I¢lerindeki yogun olarak boyanan enzimler ise akrozom graniiliinii olusturur. Bu vezikiil
cekirdek zarmna yapisir. Bu yapisma yeri ilerde olusacak olan spermatozoonun
cekirdeginin tepesini isaret eder. Bu sirada sentriyoller hiicrenin ters kutbuna dogru

hareket eder. Arka arkaya durarak proksimal ve distal sentriyolleri yaparlar (15).
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2.3.4.3.2. Baslik (Cap) fazi

Akrozom kesesi bilyiiyerek ¢ekirdek zarma tutunan bir kep olusturur ve bu kep
¢ekirdegin ¢evresini sarmaya baslar. Bu arada ¢ekirdekteki yogunlasma devam eder
(48).

2.3.4.3.3. Akrozom fazi

Akrozom graniilii vezikiiliin i¢ini doldurur ve akrozomun yapimi tamamlanir.
Cekirdek koyu kromatinli, kiigiik ve tiire 6zgii seklini alir. Ornegin kobayda diskoid,
insanda armut seklindedir. Distal sentriyolden ¢ikan ve uzayan fibril demeti gittikce
uzayarak aksonemi yapar. Buna uyarak hiicre sekli uzar ve mitokondriyonlar ¢ekirdegin

hemen altinda aksonemi silindir seklinde sarar. Flagellum sekillenir (15).

2.3.4.3.4. Olgunlasma faz

Sinsityum bozulur ve spermatozoonlar serbestlesir. Liimene verilir. Artan

sitoplazma fazlaliklar1 Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (15).

Seminifer epitelde belirli spermatogenik hiicreler sadece diger belirli
spermatogenik hiicrelerle baglantihidirlar. Seminifer tiibiil seridinde farkli hiicre

gruplarinm bir serisi bir dongii tamamlanincaya kadar devam eder.

Belirgin bir seminifer tiibiil alaninda, ayni hiicresel gruplagsmanin, iki defa ortaya
¢ikmasi arasindaki ardisik basamaklar serisi, seminifer tiibiil dongiisiidiir. Insanda bir
dongii 6 evreden olusur ve her dongii 16 giin siirer. Bir spermatogonyumun olgun bir
sperm haline gelebilmesi i¢in 4 dongii sonunda 64 giin gegirmesi gereklidir. Canli
sicanda ise bir seminifer tiibiil seridi boyunca bir dongii 14 basamaktan olusur ve 12-14
giin siirer. 3H timidin ile yapilan ¢aligmalar sonucunda spermatogonyumdan spermin

meydana gelme siiresi toplam 54 giin olarak hesaplanmistir (38, 78, 117, 129, 169, 226,
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227).

2.4. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik ¢ok dnemlidir. Spermatogenez, 37°C
olan viicut i¢i sicakliginin altindaki sicakliklarda meydana gelir. Testis sicakligi
yaklasik olarak 35°C’dir. Zengin bir vendz ag olan pampiniform pleksus testis
arterlerinin etrafin1 sarar. Bu aglar testis sicakligmin siirdiiriilmesinde onemlidir ve
sicakhigi dagitmak igin ters yonlii akimla sicaklik degisimini saglamaktadir. Soguk
giinlerde, skrotum kasi refleks olarak kasilarak testisleri yukar1 dogru ceker, testislerin
viicuda yaklastirilmasi ile 2°C’lik farkin siirekliligi saglanabilir. Bu sekilde, skrotum
teorik olarak, testislere 6zgiil sogutma mekanizmasi olarak gorev yapar (68, 74, 117,
180).

Spermatogenez iizerinde endokrin faktorler de etkilidir (38, 68, 72, 74, 78, 129,
169).

¢ Testosteron: Leydig hiicreleri tarafindan salinir ve spermatogenik hiicrelerin

gelismesi i¢in gereklidir.

R/

% Folikiil Uyarici Hormon (FSH): On hipofizden salinir. Sertoli hiicrelerini etkiler.

Adenil siklaz yapimini, dongiisel adenozin trifosfat (cAMP) artisin1 uyarir. Ayni
zamanda ABP’nin (androjen baglayici protein) sentez ve salgilanmasini harekete
gecirir. Daha sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil
limenine tasir. Boylece spermatogenez uyarilmis olur. Bu uyar1 olmazsa

spermatidlerin sperme doniismesi gerceklesmez.

< Ostrojen: FSH sonucunda uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan

yapilmaktadir.
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% Luteinlestirici Hormon (LH): Leydig hiicreleri iizerine etki ederek normal
spermatogenik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini uyarir.
Hipofizden LH salgilanmas1 negatif geri besleme ile diizenlenir. Testosteron

sentezinin artmast LH salimin1 baskilar.

« Inhibin: Bu hormon Sertoli hiicrelerinde yapilir ve FSH salinimini geri besleme
mekanizmasiyla diizenler. Inhibin siirekli salinrsa FSH baskilamir. Ureme

hiicresi sayis1 azalinca da FSH artar.

Insanda giinliilk sperm iiretimi testis basma 94,6 milyon olarak hesaplanmustir.
Spermler disi tireme yollarinda normalde mevcut olan sivi akintisina karsi hareket etme
yetenegine sahiptir ve bu Ozelli§ine pozitif reotaksis denir. Spermler disi ilireme
yollarinda bazi kimyasal maddeler tarafindan ise kendisine dogru ¢ekilir ve bu 6zellige

de pozitif kemotaksis denir (64, 68, 74, 78).

Kan ve seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin olmasi, testikiiler sivi
icinde kandan birkag maddenin bulundugu anlamina gelmektedir. Kan testis
bariyerinden Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar sorumludurlar ve erkek germ
hiicreleri kandan gelecek zararli maddelere karsi bu sekilde korunurlar (64, 68, 117,
144).

Sertoli hiicrelerinin farklilagmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Cinsel olgunlagsmanin immiinokompetansin gelismesinden uzun bir siire sonra
ortaya ¢ikmasi sebebiyle farklilasan sperm hiicreleri yabanci olarak tanmabilir ve germ
hiicrelerinin liimiine sebep olabilecek bir bagisiklik yanitini tetikleyebilirler. Kan-testis
bariyeri, gelisen spermler ve bagisiklik sistemi arasindaki herhangi bir etkilesimi 6nler.
Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin ge¢mesini Onler, bu da
serumlarinda ¢ok yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda dollenmedeki
bozuklugu aciklar. Sertoli hiicre bariyeri bdylece seminifer epiteli herhangi bir
otoimmiin tepkiden de korumus olur (1, 38, 117, 144, 169).
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2.5. Testiste Atrofi ve Rejenerasyon

Insanda ergenlikle baslayan spermatogenez devamlidir ve dlene kadar azalarak
devam eder (14, 67, 78, 107, 219). Seminifer tiibiil epiteli toksik ajanlar, alkol, g¢esitli
enfeksiyon hastaliklar1 ve beslenme yetersizliklerine (vitamin A ve E eksikligi)
hassastir. Az dozlarda verilen X-iginlar1 dahi dejenere hiicre sayisini arttirir, yiiksek
dozlarda ise kisirliga neden olur. Spermatogenik hiicreler yiiksek 1sidan da etkilenir. Bu
nedenle testisin skrotum i¢inde ve viicut disinda yer almasi gerekir. Testisin skrotuma
inmedigi hallerde (kriptorsidizim) seminifer borucuklar atrofik kalir. Sadece Sertoli

hiicreleri ve ¢ok az miktarda da spermatogonyum izlenir (15).

2.6. Kanser ve Kemoterapi

Kanser, sik gorilmesi ve Oldiriicii etkisinin yiiksek olmasi bakimindan
giinimiizde 6nemi giderek artan saglik ve yasam sorunlarindan biri haline gelmistir.
Istatistiklere gore kanser, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kalp ve damar

hastaliklarindan sonra 6liime yol acan nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir

(32, 35, 105, 127).

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, kontrolsiiz ve anormal bir
sekilde ¢ogalmasi ile yaygin 6zellik kazanarak uzak organlara kan veya lenf yolu ile

yayilmas1 (metastaz) sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (32).

Kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 normal hiicrelere gére daha kisa zamanda
Olmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizhidir ki, sonugta hiicreler devamli
birikir. Bu dengesizlik (asir1 hiicre birikimi), hem kanser hiicrelerindeki genetik
anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki

basarisizligindan kaynaklanmaktadir (24, 32, 36, 70, 99, 205, 207, 218).

Diinyada her y1l 12,7 milyon kisiye kanser tanis1 konuldugu ve 7,6 milyon kisinin

kanserden 61diigii bildirilmistir (92). Diinya Saglik Orgiitii 2005 yilinda tiim diinyada
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goriilen 58 milyon 6liimiin %13’iiniin kanser nedeni ile oldugunu bildirmistir (196).
Onlem almmadig: takdirde, diinya genelinde kanser yiikiiniin artacagi ve 2030 yilinda

26 milyon yeni tani kanser vakasina ve 17 milyon 6liime ulasacagi sanilmaktadir (92).

Ulkemizde ise Devlet Istatistik Enstitiisiiniin, saglik istatistikleri raporunda,
toplam oliimler arasinda % 12,9 (23.775 kisi) ile en sik ikinci 6liim sebebinin kanser
oldugu belirtilmistir (206). Saglik Bakanligi’nmin 2000-2006 yillarin1 kapsayan son
calismasina gore, Tiirkiye'de 396 bin kanser olgusu bulunmakta ve her yil, 140 bin kisi
kanserden 6lmektedir. Tiirkiye'deki hasta sayismin oniimiizdeki 20 yil igerisinde 1,5
milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (46). Kanser olgular1 tiim diinyada oldugu gibi

Tiirkiye'de de en onemli halk saglig1 sorunlarinin basinda gelmektedir (35).

Kanser tedavisinde kullanilan belli bash tedavi yontemleri sunlardir; cerrahi
(bolgesel), radyoterapi, kemoterapi ve yeni tedavi yontemleri (hormon tedavisi,
immiinoterapi- biyolojik tedavi, anjiogenez inhibitérleri, Sinyal ileti sistemi inhibitorleri,
gen tedavisi, kemik iligi transplantasyonu) ‘dir. Bu yontemlerden birisi ya da birkag1

birlikte uygulanarakta kanser tedavisi saglanmaktadir (8, 205).

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapinin ana ilkesi; hastanin normal
hiicrelerine zarar vermeden Ozellikle kontrolsiiz cogalan hiicrelere kars1 secgici 6ldiirticti
etkileri olan, tiimor hiicrelerinin biiylimesini, ¢cogalmasmi durdurmak veya yok etmek
amaci ile dogal veya sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar veya hormonlarla

yapilan tedavilerin tiimiinii i¢ine alan bir tedavi seklidir (8).

Son yillarda kanser tedavisinde meydana gelen gelismelere bagli olarak, modern
kanser tedavisinin temelini olusturan ¢ok sayida kemoterapdtik ajan kesfedilmis ve

kullanima girmistir (35).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar sayesinde kansere bagli 6liim
oranlarinda azalma goézlense de, uzun donem sag kalimlarda, biiyiime problemleri,

kardiovaskiiler problemler, ndron gelisimsel problemler, ikincil malign tiimdrler gibi
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yasam Kkalitesini etkileyen c¢ok ciddi endikasyonlar gozlenmistir. Essiz degerdeki
folikiilleri depolayan overler ve sperm iireten testisler, kemoterapétik ilaglara son derece
duyarhidir. Tedavi sonrasi goriilen reprodiiktif yetmezlik oranlarinin artigi, iireme
sagligmi etkileyen komplikasyonlar: da beraberinde getirmektedir. Yiiksek kemoterapi
ve radyoterapi ya da kemik iligi transplantasyonuna bagl sitotoksik tedaviler, gerek
over rezervini, gerekse testikiiler sperm tiretimini baskilayan ya da geri doniisiimsiiz

hasar olusturan tedavi segenekleridir (62, 190).

Kemoterapi sonrasi testislerde spermatogonyum, spermatosit ve spermatitlerde
gorillen apoptoz, gonadal islevi ve fertiliteyi etkilemektedir. Siklofosfamid,
chlorambucil, melphalan, busulfan, nitrogen mustard, procarbazin, ifosfamid, ve
thiotepa gibi baz1 kemoterapotik ajanlar ¢cogunlukla geri doniisiimsiiz fertiliteye sebep
olurken, cisplatin ve adriamisin kismen, bleomisin, actinomisin D, vincristin,

methotreksate ve 5-fluorouracil ise daha az oranda gonadotoksiktir (127, 196, 206).

Kemoterapdtik ajanlar, kimyasal yapilarina ve hiicredeki aktivitelerine gore;
alkilleyiciler, antimetabolitler, antitimor antibiyotikler, alkoloidler, enzimler,
kortikosteroidler (hormonlar ve hormon antagonistleri) olmak iizere etki mekanizmalar1

birbirinden tamamen farkli gesitli kategorilere ayrilirlar (8).

Alkilleyici ajanlar; 6zellikle hizli gogalan hiicrelere etki ederler. Yapisindaki alkil
koki ile makromolekiillerin niikleofilik kisimlarina geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar
ve Ozellikle DNA zincirlerinde ¢apraz baglantilarin kirilmasina neden olarak dogrudan
DNA’y1 etkilerler. Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin, Klorambusil,
Karboplatin, Cisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin, Ifosfamid, Nitrojen

mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer alir (8).

Anti-metabolitler; hiicredeki normal metabolitler ile benzerlik gosterdikleri i¢in
hiicre i¢ine girerler burada metabolitlerin yerine gecerek aktiviteyi bloke eder, azaltir ya
da makromolekiillerin i¢ine girerek, islevi olmayan bir makromolekiil yaratirlar. DNA

sentezi gibi hiicrenin metabolik siire¢lerini bozarak hiicre gelisimini bloke ederler. Bu
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gruptaki ilaglar hiicreyi S fazinda etkilerler. Allopiirinal, Fluorourasil, Metotreksat, 6-
Merkaptopiirin, Hidroksiiirea, Floksiiridin, Gemsitabin, Fludarabin, 6-Tioguanin,

Pentostatin anti-metabolit ajanlar arasinda yer alir (8).

Antibiyotikler; farkli yapida bir grup olup, hiicre siklusuna 6zgii olmayan bu
ilaglar hiicrede DNA ve RNA replikasyonunu durdurur, dokularda uzun siire
kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre dliimiine yol acarlar. Radyasyonla birlikte
verildiklerinde toksisiteleri artar. Bleomisin, Aktinomisin, Daktinomisin, Adriyamisin,
Doksorubisin, Epirubicine, Daunorubicin, Mitomycin-c, Mitoxantrone, Idarubisin

antibiyotik ajanlar arasinda yer alir (8).

Alkoloidler; hiicreyi mitoz boliinme evresinde iplik¢iklerin olusmasma engel
olarak hiicre boOlinmesini bloke eden ilaglardir. Podofilotoksinler’den ve vinca
alkoloidlerinden semisentetik olarak elde edilirler. Etoposid, Teniposid, Vinkristin,

Vinblastin, Vineralbin, Paklitaksel, Doketaksel alkoloid ajanlar arasinda yer alir (8).

Enzimler; protein sentezini ve hiicre metabolitlerini inhibe ederler. L-asparaginase

bu grupta yer alan ajanlardandir (8).

Kortikosteroidler; pasif diflizyon ile hiicre igine girer, glukokortikoid reseptorleri
ile baglanarak c¢ekirdege gecer, orada DNA ‘ya baglanarak DNA’nin transkripsiyonunu
engeller. Ozellikle hormon bagimh kanserlerin biiyiimesini, cogalmasini dnler, protein
sentezini inhibe eder. Prednisone, Dexamethasone kortikosteroidler grubunda yer alan
ajanlardir (8, 218).

Kemoterapdtik ilaglar olusturdugu etkiye gore iki gruba ayrilirlar;

1) Hiicre dongiisiine bagimli ilaglar; S evresine doniik ilaglar; antimetabolitler, M

evresine doniik ilaglar; alkoloidler ve G2 evresine doniik ilaglar; antibiyotikler.
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2) Hiicre dongiisiine bagimsiz ilaglar; hormonlar, antibiyotikler ve alkilleyici

ajanlar (8).

Kanserli hiicreler gelismeye basladigi donemlerde aktif halde boliiniirler. Eger
tam bu evrede sitotoksik ajanlar uygulanirsa iyilesme sansi yiiksektir; aksi takdirde
timor biiylikliigi arttikca oksijen ve besin gereksinimini karsilayabilmek i¢in kanser
hiicresinin boliinme hizi yavaglar ve inaktif Gy fazina girer; ¢ogu kemoterapétik ajan,
replikasyon ve proliferasyon donemlerinde hiicreler tizerine etkili oldugundan, G
fazindaki kanser hiicreleri kemoterapdtik ajanlarin sitotoksik etkilerinden korunurlar ve
malign aktivitelerini stirdiirtirler, bu durum kanser tedavisindeki basarisizligi
aciklamaktadir. Ek olarak tiimor hiicrelerinde ilaglara karsi olusan kalitsal veya
kazanilmis direng olusumu da kanser tedavisinde basarisiz olunmasma sebep olur.
Timorler kemoterapiye kisa bir duyarlilik doneminden sonra sik sik karsilagilmasi
sonucu direnc¢li hale gelebilirler. Direngli hiicredeki ¢esitli proteinler ilacin hiicre i¢i
etkinliginin kaybolmasma ve ilacin hizla hiicre disina atilmasma neden olur. Kanser

kemoterapisine direngli genler arasinda en bilineni mdr-1 genidir (36, 70).

2.7. Apoptozis

Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken, var olan
hiicrelerin bir kismi hiicre o6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hiicre Oliimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur (12,
199). Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik
olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (118). Apoptozis Yunanca’, ‘apo’ (ayri) ve
‘ptosis’ (diismek) sozciiklerinin birlesmesiyle olugsmustur. Diismek, dokiilmek anlamina
gelmektedir. Sonbahardaki yaprak dokiimiinii andirdig: i¢in, hiicre yitimini belirtmek
amactyla bu terim ilk kez 1972 yilinda Iskogyali patolog John Kerr ve arkadaslari
tarafindan kullanmilmigtir (158, 201). Kerr, fizyolojik olarak Glen hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlagmis kromatin pargalarint gdzlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayr biliziigme nekrozu olarak adlandirmistir. Hiicre

proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmasi gereken
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hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir (27, 50). Apoptozis ve mitoz dokuda siirekli bir
denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre limii
apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir (27, 136, 178). Wyllie, 1980 yilinda
deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlasmamis timus
hiicrelerinde gergeklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini
yaparak, hiicrede DNA biitiinligiiniin kalmadigini, apoptotik hiicre igin karakteristik
olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu goéstermistir (215). 1993 yilinda
Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis
ve timus hicrelerinin direkt olarak apoptozisi segmedigini, hiicre 6limiine neden olacak
genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir (43). Boylece
apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmustir (42).
Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir (42).
Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma membrani
yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden olur. Apoptozis
sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz. Apoptozisin ger¢eklesebilmesi igin yiiksek
ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz
ile Glecegine yon verir. Bu da mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda
gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan
enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir (134). Apoptozis, hiicre intihar seklidir
ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA

fragmantasyonu ile karakterizedir (71, 134).

Tiim hayvan hiicrelerinde apoptozisle yiikiimlii hiicre i¢i diizenek, evrimsel olarak
birbirine akraba olan genlerce yiiriitiilmektedir. Bu genlerin iiriinii olan proteinler etkin
bolgelerinde bir sistein kalintis1 igeren ve hedef proteinlerini aspartik asit kalintilarindan
kesen proteaz ailesi liyeleri olan kaspazlardir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik bir tepkime dizisi baslatirlar. Bu gen ailesinin 2, 8, 9, 10 numarali tiyeleri
baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken 3, 6, 7 ise efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan oliim sinyallerini efektor kaspazlara iletirler.
Efektor kaspazlar ise hedefledikleri proteinlerin kesilmesi araciligiyla ¢ogu geri

doniissiiz olan siiregleri baslatirlar (9, 114, 211).
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Apoptozisin hiicre i¢i uyariminda stres uyarici bir sinyal i¢sel ya da mitokondriyal
yolag1 etkinlestirirken hiicre dis1 uyarimimda bir ligand dissal ya da 6lim almaci
yolagmi uyarir. Hiicre i¢i yolakta herhangi bir nedenle mitokondriyon zar yapisi
bozulur, Sitokrom C saliimu artar. Sitokrom C, apoptozis proteaz aktive edici faktore
(APAF-1) baglanarak apoptotik yolagm esas elemani olan kaspaz ailesi tiyelerinden
kaspaz-9‘u etkinlestirir. Ayni zamanda kaspaz da sitokrom C‘nin saliverilmesine neden
olabilirler. Hiicre dis1 yolakta ise Fas ve Tiimor Nekroz Faktor Reseptor (TNFR) gibi
almaglar hiicre digindan gelen 6liim sinyalini hiicre i¢cinde Kaspaz-8°e aktarirlar (9, 114,
211).

Kaspaz selalesinin herhangi bir iiyesi bir kez etkinlestikten sonra diger 6nkaspazi
etkinlestirerek proteoliz silsilesinin siddetlenmesine neden olur. Kaspazlar hiicredeki
yapisal ve islevsel temel molekiilleri (DNA, Laminler gibi) keserek hiicrenin kendisini
hizla yikmasina ve makrofajlarca sindirilmesine yol agan bir dizi olay1 baslatirlar.
Hiicre, yilkim yolunda bir kez kritik noktaya ulastiktan sonra bundan geri doniis

yapamaz (9, 114, 211).

2.7.1. Spermatogenezde apoptozisin rolii

Doku canliliginda ve devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve
normal fizyolojik ortamim korunmasinda etkin olan apoptozis, testikiiler dokuda da sik
saptanan bir fenomendir. Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve
mayotik bolinmeler sonucu hiicre farklilagsmasi ile olgun sperm olusmasidir. Normal
spermatogenez iginde, hiicre gelisimi ve farklilagsmasina ilave olarak germ hiicre 6limii
de gorilir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar (183, 186). Apoptozis,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyumda programli hiicre
olimiine yol agar (28). Germ hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin normal geligimi
icin mutlaka gereklidir (97). Kerr tarafindan yapilan bir ¢aligmada testiste devamli
olarak spontan apoptozis gerceklestigi bildirilmistir (113). Testiste, defektif germ
hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin % 75'i

apoptozise maruz kalir (88). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik hiicre
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eliminasyonu, olgunlagmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun
sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (18, 85, 168,
216). Androjen eksikliginde, azospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel
kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artiginin oldugu olgularda testislerde olusan
programli hiicre olimlerinde artma goézlenebilir (51, 83, 95, 97, 197, 223).
Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisinin hormonal kontrol altinda
gerceklestigi bildirilmistir (197, 223). Hipofizektomize immatiir siganlarda hem
germinal hem de somatik hiicrelerde masif apoptozis ortaya ¢iktigi ve bu olgularda FSH
ya da hCG tedavileri ile bu yogun programlanmis hiicre Slimiiniin engellenebildigi
gosterilmistir (83, 223). Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi disinda
maturasyon arresti ve hipospermatogeneze yol agan tim klinik durumlarda da apoptozis
goriilebilir (132). Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon, kemoterapi veya sogutma
gibi faktorlere olan sensitivitesi de germ hiicrelerinin programlanmis hiicre éliimlerini
artiran diger bir faktordir (29). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen
stimulanlarin varliginda fizyolojik olmayan diizeyde apoptozis gerceklesir ve Klinik

olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir (44, 114, 123).

2.8. Cisplatin (CDDP)

Cisplatin, 1970’li yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilan en Onemli
antineoplastik ilaglardan biridir. Eriskin ¢agda goriilen pek cok tiimdriin yani sira,
ndroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom, beyin tiimdrleri, germ hiicreli tiimor,
osteosarkom gibi pek c¢ok cocukluk cagi tiimoriiniin tedavisinde yer alan cisplatin,

kemoterapi protokollerinin vazge¢ilmez bir elemanidir (112).

Cisplatinin biyolojik 6zellikleri 1960’11 yillarda biyofizik¢i Barnett Rosenberg
tarafindan tesadif eseri kesfedilmistir. Elektromanyetik radyasyon uygulamasinin
bakteri ve memeli hiicrelerinin boliinmesi {izerine etkisini arastiran Rosenberg,
Escherichia Coli ile yaptigi ilk deneylerde biiyiime alaninda platin elektrodlar:
kullanmaktayd:. Platin elektrodlarinin bulundugu bu biiyime alaninda bakterinin

normalden 300 kat daha uzun olan filamanlara sahip oldugunu gozledi. Kisa siirede bu
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etkinin elektromanyetik alandan degil, platin elektrodlarindan ortaya ¢ikan elektroliz
triinlerinden kaynaklandigini  gosterdi. Ayrintili kimyasal analiz sonucunda bu
biyolojik etkiye yol ac¢an bilesenin ilk olarak 1845 yilinda Peyron tarafindan sentezlenip
tanimlanan ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan cisplatin adin: alan platinin
notral bir cis izomeri oldugu saptandi. Bu bilesenin bakterinin hiicre bdliinmesini
engelledigi ancak diger biiyiime yapilarint engellemedigi i¢in ¢ok uzun filamanlarin
ortaya ¢iktig1 gosterildi. Cisplatine ait bu bulgular 1965 yilinda yayinland: ve 1968
yilinda sarkomlu bir farede intraperitoneal cisplatin uygulamasi sonucunda tiimor
boyutunda belirgin gerileme oldugu gézlendi. 1lk kez 1971 yilinda kanser hastalarinda
basar1 ile uygulanmaya baslanan ilag Amerikan Gida ve Ila¢ kurumundan 1978 yihinda
onay almistir (112).

2.8.1. Cisplatinin molekiiler yapisi ve ozellikleri

Cisplatin (cis-diaminodikloroplatinum (Il), cis-platinum (1I), cis-DDP, CDDP)
yatay diizlemde cis pozisyonda ortada platin atomu etrafinda klor ve amonyum atomlari
ile gevrili inorganik bir platin kompleksidir (Tablo 1, Sekil 2) (204, 46)

Tablo 1: Cisplatinin kimyasal 6zellikleri Sekil 2: Cisplatinin molekiiler yapisi

Gstematik ad: cis diaminodikloroplatinunﬁ / \

Molekiiler formiil: Cl,HgN,Pt Hs

Cl N
Molekiiler agirhk: 300.1 g/mol \ /
Cl NH

Renk: Koyu sar1 (kristal kati) ve berrak Pt

(cozelti)

Yapi: Tetragonal (kare) diizlemsel 3

\Erime noktasi: 270°C / \ /

30




Cisplatin uzun yillardir basar1 ile kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen
biyokimyasal etki mekanizmasi heniiz kesin olarak aydinlatilamamstir. Ilacin
sitotoksik ~ Ozelliklerini niikkleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu bozarak ve cesitli sinyal iletim yolaklarini aktive ederek sagladigi
diistiniilmektedir (112, 212).

Cisplatin’in hiicre DNA’sinda olusturdugu sitotoksik etkilerin yani sira hiicre
mitokondrion islevi tizerinde de etkilidir. Mitokondriondan kalsiyum O, ¢ikisini arttirir,
ayni zamanda oksijen taginmasini da arttirarak solunum hizinda artiga, dolayis ile
hipoksiye neden olur. Bunun yani sira ATPaz aktivitesini engeller. Tiim bu olaylar
hiicre 6liimii ile sonuglanir. Makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda ilacin etkisi ile artis

gozlenir ve fibrozise neden olur (212).

Cisplatin, tiimor nekroz faktor’iin (TNF-a) ekspresyonunu arttirir, TNF-a hiicrede
inflamasyona yol agar, ayn1 zamanda apoptozis’i indiikler ve reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) iiretimine katkida bulunur (6).

Cisplatin sitotoksisitesinde oksidatif stres hasari, ROS iiretiminde énemli bir rol
oynamaktadir. Oksidatif stres hasarinda ortaya c¢ikan reaktif oksijen tiirleri,
mitokondrion, ksantin-ksantin oksidaz ve nikotinamid adenin dintikleotid fosfat oksidaz
(NADPH oksidaz) tarafindan iiretilir. Cisplatinin etkisi ile tiim bu yolaklarca iiretilen
reaktif oksijen tiirleri proteinlere, lipidlere, DNA’ya etki ederek yapilarina zarar verir.
Ilag ayn1 zamanda glikoz-6 fosfat dehidrogenaz ve hekzokinaz aktivitesinin artismna
sebep olarak reaktif oksijen radikallerinin olusumunu tetikler ve glutatyon peroksidaz,
stiperoksid dismutaz, katalaz gibi aktif antioksidan enzimlerin aktivitelerini inhibe
ederek antioksidanlarin iiretiminin azalmasina yol acar. Antioksidan sistemlerinin hasar
gérmesi sonucunda lipit peroksidasyon iiriinli, malondialdehid (MDA) diizeyi artar.
Olusan serbest radikaller, hiicre membraninda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna
sebep olarak hiicre membraninin lipid yapilarma zarar verir, proteinlerin
denatiirasyonuna yol agar, bu da enzimatik inaktivasyona ve mitokondrial disfonksiyona
neden olur (6, 161).
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Sonugta serbest oksijen radikallerinin artisina bagl olarak serbest yag asitleri ve
ozellikle karaciger ve bobrek dokusunda lipid peroksidasyonu artar, fosfolipidler ve
antioksidan tiretimi azalir, mitokondrideki voltaj bagimli kanallarla reaksiyona girerek
membran permeabilitesinin degismesine ve sitokrom C’nin mitokondriden salinmasina
yol agar, bir¢ok sinyal ileti yolagmi aktive hale getirerek hiicrede apoptozisi baslatir ve
hiicre 6liimiine sebep olur (159, 163, 177, 212).

2.8.2. Cisplatinin hiicre icine alinigi

Cisplatinin  hiicre icine alimisma yOnelik mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir. Yapilan ilk ¢alismalarda cisplatinin pasif difizyon ile hiicre igine
girdigi 6ne stiriilmiistiir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ise bakir transport proteini
olan ‘copper transporter 1 ’in (CTR1) cisplatinin hiicre i¢ine aktif olarak alinmasinda
etkili oldugunu géstermektedir (87, 212).

2.8.3. Biyotransformasyon ve DNA- platin baglarinin olusmas:

Cisplatin hiicre igine girdikten sonra su ile reaksiyona girerek iki Klor iyonunu
kaybeder ve iki su molekiilii kazanir. Olusan bu yeni pozitif yiikli molekiil, hiicre
icindeki DNA, RNA ve proteinler gibi niikleofilik molekiillerle reaksiyona girme
ozelligini kazanir. Bunlar arasinda DNA, ilacin sitotoksik ozelliklerini gostermedeki
birinci hedefidir. ilac DNA’da N7 pozisyonundaki piirin bazlariyla reaksiyona girerek;
tekli bag, DNA-protein bagi, interstrand (iki DNA zinciri arasinda) ve intrastrand (tek
DNA zincirinde bazlar arasinda) kovalent ¢apraz baglar olusturur. Bu baglarin ¢ogu
intrastrand baglardir (Sekil 3) (87, 163, 185).
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Sekil 3: Cisplatinin DNA ile olusturdugu baglar

DNA ile kovalent baglarin olusmasi sonucunda DNA’nin yapisi bozulur ve sarmal
tizerindeki bu bozulan yerlere hasar1 farkeden hiicre i¢i proteinler baglanir. Bu
proteinler arasinda en onemlileri; yanlis eslesme tamir ‘mismatch repair’(MMR)
kompleksi yapisinda olan hMSH2 ve hMutSa proteinleri, histon olmayan kromozomal
yiiksek mobilite grup 1 ve 2 ‘nonhistone chromosomal high-mobility group’ (HMG1
ve HMG2) proteinleri, insan RNA polimeraz 1 transkripsiyon yukar: baglanma proteini
‘human RNA polymerasa 1 trancrption upstream binding factor’ (hUBF) ve

transkripsiyonel faktor baglanma proteini ‘TATA binding protein’ (TBP) dir (185).

DNA hasarini fark eden ve sarmal iizerine baglanan proteinler birgok sinyal ileti

yolagini aktive hale getirmek sureti ile hiicre hasar1 ve dliimiine yol agarlar.
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2.8.4. Cisplatinin farmakokinetigi

Cisplatinin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Cisplatine ait farmakokinetik 6zellikler (90)

Oral emilim Hayir

Bobrek, karaciger ve prostatta en yiiksek
seviyelere ulasir.

Anne siitiine geger, plevral sivi gibi

Dagihm ticlincti bosluk sivilarina geger.

Plasentay1 geger.

Kan beyin bariyer gegisi bilinmiyor.
( Eser miktarda gecisten bahsedilmistir)

Enzimatik olmayan yollarla aktif ve

Metabolizma inaktif metabolitlere donistiriilir.

Cogunlukla idrar ile (%90)

Renal sekresyon ve atilima ugrar.

Atthm Platin dokularda 180 giine kadar bulunur.

Yarilanma omrii:
Cisplatin: 30 dakika
Serbest kompleksler: > 5 giin
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2.8.5. Cisplatinin toksisitesi

Cisplatin organizma iizerinde birgok toksik etkilere neden olmaktadir. Cisplatinin

neden oldugu bu etkiler tablo 3 te gosterilmektedir.
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Tablo 3: Cisplatine bagl istenmeyen etkiler (90)

ORGAN

YAN ETKI

Kardiyovaskiiler

Bradikardi, hipertansiyon, serebral arterit,
serebrovaskiiler olay (nadir)

Norolojik

Isitme kaybi, tinnitus * (%31), vertigo
otonomik néropati (nadir), nobet (nadir),
arka kolon noropatisi (nadir), higkirik,
periferik noropati, optik norit, gorme
bulanikhigs, renk algisinda degisiklik, akut
ensefalopati (nadir)

Bulanti ve kusma¥*, diyare/ishal*,

Gastrointestinal anoreksi/istahsizhk*, tat  duyusunda
bozukluk
Miyelosiipresyon * (%25-30, nadir

Hematolojik dénemi 18-23 giin) anemi, hemolitik
anemi  (Coombs pozitif), trombositik
mikroanjiyopati (nadir)

Neoplastik Akut 16semi

Dermatolojik

Alopesi/sa¢ dokiilmesi, dokiintii

Hepatik

Karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme,
bilirubin yiiksekligi (gegici, nadir)

Hipersensitivite

Tip 1 (anafilaktik)
Tip 2 (hemolitik anemi)

Renal/metabolik

*

Toksik nefropati (%28-36),
hipomagnezemi, hipokalsemi, hipokalemi,
hiponatremi, hipofosfatemi, hiperiirisemi,
uygunsuz ADH sendromu

Infertilite
Reprodiiktif

Kas kramplari, serum demir diizeyinde
Diger yiikselme

*: Doz sinirlayict etki
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Cisplatin uygulamalarindan sonra olusan bu yan etkileri 6nlemek igin, cisplatin
hizl1 enjeksiyon yerine uzun siireli infiizyon seklinde uygulanabilir bu sayede elimine
edilen ila¢ miktar1 azaltilir ve toksisite minimuma dusiiriiliir. Toksisite bu sekilde

kesilemezse doz azaltilir veya ilag kesilir (6).

[lacin tedaviye devamu i¢in kullanimi zorunlu oldugu durumlarda ise yalnizca
tiimorli hiicreyi hedef alarak, ilacin antitiimoral etkinligini engellemeden, cisplatinin
istenmeyen yan etkilerinden korunmak amaci ile koruyucu ajanlar cisplatin gibi
kemotorapatik ilaglarla birlikte kullanilarak olusan toksisite minimuma indirilmeye
calisilir (204).

Antineoplastik ilaclarin kemoterapide kullanilmasi sonucu, 6zellikle hizli bir
bicimde g¢ogalmakta olan gastrointestinal, hematopoietik sistem hiicreleri ve testiste

onemli toksik etkilerin olustugu bilinmektedir (101).

Testis germinal epitel hiicreleri, yiiksek mitotik aktiviteye sahip olmalar1
nedeniyle sitotoksik kemoterapétiklere duyarhidirlar. Hematolojik malignitelerin
tedavisi sirasinda gonad fonksiyonlar1 hasta yasi, kiimiilatif doz ve kullanilan her bir
ajana bagl olarak degisik sekillerde etkilenir. Kemoterapotikler gonadal hormon
kaybina, germ hiicrelerinde mutojenik degisikliklere ve fetus iizerine teratojen etkiye
yol agabilmektedirler (55).

Gonadlar1 en ¢ok suprese eden kemoterapotik ilaglar alkile ediciler (mekloretamin
gibi, prokarbazin haric) ve cisplatindir. ilag kombinasyonlar1 da degisik oranda gonadal
toksisite gosterirler. Kiimiilatif doz sperm iiretiminin yeniden baslayip baslamayacagi
acisindan ¢ok onemlidir. Klorambusil ve siklofosfamid tek basina verildiklerinde
uzamig azospermiye neden olurlar. Prokarbazin ve cisplatin yiiksek dozlarda steriliteye
neden olur (55).

Farelere 7-9 mg/kg intravenoz cisplatin verilmesi sonrasi 1. haftada testosteron

seviyesinin diistiigli ancak LH ve FSH diizeylerinin bundan etkilenmedigi gosterilmistir
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(135).

Cisplatine bagl testikiiler hasar direkt olarak spermatogenik hiicrelere ve Sertoli
hiicrelerine olmaktadir ayn1 zamanda Leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozuklugu

yaratmaktadir (22).

Cisplatin uygulanan siganlarda sperm iiretiminin, seminifer tiibiil ¢apmin ve
intratestikiiler testosteronun azaldigi ve seminifer tiibillde TUNEL pozitif hiicrelerde

artig oldugu belirtilmistir (63).

Testikiiler hasarin bir¢ok belirtisi olmasma ragmen, uzun donem sonuglari; kalict

testikiiler atrofi gelismesi ve buna bagli infertilitedir (22).

Tam olarak etki mekanizmasi belirsizligini korusa da, artmis olan serbest radikal

olusmasi ve antioksidanlarin azalmasi buna neden olabilir (22).

Spermatogenik hiicreler kemoterapotik ilaglarin zararl etkilerine ¢ok duyarhdir.
Kok hiicre toplulugunda onarilamayan hasara yol agarak kalic1 infertiliteye yol acabilir.
En duyarli hiicreler aktif boliinen spermatogonyum ve preleptoten fazina kadar ki
spermatositlerdir. Kemoterapotik ajanlardan en gonodotoksik olanlar1 alkilleyiciler
(siklofosfamid, mustin, klorambusil, melfelan, busulfan, lamustin, karmustin),
antimetobolitler (sitarabin), vinka alkoloidler (vinblastin) ve digerleri (prokarbazin,

cisplatin, nitrojen mustart) olarak bilinir (160).

Cisplatin ve karboplatin spermatotoksiktir. Leydig hiicrelerine olas1 direkt
etkisinden dolay1r cisplatin kullanim1 serum testosteron ve intratestikiiler P 450
seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir. Cisplatin temelli kemoterapide hastalarin ¢ogu
azospermik olmakta, fakat bunlarin ¢ogunda spermatogenez 4 yil icinde geri

donmektedir (160).
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2.9. Antioksidanlar

Tiim hiicrelerde normal metabolik faaliyetler sonucu aerobik hiicre
metabolizmasinin bir iriinii olarak serbest radikaller (SR) meydana gelir. SR’lerin
omiirleri ¢cok kisa olsa da yiiksek derecede reaktiftir. Canli sistemindeki protein, lipid,
DNA, karbonhidrat ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyalle kolayca

reaksiyona girerek hiicre yap1 ve islevlerine zarar verebilmektedir (119).

SR’ler canli metabolizmasinin dogal bir {iriinii olarak ortaya ¢ikabildigi gibi ¢cevre
kirliligi, radyasyon, pestisitler, kontamine sular, 1s1, agr egzersiz, inflamasyon,
enfeksiyon, atesli hastaliklar, hava kirliligi, sigara dumani, kemoterapdtik ajanlar gibi

viicut disindan gelen pek ¢ok faktoriin etkisi ile de olusabilir (119, 125).

Aciga c¢ikan SR’lerin viicutta meydana getirecegi zararh etkilerden korunmak ve
olusabilecek hasar1 azaltmak i¢cin SR’lerle reaksiyona girerek onlar1 nétralize eden
cesitli savunma sistemleri gelismistir. Bunlara antioksidan savunma sistemleri veya
anti-oksidanlar denir (119, 198).

Ozel bir maddenin oksidasyonunu engelleyen ya da geciktiren maddeler olarak da
tanimlanan antioksidanlar SR’leri yakalar ve SR’lerin neden oldugu oksidasyonlar1

Snler (119, 198).

SR’lerin olusum hiz1 ile bunlarin anti-oksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi
arasinda bir denge bulunmaktadir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, SR’den
etkilenmemektedir. Olusan SR’ler belirli bir diizeyin {izerinde olusursa veya
antioksidanlar yetersiz oldugu takdirde ikisi arasinda var olan denge bozulur. Oksidan-
antioksidan dengesinin oksidanlar lehine bozulmasi sonucu hiicre yap1 ve islevlerinde
protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve yararli enzimler iizerine etki ederek
hiicrelerde olumsuz gelismelere yol acar. Bu meydana gelen oksidatif hasara ‘oksidatif
stres’ denir. Oksidatif stres patofizyolojik olaylarin ve bircok dejeneratif hastaliklarin

gelismesinde Onemli rol oynar. Bu sebeple organizmanin canliligmin ve hiicre
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homeostazinin siirdiiriilmesinde antioksidanlar SR’lerin meydana getirecegi kimyasal
hasarlara kars1 hiicreyi korudugu icin SR ve antioksidanlar arasindaki dengenin

korunmasi son derece dnemlidir (198).

Antioksidanlar genelde, radikal olusumunu 6nleyen (metal selatorler, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin dokudaki
etkilerini 6nleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit, betakaroten, glutatyon, urat)
antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler. Ayrica enzim ve enzim olmayanlar
seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisimlarinda

bulunabilirler (Tablo-4) (217).

Tablo 4: Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (217)

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albumin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH- | Askorbat (vit C) Transferrin
PX) [B-Karoten Ferritin
Fosfolipid hidroperoksit | Flavonoidler Laktoferrin
glutatyon peroksidaz | Urat Melatonin
(PLGSH-Px) Bilirubin Sistein
Glutatyon S-transferaz (GST)
Glutatyon reduktaz (GSSG-R)

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alt1 degisik mekanizma
ile gosterirler (47, 77); Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler.

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag

olusturabilecek  yapidaki iriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini
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Onleyebilirler.

3. Membran lipidlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni
(102) baskilayabilir ya da temizleyebilirler (127).

4. Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril ya da
Fe*?/Fe**/0, kompleksleri gibi) ve /veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil
radikallerinin olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda LPO’nun baslamasina hangi
reaktif Uriinlerin neden oldugu tartisilmaktadir, ancak hem baslangi¢ i¢in ve hem de
olusan lipid peroksitlerinin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal iyonlarina ihtiyag

oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere gevirebilirler. Ornegin; GSH-PX,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri krrabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini
Onleyebilirler. Zincir kiric1 antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik aminler ve en
yaygmn olanm1 o-tokoferol yer almakla birlikte bagka lipid solubl zincir Kkirict

antioksidanlar da vardir (77).

Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karsi dokular1 veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri goz oniine alindiginda, yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar ile

zehirlenmeye karsi koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir (96).

2.9.1. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Molekiil agirligr ise yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayni dort

subiinitten olusan 20 tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir Se atomu igerir. Bu
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nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara karst koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir (65,

145).

Bu enzimin varligi ilk defa Mills tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde
saptanmustir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir (145). Enzim
aktivitesinin % 60-75’i Okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1 ise
mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir (65). GSH-Px, intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan
en 6nemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan

bu enzim hiicrenin yapisini1 ve fonksiyonunu korur (65, 127).

Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da Se atomu igerir ve monomerik yapidadir. Ayrica
sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan olan vitamin E’nin yetersiz oldugu

durumlarda PLGSH-Px membranin peroksidasyonuna karsi korunmasini saglar (77).

2.10. Selenyum (Se)

Se, periyodik cetvelin 6A alt grubunda yer alan bir elementtir. Havada, toprakta,

kayalarda ve suda erimis olarak bulunur (181).

Memelilerde, Se’ye bagl glutatyon peroksidaz yoluyla fonksiyon goren,
karsinojen maddeleri detoksifiye eden bazi enzimlerin sentezinde rol oynayan hayati bir
elementtir (156).

Se’nin diyetle alinmasinin antikarsinojenik, antioksidan ve antitiimoral etkisi
oldugu bilinmektedir (156).

Yillar boyunca, sadece yiiksek derecede toksik ve kanser yapici 6zelligiyle bilinen

Se, daha sonra yapilan ¢alismalar sonucunda biyolojik sistemler i¢in onemli ve faydali
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bir eser element olarak degerlendirilmistir (17, 53, 210). 1957 yilinda Se’nin hayvanlar
icin O6nemli bir eser element oldugunun bulunmasmin ardindan, deneysel olarak

olusturulan karaciger tiimorlerinde Se uygulanarak % 50 oraninda iyilesme saglanmigtir
(210).

Se yiyeceklerde esas olarak selenometiyonin, metilselenometiyonin, selenosistin
ve selenosistein gibi organik bilesikler halinde bulunur ve disaridan alindig1 durumlarda
kullanilan bilesiginin sodyum selenit (Na2SeO3) olmasi nedeniyle, 6zellikle deneysel

Se galigmalar1 selenit metabolizmasi iizerinde yogunlasmustir (82, 181, 188, 202, 210).

Se, glutatyon peroksidazin (GSH-Px) etkin merkezini olusturur (2, 108, 188, 222)
ve olasilikla hiicrenin antioksidan dengesini etkileyen her besin ile baglantiya girer (17,

26, 53, 66, 108, 115).

Se, bazi metabolizma hastaliklarinin ve kanser tirlerinin 6nlenmesinde de rol
oynayan bir antioksidandir. Yikseltgenme stres patolojisi ve lipid peroksidasyonu ile
iliskilidir (104, 222). Reaktif oksijen pargalar1 hiicrede neredeyse tiim biiylik molekiiller
tizerinde hasar verici etkiye sahiptir. Her alt biriminde selenosistein seklinde bir adet Se
atomu iceren GSH-Px, hiicre iginde hidrojen peroksit (H2O,) gibi potansiyel zarar
verebilecek reaktif oksijen pargaciklarnin suya indirgenmelerini saglar (17, 53, 106,
108, 203, 210, 222).

GSH-Px
2GSH + H,0, — GSSG +2H,0

GSH-Px
2GSH + ROOH —— » GSSG + ROH + 2H,0 (108, 203)
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Se igeren birbirinden farkli 4 GSH-Px belirlenmistir. Bunlar;

1. Hiicresel veya klasik GSH-Px

2. Plazma veya hiicre dis1 GSH-PX
3. Fosfolipit hidroperoksit GSH-Px
4. Mide-bagirsak GSH-Px

Her bir GSH-Px farkli bir selenoprotein olmasina karsin hepsi antioksidan

enzimlerdir.

Se’nin biyolojik Onemi, yapisina katildigi enzimin bir es etkeni olmasindan
dolayidir. Se dokularin yiikseltgenme nedeniyle zarar gormesini engeller (122). Bu
sayede erken yaslanmanin onlenmesi iizerine de olumlu etkileri vardir (17, 106, 188,
210). Se, E vitamini ile etkileserek lipid metabolizmasi sonucu olusan peroksitlerin

neden oldugu yiikseltgenme hasarlarindan hiicre zarmi korumaktadir (17, 53, 106).

Se diisiik oranda kullanildiginda insan ve hayvanlarin biiylimesi i¢in gerekli ve
faydalidir, ancak yiiksek oranda kullanildiginda toksik bir etkiye sahiptir (solunum

sistemi tahrisi, agizda metalik tat, akciger 6demi, solukta sarimsak kokusu, terleme Vs.)
(53, 108, 115, 210).

Hayvanlar lizerindeki aragtwrmalar Se’nin, E vitamininin yerine kullanilmasi
sonucunda, yiikseltgenme hasar modellerinde vitamin E eksikliginden kaynaklanabilen

bazi hasarlar1 engelleyebilecegini gostermistir (2, 41, 106, 126).

Se, E vitamini ile birlikte antioksidan ve hiicre koruyucu olarak ¢aligmaktadir. Bu
ozelligi ile kalp krizlerini 6nlemede de yardimcidir. Hiicre zarlarini ve hiicrelerin bir

arada tutulmasini saglayip antioksidan sistemini lipid peroksidasyonunun zararlarindan

korumaktadir (53).
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Se, agir metallerden ve diger zararli maddelerden viicudu korumakla birlikte,
insan viicuduna zararli maddelerin (sigara, alkol, oksitlenmis yaglar, civa, kadmiyum
(Cd) etkilerini azaltmaktadir (89, 91, 149). Protein sentezine, biiyiime ve gelismeye
yararhdir. Kan hiicrelerinin kromozomlarmm zarar gormesini Onler. Spermlerin
tretimine ve canliligina olumlu etki yapar. Serbest radikallerin arttigi durumlarda
bunlarin indirgenme siirecine katilarak (sigara ig¢ilmesi, hava kirliligi, ultraviyole 1sinlar1

ve radyasyona maruz kalma) viicudu bu radikallere kars1 korur (26, 89, 91, 149, 214).

Se, sindirim ve solunum sistemiyle viicuda alinabilir. Daha sonra, hemoglobin
veya plazma proteinlerine (albumin, globiilin, lipoprotein, immiinoglobulin) baglanir ve
dokulara tasinir. Se’nin ¢ogu karaciger, bobrek ve testiste birikir. Se’nin fazlasi idrarla,

Se iceren dimetil selenit molekiilii ise solunum yoluyla disar1 atilir (106).

Insanlarda goriilen ve Se eksikligi ile iliskili daha pek ¢ok hastalik vardir. Bunlar
arasinda artrit, katarakt, kistik fibrozis, kas distrofisi, fenilketoniiri, Down Sendromu,
bronkopulmoner displazi, hemolitik anemi, multipl skleroz, gece korligi, bagisiklik
yanit1 eksikligi, malarya, Kwashiorkor ve ¢ocuklarda ani 6liim sendromu sayilabilir (2,
41, 53, 106, 167, 191).

Bir¢ok arastirma gdstermistir ki Se, erkek iireme sistemi siirecinde etkilidir ve
sodyum selenit seklinde farelere, sicanlara ve koglara uygulanmasindan sonra 6nemli
bir kisminin gelismekte olan spermatozoalarin bulundugu testiste biriktigi anlagilmistir.

Bu birikme 6zellikle Se eksikligi yiiksek olan hayvanlarda olmustur (25).

Uzun bir siire boyunca Se eksik diyetle beslenen siganlar, bozulmus motiliteli ve
karakteristik orta parca hasarli sperm iretmistir. Bu da normal sperm geligimi igin

Se’nin gerekliligine isaret oldugu distiniilmiistiir (25).

Cisplatin iceren kemoterapi alan hastalarin kanindaki Se seviyesi diismektedir ve

Se’nin cisplatin ve nitrite kars1 koruma sagladigi gdsterilmistir (10, 93).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizin yazimi sirasinda kullandigimiz biyolojik ve tip terimlerinin yazimi

ve Tiirkgelestirilmesinde Histoloji ve Embriyoloji Terimleri Soz1igii kullanilmistir (76).

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda, 4 aylik 250-300 g agirhiginda toplam 28 adet erigkin erkek
Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydmlik 12 saat karanlik
ortamda anabilim dalimiz hayvan odasinda, uygun kafesler iginde barindirilarak
serbestce beslenmeleri ve su igmeleri saglandi. Calismamizda yapilan tiim islemler
Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

26.04.2011 tarihli ve 211 sayili karari ile onaylanmuistir.

Deney hayvanlari, her bir grupta 7 deney hayvanmi olacak sekilde Kontrol,

Cisplatin, Selenyum ve Cisplatin+Selenyum grubu olarak 4 gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 7 giin boyunca giinde
1 kez siganlarin viicut agirliklarina gére hacmi hesaplanarak belirlenen dozda

serum fizyolojik (Cisplatin ¢oziiciisii oldugundan) i.p olarak verildi.

2) Cisplatin grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarma, 1. giin tek doz
cisplatin 7 mg/kg i.p. olarak verildi.(16, 30, 104, 220)

3) Selenyum grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 7 giin boyunca
giinde 1 kez 1 mg/kg Se i.p. olarak verildi (103, 115).

4) Cisplatin+Selenyum grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina, 1. giin tek

doz cisplatin 7 mg/kg ve 7 giin boyunca giinde 1 kez 1 mg/kg Se i.p. olarak

verildi.
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3.2. Kimyasallar

Cisplatin olarak, ONCO-TAIN® firmasmm Cisplatin DBL 50mg/ 50ml Enjektabl
Soliisyon adli iiriinii kullanildi. Selenyum olarak, Acros Organics (New Jersey, USA)

firmasimin Sodium selenite 44-46% Se Anhydrous adli iirlinii kullanildi.

3.3. Viicut Agirhklarmimn Olgiimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklar1 uygulanacak madde
dozlarm1 belirlemek iizere giinliik olarak tartildi. Deney sonunda agirliklar: tartilarak

kaydedildi.

3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularm tespitinde kullanilacak Bouin ¢6zeltisi asagidaki sekilde hazirlandi;

Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
Formaldehit (% 40) 25 mi
Glasiyal asetik asit 5ml

Molekiil agirligr kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 ml saf su igerisinde
¢oziildii. Tyice ¢dzdiiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullanildi.

Cozelti kullanilmadan once siiziildii. Bouin ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 6nce
doymus pikrik asit ¢ozeltisi ile formaldehit karistirildi, daha sonra iizerine yavasca

glasiyal asetik asit ilave edilerek ¢ozelti karistirildi (23).
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3.5. Dokularin Ahinmasi

Hayvanlar 7. gilinlin sonunda viicut agirliklar1 Olgiiliip kaydedildikten sonra
ketamin (Ketalar 90 mg/kg) + ksilazin (Alfazyne 10 mg/kg) i.p. olarak verilerek servikal
dislokasyon ile oldiriildi (86, 138, 146, 182). Hayvanlarm karin bolgesi agilarak

testisleri ¢ikarild1

3.6. Testis Agirhklarmin Olgiimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro
AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklar: her sigan igin ayr1 ayri sag ve
sol olmak tizere tartilarak kayit edildikten sonra, sol testisler Bouin ¢dzeltisine ve sag

testisler ise %10’luk notral formalin igerisine alind.

3.7. Isik Mikroskobu icin Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin lizerine Bouin ¢ozeltisi, sag testislerin {izerine ise %10’ luk
notral formalin dokiildiikten sonra testislerin uzun ecksenlerine dik olacak sekilde
enjektor ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli birkag delik agildi. Fiksatif igerisindeki
testis dokular1 sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde once ortadan iki esit
parcaya ve daha sonra bu parcgalar da yeniden ikiye boliinerek kasetlere alindi. Dokular
fiksatiflerin igerisinde toplam 48 saat bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi islemi

uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten 2 blok elde edildi.

Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin basamaklari
Tablo 5’de gosterilmistir. Doku takip yontemine ait siireler her basamaga ait zaman birimi

aksi belirtilmedigi durumda saat olarak anlasilmalidir.
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Tablo 5: Doku takip yontemine ait siireler

Kimyasal Uygulama Siiresi (saat)

%70 Alkol 1

%90 Alkol 1

%95 Alkol Il 1

%2100Alkol 11 1

Ksilol 1 1

Parafin | 1

Parafin 111 1

S I
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%10’luk notral formalin ile tespit edilen kontol ve deney gruplarina ait dokular

rutin histolojik igslemlerden gecirilerek parafin blok haline getirildi.

3.8. Boyalarin Hazirlanmasi

3.8.1. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyasinin hazirlanist

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya ¢ozeltisi asagidaki sekilde hazirlandi
(23).

A- Periyodik asit 19
Saf su 200 ml
B- Schiff ¢ozeltisi;
Bazik fuksin 19
Saf su 200 ml
C- Potasyum metabisiilfit 20
D- Hidroklorik asit 2ml
E- Aktif komiir 29

Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin dnce hazirlandi. Periyodik asit saf suda
¢ozdiriildic ve kaynatildi. Kaynatilan ¢ozeltiye bazik fuksin eklenerek karistirildi ve
50°C'ye kadar sogutuldu. Daha sonra 2 g potasyum metabisiilfit eklenerek karistirildi.
Oda sicakligina geldiginde 2 ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi ve 2 g aktif komiir
eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir gece

bekletildi. Cozelti kullanilmadan 6nce siiziildii.

3.8.2. TUNEL yiontemi

Hiicrelerde DNA parcalanmasi ve apoptotik hiicre Oliimiiniin belirlenebilmesi

amaciyla in situ apopitozis belirleme kiti (Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptozis
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Detection Kit, Lot: PSO1514711, Chemicon) kullanild.

3.9. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 60 pm trim araligi ile 3 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam
iizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandi. Her
bloktan alman 3 pm kalinligindaki seri kesitlerden olusan 2 adet lam (64 kesit) 151k
mikroskobunda inceleme i¢in H-E boyasi, PAS+H ile boyand1 ve apoptotik hiicreleri

gbzlemek amaciyla TUNEL yontemi uygulandi.

Boyama yonteminin basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 6, Tablo 7, Tablo

8’de gosterilmistir.
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Tablo 6: Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)

Ksilol 11 15

%96 Alkol I1 5

%80 Alkol 5

Distile Su 5

(esme suyunda yikama Suyun rengi seffaf olana kadar

%70 Alkol 2

%90 Alkol 5

%96 Alkol I1 5

Ksilol 11 5

()] |

2



Tablo 7: PAS+H boyama ydntemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)

Ksilol 11

%96 Alkol I1

%80 Alkol

Distile Su

Distile Su

Cesme suyu 2

Cesme suyu 2

%80 Alkol

%96 Alkol |

Ksilol |

Lamlarin kapatilmasi
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Tablo 8: TUNEL yo6ntemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)

Ksilol 11

%100 Alkol |

%95 Alkol

Fosfat buffer soliisyonu (PBS)

Distile su | 5

% 3'lik hidrojen peroksit 5

Eguilibration buffer 5

Working Stop/ Wash buffer | 1/5 calkala

PBS |

PBS Il




Anti- digoxigenin peroksidaz damlatilir 30
iizerlerine plastik coverslip ile kapatilir
nemli ortamda

PBS Il

PBS IV

Distile su | 1

Distile su Il

Distile su | 1/10

Distile su Il 1/10

Ksilol |

Ksilol 111

3.10. Histolojik Degerlendirme

H-E ve PAS+H ile boyanan ve TUNEL yo6ntemi uygulanan kesitlerin histolojik
degerlendirmesi i¢cin DP 70 dijital kamera ile donatilmig Olympus BX51 1s1k
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mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) kullanildi. Tim preparatlar bu

mikroskopta incelenerek gruplari temsil eden goriintiiler elde edildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SigmaStat 3,5 paket programinda yapildi Siirekli 6lgtimlii
degiskenlerin dagiliminin normale uygun olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile
arastirildi. Normalite testinin sonuglarina gore parametrik veya non parametrik testler

uygulandu.

Viicut agirlig1 diizeyleri iki yonli tekrarh Olctimler (tek faktor tekrarl) varyans

analizi ile karsilastirildi. Coklu karsilastirma testi olarak Holm-Sidak testi kullanild.

Toplam testis agirliklar1 tek yonlii varyans analizi ile karsilastirildi.

Histolojik skorlamalar ise Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile

karsilastirildi. Coklu karsilastirma testi olarak Tukey testi kullanildi.

Tiim analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.

56



4. BULGULAR

4.1. istatistiksel Bulgular

4.1.1. Viicut agirliklar: analizi

Kontrol grubunda deney Oncesi ve deney sonrasi si¢anlarin viicut agirhiklari
karsilastirildiginda anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0,05). Cisplatin uygulanan
grupta deney Oncesi viicut agirligr deney sonrasindan yiiksek saptanmus, istatistiksel
olarak onemli fark gozlenmistir (p< 0,05). Cisplatin+Se uygulanan grupta deney
sonrasi viicut agirlig1 deney dncesinden diisiik saptanmus, istatistiksel olarak anlamli bir
fark goézlenmistir (p< 0,05). Se uygulanan grupta deney Oncesi ve deney sonrasi

sicanlarin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05)

(Tablo 9, Sekil 4).

Tablo 9: Gruplara gore deney 6ncesi ve sonrast viicut agirligi farklari (g) (p<0.05 *) (p<0.00 ***)

(NS= Not Significant) (Anlaml Degil)

Deney Oncesi ve Sonrasi Viicut Agirhklar
Gruplar Ortal;l::lzmmn P Onemlilik
Kontrol 0.714 0.54 NS
Cisplatin 11.143 <0.001 Hookk
Cisplatin- Se 3 0.01 *
Se 0.286 0.8 NS
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Viicut Agirhklar (g)

278

276

274 - —

272 ~ —

270 -~ —

268 - —

**k*

266 - —

264 - —

262 ~ -

260 -

Once | Sonra Sonra Sonra Sonra

‘ Once ‘ Once ‘ Once

Kontrol ‘ Cisplatin ‘ Cisplatin+Se ‘ Se ‘

Sekil 4: Sicanlarin deney éncesi ve sonrasi viicut agirhgi farklar1 (p<0.05%) (p<0.001***)

Deney sonrast viicut agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, Se ile
cisplatin ve kontrol ile cisplatin gruplari arasinda 6nemli derecede fark saptanmistir
(p<0,05). Cisplatin+Se ile cisplatin gruplar1 arasinda da fark yiiksekti ancak istatistiksel
olarak anlam gézlenmemistir (p>0,05). Cisplatin+Se ile Se, cisplatin+Se ile kontrol, Se
ile kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 10, Sekil
5).
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Viicut Agirhklar (g)

Tablo 10: Gruplar arasinda deney sonu viicut agirhg: farklar: (g) (p<0.01**) (NS= Not Significant)
(Anlaml Degil)

Deney Sonrasi Viicut Agirhklan
Gruplar Ortal;';':lr nmn Onemlilik
Se-Cisplatin
9.571 0.002 *x
Kontrol-Cisplatin
8.571 0.005 xx
Cisplatin+Se -Cisplatin
6.429 0.032 NS
Se- Cisplatin+Se
3.143 0.278 NS
Kontrol -Cisplatin+Se
2.143 0.457 NS
Se-Kontrol
1 0.727 NS
276
274
272
270
268 - *k *x
266 -
264 -
262 -
260 T T T T T T T T T T T 1
I N i I N SR R SRR N 4
\{_oé Q"’Q\’b %o& %o& \6{'\(\ o &'b o c_}é\'b y ,5.00 \6{—\(\
s s s

Sekil 5: Sicanlarin deney sonrasi viicut agirliklarimim gruplar arasinda karsilagtirilmasi (p<0.01**)
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4.1.2. Toplam testis agirliklar: analizi

Gruplar arasinda toplam testis agirliklari istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir fark olmadigr goézlenmistir. Buna karsin cisplatin grubunun kontrol,
cisplatin+Se ve Se gruplarina gore daha diisiik bir toplam testis agirhigina sahip oldugu

ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (p=0.073) (Tablo 11,
Sekil 6).

Tablo 11: Siganlarin gruplarina gore toplam testis agirliklar1 (g, Ortalama + Standart Sapma)

Toplam Testis Agirhgi
Gruol Ortalama +
ruplar Standart Sapma
Kontrol 2121+ 0.229
Cisplatin 1,817 0.266
Cisplatin+Se 2.02+0.22
Se 2.129+ 0.23

1,20

1,00

Toplam Testis Agirhgi (g)

o
[
=1

1

0,80

T T T
Kortrol Cisplatin Cisplatin+Se Se
Gruplar

Sekil 6: Siganlarin toplam testis agirliklarinin deney gruplarma goére karsilastirilmasi
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4.1.3. Histolojik skorlama analizi

4.1.3.1. Bazal membran kalinlasmasi

Bazal membran kalinlagmasi agisindan  gruplar  istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatin+ Se
karsilagtirilmalarinda anlamli fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile
kontrol, cisplatin+Se ile Se ve Se - kontrol karsilastirilmalarinda anlamli fark

gbzlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.2. Bazal membran ayrilmasi

Bazal membran ayrilmasi agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatin+ Se karsilastirilmalarinda anlamli
fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve

Se - kontrol karsilastiriimalarinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.3. Multiniikleer hiicre yapisi

Multiniikleer hiicre yapisi agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - Se, cisplatin - kontrol karsilagtirilmalarinda anlamli fark goézlenmistir
(p<0,05). Buna karsin cisplatintSe ile cisplatin, cisplatin+Se ile Se, cisplatintSe ile
kontrol, Se- kontrol karsilastirilmalarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo
12).

4.1.3.4. Hiicre nekrozu

Hiicre nekrozu agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda cisplatin -
kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint Se karsilastirilmalarinda anlamli fark

gbzlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve Se -

61



kontrol karsilagtirilmalarinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.5. Hiicresel dejenerasyon

Hiicresel dejenerasyon agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint Se karsilastirilmalarmda anlamli
fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve
Se - kontrol karsilastirilmalarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.6. Tuibiil duvart incelmesi

Tibil duvar1 incelmesi agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatin+ Se karsilastirilmalarinda anlamli
fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve

Se - kontrol karsilastiriimalarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.7. Epitelyal hiicre dokiilmesi

Epitelyal hiicre dokiilmesi agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint+ Se karsilastirilmalarinda anlamli
fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve

Se - kontrol karsilagtirilmalarinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.8. Tiibiiler atrofi

Tiibiiler atrofi agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda cisplatin -
kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint Se karsilastirilmalarinda anlamli fark
gbzlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve Se -

kontrol karsilastirilmalarinda anlaml fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).
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4.1.3.9. Vakuolizasyon

Vakuolizasyon agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda cisplatin -
kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint Se karsilastirilmalarinda anlamli fark
gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve Se -

kontrol karsilastirilmalarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.10. Kongesyon

Kongesyon agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda cisplatin -
kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatint Se karsilastirilmalarinda anlamli fark
gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatint+Se ile Se ve Se -

kontrol karsilastirilmalarinda anlamh fark gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).

4.1.3.11. Interstisyel alanda édem

Interstisyel alanda 6dem acisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
cisplatin - kontrol, cisplatin - Se, cisplatin ile cisplatin+ Se karsilastirilmalarida anlamli
fark gozlenmistir (p<0,05). Buna karsin cisplatin+Se ile kontrol, cisplatin+Se ile Se ve

Se - kontrol karsilastiriimalarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 12).
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Tablo 12: Histolojik skorlama

Histolojik Skorlama

Histolojik Skorlama

Medyan | 25% | 75% | | Tiibiil Duvar
Bazal Membran incelmesi Medyan | 25% | 75%
kalinlasmasi Kontrol 0 0 0
Kontrol 0 0 0 Cisplatin 2 1 2
Cisplatin 3 2.25| 3 Cisplatin+Se 0 0 0
Cisplatin+Se 0 0 |0.75(|Se 0 0 0
Se 0 0 0 Epitelyal Hiicre
Bazal Membran Dokiilmesi
Ayrilmasi Kontrol 0 0 0
Kontrol 0 0 0 Cisplatin 3 2.25| 3
Cisplatin 3 2 3 Cisplatin+Se 0 0 1
Cisplatin+Se 0 0 [0.75]|Se 0 0 0
Se 0 0 0 Tiibiiler Atrofi
Multiniikleer Hiicre Kontrol 0 0 0
Yapisi Cisplatin 2 2 3
Kontrol 0 0 0 Cisplatin+Se 0 0 0
Cisplatin 2 2 3 Se 0 0 0
Cisplatin+Se 0 0 1 Vakuolizasyon
Se 0 0 0 Kontrol 0 0 |0.75
Hiicre Nekrozu Cisplatin 3 2.25| 3
Kontrol 0 0 0 Cisplatin+Se 0 0 1
Cisplatin 3 2.25| 3 Se 0 0 |0.75
Cisplatin+Se 0 0 |0.75| | Kongesyon
Se 0 0 0 Kontrol 0 0 0
Hiicresel Dejenerasyon Cisplatin 2 2 | 275
Kontrol 0 0 0 Cisplatin+Se 0 0 0
Cisplatin 3 2.25| 3 Se 0 0 0
Cisplatin+Se 0 0 1 | |interstisyel Alanda
Se 0 0 [0.75 [ |Odem
Kontrol 0 0 0
Cisplatin 2 1.25| 2
Cisplatin+Se 0 0 0
Se 0 0 0
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4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sican testislerinin
genel goriinimii saptamak icin Hematoksilen-Eozin (H-E), Periyodik Asit Schiff
(PAS)+Hematoksilen (H) boyast ve TUNEL yontemi uygulanmistir.

1)Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testis 6rneklerinin 11k mikroskobik

incelemelerinde, bazal membran, seminifer tiibiil yapilar1 ve interstisyel alan normal
yapida gozlendi (Sekil 7a-d — 10a-d). Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri
eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve tipik yerlesim yerleriyle
oldukg¢a diizgiin gdzlendi (Sekil 8a-d, 10a-d). Interstisyel alandaki damarlar normal
yapida gozlendi (Sekil 8a,c, 10b,d). PAS + H ile boyadigimiz testis 6rneklerinde PAS
pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapis1 normal yapida gézlendi
(Sekil 9¢,d, 10a-d). Diizgiin bir spermatogenezin oldugu tiibiil duvari, Sertoli hiicreleri,
oldukca belirgin spermatogonyumlar1 ve spermatogenik seri hiicreleri ile normal yapida
gozlendi (Sekil 7a-d — 10a-d). Gelismekte olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki
gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize
olmus sekilde gozlendi (Sekil 8a-d, 10a-d). DNA fragmantasyonunu belirlemek igin
yapilan TUNEL boyamasi sonucu kontrol grubunda normal degerde tutulum gozlendi

(Sekil 11a,b).

2)Cisplatin_grubu: Cisplatin grubunu olusturan sigan testis oOrneklerinin 151k

mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiil duvarinda dejeneratif degisiklikler ve
hiicresel kayiplar gozlendi (Sekil 12a-d — 14a-d). Spermatogenik hiicrelerde 6zellikle
spermatosit hiicrelerinde yogun dejenerasyonlar gézlendi (Sekil 12d, 13a-d, 14b,d).
Baz tiibiillerin duvarindaki primer spermatosit hiicrelerinde multiniikleer yap1 (Sekil
13d) ve eozinofilik sitoplazmali, piknotik ¢ekirdekli nekrotik spermatogenik hiicreler
gozlendi (Sekil 13b, 14d). Ayrica incelmis tiibiill duvari (Sekil 12a-d) ile bazal
membranin tiibiil duvarindan ayrildig: gozlendi (Sekil 13a,b, 14b,d). Tiibiil duvarinda
vakuolizasyon (Sekil 13b-d) ve tiibiiler atrofi gozlendi (Sekil 14a). Ayrica interstisyel
alanda damar kongesyonu gozlendi (Sekil 12b,c, 14a). Apoptotik hiicrelerin
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belirlenmesi amaciyla TUNEL yontemi uygulanan preparatlarda yapilan incelemelerde
ise, TUNEL pozitif boyanma gosteren spermatogonyum, primer spermatosit ve

spermatid hiicreleri gozlendi. (Sekil 15a-d).

3)Se grubu: Se grubunu olusturan sican testis Orneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde, seminifer tiibiil, bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna
benzer bir yap1 gosteriyordu (Sekil 16a-d — 18a-d). Spermatogenezin normal devam
ettigi gozlendi (Sekil 16d, 17a-d, 18d). PAS pozitif boyanmis normal bazal membran
yapist gorildii (Sekil 18c,d). Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri,
spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid hiicresi ve Sertoli hiicresi normal
olarak goriildii (Sekil 16d, 17a-d, 18d). Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri ve
damar yapilar1 normal olarak gozlendi (Sekil 17c,d). Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
amaciyla uygulanan TUNEL yontemiyle boyanan preparatlarda ise, TUNEL reaksiyonu
acisindan kontrol grubuyla benzer oldugu gozlendi (Sekil 19a,b).

4)Cisplatin + Se grubu: Cisplatin ile birlikte Se verilen gruplar1 olusturan sigan testis

orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde ise, birkag tiibiilde hasarmn az da olsa
devam ettigi goriilmekle birlikte, azalmis tiibiiler hasar, korunmus spermatogenik
hiicreler ile spermatogenezin devam ettigi goriildii (Sekil 20a-d, 21a-d). Tek basina
cisplatin verilen gruplarda, 6zellikle spermatositlerde goriilen dejeneratif degisikliklerin,
cisplatin + Se verilen gruplarda diizeldigi gozlendi (Sekil 20d, 21d). Ayrica tiibiil
etrafinda PAS pozitif boyanmis bazal membran yapis1 normal goriildi (Sekil 21a-d).
Interstisyel alanda normale yakm goriiniimlii Leydig hiicreleri gozlendi (Sekil 20d,
21c). Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL yontemi uygulanan
preparatlarda  TUNEL reaksiyonunun yalnizca cisplatin uygulanan gruba karsin
azaldig1, seminifer tiibiil epitelinin goriiniim agisindan kontrol ve Se uygulanan gruplara

benzedigi tespit edilmistir (Sekil 22a,b).
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Sekil 7. Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli biiyiiltmelerdeki 11k
67

mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler ve
tiibiillerde devam eden spermatogenez goriilmekte (bar: 500um, bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0pm,

HE)(a-d).
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Sekil 8. Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin 1sitk mikroskobik goriintiisii.
Interstisyel alanda normal yapidaki Leydig hiicreleri (—) ve damar yapis1 (*), seminifer tiibiil duvarinda
normal yapidaki spermatogenik hiicre serileri; Sertoli hiicresi (se), spermatogonyum (s), primer
spermatosit (ps) ve spermatid ( mm) goriilmekte (a-d). Ozellikle hiicrelerin bélinme asamalar1 dikkat
¢ekmekte (=) (b) (bar: 20.0um, HE).
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Sekil 9. Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli biiyiiltmelerdeki 11k
mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler ve
tiibiillerde devam eden spermatogenez goriilmekte. Ayrica PAS pozitif bazal membran yapist (—) ve
tunika albuginea (ta) yapisi izlenmekte (bar: 500pm, bar: 200um, bar: 100pm, bar: 50.0um, PAS+H)(a-
d).
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Sekil 10. Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli biiyiiltmelerdeki 1s1k
mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler;
Sertoli hiicresi (se), spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid (= ), interstisyel alanda
normal goriiniimlii Leydig hiicreleri () ve damar yapist (*) ile tiibiillerde devam eden spermatogenez
goriilmekte. Ayrica PAS pozitif bazal membran yapisi (—) gozlenmekte (bar: 50.0pm, bar: 20.0pm,
PAS+H)(a-d).
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Sekil 11. Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait testiste TUNEL negatif boyanma gozlenmekte (bar:
50.0um) (a,b).
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Sekil 12. Cisplatin grubu: 7 mg/kg cisplatin verilen testis dokusunun 151k mikroskobik goriintisi.
Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar (—)
ile birlikte incelmis tlibiil duvar1 goriilmekte. Interstisyel alanda ise damar kongesyonu (M) dikkat
¢ekmekte (bar: 200pum, bar: 50.0um, bar: 20.0pum, HE)(a-d).
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Seminifer tiibiil duvarmndaki spermatogenik hiicrelerde yogun dejenerasyonlar o6zellikle spermatosit
hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ( = ), eozinofilik sitoplazmali, piknotik ¢ekirdekli nekrotik
spermatogenik hiicreler (P ), tiibiil duvarinda vakuolizasyon (v) ve ozellikle bazi tiibiillerin duvarindaki
primer spermatosit hiicrelerinde multiniikleer yap1 ve dejeneratif degisiklikler (= ) ile bazal membranda
ayrilmalar1 (—) dikkat ¢gekmekte. (bar: 20.0pm, HE)(a-d).
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Sekil 14. Cisplatin grubu: 7 mg/kg cisplatin verilen testis dokusunun 151k mikroskobik goriintisi.
Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde yogun dejenerasyonlar ve tiibiiler atrofi (P ), tiibiil
duvarinda hiicresel kayiplar ve bazal membrandan koparak ayrilmalar ( =) goriilmekte. Ayrica
intersitisyel alanda damar kongesyonu (*) dikkat cekmekte. Ozellikle bazi tiibiillerde yer alan primer
spermatosit hiicresinde dejeneratif degisiklikler izlenmekte (=») ve piknotik niikleuslu eozinofilik
sitoplazmal1 nekrotik hiicre yapisi (—) dikkat ¢ekmekte (bar: 500um, bar: 50.0pm, bar: 20.0pm,
PAS+H)(a-d).
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Sekil 15. Cisplatin grubu: Cisplatin grubuna ait testiste TUNEL pozitif isaretlenmis sayisi artmig
apoptotik hiicreler (kahverengi) (=) goriilmekte (bar: 100pm, bar: 50.0um) (a-d).
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Sekil 16. Selenyum grubu: 1 mg/kg Se verilen testis dokusunun farkli biiyiiltmelerdeki 151k mikroskobik
goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi
(se), primer spermatosit (ps), spermatogonyum (s) ve spermatid hiicresi (—) ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmekte (bar: 500pm, bar: 200um, bar: 100pm, bar: 20.0pum, HE)(a-d).
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Sekil 17. Selenyum grubu: 1 mg/kg Se verilen testis dokusunun farkli bityiiltmelerdeki 11k mikroskobik
gortintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi
(se), spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid hiicresi (—) ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmekte. Intersitisyel alanda normal Leydig hiicreleri (®) ve damar yapist (*)
izlenmekte (bar: 50.0um, bar: 20.0um, HE)(a-d).
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Sekil 18. Selenyum grubu: 1 mg/kg Se verilen testis dokusunun farkli bityiiltmelerdeki 11tk mikroskobik
goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi
(se), primer spermatosit (ps), spermatid hiicresi (—) ve tiibilllerde devam eden spermatogenez
goriilmekte. Ayrica PAS pozitif bazal membran yapisi (=) ) gozlenmekte (bar: 500pm, bar: 100pm, bar:
50.0um, bar: 20.0pm, PAS+H)(a-d).
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Sekil 19. Selenyum grubu: Se grubuna ait testiste TUNEL negatif boyanma gézlenmekte (bar: 100pm
bar: 50.0pum) (a,b).
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normale yakin korunmus seminifer tiibiill yapilari, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi (Se),
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid (—) hiicresi ile birlikte birgok tiibiilde devam
eden spermatogenez (*) dikkat ¢ekmekte. Ayrica intersitisyel alanda da korunmus Leydig hiicreleri
goriilmekte ( =). (bar: 500um, bar: 200pum, bar: 100um, bar: 20.0um, HE)(a-d).
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normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilari, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi (Se),
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid (—) hiicresi ile birlikte birgok tiibiilde devam
eden spermatogenez (*) dikkat cekmekte. Intersitisyel alanda da korunmus Leydig hiicreleri goriilmekte

(=>). Ayrica PAS pozitif bazal membran yapisi (») gozlenmekte (bar: 500pm, bar: 100pum, bar: 50.0pm,
bar: 20.0um, PAS)(a-d).
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Sekil 22. Cisplatin + Selenyum grubu: Cisplatin + Selenyum grubuna ait testiste cisplatin grubuna gore

sayica azalmig TUNEL pozitif isaretlenmis apoptotik hiicreler (kahverengi) ( =) gozlenmekte ( bar:
50.0um) (a,b).
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5. TARTISMA

Gonadotoksinler, erkeklerde goriilen infertiliteye neden olan 6nemli ajanlardan
birisidir. Gonadotoksinler, zararli etkilerini testisteki germ hiicrelerini dogrudan

etkileyerek veya destek saglayan Sertoli hiicre islevlerini baskilayarak yaparlar (56).

Spermatogenik hiicreler, kemoterapdtik ilaclarin zararli etkilerine oldukca
duyarhdir ve kok hiicre toplulugunda onarillamayan hasara yol agarak kalict infertiliteye
yol acabilirler. En duyarli hiicreler aktif boliinen spermatogonyumlar ve preleptoten
fazina kadarki spermatositlerdir. Kemoterapotik ajanlardan gonadlar iizerinde en toksik
olanlar1 alkilleyiciler (siklofosfamid, mustin, klorambusil, melfelan, busulfan, lamustin,
karmustin), antimetabolitler (sitarabin), vinka alkoloidler (vinblastin) ve digerleri
(prokarbazine, cisplatin, nitrojen mustart) olarak bilinir (105). Spermatogenezisteki
bozulmanin ciddiyeti ve diizelebilirligi kullanilan ajanlarm yapisina, toplam dozuna ve

tedavi sekline baghdir (56, 160).

Alkilleyici ajanlarin ve prokarbazinin testikiiler hasar yaptig1 saptanmistir.
Siklofosfamid i¢eren birden fazla kemoterapotik ajanin bulundugu ilaglarla tedavi
sonrasinda, hastalarin = %35-100linde uzun siireli azospermi  goriilmiistiir.
Spermatogenezisin tekrar normale donmesinin ortalama 2 yil siirdigli gozlenmistir.
Birden fazla kemoterapotik ajanla tedavi edilen testis kanserli hastalarda %17-68
arasinda degisen uzun siireli azospermi goriilmektedir. Testikiiler kanserli hastalarda
%25 oraninda spermatogenik hasar tespit edilmistir. Testis tiimorli hastalarin

kemoterapi sonrasi gebe birakma oranlarinm %13-31 arasinda oldugu belirtilmistir (56,

160, 200).

Testis kanseri igin verilen kemoterapinin spermatogenez ve Leydig hiicre islevleri
iizerinde akut etkileri vardir; kemoterapi germinal epiteli direkt olarak etkilemektedir ve
Leydig hiicre yetersizligi sik goriilmektedir. Hastalarin biiyiikk ¢cogunlugunda tedaviyi
izleyen ilk 12 ay siiresinde yiikselmis serum gonadotropin diizeyleri ile beraber

azospermi gozlenir. Bu toksik etkiler cogu hastada geri doniisliidiir, bununla beraber
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hastalarin yaklasik %50’sinde tedaviden sonraki 2 yil iginde spermatogenez ve Leydig
hiicre islevlerinin diizeldigi goriilmiistiir. Spermatogenezisin diizelme ihtimalini azaltan
baz1 faktorler vardir; bunlar 30 yasin {izerinde olmak, tedavi siiresinin 6 aydan uzun
sirmesi ve abdominal radyoterapi almis olmaktir. Kemoterapi sonrasi kalict

oligospermi, anormal formlar ve motilite bozuklugu bildirilmistir (5, 30, 56, 153, 187).

Roth ve arkadaslarinin 229 hastayr iceren retrospektif ¢alismasinda, sadece
kemoterapiyle tedavi edilen hastalarm en az 1/3’iiniin saglikli ¢cocuk sahibi oldugu

belirtilmistir (171).

Platin icerikli ilaglar; ovarian, testikiiler, akciger ve karacigerdeki solid tiimor
tedavilerinde siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle testis kanserinin kemoterapisinde

1970’lerde cisplatinin kullanima girmesi en 6nemli asamayi olusturmaktadr (56, 59,
153).

Bohlen ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek riskli evre I germ hiicreli
timori olan hastalara uygulanan 2 siklus cisplatin bazli kemoterapinin, fertilite ve

seksiiel islevleri olumsuz etkilemedigi bildirilmistir (31).

Lampe ve arkadaslarinin 170 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada, orsiyektomi ve
cisplatin bazli kemoterapi sonrasinda, spermatogenezis ihtimalinin 2 yi1l iginde %48’e, 5

yil iginde ise %80’¢e yiikseldigi bildirilmistir (128).

Bircok ¢alismada cisplatinin spermatotoksik oldugu bildirilmistir. Leydig
hiicrelerine olas1 direkt etkisinden dolay1r cisplatin kullanimi serum testosteron
seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir. Cisplatin bazli kemoterapide hastalarin ¢ogunda
azospermi goOzlendigi, fakat bunlarin ¢ogunda spermatogenezisin 4 yil iginde geri

dondiigi gosterilmistir (58).

Zhang ve arkadaglarmm Balb/c fareler ile yaptiklar1 ¢aliymada, uyguladiklar:

cisplatin sonrasinda germ hiicrelerinde doza bagli olarak apoptozisin indiiklendigi
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bulunmustur. Yine ayni calismada cisplatinin spermatogenik serideki hiicrelerin
olgunlasma siireclerini etkiledigi, spermatogenezisi azalttigi ve azospermiye sebep

olarak fertiliteyi etkiledikleri gézlemlenmistir (225).

Oldukga genis kullanim alanina sahip olan cisplatin; tirogenital sistem kanserleri,
merkezi Sinir sistemi tiimorleri, ilerlemis yumurtalik kanserleri, nonseminomatdz testis
tiimorleri, mesane, prostat, serviks, 6zefagus, meme ve bas-boyun kanserleri gibi erigkin
cagda gorlilen bircok kanser tiirlinlin yani sira, noroblastom, Wilms timori,
hepatoblastoma, beyin tiimorleri, germ hiicreli tiimor, osteosarkom gibi pek ¢ok

cocukluk ¢agi tiimoriiniin de tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (150).

Cisplatin gibi kemoterapotik ilaglar, kanser hiicrelerinin biliylimesini ve
cogalmasmi durdurarak gii¢lii antitiimoral aktivite gostermekte, boylece tedavi edici
etkide bulunmaktadirlar. Ancak bu ilaglar, normal hiicre ile tiimor hiicreleri arasindaki
yapisal benzerlikten dolay1r normal hiicrelerin de kemoterapi ile hasarlanmasina neden
olmaktadir. Ayrica bu ilaglarin gonadotoksisite, nefrotoksisite ve ndrotoksisite gibi sik

goriilen ve istenmeyen, doz sinirlayict yan etkileri belirtilmistir (102, 163).

Cisplatin hiicre igerisine girdikten sonra birgok sinyal ileti yolagini aktive ederek
hiicrede apoptoz, nekroz, oksidatif stres, fibrogenez, inflamasyon, hipoksi ve

mitokondriyal hasara yol agarak sitotoksik etki gosterir (160).

Kemoterapinin testislerin endokrin islevi lizerine etkileri tartismalidir. Sertoli ve
Leydig hiicrelerinin nispeten yavas bdliinen hiicreler oldugu ve kemoterapotik ilaglarin
etkilerine direncli olduklar1 bildirilmektedir. Leydig hiicreleri direngli olmasina ragmen
tedavi sonrasinda bu hiicrelerde disfonksiyon olustugu, LH seviyelerinde yiikselme ve
testosteron diizeylerinde diisme goriildiigi saptanmistir. Kemoterapi tedavisini takiben
olusan en sik hormonal degisiklik FSH yiikselmesidir. Serum FSH seviyeleri tedavi
sonrasi spermatogenezisin takibinde bir gdstergedir (3, 5, 11, 56, 153).
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Aydmer ve arkadaslarinin yaptiklar1 caliymada, sicanlara tek doz 5 mg/kg
cisplatin verilmesinin, 3. ve 21. giinlerde plazma testosteron diizeyinde belirgin

diismeye ve LH diizeyinde ise yiikselmeye neden oldugu belirtilmistir (20).

Elektron mikroskop incelenmesinde ise, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglanti
komplekslerinin bozulmadigi goézlemlenmistir. Ayrica Sertoli hiicrelerinde goriilen
graniilli  endoplazmik  retikulum dilatasyonlari, lipid birkimi, lipofuskin
inkliizyonlarinda artma, Sertoli hiicrelerinin katilmis oldugu steroid biyosentezinin
etkilenmesinin morfolojik bulgular: olarak degerlendirilmistir. Interstisyumda yer alan
Leydig hiicrelerinde de sitoplazmik lipid inkiizyonlarinda artma, endoplazmik
retikulumda dilatasyonlar, mitokondriyalarda ve membranlarda yapisal bozukluklar
gozlenmistir (20). Yine ayni ¢alismada, 151k mikroskobik incelemede 3. giinde germ
hiicrelerinde belirgin hasar goriilmiistiir. 12. ve 21. gilinlerde bu hasarin devam ettigi, 28.
giinde ise diizelme oldugu gbézlenmistir. Sertoli ve Leydig hiicrelerinin 151k mikroskobik
olarak incelenmesinde ise onemli bir degisiklik bulunmamustir (20). Bizim yaptigimiz
calismada da bu c¢alismaya paralel olarak cisplatin verilen hayvanlarda 7. giinde

spermatogenik seri hiicrelerinde hasar gozlenmistir.

Maines ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada, sicanlara cisplatin verilmesi ile
gonadotropinler ve steroid hormonlarda hizli bir artisin oldugu bildirilmistir (135). Yine
ayni ¢aligmada, cisplatine bagli serum testosteron diisiikliigiiniin, sican testislerindeki

LH reseptorlerinin ve sitokrom P-450’nin depresyonuna bagli oldugu gosterilmistir

(135).

Azouri ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada, sican testislerinde mikrozomal P-

450 konsantrasyonunda benzer azalma rapor edilmistir (21).

Spermatogenez siiresince germinal hiicreler Sertoli hiicreleri ile devamli iligki
halinde pasif olarak bazalden limene dogru ilerler. Bu spermiasyon olayinda Sertoli
hiicrelerinin 6nemli bir katkis1 vardwr. Sertoli hiicreleri endoplazma retikulumu ve

miyofibril yapilar1 ile kasilma-gevseme hareketi yaparak olgunlagma siireci i¢indeki
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germinal hiicreleri (spermatidleri) liimene tasirken, membran iligkisinin saglikli
olmasint da saglamaktadir. Sertoli hiicrelerinde membran bozuklugunda, bu iligki
bozulacagindan, bizim ¢aligmamizda da gozlendigi gibi germinal hiicreler

olgunlagsmadan kontrolsiiz olarak liimene dokiilmiistiir.

Azu ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, cisplatin uygulamasmin seminifer
tiibiil epitelinde spermatogenik hiicre kaybi olusturdugu goésterilmistir. Bunun yaninda

viicut agirh@i ve testikiiler agirlikta da diisme oldugu belirtilmistir (22).

Calismamizda, eriskin erkek sigcanlarda cisplatin ile olusturulan testis hasari
iizerine sodyum selenitin etkisi arastirilmistir ve ¢alismamizin sonuglarina gore, deney
hayvanlarmin testis agirlig1 ve viicut agirligi bulgular1 incelendiginde cisplatinin testis

ve viicut agirhiginda diisiise neden oldugu goriilmiistiir.

Boekelheide ve arkadaslarmin yaptiklar1 caligmada, cisplatine maruz kalmis
Sertoli hiicresinin yapisindaki ve fonksiyonundaki degisiklikler bu hiicrenin toksisite
icin hedef bir hiicre oldugunu goéstermistir (30). Bu sonuca paralel olarak bizim
yaptigimiz ¢aligmada da limende goriilen olgunlasmamis germinal hiicrelerin varligi,

Sertoli hiicrelerinde membran bozuklugu oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir.

Pogach ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, sicanlara 5 giin boyunca giinde 2
mg/kg intraperitoneal olarak verilen cisplatinin kan-testis bariyerinde (Sertoli-Sertoli
hiicreleri) catlaklar olusturdugu ve bu etkinin en az 40 giin devam ettigi
gozlemlenmigstir. Sertoli hiicre baglantilarindaki bu degisikliklerin, seminifer tiibiildeki

s1v1 elektrolitte gozlenen degisimleri agikladig diistiniilmistiir (162).

Huang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, serum ve epididimis androjen
baglayict protein seviyelerindeki diislis, cisplatinin Sertoli hiicre fonksiyonlar:

tizerindeki etkilerini kanitladig: diigiiniilmiistiir (94).
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Nambu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, cisplatine etkin kalmig Sertoli
hiicrelerinin primer kiiltiirlerinde transferin, androjen baglayici proteinler, lakteit,

ostradiol iretiminin diistiig gézlenmistir (147).

Toksisiteye baglh erkek infertilitesinin patogenezinde oksidatif stresin Onemi
kanitlandiktan sonra, antioksidanlarin bu alanda koruyucu amagli kullanimini ile ¢ok
sayida ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢gogunda, seminal plazmanin serbest radikal
stipiiriicii kapasitesini arttirmaya yonelik antioksidan destegi yapilmis ve lireme sistemi
tizerine faydali etkileri oldugu gosterilmistir (198). Buna paralel olarak bizde
calismamizda cisplatinin zararh etkilerine karsi, glutatyon peroksidazin (GSH-Px) etkin
merkezini olusturan Se’nin koruyucu etkilerini arastirdik ve testis iizerinde yararli

etkilerini gézlemledik.

Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici 6zelliklerine kars1 hiicreler dogal olarak
oksidatif hasar1 azaltmaya veya smirlamaya yeteneklidirler. Bu hiicre koruyucu
mekanizmalar, oksijen radikallerini gidermek ve detoksifiye etmek iizere diizenlenmis
birka¢ enzim sistemini igerir. Ancak bu savunma sistemleri yetersiz kalinca, serbest
oksijen radikalleri zararh etkiler yapabilirler. Serbest oksijen radikali temizleyicilerinin
deneysel ve klinik kullanimmm etkinligini gosteren calismalardan ozellikle 6nemi

anlasilan antioksidanlar son zamanlarda en yaygin yapilan ¢alismalar arasina girmistir

(52, 120, 125).

Atessahin ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada, cisplatin indiiksiyonu ile
olusturulan toksisiteye karsi melatoninin koruyucu etkisi arastirilmustir. Cisplatin
uygulanan gruplarda sperm konsantrasyonunda ve sperm motilitesinde azalma,
abnormal sperm oraninda artis bulunmustur. Cisplatin uygulanan siganlarm seminifer
tiibiil epitelinde incelme, seminifer tiibiil gapinda azalma, epitelde desqumasyon sonucu
limende germinal hiicre dokiintiileri goriilmiis ve interstisyel alanda 6dem gozlenmistir
(16). Bu sonuca paralel olarak bizim g¢alismamizda da, seminifer tiibiil epitelinde
incelme, seminifer tiibiil ¢apinda azalma, limende germinal hiicre dokiintiileri ve

interstisyel alanda 6dem go6zlenmistir. Bunlara ek olarak spermatogenik hiicrelerde
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dejenerasyon, tiibiil duvarinda vakuolizasyon ve tiibiiler atrofi gézlenmistir.

Yine ayni ¢alismada, cisplatin gruplarinda lipid peroksidasyonunda artis oldugu
ve GSH-Px aktivitesinde azalma oldugu gozlenmistir. Cisplatin verilmis siganlara
uygulanan melatonin sonrasinda ise GSH-PX antioksidan savunma sisteminde artis
oldugu, melatoninin olusan reaktif oksijen radikallerine karsi koruyucu rol oynadigi,
abnormal sperm oraninda azalma oldugu, sperm motilitesinde, epididimal sperm
konsantrasyonunda cisplatin grubuna gore artis oldugu, interstisyal 6demin ise azalmis

oldugu bulunmustur (16).

Apoptozis viicudumuzda bircok dokuda diizenleyici rolii olan fizyolojik bir
olaydir. Normal spermatogenezin gergeklesebilmesi i¢in de belli bir oranda gereklidir.
Spermatogenez insanda 8 asamada, siganlarda ise 14 basamakta ger¢eklesmektedir (4).
Bu basamaklarin bazilarinda apoptozis ¢esitli oranlarda gergeklesmekte ve germ
hiicrelerinin sayist ve kalitesi kontrol altinda tutulmaktadir (221). TUNEL yo6ntemi ise
apoptozis tayininde kullanilan bir yontemdir. Apoptozisin karakteristigi olan DNA
fragmatasyonunun, TUNEL yontemi ile gosterilmeye baslanmasi, toksisite
calismalarinda bu teknigin kullanilmasini saglamistir. TUNEL apoptozisin erken

asamasindaki apoptotik hiicrelerin tanimlanmasini saglayan 6zel bir yontemdir (46).

[k olarak 1993 yilinda Gorczyca ve arkadaslari, anormal sperm hiicrelerinde
somatik hiicrelerin apoptozu i¢in karakteristik olan DNA zincir kirikliklarini ve DNA
in-situ denatiirasyonunda sensitivite artigini gostermislerdir. Somatik hiicrelerde DNA
hasarina yol agan endojen endoniikleaz aktivitesinin, reprodiiktif havuzdan hasarli germ

hiicrelerinin elenmesinden sorumlu olabilecegini diisiinmiislerdir (166).

Sinha ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢aligmada, apoptozun normal spermatogenezis
sirasinda germ hiicre 6limiiniin mekanizmasinin altinda yatan nedenlerden biri olup
insanlar1 da kapsayan pek ¢cok memeli tiiriinde spermatogenezisi diizenleyen dnemli

mekanizmalardan biri oldugunu gostermektedir (184).
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Kogyigit ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada, testiste devamli olarak
kendiliginden apoptoz gerceklestigi ve defektif germinal hiicrelerin yok edilmesine
yonelik bu islemde erkek germinal hiicrelerinin % 75'inin apoptoza maruz kaldigi
bildirilmistir. Spermatogonyumlarmn erken gelisim evresinde baglayan apoptotik
eliminasyon, olgunlagsmakta olan germinal hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun

sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmustir (121).

Ok ve arkadaglarinin yaptiklar1 c¢alismada apoptoz yogun olarak testiste
spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve spermatidlerde incelenmis ve pek c¢ok
apoptotik faktor tanimlanmustir (152). Bizim ¢alismamizda da Ok ve arkadaslarinin
yaptiklart TUNEL ¢alismasina paralel olarak, cisplatin grubunda spermatogonyumlarda,

spermatositlerde ve spermatidlerde apoptozis goriilmiistiir.

Favareto ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, cisplatin uygulanan si¢anlarda
sperm {retiminin, seminifer tiibiil ¢apinin ve intratestikiiler testosteronun azaldig1 ve

seminifer tiibiillde TUNEL pozitif hiicrelerde artis oldugu belirtilmistir (63).

Lin ve arkadaslar1 infertil hastalarda yaptiklart TUNEL ¢alismalar1 sonucunda,
seminifer tiibiilde apoptozisin arttigin1 gostermislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da,
cisplatinin lireme hiicrelerinin her evresinde apoptozisi uyardig1 ve buradan yola ¢ikarak

cisplatin uygulamalarinin infertilite nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir (137).

Seaman ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada, 5 mg/kg cisplatin verilen grupta
apoptozis hedefinin spermatositler oldugu gosterilmistir (179). Bizim yaptigimiz
calismada ise, 7 mg/kg verilen cisplatin grubunda apoptozisin seminifer tiibiilde

spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidlerde yaygin oldugu gézlemlenmistir.

Lirdi ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada ise, cisplatin uygulanan siganlarda
amifostinin koruyucu etkisi arastirilmistir. Cisplatin uygulanan gruplarda tiibiil ¢apinin
azaldigy, interstisyel 6demin arttig1, lenfatik alan hacminin arttig1, abnormal morfolojiye

sahip spermiyumlarm oldugu goézlemlenmistir (133). Abnormal niikleer morfolojiye
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sahip hiicrelerin TUNEL yontemi uygulanarak TUNEL pozitif hiicrelerin artmis
oldugunu gozlemlenmistir. Seminifer tiibiil epitelinin dejenere oldugu, limende
hiicresel debrislerin oldugu, germinal hiicrelerin periferinde fragmente ve kondanse
kromatinlerin oldugu, germinal hiicre katmaninda azalma oldugu, tiibiill duvarinin
inceldigi, spermatogonyumlarin ve primer spermatositlerin TUNEL pozitif oldugu,
tiiblil duvarinda kalan spermatogonyumlarin, dev (giant) spermatogonyum formunda
oldugu belirtilmistir (133).

Yine ayni ¢alismada cisplatin sonrasi uygulanan amifostin sonrasi, lenfatik doku
hacminin azaldigi, seminifer tiibiil epitelinin kalinliginin artmis oldugu, seminifer tiibiil
capinda artma oldugu, abnormal niikleer morfolojideki hiicrelerde, TUNEL pozitif
hiicrelerin oraninda ve interstisyel 6demde azalma oldugu, bu sebeple cisplatin sonrasi

tedavi edici oldugu belirtilmistir (133).

Lirdi ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya paralel olarak bizim ¢alismamizda da
cisplatin uygulanan sicanlarda tiibiil ¢apinda azalma, spermatogenik hiicre serisinde
kayiplar ve dejenerasyon, interstiSyel 6demde artma ve spermatogonyum, primer
spermatosit ve spermatidlerde TUNEL pozitif hiicreler gézlenmistir. Cisplatin’in
ardindan verilen Se uygulamasindan sonra ise, seminifer epitel kalinliginda artma,
spermatogenik hiicre serisindeki kayiplarin onlendigi, interstisyel 6demde ve TUNEL

pozitif hiicrelerde azalma oldugu gozlemlenmistir.

Cisplatin iceren kemoterapi alan hastalarin kanindaki Se seviyesi diismektedir ve

Se’nin, cisplatin ve nitrite karsi koruma sagladigi gosterilmistir (10, 93).

Se, periyodik cetvelin 6A alt grubunda yer alan bir elementtir. Havada, toprakta,

kayalarda ve suda erimis olarak bulunur (181).

Memelilerde, Se’ye bagl glutatyon peroksidaz yoluyla fonksiyon goren,
karsinojen maddeleri detoksifiye eden bazi1 enzimlerin sentezinde rol oynayan hayati bir
elementtir (156).
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Wu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, Se’den fakir diyetle beslenen
sicanlarda testis agirliginda dnemli derecede azalma oldugu gosterilmistir. Ancak bu
calismada testis agirligindaki azalma 4 aylik beslenme siiresinden sonra Ol¢iilmiistiir

(213). Oysa bizim ¢aligmamizda deney siiremiz 7 giin olarak belirlenmistir.

Swathy ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada ise, etanol verilen siganlarda testis
agirhgmin kontrole gore azaldigi, etanol ile birlikte Se verilmesi durumunda ise testis
agirhgmdaki azalmanin yavasladigi gosterilmistir (193). Her ne kadar Se testis agirligini
kontrol grubu diizeyine yiikseltememis ise de bunda arastirmacilarin Se dozunu bizim
kullandigimizdan daha disiik bir dozda kullanmalarinin etkisinin olabilecegi

diistiniilebilir.

Alhazza ve arkadaslarmin sicanlar lizerinde yaptiklar1 calismada, kadmiyum’un
(Cd) testis agirliginda yol agtigi azalmanin, Cd ile birlikte Se verilmesi durumunda

kismen engellenebildigi gosterilmistir (10).

Sanchez-Gutiérrez ve arkadaslarinin fareler lizerinde yaptiklar1 ¢calismada, relatif
testis agirhginin, Se’den fakir ve yeterli yemlerle beslenen hayvanlarda 6nemli bir

degisiklik gostermedigi bildirilmistir (176).

Behne ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, Se’den fakir ve yeterince Se igeren
diyet uygulanan sicanlar karsilastirildiginda testis agirliklar1 arasinda 6nemli bir fark

saptanmamustir (26).

Biitiin bu verilere gore Se gesitli zararli maddelerin kullanildigi durumlarda bu
zararlh maddelerin testis agirhigini azaltict etkilerini kismen veya tamamen
onleyebilmektedir. Ayni sekilde, eksik Se ig¢eren diyet ile beslenen hayvanlarda testis
agirhgmmin azaldigi dikkati c¢ekmektedir. Bu da bize Se’nin testis agirliginin

korunmasindaki 6nemini agik¢a gostermektedir.
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Wu ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, Se yetersizligi olusturulan ana
hayvanlardan dogan, Se bakimindan yetersiz olan yavrularm viicut agirhigmda %33,

testis agirliginda % 41 oraninda azalma oldugu gézlemlenmistir (213).

Sanchez-Gutiérrez ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, Yyeterli Se iceren ve
icermeyen yemlerle beslenen farelerde viicut agirliklart karsilastirildiginda, yeterli Se
icermeyen yemle beslenen farelerin viicut agirliginda énemli derecede azalma oldugu

belirlenmistir (176).

Matsumoto ve arkadaslarmin yaptiklari calismada, Se’den eksik diyet ile beslenen

siganlarda viicut agirligmin kontrole gore diisiik oldugu gosterilmistir (139).

Swathy ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, etanol etkisi ile viicut agirhiginin
azaldigi, etanol ile birlikte Se verilen grupta ise viicut agirhigi azalmasmin onlendigi
gosterilmistir (193). Se’nin viicut agirhgmni kontrol grubu diizeyine yiikseltememis
olmasi, bu caligmada arastirmacilarin Se dozunu bizim kullandigimizdan daha diistik bir

dozda kullanmalarinin etkisinin olabilecegi diisiiniilebilir.

Ayaz ve arkadaslarmin streptozotosin ile olusturulmus Tip 1 diyabetli sicanlara ve
normal siganlara 4 hafta boyunca 5 upmol/kg/giin Se uygulanarak yaptiklar
calismalarinda, Tip 1 diyabetli hayvanlarm viicut agirhginda kontrol grubundaki
sicanlara gore bir azalma oldugu goézlemlenmistir. Buna karsin Tip 1 diyabetli
hayvanlara Se uygulandiktan sonra viicut agirhigindaki azalmanin Onlenebildigi
gosterilmistir. Sadece Se uygulanan deney grubunda ise viicut agirliginda kontrol

grubundakine benzer bir yonde artig saptanmistir (19).

Biitiin bu verilerden agik¢a goriildiigii iizere, Se eksikligi viicut agirligmin
azalmasma yol agmakta, eksiklik tamamlandiginda ise viicut agirhigir farkli deney
kosullarinda bile normale donmektedir. Bu bilgilere paralel olarak bizim yaptigimiz
caligmada da, cisplatin verilen hayvanlarm viicut agirhgmin diistigii, ancak cisplatin ile

birlikte Se wverilen hayvanlarm viicut agrhgindaki disiisin ise engellendigi
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gozlenmistir.

Ranawat ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢calismada, fare testislerinden elde edilen
testis hiicrelerinin in vitro kiiltiiriinde glutatyon diizeyleri dl¢ililerek Se’nin glutatyon
diizeyinin azalmasi durumunda apoptozu uyardigi gosterilmistir (164). Ancak bu

caligmada testisteki hiicreler kiiltiir ortaminda ¢aligilmamuistir.

Yiin ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada, sicanlara Cd verilerek testislerde
olusturulan lipid peroksidasyonu biyokimyasal yontemlerle ¢alisgilmis ve Se
eklenmesinin Cd’nin olusturdugu lipid peroksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (222).
Her ne kadar bu galismada testis histolojisi incelenmemis olsa da biyokimyasal
bozulmalarin bir siire sonra testis histolojisinde de bozukluklara yol agacagi

Ongoriilebilir.

Avlan ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, torsiyon ve detorsiyon islemi
uygulanarak Se verilen siganlarda, testis histolojisindeki hasarmn 6nemli derecede
diizeltilebildigi gosterilmistir (17). Aymi ¢alismada biyokimyasal olarak Se’nin lipid
peroksidasyonu tizerindeki olumlu etkisi de gosterilmistir. Bizim ¢alimamizda Se’nin,
cisplatin’in olusturdugu testis histolojisindeki bozulmalar1 belirgin bir bigimde 6nledigi

acikca gOriilmiistiir.

Biitiin bu bilgiler 151¢inda, Se eksikliginin testis histolojisi iizerinde apoptozu
uyararak ve lipid peroksidasyonunu dengeleyememesi sonucunda testis histolojisinde

bozulmalara yol agtig1 anlagilmaktadir (103).

Li ve arkadaslarinin Cd ile yaptiklar1 ¢alismada, Cd nedenli apoptoziste Se
uygulamasmin Cd’nin neden oldugu testis hasar1 ve apoptozisi giderdigi gosterilmistir
(131).

Zhou ve arkadaglarmin Cd ile yaptiklar1 apoptozis ¢aligmasinda, Se’nin ROS

tiretimini bloklayarak, mitokondri membran biitlinligiinii devam ettirerek, sitokrom
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C’nin salmimint engelleyerek ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek apoptozisi
engelledigi gosterilmistir (228). Bizim c¢alismamizda da Zhou ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismaya paralel olarak, cisplatin nedenli apoptozisin Se ile engellenebildigi

gosterilmistir.

Sanchez-Gutiérrez ve arkadaglarinin fareler tizerinde yaptiklari ¢alismada, yeterli
Se iceren yemle beslenen hayvanlarda Se’den fakir yemle beslenen hayvanlara gore
fertilizasyon oraninin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (176). Bu ¢aligmanin bulgulari

Se’nin lireme iglevi iizerindeki olumlu etkisini ortaya koymaktadir.

Koyutiirk ve arkadaslarinin sicanlar lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, kadmiyum
kloriir’iin (CdCly) olusturdugu testis hasarina karsi, CdCl, ile birlikte verilen Se, C ve E
vitaminlerinin koruyucu etki gosterdigi histolojik diizeyde gdsterilmistir. Bu ¢alismada

C ve E vitaminlerinin Se ile sinerjik davrandig1 sonucuna varilmistir (124).

Alhazza ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, siganlara Cd verilerek olusturulan
testis hasar1 sonucunda Olgiilen serum testosteron diizeylerinin 6nemli derecede
azaldigi, Cd ile birlikte Se verilmesi durumunda ise testosteron diizeyindeki azalmanin

yavasladigi gosterilmistir (10).

Calismamizin bir baska sonucu da her ne kadar literatiirde Se’nin seminifer
tibiiller tizerindeki dogrudan etkisine dair bir veri olmasa da, seminifer tiibiillerin
korunmasinin nedeninin kan testis bariyeri ile iligkili olabilecegini diisiiniiyoruz. Se,

cisplatinin kan testis bariyerini bozucu etkisini engellemis olabilir.

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, cisplatinin testislerde yaptigi hasar spermatogenik
hiicreler ve Sertoli hiicreleri ilizerinde olmaktadir ayni zamanda cisplatin Leydig
hiicrelerinde de fonksiyon bozukluguna sebep olmaktadir, Se’nin ise cisplatin gibi
cesitli toksik maddelerin testiste olusturdugu hiicresel bozulmalar1 6nleyebildigi veya

tyilestirdigi goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, cisplatinin sig¢an testisi lizerinde nasil bir toksik etki olugturdugu ve
selenyumun ise bu toksik etkide nasil bir gorev tstlendigi 151k mikroskobik diizeyde

arastirilmstir.

Deney siireci sonunda yapilan istatiksel analizlere gore;

Deney hayvanlariin deney baslangicinda ve deney sonunda Slgiilen viicut
agrrhiklariyla ilgili olarak, cisplatin ve cisplatin+Se verilen deney grubuna ait siganlarin
deney sonrasi viicut agirliklarinda deney Oncesine gore azalma goriildii. Dolayisiyla

cisplatinin viicut agirliginda 6nemli bir azalmaya sebep oldugu tespit edildi.

Deney sonrasi viicut agirliklar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda, Se ile
cisplatin ve kontrol ile cisplatin gruplar1 arasinda 6nemli derecede fark saptanmustir.
Cisplatin+Se ile cisplatin gruplar1 arasinda da fark yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlam gozlenmemistir. Cisplatin+Se ile Se, cisplatin+Se ile kontrol, Se ile

kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Gruplar arasinda toplam testis agirliklar1 degerlendirildiginde anlamli bir
fark olmadig1 gozlenmistir. Buna karsin cisplatin grubunun kontrol, cisplatin+Se ve Se
gruplarma gore daha diisiik bir toplam testis agirligma sahip oldugu ancak bunun

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.

Gruplarn birbirleri arasinda yapilan karsilastirilmalarinda, testiste gézlenen,
bazal membran kalinlagsmasi, bazal membran ayrilmasi, hiicre nekrozu, hiicresel
dejenerasyon, tiibiil duvar1 incelmesi, epitelyal hiicre dokiilmesi, tiibiiler atrofi,
vakuolizasyon, kongesyon, interstisyel alanda o&dem ile ilgili olarak yapilan
degerlendirmelerde, cisplatin ile kontrol, cisplatin ile Se, cisplatin ile cisplatin+ Se

karsilastirilmalarinda anlamhi fark gézlenmistir. Buna karsin cisplatint+Se ile kontrol,
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cisplatintSe ile Se ve Se ile kontrol grubu karsilastiriimalarinda anlamli fark
gozlenmemistir. Multintikleer hiicre yapist ile ilgili yapilan degerlendirmede ise,
cisplatin ile Se, cisplatin ile kontrol grubu karsilastirilmalarinda anlamli fark
gbzlenmistir. Buna karsin cisplatin+Se ile cisplatin, cisplatin+Se ile Se, cisplatin+Se ile

kontrol, Se ile kontrol grubu karsilastirilmalarinda anlamli fark gézlenmemistir.

Sonug olarak, bu calismada cisplatinin, uygulanan siire ve doz g6z Oniine
almdiginda testis dokusu i¢in oldukga toksik oldugu ve histolojik yapiyr bozdugu
saptandi. Esansiyel bir mineral olan ve antioksidan etkiye sahip selenyumun ise

cisplatinin testiste olusturdugu bu hasar1 6nemli 6l¢iide 6nledigi goriildii.

Selenyum ve cisplatin arasindaki bu iligkinin daha ayrintili olarak incelenmesi ve
mekanizmalarinin daha net bir sekilde a¢iga ¢ikarilmasinin, biyokimyasal analizler, ileri
enzimatik ve immunohistokimyasal diizeyde yapilacak olan g¢alismalar ile miimkiin

olacagi kanisindayiz.
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