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GIRIS VE AMAC

Kanser; 6nemi giinden giine giderek artan bir saglik ve yasam sorunudur. Normal
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile ortaya c¢ikan kanser, kalp hastaliklarindan
sonra Oliime yol agan nedenler arasinda ikinci sirayr almaktadir (1). Kanser; ¢esidine ve
gelisim evresine bagl olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin tek basina ya
da birlikte uygulamalariyla tedavi edilmektedir (2). Antineoplastik kemoterapi; timor
hiicrelerinin biliyiime ve g¢ogalmasini durdurarak tamamen yok edebilen, bununla birlikte
normal hiicre ile tiimor hiicresi arasindaki yapisal benzerlikler nedeniyle normal hiicrelere de
zarar verebilen bir tedavi seklidir (1).

Son yillarda kanserli hasta sayisindaki artisga ragmen, yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesiyle sag kalim oranlar1 da her gecen giin artmaktadir. Kemoterapotik ajanlarin
kullanimi, Oliim oranin1 azaltmanin yami sira uzun donem sag kalimlarda; biiylime,
kardiovaskiiler problemler ile ikincil malign tiimorler gibi yasam kalitesini olumsuz yonde
etkileyen, ¢ok ciddi endikasyonlar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Kemoterapétik ilaglarin over ve
testisler iizerindeki etkileri nedeniyle, tedavi sonrasinda fertilitenin de olumsuz yoénde
etkilendigi gosterilmistir (3).

Cisplatin, cesitli malign timorlere karsi yetiskin, gen¢ ve cocuklarda yaygin sekilde
kullanilan kemoterapétik bir ajandir (4). ilacin saglikli dokular iizerindeki sitotoksik etkisi;
reaktif oksijen radikallerinin olusumu, mitokondriyal hasar ve apoptozis araciligi ile
olmaktadir (5). Bununla birlikte nefrotoksisite, ndropati, ototoksisite ve gonadotoksisite
cisplatinin doz simirlayict yan etkileridir (6). Cisplatine bagl testikiiler hasarda direkt olarak
spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri etkilenmekte, Leydig hiicrelerinde ise fonksiyon

bozuklugu goriilmektedir (7).



Cisplatinin, DNA sentezinin inhibisyonu ile spermatogenezin farkli asamalarinda,
germ hiicre apoptozisini indiiklemek ve Leydig hiicre hasar1 araciligi ile testosteron salinimini
azaltmak suretiyle, spermatogenezi etkiledigi ve bdylece sperm morfolojisi ve motilitesinde
bozukluga neden oldugu bildirilmistir (8,9). ilacin, spermatogenez iizerindeki etkileri goz
Oniline alindiginda, cisplatin kemoterapisinin ¢cocuk veya gen¢ hastalarin erigkin déonemdeki
tireme kapasiteleri ve semen kaliteleri lizerinde potansiyel bir risk olusturdugu gorilmektedir
(10). Infertilite, kemoterapotik ilaglarin hem erkek hem de disilerde meydana getirdigi en
onemli yan etkilerden biridir. Cinsel isteksizlik, oligospermi, azospermi, astenospermi ve
teratospermi ile birlikte testikiiler yapi, spermatogenez ve steroidogenezdeki bozukluklar,
gonadotropin diizeylerindeki degisiklikler, sperm DNA ve kromozomlarindaki hasarlar hem
kanserli erkekler (11), hem de deney hayvanlarinda (5,8,9) bildirilen kemoterapi kaynakli yan
etkilerdir. Kemoterapatiklere bagli infertilitenin azaltilmasi amaciyla, tedavi dncesi sperm ve
germ hiicrelerinin dondurularak saklanmasi ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi
birtakim yontemler kullanilmaktadir (10). Bu sekilde erigkin hastalarin gebelik sansi
artirilabilirse de, bu yontemler prepubertal hastalar ig¢in uygun degildir. Bu nedenle
gonadotoksik tedavilerden sonra, spermatogenezin iyilestirilmesini temel alan koruyucu
alternatif yontemler gelistirilmelidir.

Hiicrelerde dogal olarak bulunan karnitinin, ¢esitli patofizyolojik durumlarda giiclii
antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin yami sira, Ozellikle son yillarda 6nemli bir
antiapoptotik ajan oldugu gosterilmistir (12). Antiapoptotik etkisini, oksidatif stres aracili
mitokondriyal hasar1 Onleyerek, apoptozisi inhibe etmek suretiyle meydana getirmektedir
(13). Testikiiler dokularda 6zellikle epididimde yiiksek konsantrasyonda bulunan L-Karnitin,
sperm respirasyonu ve motilitesi i¢in enerji iiretiminde kullanilan mitokondriyal yag asidi
oksidasyonunu arttirir, sperm olgunlagmasi ve direkt olarak Sertoli hiicre fizyolojisi iizerine
etki ederek, germ hiicre gelisimini destekler (14). Bu o&zellikleri nedeniyle, g¢esitli
caligmalarda, erkek infertilitesinin tedavisinde faydali etkileri oldugu gosterilmistir (15-17).

Son yillarda heniiz ¢ocuk sahibi olmayan geng-erigskinlerde, uygulanan sitotoksik
kemoterapilerle uzun siireli remisyon ve kanserden tamamen kurtulma oranlari oldukca
artmistir. Dolayis1 ile bu hastalarda yan etki olarak ortaya ¢ikan fertilite potansiyelindeki
azalma ve cinsel fonksiyon bozukluklari daha 6nemli hale gelmistir. Hayatta kalan kanserli
hastalar igin infertilite, temel bir sorundur. Bu nedenle, prepubertal donemde cisplatin
kemoterapisi uygulanan hastalarin tedaviden sonra yasam Xkalitelerini arttirmak amaciyla,
cisplatin gonadotoksisitesini 6nlemeye yonelik arastirmalarin yapilmast olduk¢a énemlidir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, prepubertal veya erigkin donemde cisplatin
2



maruziyetinin, testis dokusuna olan etkileri ¢alisilmig (5,18) ancak, prepubertal cisplatin
maruziyetinin, eriskin donemdeki testis dokusu ve sperm parametrelerinde meydana getirdigi
degisikliklere ve onleyici tedavilere deginilmemistir (5,18). Bu fikirden yola ¢ikarak, giiclii
bir antioksidan ve antiinflamatuar oldugu bilinen L-karnitinin, prepubertal donemde cisplatin
maruziyeti sonucunda olusan testikiiler hasar ve buna bagh infertilitenin azaltilmasina katki
saglayacagi kanaatindeyiz. Bu amagla ¢alismamizda, prepubertal donemde cisplatine maruz
kalan siganlarin testisleri tizerinde L-karnitinin muhtemel koruyucu etkilerini ve bu etkinin
eriskin donemdeki sperm kalitesi {lizerindeki yansimalarini aragtirarak, bu ajanin erkek

infertilitesindeki koruyucu roliinii degerlendirmeyi planladik.



GENEL BIiLGILER

TESTISIN YAPISI

Testisler karin boslugunun dis kisminda skrotum icinde yer alir. Bu yerlesim sekilleri
normal bir spermatogenez i¢in gerekli olan 1sida (34-35°C) olmalarini saglar (19,20). Testisler
distan ice dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza ile ¢evrilidir. Olgun
testisin posteriyor yiizii epididimis ile iliskilidir. Testis ve epididimis skrotal kese icerisinde
vaza deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari igceren spermatik kordon ile
asilidir. Testis, rete testisin yer aldigi bolgede kalinlasan ve mediastinumu olusturan tunika
albuginea ile ¢evrilidir. Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz septumlar ile
doku, 250-300 lopguga boliiniir. Her bir lopguk 1-4 adet seminifer tiibiil icerir. Seminifer
tiibiiller yaklasik 150 mikrometre (um) ¢apta ve 80 cm uzunlukta olup iki ucu U seklinde olan
ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis, testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar gibi
seminifer epitelin iirlinlerini toplayan kanallar agidir. Seminifer tiibiiller, Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicreleri iceren seminifer epitel ile doseli, merkezi bir liimenden olusur
(19,20).

Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminifer epitelin baskin hiicre tiiriidiir. Puberteden
sonra hiicrelerin %10’unu olusturan ve tiibiiller aras1 bosluk ile seminifer tiibiil liimeni
arasinda koprii fonksiyonu goren hiicrelerdir. Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri
cevreleyen ve onlarin arasindaki bosluklar1 dolduran apikal ve lateral uzantilara sahiptirler.
Bazolateral bolgelerinde, komsu Sertoli hiicreleri ile okludens baglantilar1 olustururlar.
Bazolateral okludens baglantilar1 seminifer epiteli, bazal ve adluminal kompartmanlara ayirir
ve gelismekte olan spermatosit ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis

bariyerini olusturur (19,20).



Seminifer epitelde yer alan diger hiicreler, farkli olgunlasma asamasindaki
spermatogenik hiicrelerdir. Bazal membrandan liimene dogru iist iiste dizilmis sekilde
siralanan bu hiicreler sirasiyla spermatogonyumlar, primer spermatositler, sekonder
spermatositler, spermatidler ve spermler seklinde bulunurlar. Spermatogonyumlar,
spermatogonyal kok hiicrelerden farklilasan ve puberteden baslayarak mitotik hiicre
bolinmeleri gegiren hiicrelerdir. Tip A spermatogonyum ve Tip B spermatogonyum olmak
tizere iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi goézlenebilir. Bu hiicreler mitoz
bolinmelerle yeni spermatogonyumlari ve primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler 1. mayoz boliinme ile sekonder spermatositleri, sekonder spermatositler de 2.
mayoz bolinme ile haploid hiicreler olan spermatidleri olustururlar. Bu haploid hiicrelerin
olgun bir sperm sekline doniisme siireci spermiyogenezdir. Bu siiregte kam¢1 ve akrozom
gelisir, niikleus son halini alir ve bdylece olgun bir sperm meydana gelir. insanlarda bu siireg
yaklagik 74 giin siirer (19,21).

Seminifer tiibiilleri birbirinden ayiran interstisyel dokuda, kollajen lifler, kan ve lenf
damarlari, sinir lifleri, fibroblast, makrofaj, mast hiicreleri, farklilasmamis mezenkimal
hiicreler ve Leydig hiicreleri bulunur. Kan kapillerlerine yakin yerlesimli Leydig hiicrelerinin
temel fonksiyonu testosteron salgilamaktir. Bu fonksiyonlari, 6n hipofizin iki hormonu ile
ayarlanir: liiteinizan hormon (LH), testosteron iiretimini uyarirken, prolaktin, LH reseptor
ekspresyonunu baslatir. Testosteron, spermatogenezi, erkek libidosunu ve erkek aksesuar
bezlerinin fonksiyonlarmi diizenler. Ayrica testosteron; fetusta, gonadlarin normal gelisimi,
ergenlik doneminde; yardimci genital bezlerin salgilama fonksiyonlarinin baglamasi ve
sekonder seks karakterlerinin gelisimi, yetiskinlerde ise, genital bosaltim kanallarinin ve
yardimci genital bezlerin fonksiyonlarinin siirdiiriillmesi ve spermatogenezin devamliligi igin

gereklidir (19,20).

Spermin Yapisi

Spermatogenez siirecinin sonunda olusan olgun sperm hiicresi, yaklasik 60 pm
uzunlugunda olup, bas ve kuyruk olmak tizere iki pargadan olusur. Bir baglanti pargasi ile bas
kuyruga baglidir. Spermin bas ve kuyruk kisimlari bir plazma membrani ile sarilidir (20).

Plazmalemma ile ¢evrili bag kismi, 4-5 pm uzunlugunda, 2,5-3,5 um genisliginde ve 1
um kalinliginda olup, akrozom ile niikleusu igerir. Akrozom, niikleusun 6n yarisini orter ve
hidrolitik enzimler icerir. Bu enzimler, 0ositi saran korona radiyata ve zona pellusidadan

spermin gecisini kolaylagtirmak igin fertilizasyon aninda salinir (20).



Baglant1 parcasinda yer alan distal sentriyol, sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan
aksoneme kaynaklik yapar. Kuyruk; orta parga, esas parca ve son par¢a olmak iizere 3
kisimdan olusur. Sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu kisim olan orta
parca, 9+2 mikrotiibiiler yapisindaki aksonem ile yogun dis fibrilleri i¢erir. Kuyrugun en uzun
pargasi olan esas parga, yedi dis yogun fibril ile sarili bir aksonem ve bir fibroz kiliftan

olusurken, son parga sadece aksonemi igerir (20).

SICAN TESTIiS DOKUSUNDAKI YAPISAL DEGiSiMLER

Sicanlarda, seminifer tiibiillerin gelisimi gonadin anterior bolgesinde ve 13. giinde,
germ hiicrelerinin ve Sertoli hiicre Onciillerinin ortaya c¢ikisi ile baslar. Bunu bazal
membranin, spermatik kordonlar etrafinda gelisimi takip eder. Daha sonra 15. giin civarinda
mezenkimal hiicrelerden Leydig hiicrelerinin farklilagsmasiyla fetal rat testisleri testosteron
tiretmeye baslar (22-24). Fetal Leydig hiicrelerinin dogumdan sonraki 1. ve 2. hafta boyunca
azaldigi, 2. haftadan sonra ya dejenere olarak yetiskin tip Leydig hiicrelerine doniistiigii (25)
ya da postnatal donem boyunca 6zel bir grup hiicre seklinde kaldig: diisiiniilmektedir (26).

Sicanlarda, prepuberteden puberteye gecisle birlikte testis yapisinda Onemli
degisikliklerin goriildiigii bildirilmis ve siganlarda testis gelisiminde ii¢ ayr1 evre incelenmistir
(27):

1. 0-37 giinliik donem; prepubertal donem,

2. 42-75 giinliikk donem; pubertal donem,

3. 90-365 giinliik donem; eriskin donem.

Yapilan caligmalarda, sican testisinde tunika albugineanin prepubertede kollajen
liflerden fakir, gevsek bag dokudan zengin bir yapida oldugu, puberte ve eriskin doneme
dogru giderek kalinlasarak fibroz bir yap1 kazandig: bildirilmektedir (28).

Tiibiiller aras1 interstisyel alandaki biiyiik poligonal sekilli Leydig hiicrelerinin,
eozinofilik sitoplazmaya ve gevsek kromatinli bir niikleusa sahip oldugu gozlenmistir.
Sicanlarda Leydig hiicre gelisiminin postnatal 10. giinde basladigi ve bu siiregte 5 hiicre
tipinin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (29):

1. Mezenkimal prekiirsor hiicreler,

2. Progenitor hiicreler,

3. Yeni sekillenmis eriskin Leydig hiicreleri,

4. Geng erigkin Leydig hiicreleri,

5. Olgun eriskin Leydig hiicreleri.



Bu asamalardan ilki olan mezenkimal prekiirsor hiicrelerin progenitdr hiicrelere
farklilagsmas1 LH’dan bagimsiz, diger tiim asamalar ise LH bagimlidir. Gelisim esnasinda
hiicrenin boyutu ile birlikte, steroidogenez igin gerekli organelleri gelistiginden testosteron
salgilama kapasitesi artar. Ayrica hiicrenin sahip oldugu LH reseptor sayisindaki artisa paralel
olarak, hiicrenin bu hormona kars1 duyarlilig1 da artmaktadir (29). Leydig hiicrelerinin LH ve
FSH’1n kontrolii altinda gergeklesen postnatal gelisimi, ti¢ ayr1 donemde incelenir (30);

1. Mezenkimal hiicrelerin progenitor hiicrelere dontistiigii (14-21. giinler) donem,

2. Hiicrelerin steroidogenik organel yapis1 ve enzim aktivitesine sahip gen¢ Leydig

hiicrelerine doniistiigii (22-35. giin) donem,

3. Eriskin Leydig hiicrelerinin olustugu (36-90. giin) donem.

Ik steroid sentezi yapan gen¢ Leydig hiicrelerinin {irettigi testosteronun c¢ogunun
metabolize oldugu, aktif hormon iiretiminin ise eriskin Leydig hiicreleri tarafindan saglandigi
bilinmektedir (28,30).

Pubertal ve erigkin doneme kiyasla prepubertal donemde, seminifer tiibiil ¢apinin dar,
boyunun kisa, duvar kalinliginin ise ince oldugu gézlenmistir. Seminifer tiibiillerin bu yapasi,
prepubertal donemde spermatogenik aktivitenin (spermatidlerin spermiuma doniligme stireci)
heniiz baglamamasiyla iliskilendirilmistir. Prepuberteden puberteye gidildikge tiibiillerin daha
kalin, uzun ve heterojen bir goriinlim aldig, tiibiil duvarinda spermatogenik seriye ait hiicre

sayisinin ise arttigi bildirilmistir (28).

Sicanlarda spermiyogenezin baslangicina iligkin veriler tartigsmalidir. Siganlarda farkl
gelisim evrelerine ait testis dokularinin histolojik olarak incelendigi bir ¢aligmada, prepubertal
(10 gilinliik) donemde, seminifer tiibiillerde spermatositlerin varligina ragmen sekillenmekte
olan spermiumlara rastlanmamustir (28). Benzer olarak, Hansson ve ark.’da (31) prepubertal
doneme (3-37 giinliikk) ait sican testisinde spermatogenik hiicrelerin arttiin1 ancak
spermiumlarin heniiz sekillenmedigini belirtmislerdir. Risbridger ve ark. (32) 26 giinliik sican
testislerinde seminifer tliblil duvarinda erken spermatidlerin farkli sekillerinin varlig: ile
spermiyogenezin  basladigimi  gostermislerdir.  Bununla birlikte ¢esitli  ¢alismalar
spermiyogenezin baslangicindaki farkliliklari, sigan testislerinde erken spermatidlerin ilk

olarak 25. giinde (33) ve ya 27. giinde (34) tespit edilmesiyle ortaya koymustur.

Siganlarda testisin postnatal gelisimi {izerine yapilan bir ¢alismada (27), 30 giinliik
prepubertal siganlarin seminifer tiibiillerinde, bazal membran iizerine oturan Tip A ve Tip B
spermatogonyumlarin  yani1 sira, primer spermatositlerin farkli mitotik figiirlerine

rastlanmistir. Sekonder spermatosit doneminin kisa stirmesinden dolay1 tespit edilemedigi,
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limene dogru spermatogenez siirecindeki spermatidlerin geng veya erken evrelerinin
goriildiig bildirilmistir. 37. glinde ise, erken spermatidlerin ge¢ spermatidlere doniistigi
gorilmistlir. Puberteye gecis donemi olan 42. giinde, bag dokusu hiicrelerinin olgun
sekillerini aldig1, kompakt yapida bir tunika albuginea olustugu, normal ¢ap ve tiibiil yapisina
ulagan seminifer tiibiil liimeninde ise, ilk kez spermiyumlarin goriildiigi bildirilmistir. Ayrica
bu asamada, Leydig hiicrelerinin de olgun sekillerini alarak heterokromatin yapidaki
niikleuslarin  6kromatin yapiya donistigii belirlenmistir. Gelisimin 45. giiniinde, tiibiil
limeninde sperm sayisinin 42. giine oranla arttii, fakat yeterli miktara ulagsmadig
bildirilmistir. 60 gilinliik sican testislerinde, tlibiil liimeninin, spermatidlerle birlikte, bas kismi1
¢engel seklinde olan ve uzun bir kuyruk yapisina sahip olgun spermlerle dolu oldugu
gbzlenmistir. 90. giinde seminifer tiibiillerin, liimene yakin boéliimlerinde, farkli agamalardaki
spermatidlerin bir kisminin akrozomal kep, bir kisminin ise maturasyon fazinda oldugu ve
spermlerle birlikte tiibil limenini doldurdugu gozlenmistir. Gelisimin 365. giliniinde
incelenen testis dokusunda ise, spermatogenezin yavasladigi, seminifer tiibiil yapisinin
bozularak inceldigi ve buna bagl olarak, liimen igerisinde sperm sayisinin azaldigi
bildirilmistir (27).

Sicanlarda spermatogenez siiresinin yaklagik 49-51 giin, spermlerin matiirasyon
stirecinin ise 14 giin siirdiigii, bu periyotta germ hiicrelerinin farklilagsarak olgun hale
geldikleri bildirilmistir (35). Siganlarda germ hiicre gelisimi proliferasyon, mayoz ve
diferansiasyon fazi olmak iizere 3 fazda gergeklesir. Proliferasyon fazi, Tip A
spermatogonyumlardan Tip B spermatogonyumlarin meydana geldigi tekrarlanan
spermatogonyal bdoliinmelerin gerceklestigi fazdir. En genis faz olan mayoz fazi, Tip B
spermatogonyumlarin  olugsmasiyla baglar ve bu spermatogonyumlardan preleptoten
spermatositlerin olusmasiyla devam eder. Preleptoten spermatositlerin boliinmesiyle sirasiyla
leptoten, zigoten, pakiten, diploten fazlar1 gergeklesir. Diploten fazindan sonra, birinci mayoz
boliinme sonucunda sekonder spermatositler olusur. Ikinci mayoz sonunda ise haploid yapida
spermatidler meydana gelir. Son faz olan diferansiasyon fazinda ise spermatidler énce erken
(yuvarlak) spermatidlere daha sonra ge¢ (uzamis) spermatidlere ve son olarak da spermlere
doniistirler (Sekil 1) (36). Siganlarda spermler bas ve kuyruk olmak iizere 2 kisimdan
olusmaktadir. Bu iki kisim arasindaki baglanti orta kisim ile saglanir. Bas kismi1 yaklasik 2,5
um uzunlugunda ve kanca goriiniimiinde olup yogun bir nukleus ve akrozom olarak
adlandirilan daha az yogunlukta bir ug¢ kisimdan olusur. Orta kisim sentrioller ve mitonkondri
iceren sarmal bir yapidir. Kuyruk kismi sperm hareketini saglayan, uzun aksiyal filamentler

igerir (37).



Spermatogonia (au
>y )

Sekil 1. Sicanlarda germ hiicre gelisimi (36)

CISPLATIN

Cisplatin, 1960’11 yillarda elektromanyetik radyasyon uygulamasinin, bakteri ve
memeli hiicrelerinin boliinmesi iizerine etkisini arastiriran Barnett Rosenberg tarafindan,
tesadiifen kesfedilmistir. 1968 yilinda sarkomali bir fare {izerinde yapilan c¢alismada,
intraperitoneal cisplatin uygulanmasi sonrasinda tiimor boyutunda anlamli bir kii¢lilme
gozlenmistir. Kanser hastalarinda ilk kez 1971 yilinda kullanilmaya baslanilan cisplatin, 1978
yilinda Amerika Gida ve Ilag kurumundan onay almis ve giiniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan genis sperktrumlu bir antineoplastik ajandir (38). Cisplatin, bas-boyun, akciger,
testis, ovaryum ve meme kanseri gibi eriskin donem tiimoérlerinin yani sira, Wilms timort,
beyin tiimorleri, germ hiicreli tiimor, nodroblastom, osteosarkom gibi cocukluk c¢agi

tiimorlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (38,39).



Cisplatinin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

Cisplatin, “cis-diaminodikloroplatinum (Il), cis-platinum (Il), cis-DDP” agik
formiiliine sahip, ortadaki platin atomuna bagli klor ve amonyum atomlari ile ¢evrili inorganik
bir platin kompleksidir (Sekil 2). Bilesigin cis ve trans olmak tizere iki izomeri vardir. Cis
formu sitotoksiktir ve suda ¢dziinme 6zelligine sahiptir (40).

Cisplatin, barsak ve mide kanallarindan emilemedigi icin, intravendz veya
intraperitoneal (i.p) olarak uygulanir. Karaciger, bobrek ve prostatta yiiksek oranda bulunur.
Anne siitii ve plevral sivilara gegebilmesinin yani sira, plasentayr da gegme 6zelligine sahiptir.
Enzimatik olmayan yollarla, hiicre igerisinde reaktif monoaquo-diammine-platin veya diaquo-
diammine-platin tiirlerine hidrolize olarak aktif metabolitlere doniistiiriiliir. ilacin %27-43
kadar1, uygulandiktan sonra ilk 5 giin igerisinde idrar ile birlikte viicuttan atilir. Geri kalan
kismi, daha uzun siire viicutta etkisini gosterir. Yaklasik 180 giine kadar dokularda ilag
saptanabilir (41).

Cisplatinin hiicre i¢ine alinma ve hiicreden atilma mekanizmalar1 tam olarak
anlagilamamis olup, ilk zamanlarda pasif diflizyon yoluyla hiicre i¢ine alindigt
diigiiniilmiistiir. Son yillarda yapilan g¢aligmalar ise, cisplatinin, hiicre ig¢ine aktif olarak
alinmasinda, bakir transport proteininin (copper transporter 1) etkili oldugunu géstermektedir
(40).

[lacin aktivitesi, ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonundan etkilenir. Kanda ve
ekstraselliiler sivilarda klor iyonu konsantrasyonu yaklasik 100 mM’dir ve cisplatin bu
ortamda daha az etkindir. Hiicre ici klor konsantrasyonundaki ani diisiisler cisplatin

aktivitesini arttirir (42).

ﬁ tematik ad: cis diaminodikl lati \ / \
IStematik ad: CIsS dlaminodikioroplatinum CI NHg
Molekiiler formiil: Cl, Hg N, Pt \ /

Molekiiler agirhk: 300.1 g/mol
Pt

Renk: Koyu sar1 (kristal kati) ve berrak (¢6zelti)

Yapr: Tetragonal (kare) diizlemsel / \

Erime noktasi: 270°C Cl MH=

- AN /

Sekil 2. Cisplatinin kimyasal ozellikleri ve molekiiler yapisi
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Cisplatinin Etki Mekanizmasi

Cisplatin, ister istirahat evresinde, ister boliinme evresinde olsun hiicre iizerinde her
zaman etkilidir (1). Sitotoksik 6zelligini, niikkleer DNA’ya baglanip, DNA transkripsiyon ve
replikasyonunu bozmak ve bir takim sinyal yolaklarim1 aktive etmek suretiyle saglar.
Mitokondriyonlar1 hasarlayarak hiicre dongiisiinii duraklatir, ATPaz aktivitesini engeller,
hiicresel tasima sistemlerini degistirerek apoptoz, nekroz, inflamasyon ve hiicre 6liimiine
sebep olur (40). Hiicreye giren tiim platinleyici ajanlar, ya klor ya da oksalat iyonlarini
kaybederek su molekiilii kazanirlar ve boylece hiicre igindeki DNA, RNA, proteinler gibi
niikleofilik molekiillerle etkilesebilme 6zelligine sahip olurlar. Ilag DNA’da N7
pozisyonundaki piirin bazlariyla reaksiyona girmek suretiyle tekli bag, DNA-protein bagi,
zincirler aras1 ve zincir i¢i kovalent capraz baglar olusturur. DNA ile kovalent baglarin
olugmasi sonucu, DNA’nin yapisi bozulur ve sarmalin bozulan yerlerine hasar1 farkeden
hiicre i¢i proteinler baglanir. Bu proteinler arasinda en 6nemlileri; yanlis eslesme onarim
(mismatch repair) kompleksi yapisinda olan hMSH2 ve hMutSa proteinleri, histon olmayan
kromozomal grup 1 ve 2 (nonhistone chromosomal group (HMG1lve HMGZ2)) proteinleri,
transkripsiyon faktorii RNA polimeraz 1 ve TATA baglanma protein (TBP) dir. DNA hasarini
fark eden ve sarmal lizerine baglanan proteinler, bir¢cok sinyal ileti yolagini aktive etmek
sureti ile hiicre hasar1 ve 6liimiine yol agmaktadir (43).

Cisplatin'in hiicre DNA’sinda meydana getirdigi sitotoksik etkilerin yani sira,
mitokondriyonlarin iglevini bozarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimine ve timor
nekroz faktor o (TNF-o)’nin artmig ekspresyouna neden olarak, hiicrede inflamasyonu ve
apoptozu tetikledigi bilinmektedir (40).

Cisplatin sitotoksisitesinde, oksidatif stres hasariin énemli rolii oldugu kanitlanmstir.
Oksidatif strese neden olan ROS; mitokondriyonlar, ksantin-ksantin oksidaz ve nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) tarafindan iiretilmektedir. Cisplatinin
etkisi ile tiim bu yolaklarca tiretilen ROS, proteinler, lipidler ve DNA gibi 6nemli biyolojik
molekiillere zarar verir. ilag aym1 zamanda glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksid dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) gibi aktif antioksidan enzimlerini inhibe ederek antioksidan defans
sistemlerini hasarlar. Ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicre membraninda bulunan lipidlerin
peroksidasyonuna ve proteinlerin denatiirasyonuna yol agarak enzimatik inaktivasyona ve
mitokondriyal disfonksiyona sebep olur (44). Sonug¢ olarak serbest oksijen radikallerinin
artigina baglh olarak ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonun etkisiyle mitokondriyal membranlarin

permeabilitesi degisir ve sitokrom C mitokondriyon membranlarindan ayrilir. Mitokondriyal
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hasara cevaben sitosole salinan sitokrom C, kaspaz-9’un aktivasyonu araciligi ile kaspaz-3’i
aktive ederek apoptozis aracili hiicre 6liimiine neden olur (45).

Cisplatinin antineoplastik etki mekanizmalari, ayn1 zamanda normal dokular
tizerindeki toksisitesininde temelini olusturmaktadir. Cisplatinin en 6nemli doz sinirlayici yan
etkisi nefrotoksisite olmakla beraber ototoksisite, gonadotoksisite, periferik ndropati ve
miyelosupresyon 6nemli yan etkileri arasindadir (6). Bu etkileri 6nlemek igin ilacin hizli
enjeksiyonu yerine uzun siireli infliizyonu tercih edilir. Cisplatine bagli olarak gelisen
toksisiteyi azaltmada kullanilan bir diger yontem ise ilacin verilisi sirasinda ve sonrasinda
salin (%0,9 NaCl) ile hidrasyon yapilmasidir. Bu uygulama ile cisplatinin viicuttan atilimi
hizlandirilir ayrica igerdigi yiliksek klor iyonu sayesinde, salin klor iyonlarmin cisplatinden
ayrilmasint Onleyerek cisplatinin aktif tiirevlerinin olusumunu engeller. Toksisitenin bu
sekilde durdurulamadigi durumlarda doz azaltilir veya ilag kesilir (41). Ilacin kullanimimin
sart oldugu durumlarda ise ila¢ toksisiteyi Onleyici bir ajan ile birlikte verilir. E ve C
vitaminleri, L-karnitin, melatonin gibi bir¢ok antioksidanin, cisplatin toksisitesini azalttigi
kanitlanmastir (5,46-48).

L-KARNITIN

L-karnitin, farkli dokularda fizyolojik olarak sentezlenen, suda iyi ¢Oziinen, yapi
olarak aminoaside benzeyen vitamin benzeri bir molekiildiir. Sitoplazmadan mitokondri
matriksine transfer edilecek uzun zincirli yag asitlerinin i¢ mitokondriyon zarindan gegisinde
gorev alir (49).

Ik olarak 1905 yilinda Gulewitcsh ve Krimberg adli Rus arastiricilar tarafindan kas
dokudan izole edilmis olup Latince et anlamina gelen “carnis” kelimesinden esinlenilerek
“karnitin” adi verilmigstir. 1952 yilinda Carter ve ark. tarafindan Tenebrio molitor adli
kurtguklarin biiyiimesi i¢in gerekli bir molekiil oldugu belirlenmis, vitamin benzeri bir etki

gostermesinden dolay1 vitamin BT ad1 verilmistir (49).

L-Karnitinin Molekiiler Ozellikler

L-karnitin (3-hidroksi-4-N-trimetil azonumil biitanoat), bir asimetrik karbon atomu
icermesi nedeniyle D ve L formlarina sahiptir (Sekil 3). Ancak dokularda metabolik olarak
aktif olan, L formu sentez edilir. Enerji gereksinimlerini karsilamak igin ozellikle yag
asitlerini kullanan dokular agisindan karnitin, esansiyel bir metabolittir (50). Biiyiik 6l¢iide
diyetle alinir ve iskelet kas1 i¢inde depolanir. Hayvansal besinler bitkisel besinlere oranla daha

fazla L-karnitin igermekte olup, kirmizi et ve siit tirlinleri baslica karnitin kaynaklaridir (51).
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Sekil 3. L-karnitinin kimyasal yapisi

L-karnitin, hiicre i¢i enerji metabolizmasi tizerindeki gorevini 2 sekilde gergeklestirir:

1. Uzun zincirli yag asitlerini (12-20 karbon atomundan olusanlar) agil karnitinler
seklinde bir enerji kaynagi olarak mitokondri i¢ine tasiyarak, B-oksidasyonu gergeklestirir.

2. Mitokondriyonlarda kisa (4-6 karbon atomu igerenler) ve orta (6-12 karbonlu
olanlar) zincirli yag asitlerinin metabolizmasi sonucunda sekillenen serbest Koenzim A
(KoA)’larin birikmesi ile olusabilecek toksik etkileri engeller (52).

Kisa zincirli yag asitlerinin asil kaynagi, sindirim sisteminin st kisminda
sindirilmeyen ve bakteriler tarafindan kullanilan karbonhidratlardir. Kisa zincirli yag asitleri
hizli ¢ogalip yenilenen hiicreler i¢in, orta zincirli yag asitleri ise yagamin ilk aylarinda 6nemli
enerji kaynagi olarak hizmet eder. Kisa zincirliler gibi hizli sekilde enerjiye doniistiiklerinden,
depolanma ozellikleri diigiiktiir. Sindirim ve emilimi, diger yag asitlerine oranla daha
kolaydir. Bu 6zelliklerinden dolayi, kistik fibrozis ve bilier atrezi gibi yaglara kars1 emilim
bozuklugunun gelistigi hastaliklarda 6nemli enerji kaynagidirlar. Uzun zincirli yag asitleri ise
bitkisel s1v1 yaglarda bulunur. Okside edilecek uzun zincirli yag asitlerinin agil KoA esterleri
mitokondriyon zarini gecemez, ancak karnitin varliginda sitoplazmadan mitokondriyonlara

girebilirler (53).

L-Karnitinin Antioksidan Ozellikleri

L-karnitin ve tlirevlerinin gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip oldugu in vitro ve in vivo
caligmalar ile kanitlanmistir. Bu c¢alismalarda, anti-radikal ve ROS siipiiriicii etkileri
araciligiyla; iskemi-reperfiizyon aracili bagirsak hasari (54), kronik bobrek yetmezligi (55),
karbon tetrakloridin neden oldugu karaciger hasar1 (56), deneysel tlseratif kolit (13), cisplatin
ve paklitaksel norotoksisitesi (57), adriyamisin (58) ve doksorubusin (59) kaynakli
kardiyomyopati ve myokardiyal infarktiis gibi pek ¢ok patolojik durumun karnitin ve tiirevleri

tarafindan onlendigi gosterilmistir.
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L-karnitin serbest uzun zincirli yag asitlerinin, B oksidasyona girebilmesi i¢in
mitokondriyon matriksine gegisini saglar. B oksidasyon sonucu olusan Asetil KOA,
trikarboksilik asit dongiisiine girer ve bu dongiide fazla miktarda oksijen tiiketilip, ATP
iretilir. Bunun sonucunda suya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve boylece ROS
olusumu azalmis olur (53,60).

Hiicre i¢i oksidatif hasar, lipid peroksidasyonu ve fosfolipid yikimina neden olurken
ayni zamanda serbest yag asidi miktarmi da arttirir. Serbest uzun zincirli yag asitleri
hidrofobik anyonlardir ve doku diizeyinde bu anyonlarin artisi, hiicre zar1 yapr ve
fonksiyonlarinda degisime sebep olur (61). L- karnitinin; hiicre membran gegirgenligindeki
degisiklikleri, mitokondriyal disfonksiyonu, lipid peroksidasyonunu ve apoptozu engelledigi
gosterilmistir (62). Bunun yaninda L-karnitin, membran olusumu ve biitinligii i¢in gerekli
olan fosfolipidlerin sentezini de arttirmaktadir. Fosfolipidlerin reacilasyonu sayesinde

membran onariminda 6nemli fonksiyona sahiptir (63).

L-Karnitin ve Infertilite

Karnitinlerin erkek iireme sistemi {izerine olan etkileri oldukga iyi bilinmekle birlikte,
erkek infertilitesinin kontroliinii hangi mekanizmayla sagladigi henliz tam olarak
aciklanamamustir. Karnitinler; spermatogenez, sperm motilitesi ve olgunlagsmast icin
spermatozoa tarafindan kullanilmak {izere hazir enerji kaynagi saglayarak sperm
metabolizmasi tizerinde etkin bir rol oynarlar (64,65).

L-karnitin, erkek iireme sisteminde en yiiksek diizeyde -epididimal sivida
bulunmaktadir (66,67). Epitelden epididimal plazma igine salgilanian L-karnitin, daha sonra
spermatazoa tarafindan alinarak, kismen asetil karnitin seklinde esterifiye edilir. Spermatazoa
icerisinde, Serbest ve asetillenmis L-karnitin seklinde biriktirilir. Epididimal sivi ve
spermatozoada, L-karnitin konsantrasyonu, dolasimdakinden (10-50 umol) 2000 kat daha
fazla olup 2-100 mmol kadar yiiksek oranda bulunmaktadir (68).

Yapilan ¢alismalar, L-karnitinin epididimde spermatozoanin olgunlagsmasi ve
fertilizasyon yeteneginin gelismesinde Onemli rolii oldugunu gostermistir. Spermin
motilitesini kazanmasi ile L-karnitin artiginin paralel oldugu bildirilmistir (69). Testiste
iretilen spermatozoa, epididimise girdigi zaman hareketsiz olup fertilizasyon yetenegine
sahip olmadigi, bu donemde L-karnitin igerigi de disiiktiir. Fertil hale gelebilmesi igin
epididimal limen igerisinde postgonadal modifikasyona ugramasi gereklidir. Epididimden
gecisi sirasinda, epididimal sivida L-karnitin artigina paralel olarak spermatozoanin kuyruk

hareketi baslar (70).
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Infertil hastalarda seminal plazma total karnitin diizeyinin diisiik bulunmasi ve
karnitin tedavisiyle iireme fonksiyonlarinda olumlu gelismelerin saptanmast bu konudaki
hipotezleri destekler niteliktedir (71). L-karnitin uygulamalar1 sonrasinda infertil erkeklerde
sperm konsantrasyonu, hareket ve miktarinda artis gozlenmistir. Astenospermi godzlenen

hastalarda karnitin takviyesinin sperm kalitesini ve sayisin1 arttirdigi bildirilmistir (72).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanin deneysel prosediirii i¢in Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu‘ndan onay alindiktan sonra (27.06.2014 tarih ve TUHDYEK-2014/21 protokol nolu
onay belgesi) (Ek-1), Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilmis
ve standart laboratuvar kosullarinda (22+1°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan,
benzer biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip, 44 adet prepubertal (30 giinliik) Wistar albino
erkek sican kullanilarak, rastgele 3 grup olusturuldu.

I. Grup (n=12): 0,2 ml, i.p, plasebo salin verilen, kontrol grubu.

Il. Grup (n=16): Salin i¢inde hazirlanmis tek doz i.p. 5 mg/kg cisplatin (Sigma
Aldrich, Almanya) verilen, cisplatin grubu.

I1l. Grup (n=16): Tek doz cisplatin (5 mg/kg, i.p.) uygulamasindan 1 saat dnce ve
sonraki 3 giin boyunca her giin distile su igerisinde hazirlanmis i.p. 250 mg/kg L-karnitin
(Sigma Aldrich, Almanya) verilen, cisplatin + L-karnitin grubu.

Deney gruplarinin her biri cisplatin enjeksiyonundan 24 saat ve 60 giin sonra (denekler
90 giinliik iken, eriskin) ksilazin-ketamin anestezisi altinda sakrifiye edilmek iizere ikiye
ayrildi. Deneyin 24. saatinde sakrifiye edilen deneklerin testisleri c¢ikartilarak, 151k
mikroskobik ve germ hiicre apoptozisi degerlendirmeleri i¢in rutin igslemlere tabi tutuldu.
Deneyin 60. giiniinde sakrifiye edilen deneklerin kardiyak kan oOrnekleri alinarak, serum
testosteron diizeyleri Olgiildii. Testisleri 151k mikroskobik degerlendirmeler ve morfometrik
Olctimler i¢in ¢ikartilarak, islemlendirildi. Sperm parametre degerlendirmeleri icin
epididimisin kauda kismindan sperm 6rnekleri elde edildi. Deney basinda ve sakrifikasyon

zamanlarinda tiim deneklerin testis agirliklari ile viicut agirliklart 6l¢iildii.
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Isik Mikroskobik incelemeler

Isik mikroskobik incelemeler igin; Bouin soliisyonunda fikse edilen testis doku
orneklerinin, parafin inkliizyonu ile hazirlanan bloklarindan 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Bu kesitlere Hematoksilen+eozin (H+E) ve histokimyasal periodik asit Schiff+hemalen
(PAS+HL) boyast uygulanarak morfometrik analizler ve histopatolojik degerlendirmeler
yapild.

Cisplatine maruziyet sonucunda, testiste meydana gelen histopatolojik degisikliklere
kars1 L-karnitin tedavisinin etkilerini gostermek amaciyla, prepubertal ve eriskin sigan
testisleri asagidaki kriterlere gore degerlendirildi;

-Ayrilma (spermatosit hiicre kitlesinin seminifer epitelden koparak ayrilmasi),

-Dokiilme (germ hiicre kiimesinin seminifer epitelden ayrilarak dokiilmesi),

-Vakuolizasyon (seminifer tiibiiller i¢cinde vakuoller olugsmast).

Bu degerlendirmeler, her hayvana ait H+E boyal1 iKi testis kesiti lizerinde, her kesitte
rastgele secilmis 5 farkli alanda, 10 tiibiil olmak tizere toplam 100 tiibiil enine kesitinin, X400
biiylitmede incelenmesiyle yapildi. Her parametre i¢in normal ve hasarli tiibiillerin yiizdesi
hesaplandi (73).

Morfometrik degerlendirmeler igin, deneyin 24. saattinde ve 60. giiniinde sakrifiye
edilen deneklerin H+E boyali testis kesitleri kullanildi. Testis dokusunda seminifer tiibiil
caplar1 ve iki tiibiil arasinda kalan interstisyel alanlar, Goriintiileme Analiz Sistemi (Versiyon
2.11.5.1, Kameram, Argent, Tiirkiye) kullanilarak ol¢iildii. Bu 6lgiimler her hayvana ait iki
testis kesiti tizerinde, her kesitte rastgele secilmis 5 farkli alanda, yuvarlak ya da yuvarlaga
yakin 10 tibiil olmak iizere toplam 100 tiibiil enine kesitinin X100 biiyiitmede
degerlendirilmesiyle yapildi (74). Ayn1 alanlarda 100 farkli interstisyel saha 6l¢iildii. Sonuglar

grup basina diisen ortalama degerler olarak ifade edildi.

In Situ DNA Ug Isaretleme Metodu (TUNEL) Analizi

TUNEL analizi, 5 pm kalinligindaki parafin kesitler iizerinde ApopTaq Plus
Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (S7101-KIT, Millipore) kullanilarak yapildi.
Deparafinize edilmis doku kesitleri, proteinaz K (20 pg/ml) ile inkiibe edilerek, kesitler
endojen peroksidaz inhibisyonu i¢in %3’liikk H2O> ile muamele edildikten sonra, oda 1sisinda
30 dakika dengeleme tamponunda inkiibe edildi. Digoksigenin isaretli dUTP kuyrugunun
baglanmasi i¢in 37°C’de 1 saat terminal deoksiniikleotidil (TdT) transferaz enzim soliisyonu
ile inkiibe edilip, ardindan kesitler oda 1sisinda 10 dakika durdurma/yikama tamponunda

yikandi. Oda 1sisinda 30 dakika antidigoksigenin peroksidaz antikoru ile inkiibe edilen
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kesitler, peroksidaz substrat i¢in 3,3-diaminobenzidine (DAB) kullanilarak boyandiktan sonra,
hematoksilen ile zit boyama yapildi.

TUNEL metodu, sadece apoptozise spesifik olmadigindan ve nekrotik hiicrelerin de
TUNEL (+) reaksiyon gosterebildigi bilindiginden (75,76), apoptozis degerlendirilmesi,
koyu-kahverengi boyanmis TUNEL (+) reaksiyon veren hiicreler goz oniine alinarak yapildi.
Zayif reaksiyon gosterenler ise, nekrotik hiicre olarak kabul edilerek elimine edildi (77).
Degerlendirmeler 24. saatte sakrifiye edilen prepubertal siganlara ait TUNEL boyali testis
kesiti lizerinde, rastgele secilmis 100 seminifer tiibiil; 1-2 adet apoptotik hiicre igeren, 3 ve
daha fazla apoptotik hiicre igeren ve hi¢ apoptotik hiicre igermeyen tiibiiller olarak ayr1 ayri

skorlandi. Ayrica 100 seminifer tiibiildeki toplam apoptotik hiicre sayisi tespit edildi.

Sperm Degerlendirmesi

Bu degerlendirmeler igin, eriskin (90 giinlik) her bir denegin sag epididimisleri
kullanildi. Epididimisin kauda kismi1 alt ve st uglarindan kesilerek ¢ikartildi. Bir petri kab1
igerisine alinarak, penset yardimiyla tek yonde sivazlanarak spermlerin disar1 g¢ikmasi
saglandi. Almman 10 pl sperm Ornegi, igerisinde 0,5 ml G-IVF plus medyumu (Vitrolife,
Sweden) bulunan tiipler igerisine konuldu (78). Bu sekilde hazirlanan o6rneklerde sperm
konsantrasyonu, motilitesi, morfoloji ve vitalitesi degerlendirildi.

Sperm konsantrasyonu ve motilite degerlendirmeleri; makler ¢emberinin (Makler
Counting Chamber, Sefi Medikal, Haifa, Israil) lami iizerine 10 pl &rnek damlatilarak
Olympus XL-31 marka 151k mikroskobuyla yapildi. Makler ¢emberi iizerinde rastgele 10
kareye denk gelen spermler, X200 biiyiitmede sayildi. Elde edilen sonu¢ 1 milyon ile
carpilarak, mililitredeki sperm sayis1 milyon cinsinden hesaplandi. Ayrica sperm motilitesinin
tayini i¢in, 100 karedeki spermlerden hareketli ve hareketsiz olanlar ayr1 ayr sayilarak, ylizde
oranlar1 hesaplandi (78, 79).

Sperm morfoloji degerlendirilmesi i¢in, elde edilen 6rneklerden lam iizerine 20 pl
damlatildi, yayilarak kurutuldu. Her denek icin bu sekilde hazirlanan lamlar Spermac Stain
boya seti (Box 152. Wellington, 7654, South Africa) ile boyandi. Boyama protokolii;
spermlerin temiz bir lam iizerine yayilip, kurutulmasinin ardindan, 5dk %10 luk formolde
fiksasyon amaciyla bekletildikten sonra distile su ile yikanarak elde edilen lamlarin sirasiyla
stain A, B ve C ile birer dakika muamele edilmesi seklinde uygulandi. Elde edilen preparatlar
tizerinde, Olympus BX-51 151k mikroskobunda X400 biiyiitmede morfoloji tayini yapildi. Her

denek i¢in 100 sperm sayild1 ve bunlar morfolojik agidan normal veya anormal (bas, boyun ve
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kuyruk defektli) olarak simiflandirildi.  Normal sperm yiizdesi hesaplandi  (5).

Degerlendirmeler esnasinda farkli morfolojiye sahip spermler fotograflandirildi (Sekil 4).

Sekil 4. Farkh sperm morfolojileri; normal morfolojili (A), kiigiik bash ve kirik
kuyruklu (B), diiz bash (C), kivrik kuyruklu (D), kirik boyunlu (E ve F)
spermler goriilmektedir (X400)
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Sperm canlilik testi igin, eosin-nigrosin boyama yontemi uygulandi. Bu boyama
teknigi, cansiz hiicrelerin eozini alip kirmiziya boyanmalari prensibine dayanir. Nigrosin ise,
arka plani siyah yaparak degerlendirmeyi kolaylastirir. Her denek ig¢in, VitalScreen sperm
vitalite testi (VitalScreen, FertiPro, Belgium) prosediirine uygun olarak preparatlar
hazirlandi. Hazirlanan preparatlar, Olympus BX-51 1sik mikroskobunda, X400 biiyiitmede
kurutulmadan hizlica degerlendirildi. Sperm baglar1 kirmizi (koyu pembe) boyanan spermler
cansiz, boyanmayanlar ise canli sperm olarak belirlendi. Her denek icin 100 sperm sayildi ve
canlilik oran1 hesapland (80).

Boyama protokolii:

-Test tilipii igerisinde, 50 pl sperm ve 2 damla Eosin Y karistirildi ve 30 saniye
bekletildi,

-Karigima 3 damla nigrosin eklenerek tekrar 30 saniye bekletildi,

-Karisimdan 20 pl alinarak bir lam iizerine yayildi, {izeri kapatilarak kurumadan

mikroskop altinda degerlendirildi.

Total Testosteron Olciimii

Deneyin 60. giinii sakrifiye edilen hayvanlarin kardiyak kan Ornekleri alinarak,
serumda total testosteron diizeyleri, Trakya Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
kimyasal immunoassay (Chemiluminescence Immunassay-Architect i2000SR, Abbott,

Almanya) yontemi ile dl¢tildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Sonuglar Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima
uygunluklar1 Tek Orneklem Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi. Gruplarin (Kontrol, CP,
CP + L-Karnitin) viicut ve testis agirligi, morfometrik 6l¢iim, histopatolojik skor, TUNEL
analizi ile sperm parametre degerlerinin karsilagtirlmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) kullanildi, anlamh farklilik saptandiginda farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu belirlemek i¢in grup varyanslariin homojenlik durumlari incelenerek Tukey ya da
Tamhane post-hoc testleri kullanild. Istatistiksel analizler T.U. T1p Fakiiltesi Biyoistatistik ve
Tibbi Bilisim Anabilim Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi
kullanilarak yapildi. P<0.05 istatistiksel anlamlilik sinir degeri olarak kabul edildi.
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BULGULAR

AGIRLIK BULGULARI

Calismada, deneyin 1. ve 60. giiniinde sakrifiye edilen hayvanlarin viicut agirliklar ile
testis agirliklart Slgiilmis ve testis agirhigi/viicut agirligr hesaplanarak elde edilen sonuglar
Tablo 1°de verilmistir. Prepubertal donemde cisplatin grubunun viicut agirhiginda kontrol
grubuna kiyasla gozlenen anlamli derecede artisin (p<0.01), gruplarin olusturulmasi esnasinda
viicut agirligr fazla olan deneklerin cisplatin grubuna rastgelmesi nedeniyle ortaya ciktigi
diisiiniildii. Cisplatine maruziyetin, deneklerin testis agirliklar ve testis agirligi/viicut agirlig
oraninda bir artisa (p=0.094) neden oldugu, ancak sadece testis agirliklarindaki artisin
(p=0.026) istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edildi. Eriskin donemde gelisime bagl
olarak tiim gruplarda, viicut agirhig1 ve testis agirliginda artig gézlenirken, gruplar arasinda bu

parametreler acisindan anlamli bir farkin olmadig: dikkati ¢ekti.

MORFOMETRIK BULGULAR

Deneyin 1. ve 60. giiniinde sakrifiye edilen prepubertal ve eriskin deneklerin H+E
boyali testis kesitlerinde, seminifer tiibiil ¢aplar1 ve interstisyel alanlar 6lgiildiigiinde elde
edilen sonuclar Tablo 1’de gosterilmistir. Prepubertal donemde cisplatine maruziyetin, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda hayvanlarin seminifer tiibiil ¢aplarimi1 degistirmedigi ancak
interstisyel alanlarda anlamli oranda genislemeye (p<0.001) neden oldugu tespit edildi. L-
karnitin tedavisinin ise bu genislemeyi kismen onledigi (p=0.056) g6zlendi. Ayn1 gruplara ait
eriskin hayvanlarin seminifer tiiblil caplarinin, testikiiler gelisime bagli olarak prepubertal
donemlerindekine kiyasla Oonemli Olgiide arttigi, bu artisa paralel olarak da interstisyel

alanlarin azaldigi gozlendi. Bununla birlikte prepubertal donemde tek doz uygulanan
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cisplatinin, eriskin testislerinde kontrole kiyasla anlamli olarak, interstisyel alanlarda artisa,
seminifer tiibiil ¢aplarinda ise azalmaya neden oldugu dikkati ¢ekti. Bu parametreler iizerinde

L-karnitin tedavisinin dnemli 6l¢iide koruma sagladig goriildii (p<0.01).

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarimin prepubertal ve eriskin doneme ait viicut
agirhiklary, testis agirhiklar1t ve testis agirhgi/viicut agirhgr oranlar ile

seminifer tiibiil cap1 ve interstisyel alanlarimin karsilastirilmasi

Kontrol Cisplatin Cisplatin + L-
B ~ .. _ p
(n=6) (n=8) Karnitin (n=8)
Vucu(tg?)glrllgl 7943 3 86.3+7.0" 80+£5.1 0.001
Testis agirhg (gr) | 0.26+0.078 | 0.387+0.046" | 0.365+0.053 0.005
Prepuberte Testls
P agihgl/viicut 0.003+0.001 | 0.004+0.001 0.004+0.001 0.039
agirh@
Seminifertiibiil 14734185 145.8+7.2 152.5+6.6 0.606
¢ap1 (um)
Interstlslyel alan 49 141.7 61 8+5.0° 56.443.5 <0.001
kalinhgi (um)
Vucu(tgz;)glrllgl 265.512.0 263+23 1 258 3+4.6 0.716
Testis agirhg (gr) | 1.286+0.14 | 1.242+0.097 1.254+0.105 0.794
Testis
L agihigi/viicut 0.004+0.001 | 0.004+0.001 0.004+0.001 0.315
Eriskin o e
agirhg
Seminifertiibiil 1888454 27145.3" 282 543 4 <0.001
¢ap1 (nm)
Interstls:yel alan 33.640.8 41.9+0 71 38+1.1% <0.001
kalinhg: (um)

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
“p<0.01 kontrol ile karsilagtirldiginda
"p<0.05 kontrol ile karsilagtirildiginda
p<0.01 cisplatin ile karsilastirildiginda
Tp<0.001 kontrol ile kargilastirildiginda

HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Prepubertal Doneme Ait Bulgular

Kontrol grubu bulgulari: Prepubertal kontrol grubu deneklerinin, H+E ve PAS+HL

boyali kesitlerine ait 151k mikroskobik goriintiiler Sekil 5-8°de gdsterilmistir. Incelemelerde,

testisleri saran tunika albugineanin eriskine kiyasla daha ince ve bag doku hiicrelerinden
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zengin bir yapida oldugu gozlendi. Bu kapsiilden igeriye uzanarak seminifer tiibiilleri
birbirinden ayiran interstisyel bag dokusu, genel bag doku hiicrelerinin yani sira, kan
kapillerleri yakininda gruplar ya da kordonlar olusturmus, yuvarlak sekilli, eozinofilik
sitoplazmal1 Leydig hiicreleri ile kemirgenlere 6zgili genis lenfatik siniizoidleri igcermekte idi
(Sekil 5,7). Bu alanlar arasinda genellikle liimenleri agilmis, oblig ya da yuvarlak sekilli,
kiigiik ¢apli seminifer tiibiiller izlenmekte idi (Sekil 5-7). Etrafit PAS (+) ince bazal lamina ile
cevrelenmis seminifer tiibiillerin duvarinda, Sertoli hiicrelerinin arasina yerlesmis, ¢cok sayida,
bir veya iki sira spermatogonyumlarin varligi dikkat ¢ekiciydi. Bazi tiibiillerde
spermatogonyumlarin iizerinde liimene dogru yerlesmis, az sayida farkli mitotik evrede
primer spermatosite rastlandi (Sekil 6-8). Bu hiicrelerin leptoten, zigoten ya da kromatidlerin
birbirinden uzaklasmasi nedeniyle niikleuslarinin biiyiik goriinmesi ile ayirt edilebilen pakiten
donemleri tanimlandr (Sekil 7). Mayozun ikinci kisminin kisa slirmesi nedeniyle sekonder
spermatositlerin secilemedigi tiibiillerin bazilarinda, yer yer liimene yakin yerlesimli erken
(yuvarlak) spermatidler tespit edildi (Sekil 7,8). Bu bulgular neticesinde histopatolojik
degerlendirme sonucunda, kontrol grubu deneklerinin seminifer tiibiilleri %90.5 oraninda
normal olarak tanimlandi (Tablo 2).

Cisplatin grubu bulgulari: Prepubertal donemde (30 giinliik) tek doz 5 mg/kg
cisplatine maruziyetten 24 saat sonra sakrifiye edilen sicanlarin testis kesitleri 1s1k
mikroskobunda incelendiginde, ince tunika albuginea ile ¢evrili testislerin farkli ¢ap ve
sekillerde dejeneratif tiibiilleri icerdigi gézlendi. Interstisyel alanda yer yer 6dem ve hiicresel
artis ile birlikte bazi bolgelerde seminifer tiibiillerin birbirinden uzaklastigi gortldi (Sekil
9,10). Hasarlanmus tiibiillerin duvarinda, germinal hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalari1 sonucu
meydana gelen hiicre kayiplari nedeni ile, yer yer bosluklarin ortaya ¢iktig: tespit edildi. Bazi
tiibiillerde, primer spermatositlerin epitelden ayrildig1 ve olgunlasmamis hiicrelerin liimene
dokiildiigi dikkati g¢ekti (Sekil 10,11). Genellikle ince PAS (+) bazal lamina ile gevrili
seminifer tiibiiller arasinda, diizensiz sinirlara sahip dejeneratif tiibiillerin ondiilali bazal
lamina yapisi izlendi (Sekil 12). Seminifer tiibiiller tizerinde cisplatin maruziyetinin yol agtig1
hasarlar; ayrilma, dokiilme ve vakuolizasyon seklinde skorlandiginda, cisplatin grubunun
hasarl tiibiil sayisinin kontrole kiyasla anlamli derecede (p<<0.001) arttig1 gozlendi (Tablo 2).

Cisplatin + L-karnitin grubu bulgulari: Tek doz cisplatin uygulamasindan 1 saat
once verilen 250 mg/kg L-karnitin tedavisinin, cisplatine bagli olarak 24 saat sonra ortaya
¢ikan akut testiskiiler hasar1 kismen 6nledigi goriildii. L-karnitin tedavili grubun prepubertal
testis kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, seminifer tiibiillerde cisplatinin neden

oldugu germinal hiicre kayiplarina bagli olarak ortaya ¢ikan seminifer epiteldeki bosluk ve
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ayrilmalar ile ltimende gézlenen hiicresel dokiintiilerin biiylik oranda azaldigi dikkati ¢ekti.
Biiyiikliik ve sekil olarak kontrol grubunu andiran seminifer tiibiillerin arasinda yer alan
interstisyel alanlar da normal yapida izlendi (Sekil 13-16). L-karnitinin koruyucu etkisi
nedeniyle, prepubertal deneklerin seminifer tiibiil hasar skorunun da sadece cisplatin alan

gruba kiyasla anlamli derecede azaldigi (p<0.001) tespit edildi (Tablo 2).

Eriskin Doneme Ait Bulgular

Kontrol grubu bulgulari: Deneyin 60. giinii sakrifiye edilen 90 giinlik eriskin
deneklerin, H+E ve PAS+HL boyali testis kesitleri 151tk mikroskobunda incelendiginde,
prepubertal doneme kiyasla daha kalin ve fibr6z yapida tunika albuginea ile ¢evrili testislerde,
daha biiyiik capli ve yuvarlak seminifer tiibiillerin, diizenli yapiya sahip interstisyel alanlar ile
birbirinden ayrildigi goriildic (Sekil 17). Daha biiyiikk biiyiitmelerde seminifer tiibiillerin
kalinlagsmasi neticesinde, tiibiiller aras1 mesafenin, prepubertal testislere oranla azalmis oldugu
tespit edildi. Bu interstisyel alanlar, kapilerler etrafinda toplanmis eosinofilik yapida, yuvarlak
sekilli cok sayida Leydig hiicreleri ve klasik bag doku hiicrelerini igermekte idi (Sekil 18,19).
Normal ¢apa ulasmis olan seminifer tiibiillerin duvarinda, aktif spermatogenezin bir
gostergesi olarak diizenli organizasyona sahip germinal hiicreler tanimland1 (Sekil 19,20). Bu
tibiiller, spermatogenezin farkli asamasma gore sirasiyla bazale yakin yerlesimli
spermatogonyumlari, bunlarin mitozu ile ortaya ¢ikan primer spermatositleri, nadiren
gozlenebilen sekonder spermatositleri, erken ve ge¢ donem spermatidler ile bu hiicrelerin
farklilasmasi ile olusan liimene atilmis spermleri i¢ermekte idi (Sekil 19). PAS+HL boyali
kesitlerde PAS (+) akrozom yapist ile kep asamasindaki spermatidler ve ¢engel seklindeki bas
kisimlar1 tiibiil bazaline doniik, kuyruklari limene uzanan olgun spermler kolaylikla
tanimlanabilmekte idi (Sekil 20). Histopatolojik degerlendirme ile bu ozelliklere sahip
tiibiillerin oran1 %89.8 olarak tespit edildi (Tablo 2).

Cisplatin grubu bulgulari: Prepubertal donemde (30 giinliik) tek doz 5 mg/kg
cisplatine maruz kalan siganlarin 60 giinliik bekleme siireci ardindan erigskin donemdeki testis
kesitleri 151k mikroskobu ile incelendiginde, cisplatinin prepubertal donemdeki akut etkisiyle
ortaya ¢ikan hasarlarin eriskin doneme de yansidig tespit edildi. Kontrol grubuna yakin ¢apa
sahip seminifer tiibiillerin epitelinde, tek doz cisplatinin etkisiyle germinal hiicreler arasinda
bosluklarin ve vakuollerin ortaya ciktigi gortldi (Sekil 21,22). Bu grubun hasarli tiibiil
oraninin, prepubertal doneme oranla kismen azaldigi ancak yinede erigkin kontrol
degerlerinden daha yiiksek oldugu gozlendi (Tablo 2). Ayrica liimenleri bos seminifer

tiibiillerin yan1 sira diizenli spermatogenezin izlendigi tiibiillerin varlig1 dikkati ¢ekti (Sekil
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22). Bununla birlikte bazi tiibiillerin limeninde heniiz sitoplazmasindan kurtulamamis
spermatidler tespit edildi (Sekil 23). Ince bazal lamina ile ¢evrili hasarli ve normal tiibiillerin
arasindaki interstisyel alanlarda yer yer diizensizlikler ve kayiplar gozlendi (Sekil 24).
Cisplatin + L-Kkarnitin grubu bulgulari: Prepubertal donemde uygulanan tek doz
cisplatin enjeksiyonundan 1 saat 6nce ve sonraki 3 giin boyunca verilen 250 mg/kg L-karnitin
tedavisinin, cisplatinin eriskin donemde meydana getirdigi testikiiler hasar1 kismen 6nledigi
tespit edildi (Sekil 25-28). Bu koruyucu etkinin sonucu olarak da grubun hasarli seminifer

tiibiil oraninin, cisplatin verilen erigkin deneklerinkinden daha az oldugu goézlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarmin prepubertal ve eriskin doneme ait testis

dokularmin histopatolojik olarak degerlendirilmesi

Kontrol Cisplatin
(n=6) (n=8)

Cisplatin + L-
Karnitin (n=8)

Normal
tiibiil 90.5+4.0 59.8+8.3"
(%)

77.24+4.9"

<0.001

Ayrilan
tiibiil 1+£1.3 14.2+5.7"
(%)

6.2+3.0”

<0.001

Prepuberte Dikiilen

tiibiil 7.343.7 19.845.6"
(%)

*kk

13.2+2.1

<0.001

Vakuolize
tiibiil 1.2+1.0 6.24+1.9"
(%)

42+1.5

<0.001

Normal
tiibiil 89.843.1 68.2+3.1"
(%)

80.842.61

<0.001

Ayrilan
tiibiil 6.5£2.3 14+2.9"
(%)

11.5+£2.4

<0.001

Erigkin Dékiilen

tiibiil 2.2+1.5 14.7+2.1"
(%)

6+1.8F

<0.001

Vakuolize
tiibiil 1.2+1.2 2.8+0.8"t
(%)

1.741.2

0.044

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
“p<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda
*p<0.01 cisplatin ile karsilagtirildiginda
"p<0.05 cisplatin ile karsilastirildiginda
p<0.001 cisplatin ile karsilastirnldiginda
p<0.05 kontrol ile kargilastirildiginda
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TUNEL BULGULARI

Prepubertal donemde cisplatin maruziyetinin testis germinal hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkisini degerlendirmek amaci ile yapmis oldugumuz TUNEL analizi sonuglari
Tablo 3’te sunulmustur. Kontrol grubu testislerinde, seminifer epitelinde 1 veya 2 adet
TUNEL (+) hiicre igeren az sayida tiibiilliin varligi ile birlikte, %85 nin hi¢ apoptotik hiicre
icermedigi gozlendi. Niikleusu koyu kahverengi boyanmis TUNEL (+) hiicrelerin baglica
primer spermatosit ve spermatogonyumlar oldugu tespit edildi (Sekil 29,30). Tek doz 5 mg/kg
cisplatin enjeksiyonunun, 24 saat sonunda deneklerin apoptotik hiicre igeren seminifer tiibiil
oraninda anlamli bir artisa (%38.2) neden oldugu ve bu hiicrelerin ¢ogunlugunu primer
spermatositlerin olusturdugu goriildii (Sekil 31,32). Bu apoptotik tiibiillerin genellikle 3 veya
daha fazla TUNEL (+) hiicre igerdigi, dolayisi ile 100 tiibiildeki toplam apoptotik hiicre
sayisininda kontrole kiyasla anlamli derecede arttigi (p<0.001) dikkati ¢ekti. L-karnitin
tedavisinin germinal hiicre apoptozisini 6dnlemek suretiyle (Sekil 33,34), hem apoptotik tiibiil
hem de apoptotik hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli O6l¢iide azalttigi (p<0.001)

gbzlendi.

EPiDIDIMAL SPERM DEGERLENDIRME BULGULARI

Deneyin 60. giinii sakrifiye edilen eriskin deneklerin epididimal sperm Orneklerinde,
sperm sayisi ile hareketli, canli ve normal morfolojili sperm yiizdeleri degerlendirilerek
gruplara ait bulgular fotograflandirildi (Sekil 35-40) (Tablo 4). Tiim bu parametreler géz
oniine alindiginda, prepubertal donemde cisplatine maruziyetin, deneklerin eriskin dénemdeki
sperm say1l ve kalitesini olumsuz yonde etkiledigi gozlendi. Spermac ile boyanan kontrol
grubuna ait preparatlarda, normal morfolojiye sahip spermlerin ¢ogunlukta oldugu (Sekil 35),
buna karsin cisplatin enjeksiyonuyla birlikte bas-boyun ve kuyruk anomalisine sahip
spermlerin sayica arttifi (Sekil 36) dikkati c¢ekti. Ayrica eosin-nigrosin boyasi ile sperm
vitalitesi degerlendirildiginde, kontrole kiyasla (Sekil 38), cisplatin grubu preparatlarinda bas
kisimlarinin koyu pembe boyanmasi ile canli olanlardan ayirdedilebilen ¢ok sayida 6l
spermin varlig1 gozlendi (Sekil 39). Istatistiksel olarak da, kontrol grubuna kiyasla cisplatin
grubunun sperm sayist (p=0.001), hareketli (p<0.001) ve canli sperm (p<0.001) ile normal
morfolojili sperm yiizdesinde (p=0.0032) anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. L-karnitin
tedavisi ile sperm parametrelerinde iyilesmenin oldugu 6zellikle sperm sayis1 (p=0.015), canl
sperm yiizdesi (Sekil 40, p<0.001) ile normal morfolojili sperm yiizdesinde (Sekil 37,
p=0.053) cisplatin grubuna kiyasla bir artisin meydana geldigi goriildii.
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Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarinin prepubertal donemine ait apoptotik seminifer

tiibiil ve germinal hiicre sayisi

. "
Kontrol Cisplatin Clsplatl'n.
(n=6) (n=9) L Karnitin p
j (n=8)
1-2 apoptotik hiiere |, ¢, ) g 21244.0° 11.8+3.6™ 0.005
iceren tiibiil sayis1
> totik hii
23 apoptotik hilere ) o, | ) 1741.9¢ 8.8+3.41" <0.001
iceren tiibiil sayisi
Normal tiibiil sayis 85.6+5.4 61.8+4.07 79.4+3 477 <0.001
100 tiibiildeki
toplam apoptotik 24.6+6.1 107+5.9° 51.8+9.477 <0.001
hiicre sayisi

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
“p<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda
“p<0.05 cisplatin ile karsilastirildiginda
"p<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda
p<0.001 cisplatin ile karsilagtirildiginda

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarimin eriskin donem epididimal sperm parametreleri ve
total serum testosteron diizeyleri.

(ng/dl)

Kontrol Cisplatin Cisplatin+ p
(n=6) (n=8) L Karnitin (n=8)

Sperm sayisi 379.2+45.9 175+67.1" 320.8+108.9™ 0.001
(milyon/ml)
Hareketli sperm 65.8+11.1 40.8+5.8™ 41.7+5.2 <0.001
(%)
Canh sperm 88.2+3.1 44.3+7.0™" 62.2+4 .47 <0.001
(%)
Normal 87.24+4.1 74.3+8.3 71 86+1.4 0.002
morfoloji
(%)
Total testosteron 192.7+£76.9 130.7£33.4 128.7+44.7 0.104

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
“p<0.01 kontrol ile karsilagtirldiginda
"p<0.05 cisplatin ile karsilagtirldiginda

FkKk

p<0.001 kontrol ile karsilagtirildiginda

"p<0.001 cisplatin ile karsilastirildiginda
"p<0.05 kontrol ile karsilagtirildiginda
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TOTAL TESTOSTERON DUZEYI

Eriskin donemde (90 giinliik) sakrifiye edilen deneklerin kardiyak kan orneklerinden
elde edilen serumlarda total testosteron seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Prepubertal donemde tek doz
cisplatin enjeksiyonun eriskin donem serum testosteron diizeylerini diisiirdiigii ancak bu
azalmanin istatistiksel agidan anlamli olmadigi gézlendi (p=0.157). L-karnitin tedavisinin ise
bu azalmay1 Onleyici bir etkisinin olmadigi, serum testosteron diizeyleri agisindan cisplatin

grubundan farkli olmamasi ile tespit edildi (p=0.998, Tablo 4).
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Sekil 5. Deneyin 1. giiniine ait kontrol grubu prepubertal sican testisinde, distan ince
tunika albuginea (—) ile ¢evrili seminifer tiibiiller ve genis lenfatik sinuzoidler
(*) arasinda kalan interstisyel bag dokusu (» ) izlenmektedir. H+E, X100

Sekil 6. Kontrol grubu prepubertal testislerinde, cogunlukla primer spermatosit
asamasma ulasmis ve genellikle liilmenleri acik seminifer tiibiiller (—)
goriilmektedir. H+E, X200
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Sekil 7. Kontrol grubunun prepubertal donemine ait testislerin seminifer tiibiil
epitelinde; Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar (Sg) ve farkh
donemdeki primer spermatositler (Leptoten veya zigoten(—), pakiten (mm) ile
yer yer erken spermatidlerin (P ), interstisyel alanda ise gelismekte olan
Leydig hiicrelerinin (Lh) varhg: dikkati cekmektedir. H+E, X400

Sekil 8. Kontrol grubu prepubertal sican testisinde, ince bazal lamina ile ¢evrelenmis
g prep
(»), farkh gelisim asamasinda seminifer tiibiiller izlenmektedir. Erken

spermatid (—). PAS+HL, X400
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Sekil 9. Cisplatin grubuna ait prepubertal sican testisinde, farkh ¢ap ve sekillerde
dejeneratif seminifer tiibiiller (—) ile intertisyel alanda 6dem (*) dikkati
c¢ekmektedir. H+E, X100

Sekil 10. Cisplatin grubu prepubertal testislerin seminifer tiibiillerinde, spermatosit
hiicre Kkitlesinin epitelden ayrilarak liimene dokiildiigii (*) ve interstisyel
alanda hiicresel proliferasyon (—) goriilmektedir. H+E, X200
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Sekil 11.

Sekil 12.

Cisplatin grubu prepubertal sican testisinde, dejeneratif tiibiillerde germ
hiicrelerinin birbirlerinden ve bazal membrandan ayrilmalar1 sonucu
seminifer epitelde bosluklarin ortaya ¢iktig1 (—) dikkati ¢cekmektedir. H+E,
X400

Cisplatin grubu prepubertal sican testisinde, normal yapida bazal lamina ile
cevrelenmis tiibiillerin yani sira, diizensiz sinirlara sahip dejeneratif tiibiillerin
etrafinda ondiilasyon gosteren bazal lamina (—) dikkati c¢ekmektedir.
PAS+HL, X400
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Sekil 13. L-karnitin tedavili gruba ait ince tunika albuginea (») ile ¢evrili prepubertal
sican testisinde, dejeneratif degisikliklerin azalmis oldugu normal konturlara
sahip seminifer tiibiiller ile aradaki interstisyel alanlar (—) izlenmektedir.

H+E, X100

Sekil 14. L-karnitin tedavili gruba ait prepubertal sican testisinde, yer yer ddemin

izlendigi interstisyel alanlar (*) ile birbirinden ayrilmis bazi seminifer

tiibiillerin liimeninde, olgunlasmamis germ hiicreleri (») gozlenmektedir.
H+E, X200
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Sekil 15. L-karnitin tedavili grupta prepubertal testisin seminifer tiibiillerinde, diizenli
yerlesim gosteren germinal hiicreler arasinda hafif derecede agilmalarin (—)
ve kopmalarin (¥) oldugu goriilmektedir. H+E, X400

Sekil 16. L-karnitin tedavili grubun prepubertal testis kesitinde, diizenli ve ince bazal
lamina () ile cevrelenmis, nispeten normal yapida seminifer tiibiiller
izlenmektedir. PAS+HL, X400
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Sekil 17.

Sekil 18.

Deneyin 60. giiniine ait kontrol grubu eriskin sican testisinde, kompakt yapida
tunika albuginea ile ¢evrili (»), diizenli sinirlara sahip, birbirine yakin ¢apta

seminifer tiibiiller (*) ile kan damarlarindan zengin interstisyel alanlar (—)
goriilmektedir. H+E, X40

Kontrol grubuna ait eriskin sican testisinde, spermatogenezin farkh
asamalarinda olan seminifer tiibiiller (») ile etrafinda kan kapillerleri ve
Leydig hiicrelerini iceren interstisyel alanlar (—) izlenmektedir. H+E, X200
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Sekil 19. Kontrol grubu eriskin sican testisinde, liimenini olgun spermlerin (*)
doldurdugu diizenli germinal epitele sahip seminifer tiibiil ile interstisyel
alanda, kapillerlere yakin yerlesimli Leydig hiicreleri (Lh) dikkati
cekmektedir. Erken spermatid (—), ge¢c spermatid (» ), Sertoli hiicresi (Sh),
spermatogonyum (Sg), primer spermatosit (St1). H+E, X400

X
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Sekil 20. Kontrol grubu eriskin sican testisinde, diizenli spermatogenezin izlendigi ince
bazal lamina (») ile cevrili seminifer tiibiillerde erken spermatidler (—) ve
cengel seklinde bas kisimlari ile ayirt edilen spermler (*) dikkati ¢cekmektedir.
PAS+HL, X400
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Sekil 21. Cisplatin grubuna ait eriskin sican testisinde, germinal epitelinde ayrilmalarin

Sekil 22.

(—), liimende ise olgunlasmadan dokiilmiis hiicrelerin (*) goriildiigii, farkh
biiyiikliik ve sekillerdeki seminifer tiibiiller ile yer yer genislemis interstisyel
sahalar (») gozlenmektedir. H+E, X40

Cisplatin grubuna ait eriskin sican testisinde germinal hiicre kayiplar: nedeni
ile duvarinda yer yer bosluklarin ortaya c¢iktigi, liimenleri genellikle bos
tibiiller (*) ile diizenli spermatogenezin izlendigi seminifer tiibiiller (—)
goriilmektedir. Ayrica baz interstisyel alanlarda kayiplar ve diizensizlikler
(») dikkati cekmektedir. H+E, X100

37



Sekil 23. Cisplatin grubu erigkin testisin seminifer tiibiil limeninde, olgunlasmasim

tamamlayamamis gec¢ spermatidlerin varhg (*) dikkati cekmektedir. Kan
kapilleri (»), Leydig hiicreleri (—). H+E, X200

Sekil 24. Cisplatin grubu eriskin testisinde, ince ve diizenli bazal lamina (») ile ¢evrili
dejeneratif tiibiillerde PAS (+) kep asamasinda olan erken spermatidler (—)
ile tam olarak cengel seklini alamamis ve sitoplazmasindan kurtulamams ge¢
spermatidlerin (*) varh@ gozlenmektedir. PAS+HL, X400
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Sekil 25. L-karnitin tedavili grubun eriskin testisinde, farklh asgamada spermatogenezin
izlendigi, liimenleri genellikle sperm ile dolu seminifer tiibiiller (») ve aradaki

interstisyel alanlar (—) goriilmektedir. H+E, X40

Sekil 26. L-karnitin tedavili eriskin testisin aktif spermatogenezin izlendigi seminifer
tiibiillerinde, ayrilma ve dokiilmelerin oldukca azaldig1 (—) ve aralarinda
kismen diizenli yapiya sahip interstisyel alanlar (») dikkati cekmektedir.

H+E, X100
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Sekil 27. L-karnitin tedavili eriskin sicanlarin seminifer tiibiil duvarinda, diizenli
dagiim gosteren germinal hiicreler ile birlikte limene yakin yerlesimli ge¢
spermatidler (») bas ve kuyruk kisimlari ile ayirt edilmektedir. Interstisyel

alan (—). H+E, X200

Sekil 28. L-karnitin tedavili eriskin testisinde, spermatogenezin aktif oldugu ve ince
bazal lamina () ile ¢evrili seminifer tiibiillerinde, PAS (+) akrozom yapih

erken (—) ve ge¢c donem spermatidler (*) izlenmektedir. PAS+HL, X400
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Sekil 29. Deneyin 1. giiniine ait kontrol grubu prepubertal sican testisinde, germinal
epitelinde ¢cok az sayida TUNEL (+) apoptotik hiicre iceren birka¢ seminifer
tiibiil (—) gozlenmektedir. TUNEL, X100
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Sekil 30. Kontrol grubu prepubertal sicanlarin seminifer tiibiil epitelinde yer alan, koyu

kahverengi boyanmis TUNEL (+) apoptotik hiicrelerin genellikle primer
spermatositler (—) oldugu dikkat ¢cekmektedir. TUNEL, X200
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Sekil 31. Cisplatin grubuna ait prepubertal sican testisinde, ¢ok sayida seminifer
tiibiiliin genellikle ii¢ veya daha fazla sayida TUNEL (+) hiicre (—) icerdigi
goriilmektedir. TUNEL, X100

Sekil 32. Cisplatin grubuna ait prepubertal testisin seminifer tiibiil epitelinde,
cogunlugunu primer spermatositlerin (—) olusturdugu ¢ok sayida apoptotik
hiicre izlenmektedir. TUNEL, X200
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Sekil 33. L-karnitin tedavili gruba ait prepubertal sican testisinde, apoptozisin
izlenmedigi tiibiillerin arasinda, germinal epitelinde TUNEL (+) hiicre iceren
birka¢ seminifer tiibiil dikkati ¢cekmektedir. TUNEL, X100
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Sekil 34. L-karnitin tedavili prepubertal testis kesitinde, diizenli organizasyona sahi
prep g y p
germinal epitel icerisinde koyu kahverengi boyanmis apoptotik primer
spermatositler (—) gozlenmektedir. TUNEL, X200
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Sekil 35. Kontrol grubuna ait normal morfolojiye sahip spermler (—) gozlenmektedir.
Spermac boyasi, X400

Sekil 36. Cisplatin grubuna ait normal morfolojiye sahip spermlerin (—) yam sira, bas-
boyun anomalili spermlerin (») varhg: dikkati cekmektedir. Spermac boyasi,
X400

44



Sekil 37. L-karnitin tedavili grupta spermlerin cogunlukla normal morfolojide oldugu
goriilmektedir. Spermac boyasi, X400

Sekil 38. Kontrol grubuna ait, bas kisimlarinin seffaf boyanmasi ile ayirt edilen canh
spermler (—) goriilmektedir. Eosin-nigrosin boyasi, X400

45



Sekil 39. Cisplatin grubunda canh spermlerin (—) yami sira, koyu pembe boyanmis
baslar ile izlenen ¢ok sayida 6lii spermin (») varhg dikkati cekmektedir.
Eosin-nigrosin boyasi, X400

ekl . L-karnitin tedavili grupta farklh boyanma ozelligi gosteren olu ve canh
Sekil 40. L-karniti davili g farkh boy ozelligi go olii (> 1
(—) spermler gozlenmektedir. Eosin-nigrosin boyasi, X400
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TARTISMA

Kanser tedavisinde kemoterapdtik ilag kullaniminin, tiimdr hiicrelerinin biiylime ve
¢ogalmasini durdurarak tamamen yok ettigi, bununla birlikte normal hiicreler {izerinde de
hasara neden oldugu bilinmektedir (1).

Kemoterapotikler, hizli proliferasyon ve farklilasma yetenegindeki saglikli hiicreler
tizerinde yan etkiye sahip olduklarindan, sitotoksik kemoterapi dogrudan germ hiicrelerinde
mutasyonlar, hormonal degisiklikler ile birlikte teratojenik etkiye de sebep olmaktadir. Bu
hasarlarin derecesi ilacin uygulama sekline, dozuna ve hastanin yasina bagl olarak degisiklik
gostermektedir (7,81).

Cisplatin, insanlarda bas-boyun, akciger, testis, ovaryum ve meme kanseri gibi erigkin
donem tiimorlerinin yani sira, Wilms tiimorii gibi ¢cocukluk ¢agi tiimorlerinin de tedavisinde
basari ile kullanilan 6nemli bir antineoplastik ajandir (38,39). Etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, ilacin sitotoksik aktivitesini niikkleer DNA’ya baglanarak, DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozmak, mitokondriyal disfonksiyon araciligi ile
oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu tetiklemek suretiyle sagladigi diistiniilmektedir
(40).

Gonadlart en ¢ok baskilayan kemoterapdtiklerden biri olan cisplatinin, B tipi
spermatogonyum, spermatosit ve spermatidler gibi proliferasyon ve farklilasma gosteren
hiicreler tlizerine etki ederek, kalict hasara yol agmak suretiyle infertiliteye neden oldugu
bilinmektedir (7,81). Cisplatin veya cisplatin bazli kombine kemoterapi, hastalarin hemen
hepsinde akut azospermiye neden olmaktadir (82). Bu hastalarin yaklasik yarisinda, tedaviden
sonraki 6 ay-5 yil arasinda sperm sayisinin normale dondiigii, buna karsin %30’unda

azosperminin kalic1 oldugu gériilmektedir (11). insanlarda spermatogenez hasari, cisplatinin
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dozu ile iliskili olup, 600 mg/m? den yiiksek dozlar kalic1 azospermi riskini arttirirken, 400
mg/m? den diisiik dozlar ise gegici olarak sperm iiretimini baskilamaktadir (10).

Giliniimlizde kemoterapi sonrasi, hastalarin sag kalim oranlarindaki artis ile birlikte
tedaviden sonra ¢ocuk sahibi olmak isteyen geng eriskinlerde, fertilitenin korunabilmesi igin
koruyucu metodlarin gelistirilmesi 6nemli hale gelmistir. Kemoterapotik ilag kullanimina
bagli erkek infertilitesinde, oksidatif stresin dneminin ortaya konmasiyla, kemoterapi kaynakli
infertilitenin tedavisinde antioksidanlarin rolii degerlendirilmeye baslanmistir (44,83).

L-karnitin, antioksidatif ve serbest radikal siipiiriicii etkisiyle, hiicre DNA’sin1 ve
hiicre membranlarin1 serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hasara karst koruyucu bir
etkiye sahiptir (83). Erkek iireme sistemi tizerindeki etkisi tam olarak agiklanamamakla
birlikte, erkek infertilitesinde tedavi edici ve koruyucu rolii oldugu bilinmektedir (64,65).

Bu ¢alismada, prepubertal donemde tek doz 5 mg/kg cisplatin maruziyeti sonrasi,
prepubertal sican testis dokusunda meydana gelen hasarlar ve germ hiicre apoptozisi ile
erigkin donem sperm parametreleri iizerine, L-karnitin tedavisinin koruyucu etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir.

Yapilan deneysel c¢aligmalarda, cisplatinin testis, epididim, seminal bez, prostat
agirh@inda, sperm sayisi, motilitesi ve normal morfolojili sperm sayisinda azalma, seminifer
tiibiil caplarinda daralma, testikiiler dokuda dejenerasyon, nekroz, 6dem gibi histopatolojik
degisikliklere neden oldugu bildirilmektedir (84). Bunun yaninda cisplatinin, DNA
kirllmalarina yol agmak suretiyle apoptotik germ hiicre sayisinda artisa (85), Leydig hiicre
membraninda meydana getirdigi deformasyonlar nedeniyle fonksiyon kaybina, dolayisi ile
serum testosteron seviyelerinde azalmaya (86), bununla birlikte, Sertoli hiicrelerinde de bir
takim morfolojik hasara neden oldugu gosterilmistir (86,87).

Calismamizda, prepubertal donemde cisplatin maruziyetinin, testisler iizerindeki
gonadotoksik etkisini ortaya koymak amaciyla hem prepubertal hem de eriskin donemde
deneklerin testis agirliklari ile testis/viicut agirliklar1 degerlendirildiginde, cisplatin grubuna
ait prepubertal deneklerin testis agirliklar1 ve viicut agirliklarinda anlamli bir artis oldugu,
ancak testis/viicut agirliklarinin degismedigi belirlenmistir. Testis agirliklarindaki bu artis,
cisplatin maruziyetinin testis dokusunda meydana getirdigi 6dem ile iliskilendirilmistir.
Erigkin donemde ise, tiim gruplarda gelisime bagli olarak testis ve viicut agirliklarinda
prepuberteye oranla artis gozlenirken, gruplar arasinda farklilik saptanmamustir. Lirdi ve ark.
prepubertal donemde cisplatin maruziyetinin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, cisplatin
grubu ile diger gruplar arasinda, testis agirliklar1 agisindan anlamli bir farkin olmadigini

bildirmislerdir (18). Bir diger ¢alismada ise, cisplatin grubuna ait prepubertal deneklerin
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mutlak testis agirliklarinda diger gruplara kiyasla bir fark gozlenmezken, bagil testis
agirliklarinda (testis agirligy/viicut agirligl) anlaml bir artis gozlenmistir. Ancak bu artigin
viicut agirhigindaki genel agirlik kaybi ile iliskili oldugu belirtilmistir (88). Prepubertal
donemde cisplatin maruziyetinin, eriskin donem {izerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada da, erigkin donemde gruplar arasinda bir fark olmadigi gortilmistiir (88). Tiirk ve
ark.’lart eriskin donem cisplatine maruziyet sonrasinda tespit ettikleri, testis agirhigindaki
azalmanin, cisplatinin neden oldugu parankimal atrofi ve seminifer epitel incelmesi gibi
histolojik hasarlara bagli oldugunu agiklamiglardir (89). Ancak bir diger ¢alismada, eriskin
donemde cisplatin uygulamasinin testis agirliklarinda anlamli bir fark olusturmadigi sonucuna
vartlmistir (90). Calismamizda, eriskin donem testis agirliklarinda gruplar arasinda fark
olmamasinin, cisplatine maruziyetin prepubertal donemde olmasi1 ve gelisimle birlikte
meydana gelen hasarlarin biiylik 6l¢iide tolere edilmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Prepubertal donemde cisplatin grubuna ait deneklerin viicut agirliklarinda ortaya ¢ikan artigin
ise, beklenen bir durum olmadigi, bu artisin gruplarin olusturulmasi sirasinda viicut agirligi
fazla olan deneklerin cisplatin grubuna rastgelmesi ile ortaya ¢iktigi diisiiniildii. Eriskin
donemde ise viicut agirligi acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Benzer
sekilde dizayn edilmis bir ¢calismada, cisplatin maruziyeti sonrasi, prepubertal donemde viicut
agirliginda azalma gozlenirken, eriskin doneme ulasan deneklerde bizim ¢aligmamizda oldugu
gibi anlamli farkin olmadigi tespit edilmistir (88).

Cisplatin kullanim1 sonrasi, endotelial tabakadaki bozulmanin direkt bir sonucu olarak,
interstisyuma gecen sivi miktarindaki artis sebebiyle ortaya ¢ikan interstisyel 6dem, bir diger
testikiiler hasardir. Testikiiler interstisyel sivi hacmindeki artisin, Ozellikle testosteron
diizeylerindeki degisikliklere ve toksik maruziyete bagli oldugu bildirilmistir (91).

Prepubertal donemde cisplatin uygulamasinin, seminifer tiibiil ¢apinda azalma,
interstisyel alanda ise 6deme bagli olarak artisa neden oldugu bildirilmistir (18). Bagka bir
caligmada ise, 3 hafta boyunca haftada 5 giin olmak {izere, giinde 1 mg/kg cisplatin
uygulamasina maruz kalan prepubertal deneklerin, tiibiil ¢aplarinda azalma oldugu
bildirilirken, interstisyel alanlar degerlendirilmemistir (88). Calismamizda, prepubertal
donemde seminifer tiibiil caplarinda degisme gozlenmezken, interstisyel alanlarda Lirdi ve
ark.’larinin galismasi ile uyumlu olarak artis izlenmistir (18). Eriskin donemde prepubertal
doneme kiyasla, gelisime bagli olarak tim gruplarin tiibiil caplar1 artmistir. Diger gruplara
kiyasla cisplatin grubunda gozlenen seminifer tiibiil caplarinda azalma ile interstisyel
alanlardaki artis, ¢ok diisikk standart sapma nedeni ile istatistiksel agidan anlamli

bulunmustur. Favareto ve ark.’nin ¢calismasinda, prepubertal donemde cisplatine maruz kalan
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sicanlarin eriskin donemde testis tiibiil ¢aplarinda gelisime bagli olarak artis gdzlenirken,
cisplatin grubuyla diger gruplar arasinda belirgin bir farkin olmadigi bildirilmistir (88).

Sicanlarda; prepuberte, puberte ve eriskin donemde gelisime bagl olarak testislerde
meydana gelen degisikliklerin incelendigi bir calismada, tunika albugineanin prepuberte
doneminde ince, puberte ve erigkin donemlerde ise kalin ve fibroz bir yapida oldugu
gozlenmistir. Leydig hiicre sayisinin ise prepuberteden baslayarak puberte ve erigkin
donemlerde giderek arttigi bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada prepuberte doneminde dar ve
ince yapida izlenen seminifer tiibiillerin epitelinde, Sertoli hiicrelerinin arasinda, tek veya ¢ift
tabaka spermatogonyumlarin yani sira, farkli mitotik aktivitedeki spermatositler ile limene
yakin yerlesimli az sayida spermatide rastlanildigi ifade edilmistir. Puberte doneminde ise,
spermatogenezin baglamasiyla tiibiil duvarinin giderek kalinlagtigi ve tiim spermatogenik
hiicreler ile birlikte spermlerin kolaylikla izlendigi bildirilmistir (28). Cisplatin maruziyetinin,
prepubertal ve erigskin sican testisinde meydana getirdigi degisiklikleri inceledigimiz bu
calismada, gelisim ile birlikte fonksiyona bagli olarak testislerde gézlenen degisikliklerin yan1
sira, cisplatinin yol agtig1 hasarlar da tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda, cisplatine maruziyet sonucunda Sertoli hiicrelerinin, yildiz
seklini alarak biiziistiikleri, komsu hiicrelerden ve bazal membrandan ayrilmalar1 sonucunda
hiicreler arast bosluklarin arttigi bildirilmistir. Cisplatinin neden oldugu bu degisikliklerin,
Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okludens tipi baglanti komplekslerini etkileyerek, kan-
testis bariyerinin bozulmasina neden oldugu sonucuna varilmistir. Spermatogenez siirecinde,
Sertoli hiicrelerinin endoplazmik retikulumu ve miyofibril yapilariin kasilip gevsemesi ile
pasif olarak bazalden liimene ilerleyen germ hiicrelerinin, cisplatin kaynakli Sertoli hiicre
membran deformasyonlarindan dolayi, olgunlasmadan kontrolsiiz olarak liimene dokiildiigii
gosterilmistir (86,87).

Lirdi ve ark.’lar1, 30 giinliik siganlarda cisplatin maruziyeti sonucu, seminifer epitelde
yer alan germ hiicrelerinde dejenerasyon ile birlikte limende hiicresel dokiilmeler oldugunu,
peritiibiiler dokuda yer alan hiicrelerin ise anormal niikleer morfolojiye sahip oldugunu
bildirmislerdir (18). Benzer bir caligmada, cisplatin uygulamasinin, testislerde hiicre
kayiplarina ve dokiilmelere neden oldugu, ayn1 zamanda germ hiicrelerinin olgunlagsmadan
liimene atildig1 rapor edilmistir. Yine ayni calismada, seminifer epitelin az sayida germ hiicre
icerdigi, eozinofilik ve piknotik niikleusa sahip Sertoli hiicrelerinin ise vakuolize bir yapiya
sahip oldugu gozlenmistir (88).

Calismamizin 24. saatinde, diger calismalarla benzer olarak, prepubertal donemde

cisplatine maruz kalan deneklere ait ince tunika albuginea ile ¢evrili testis kesitlerinde, farkli
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cap ve sekillerde dejeneratif tiibiiller izlendi. Interstisyel alanda 6demle birlikte yer yer
seminifer tiibiillerin birbirinden uzaklastigi, tiibiil duvarinda yer alan germinal hiicrelerin
birbirinden ayrildiklari, germinal hiicre kayiplar1 ile seminifer epitelde yer yer bosluklarin
olustugu tespit edildi. Bazi tiibiillerde primer spermatositlerin epitelden ayrildigi ve
olgunlagmamis germ hiicrelerinin liimene atildig1 gézlendi.

Erigkin donemde cisplatin uygulamasina bagl testikiiler hasarlarin incelendigi bir¢ok
calismada tespit edilen, germinal epitelde deskuamasyon sonucu tiibiil liimeninde germ hiicre
dokiintiileri, germ hiicre kaybu, interstisyel alanda 6demin varlig1 ¢alismamizin eriskin donem
bulgularin1 destekler niteliktedir (84,92,93). Favareto ve ark. prepubertal donemdeki
hasarlarin erigkin donemde kismen diizeldigini, fakat tam olarak bir iyilesme saglanmadigini
bildirmislerdir (88). Bu ¢alismayla benzer olarak, prepubertal donemde tek doz cisplatin
uyguladigimiz eriskin deneklere ait testis kesitlerinde, cisplatinin prepubertal donemdeki
etkisinin erigkin doneme de yansidigi, ancak prepubertal doneme kiyasla bu hasarlarin
eriskinde azaldig1 goriildii.

Testislerde, germ hiicre gelisimi sirasinda, homeostazisin saglanmasi ve hasarli germ
hiicrelerinin elimine edilmesi amaciyla spontan olarak apoptoz ger¢eklesmektedir. Ayrica,
kemoterapi, radyoterapi ve bir takim hormon uygulamalar1 da apoptoza neden olan dis
etmenlerin basinda gelmektedir (94). Lirdi ve ark. 30 giinlik erkek ratlara cisplatin
uygulamasinin neden oldugu germ hiicre apoptozisinin belirlenmesi amaci ile uygulanan
TUNEL yontemi sonucunda, cisplatin grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin kontrol ve
tedavi grubuna kiyasla artmis oldugunu gézlemlemislerdir (18). Baska bir ¢alismada, cisplatin
uygulamasi sonrasinda, doza bagli olarak germ hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi
gosterilmistir (95). Cisplatin hasarmin neden oldugu hiicre 6liimii tizerinde, bitki 6zlerinin
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, cisplatinin TUNEL (+) germ hiicre sayisinda biiyiik
Olgiide artisa sebep oldugu bildirilmistir (85). Cisplatine bagli olarak gelisen testikiiler
morfolojik hasar ve sperm fiiretiminde azalma, ilacin germ hiicrelerinde apoptoza neden
oldugunu dogrulamaktadir (96). Germ hiicre apoptozunun infertilite {izerine etkisinin
degerlendirildigi hastalarda, artmis seminifer tiibiil apoptozisi ile infertilite arasinda pozitif
korelasyonun oldugu bildirilmistir (97).

Cisplatin gibi sitotoksik ilaglarin, memelilerde seminifer tiibiillerde hiicre 6liimiine
neden olarak spermatogenezi baskiladigi bilinmektedir (84). Genel olarak, kemoterapotik
ilaclarin hizli boliinen hiicreler iizerine etki etmeleri nedeniyle, bu ilaglarin kullanimi
sonrasinda hastalarda, spermatogenezde hasar ve dolayisiyla sperm sayisinda azalma

meydana gelmektedir (98). Spermatogenez hasarnin, uygulanan cisplatin dozu ile iliskili
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oldugu bilinmektedir. Yiiksek doz cisplatin uygulamasi, kalic1 azospermi riskini arttirirken,
daha diisiik dozlar gegici olarak sperm iiretiminin baskilanmasina ve sonug olarak sperm
parametreleri iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir (10). Yapilan calismalarda,
uygulanan cisplatin dozuna bagli olarak spermatogenezdeki aksakliklarin arttigi, sperm
sayisinin ise artan doz ile birlikte giderek azaldigi bildirilmistir (92,98).

Yapilan bir¢cok caligmada, erigkin donem cisplatin uygulamasi sonrasinda, sperm
sayis1 ve hareketinde azalma saptanirken, anormal morfolojiye sahip sperm sayisinin ise
arttig1 gézlenmistir (84,89,93,99). Ayrica, Rezvanfar ve ark. cisplatinin canli sperm oraninda
da azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (93). Buna karsin cisplatin maruziyetinin eriskin
deneklerin sperm say1 ve morfolojisi lizerine etki etmedigi, ancak sperm hareketliligini
olumsuz yonde etkiledigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (90). Bununla Dbirlikte,
prepubertal donem cisplatine maruziyetin, eriskin dénem sperm kalitesi {lizerine etkilerini
inceleyen ¢ok az sayida galisma mevcuttur. Favareto ve ark. 45 giinliik prepubertal dénemde,
3 hafta boyunca haftada 5 giin olmak {izere, giinde 1mg/kg cisplatin uygulanan deneklerin,
eriskin donem sperm parametreleri iizerinde kontrol grubuna kiyasla farkliligin olmadigini,
gecen silire igerisinde testis dokusunun yenilenerek sperm parametreleri iizerinde gozle
goriliir bir iyilesmenin oldugunu bildirmislerdir (88).

Calismamizda, deneyin 60. giinii sakrifiye edilen erigkin deneklerin, epididimal sperm
degerlendirmelerinde, prepubertal donemde (30 giinliik) tek doz 5 mg/kg cisplatine
maruziyetin sperm sayi, hareketi ve canli sperm oraninda azalmaya, anormal morfolojili
sperm oraninda artisa yol agtig1 belirlendi. Bu sonuglar, prepubertal donemde maruz kalinan
cisplatinin, testislerde apoptotik germ hiicre sayisinda artisa neden olmak suretiyle
spermatogenezin ileriki evrelerinde, sperm iretimi ve kalitesini olumsuz etkiledigini
gostermektedir. Ayrica eriskin donemde sakrifiye edilen deneklerin total testosteron seviyeleri
ol¢iildiigiinde, prepubertal donemde tek doz cisplatin uygulamasinin, sperm parametreleri
tizerindeki olumsuz etkilerini destekler nitelikte eriskin donem testosteron seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiise neden oldugu goézlendi.

Cisplatinin testisin morfolojik yapisinda meydana getirdigi degisiklikler ile hormon
diizeyleri arasindaki iliskinin arastirildigi bir c¢alismada, tek doz (5 mg/kg) cisplatin
uygulamasinin, eriskin siganlarda 3. ve 21. giinlerde, testikiiler hasarlar ile birlikte serum
testosteron diizeyinde de belirgin bir diismeye neden oldugu gosterilmistir (86).
Arastirmacilar, cisplatinin Leydig hiicre disfonksiyonu aracilifi ile serum testosteron
diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (90,93). Maines ve ark.

cisplatin maruziyetinin eriskin si¢anlarda yol agtig1 serum testosteron diizeyindeki azalmanin,
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Leydig hiicre LH reseptor sayisindaki azalmaya bagli oldugunu ve gonadotropin-salgilatici
hormon (GnRH) uygulamasi ile bu etkinin geri donebildigini gostermistir. Cisplatinin
steroidogenez {izerindeki bu etkisinin GnRH ile tedavisinde, hormonun hipofizden LH
salinimi araciligr ile, geride kalan Leydig hiicre LH reseptorlerinin tam kapasiteyle
doyurulmasini indiiklemek suretiyle meydana getirdigi sonucuna vartlmistir (100). Yine ayni
aragtirmacilar, cisplatine bagl serum testosteron diisiikliigiiniin, LH reseptorleri ve sitokrom
P-450 bagimli steroid biyosentezinin baskilanmasiyla ilgili oldugunu gosteren bir diger
caligmalari ile bu goriisii desteklemislerdir (101). Azouri ve ark.’da, Leydig hiicrelerinde
mikrozomal P-450 konsantrasyonundaki azalmanin, serum testosteron diizeylerindeki
azalmaya eslik ettigini bildirmislerdir (102). Bunlarin yanisira Leydig hiicrelerinde,
cisplatinin neden oldugu membran deformasyonuna bagli fonksiyon bozuklugu neticesinde
LH seviyelerinde artigla birlikte testosteron diizeyinin distigii bildirilmistir  (103).
Calismamizda, 30 gilinliikk prepubertal siganlara uyguladigimiz cisplatinin, erigkin donem
testosteron seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya neden olmustur.
Bu azalmanin, cisplatin maruziyeti esnasinda (prepubertal), aktif proliferasyon ve gelisim
stireci igerisinde olan, steroidogenik organel yapist ve enzim aktivitesine sahip geng Leydig
hiicrelerinde, ilacin yol agtigi toksik etkinin yani sira plazma zarinda ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyon araciligi ile olusan deformasyonlarin LH reseptorlerinde meydana getirdigi etki
nedeniyle meydana geldigini diistinmekteyiz.

Oksidatif stresin, erkek germ hiicre serisinde niikleus ve mitokondriyonlarda
fonksiyon kaybma, bunun sonucu olarak da spermatozoada hasara neden oldugu
bilinmektedir. Sperm patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan ROS, erkek infertilitesine neden
olan faktorler arasinda 6n sirada yer alir. Infertil erkeklerin seminal sivilarinda, fertil
erkeklere gore daha yiiksek seviyelerde ROS bulundugu bilinmektedir. Seminal plazmada
yiiksek oranda SOD ve CAT gibi enzimler ile birlikte, tokoferol, askorbik asit ve karnitin gibi
antioksidan maddeler bulunmaktadir (104). L-karnitinin, antioksidan ve radikal siipiiriicii
etkisi ile oksidatif stres kaynakli erkek infertilitesinin tedavisinde faydali etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (83).

Enflamasyon ve oksidatif stresin sperm motilitesi ve vitalitesi lizerinde negatif
etkisinin oldugu ve bu etkilerin L-karnitin tedavisi ile en aza indirgendigi gosterilmistir (105).
Kadmiyum toksisitesinin neden oldugu spermatogenez hasarina karsi karnitinin etkisinin
incelendigi bir ¢calismada, karnitin uygulanan grupta testis histolojisinde iyilesme ile birlikte
sperm konsantrasyon ve vitalite oranlarinda da artis gorilmistir (106). Gamma

radyasyonunun neden oldugu testikiiler disfonksiyon iizerinde de L-karnitinin koruyucu etkisi
53



oldugu, radyasyon uygulamasi ile birlikte L-karnitin kullanimiin sperm morfolojisinde
diizelmeye neden olurken, histolojik yapida meydana gelen hasarlar1 da biiyiikk Olclide
engelledigi bildirilmistir (107). Benzer olarak Topcu-Tarladacalisir ve ark.’da, siganlarda
gamma radyasyon aracili seminifer tiibiil hasarina kars1 L-karnitinin koruyucu etkisini 1s1k ve
elektron mikroskobik diizeyde gostermis ve bu ajanin spermatogenik iyilesmeyi
hizlandirdigimi bildirmislerdir (16). Adi gegen arastiricilar bir diger ¢alismalarinda da, bu
etkinin L-karnitinin germ hiicre apoptozisini Onlemek suretiyle gerceklestirdigini rapor
etmiglerdir (17). Amendola ve ark. farkli iki caligmalarinda, L-karnitin on tedavisi ile
spermatogenik siirecin erken asamasinda baslica spermatogonial hiicreleri etkilemek suretiyle
gamma 1smlama (108) ve hiperterminin (109) ardindan seminifer epitelin daha hizli bir
sekilde yenilendigini gostermislerdir. L-karnitinin bu etkiyi, yiiksek metabolik aktivite
gerektiren bu siiregte hiicrelerin enerji ihtiyacin1 saglayan serbest asetil gruplari igermesi ile
gerceklestirdigi  vurgulamuslardir  (108,109). Ayrica infertil hastalarin seminal sivi
orneklerinde, L-karnitin miktarinin azaldigt ve L-karnitin tedavisinin ardindan, sperm
motilitesi ve canliliginin, ayn1 zamanda spontan gebelik oranlarininin da arttigi bildirilmistir
(63,110).

Calismamizda, L-karnitin tedavisinin, prepubertal ve eriskin donemde, cisplatinin
neden oldugu seminifer tiibiil hasarlar ve interstisyel 6demi 6nemli oranda engelledigi, germ
hiicre apoptozunu anlamhi Slgiide azaltti§i gozlenirken, serum testosteron seviyeleri lizerinde
bir etkisinin olmadigi belirlendi. Ayrica L-karnitin tedavisi ile sperm sayisi, canli sperm
yiizdesi ve normal morfolojili sperm oraninda bir iyilesme saglanirken, sperm hareketi
tizerinde koruyucu bir etkisi olmadigi goézlendi. L-karnitin uygulamasimin prepubertal
dénemde yapilmasi nedeniyle, karnitinin bu donemde testiste bulunan germ hiicreleri {izerine
etki ederek, hiicrelerin normal gelisimini destekledigi, o donemde epididimde sperm
bulunmadigindan hareketlilik tizerine etkisinin olmadig1 diisiiniildi. Calismamizla benzer
olarak, cisplatinin erigkin si¢an testisinde meydana getirdigi gonadotoksisitede L-karnitinin
koruyucu etkisini inceleyen Coskun ve ark.’da, L-karnitin uygulanan deneklerde testisin
histolojik yapisinin 1iyilestigini, TUNEL (+) germ hiicre sayisinin azaldigini ve sperm
morfolojisinin diizeldigini bildirmiglerdir (5).

L-karnitinin antiapoptotik etkisini gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (17,62,111).
Erkek tireme sistemi ig¢erisinde bulunan endojen bir madde olan L-karnitin, hiicre membranini
kolayca gegerek uzun zincirli yag asitlerinin i¢ mitokondriyon zarindan gecisini saglayarak
enerji metabolizmasinda rol oynamaktadir (53,60). Bu suretle L-karnitin, oksidatif hasar

kaynakli lipid peroksidasyonu, fosfolipid yikimi ve sonugta artmis serbest yag asidi miktarini
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azaltmak suretiyle hiicre zar1 yap1 ve fonksiyonlarmi, mitokondriyal disfonksiyonu ve
dolayisiyla hiicre apoptozunu engellemektedir (61,62,111). Bilindigi {izere apoptozisin
mitokondriyal yolagmin aktivasyonu, organel disfonksiyonuna bagl olarak sitokrom C’ nin
mitokonriyonlardan sitoplazmaya gegisi ile ger¢eklesmektedir (112).

Sonu¢ olarak; bu caligmada prepubertal donemde cisplatin uygulamasinin, testis
dokusunda morfometrik degisiklikler, histopatolojik hasarlar ile germ hiicre apoptozuna
neden olmak suretiyle eriskin donem sperm parametrelerini olumsuz yonde etkiledigi,
antioksidan ve antiapoptotik 6zelliklere sahip L-karnitinin ise, tiim bu parametreler iizerinde
kismen iyilestirici bir etkiye sahip oldugu saptanmistir.

Prepubertal donemde uygulanan cisplatin kemoterapisinin, erigkin donem etkilerinin
ve bunlarin 6nlenmesinde L-karnitinin etki mekanizmasinin ileri boyutlarda incelenmesinin,
cocukluk caginda cisplatin kemoterapisi almak zorunda olan hastalarin infertilite tedavisinde

biiyiik 6l¢iide yardimei olacagi kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda, prepubertal sican testislerinde cisplatin maruziyetinin neden oldugu
seminifer tiibiil hasar1 ve erigkin sperm parametreleri iizerine L-karnitinin koruyucu etkisi
arastirilmastir.

Deney siirecinde yapilan tiim incelemeler sonucunda;

1. Prepubertal donemde tek doz 5mg/kg cisplatin uygulamasinin, prepubertal
deneklerin testis agirliklar1 ve testis agirligi/viicut agirligi oraninda bir artisa neden oldugu
ancak sadece testis agirliklarindaki artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edildi.
Erigkin donemde ise gelisime bagl olarak tiim gruplarda, viicut agirlig1 ve testis agirliginda
artis gozlenirken, gruplar arasinda bu parametreler agisindan anlamli bir fark olmadigi
belirlendi.

2. Deneyin 1. ve 60. giiniinde prepubertal ve eriskin donemdeki deneklere ait
seminifer tiibiil ¢aplar1 ve interstisyel alanlar dlgiildiiglinde, prepubertal donemde cisplatine
maruziyetin, seminifer tiibiil caplarin1 degistirmedigi ancak, 6deme yol agmak suretiyle
interstisyel alanlarda anlamli oranda genislemeye neden oldugu, eriskin doénemdeki
deneklerin seminifer tiibiil caplarinin, testikiiler gelisime bagli olarak prepubertal
donemlerindekine kiyasla onemli Olgiide arttigi, bu artisa paralel olarak da interstisyel
alanlarin azaldig1 gézlendi.

3. Histopatolojik incelemeler sonucunda cisplatin maruziyetinin hem prepubertal hem
de eriskin donemde, testiste gézlenen dokiilme, ayrilma ve vakuolizasyonun degerlendirildigi
hasar skorunda kontrole kiyasla anlamli bir artisa neden oldugu goriildii.

4. Tek doz 5 mg/kg cisplatin enjeksiyonunun, 24 saat sonunda deneklerin apoptotik

hiicre igeren seminifer tiibiil oraninda anlamli bir artisa neden oldugu goriildii. Bu apoptotik
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tiibiillerin genellikle 3 veya daha fazla TUNEL (+) hiicre igerdigi, 100 tiibiildeki toplam
apoptotik hiicre sayisininda kontrole kiyasla anlamli derecede arttig1 tespit edildi.

5. Deneyin 60. giinii sakrifiye edilen erigskin deneklerin epididimal sperm 6rneklerinde,
sperm sayisi ile hareketli, canli ve normal morfolojili sperm ylizdeleri degerlendirildiginde,
prepubertal donemde cisplatine maruziyetin, deneklerin eriskin donemdeki sperm say1 ve
kalitesini olumsuz yonde etkiledigi gozlendi.

6. Prepubertal donemde tek doz cisplatin enjeksiyonunun, eriskin donem serum
testosteron diizeylerini diisiirdiigli ancak, bu azalmanin istatistiksel acidan anlamli olmadig1
belirlendi.

7. L-karnitin uygulamasi ile, cisplatin kaynakl1 histopatolojik hasarlarin ve germ hiicre
apoptozisinin 6nemli Sl¢lide azaldigi, bununla iliskili olarak sperm parametrelerinin iyilestigi
tespit edildi.

Elde ettigimiz bulgular sonucunda, prepubertal donemde uygulanan cisplatinin, testis
dokusu tizerinde toksik etki yarattigi, histolojik hasarlara ve germ hiicre apoptozisine neden
oldugu, gelisim ile birlikte bu hasarlarin bir boliimiiniin tolere edilmesine karsin, eriskin
doneme yansidigi ve sperm parametrelerini olumsuz etkiledigi, gii¢lii bir antioksidan olan L-
karnitinin ise cisplatinin testiste olusturdugu bu etkileri kismen 6nledigi goriildii.

Prepubertal donemde uygulanan cisplatin kemoterapisinin, erigkin donem etkilerinin
ve bunlarin dnlenmesinde L-karnitinin etki mekanizmasinin ileri boyutlarda incelenmesinin,
cocukluk caginda cisplatin kemoterapisi almak zorunda olan hastalarin infertilite tedavisinde

biiyiik 6l¢iide yardimci olacagi kanaatindeyiz.
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OZET

Ozellikle prepubertal désnemde kemoterapiye maruz kalan ¢ocuk ve gen¢ hastalarda
fertilitede kayip ve geri doniisiimsiiz bozukluk goriilebilmektedir. Bu g¢alismanin amaci,
prepubertal donemde cisplatine maruz kalan si¢anlarin testisleri {izerinde L-karnitinin
muhtemel koruyucu etkilerini ve bu etkinin eriskin donemdeki sperm kalitesine yansimalarini
arastirmaktir.

Caligmada, prepubertal (30 giinliik) 44 adet Wistar albino erkek sigandan rastgele ii¢
grup; kontrol (n=12), cisplatin (n=16), cisplatin+L-karnitin (n=16) olusturuldu. Kontrol grubu
hari¢ tiim deneklere tek doz intraperitoneal (i.p) cisplatin (5 mg/kg) uygulandi. L-karnitin
tedavili gruba, cisplatin enjeksiyonundan 1 saat once i.p yoldan 250 mg/kg L-karnitin verildi,
uygulamaya sonraki 3 giin boyunca devam edildi. Deneyin 1. ve 60. giiniinde ketamin/xylazin
anestezisi altinda deneklerin sag ve sol testisleri alinarak, histopatolojik incelemeler igin rutin
islemlere tabi tutuldu. Deneyin 24. saatinde sakrifiye edilen deneklerin testislerinde,
histopatolojik incelemeler ile germ hiicre apoptozisi degerlendirildi. Deneyin 60. giiniinde
sakrifiye edilen deneklerin serum testosteron diizeyleri Ol¢iildii, testisleri 151k mikroskobik
olarak incelendi, epididimal sperm orneklerinde sperm sayimlari, morfolojisi, motilite ve
vitalitesi degerlendirildi.

Prepubertal donem cisplatin maruziyetinden 24 saat sonra deneklerin testis dokusunda,
interstisyel alanlarda genislemeyle birlikte testikiiler hasar skorunda ve apoptotik germ hiicre
sayisinda artig gozlendi. Eriskin donemde cisplatin hasarinin azalmakla birlikte devam ettigi,
serum testosteron diizeylerinin diistiigli, bunlarin neticesinde sperm sayr ve vitalitesinin
azaldig1, morfolojisinin bozuldugu goriildii. L-karnitin tedavisinin, hem prepuberte hem de

eriskin donemde cisplatine bagli olumsuz etkileri azalttig1 tespit edildi.
58



Sonug olarak, prepubertal donemde cisplatin kemoterapisi ile birlikte verilen, L-
karnitinin, testikiiler hasar1 ve germ hiicre apoptozisini engellemek suretiyle erigkin donem

sperm parametreleri iizerinde faydali etkiye sahip olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, L-Karnitin, prepubertal sigan, sperm parametreleri,

apoptozis.
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THE PROTECTIVE EFFECT OF L-CARNITINE ON CISPLATIN
INDUCED SEMINIFEROUS TUBULES DAMAGES IN PREPUBERTAL
RAT TESTIS AND ADULT SPERM PARAMETERS

SUMMARY

At children and young patients undergoing chemotheraphy in prepubertal phase may
ocur loss of fertility and irreversible impairment in fertility status. The aim of this study is to
investigate the possible protective effects of L-Carnitine on testis of prepubertal rats exposed
to cisplatin and the reflection of these effects on adult sperm parameters.

Fourty-four 30 day-old male Wistar albino rats were used in this study. Animals were
randomly divided into three groups; the control (n = 12), cisplatin (n = 16), cisplatin+ L-
Carnitine (n = 16). In all groups except the control, a single dose of cisplatin (5 mg/kg) was
injected intra peritoneally (i.p). One hour before the cisplatin enjection, L-Carnitine was
administrated at a dose of 250 mg/kg i.p to L-Carninitine group rats, and it was continued for
the next 3 days. At the 1st and 60th days of the experiment the left and right testes were
harvested under the xylazine/ketamine anesthesia. And they were prepared for
histopathological examination. In the first day, testis tissues were evaluated in terms of germ
cells apoptosis. In addition to testicular histopathology, serum testosterone levels were
measured and quantity, morphology, motility and vitality of epididymal sperm samples were
also evaluated in the 60th days of the experiment.

After 24 hours of exposure to cisplatin, expention of interstitial area, increase of

testicular damage score and apoptotic germ cells were detected in prepubertal rat testes. In
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adult period, testicular damages caused by cisplatin was less than the prepubertal period.
Associated with decreased serum testosteron levels, reductions of sperm quantitiy, vitality and
deterioration of sperm morphology were detected in cisplatin treated rats. Both in prepubertal
and adult periods, it was observed that L-Carnitine had been effective in the prevention of
cisplatin-induced testicular damage.

We think that the results obtained from this study will support the use of L-Carnitine
in prepubertal patients undergoing cisplatin chemotheraphy for the adulthood infertility

treatment by means of preventing testicular damage and germ cell apoptosis.

Key Words: Cisplatin, L-Carnitine, prepubertal rats, sperm parameter, apoptosis.
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| S ——
Yrd. Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar O evet
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uvesi Oyok O hayxwr o
Vet. Hek. Ziya CUKUR Ovar O evet O/ Zm .
Veteriner Hekim Oyok O hayir /
Hiiseyin KOC O var O evet
Sivil Toplum Orgiitii Uyesi Sivil Uye Dyok O hayir
Yrd. Dog. Dr. Beytullah OZKAN O var O evet
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uvesi Oyok O haywr /

{
Dog. Dr. Y. Atakan SEZER O var Prevet W\/
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Fyok 0 haysr

Dog. Dr. Tevfik AKTOZ Ovar ¥ eves %
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Hyok O hayr

Yrd. Dog. Dr. Hakan GURKAN Ovar Bevet M »
Tip Fakiiltesi Ogretim Jyesi Fyok O hayir \

Osman GULTEKIN O var O evet \
Sivil Uye Oyok 0 hayw




Ek 2

o
TRAKYA UNIVERISTESI
SAGLIK BiLiIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

Ogrencinin Adi Soyadi: Ozge YAMAN

Numarasi: 1138310102

Anabilim Dah: Morfoloji (Tip Histoloji ve Embriyoloji)

Programu: X Yiiksek Lisans O Doktora

Tez bashgi/Konusu:

PREPUBERTAL SICAN TESTISLERINDE CiSPLATIN MARUZIYETININ NEDEN OLDUGU
SEMINIFER TUBUL HASARI VE ERIiSKIN SPERM PARAMETRELERI UZERINE L-
KARNITININ KORUYUCU ETKIiSi

Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Yukarida agik adi bulunan tezimin “Kapak Sayfasi, Giris ve Amag, Genel Bilgiler, Bulgular, Tartisma,
Sonuglar, Ozet ve Summary” béliimlerinden olusan toplam 59 sayfalik kismina iliskin 09/11/2015 Tarihinde
tez damsmamm tarafindan [Thenticate adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler
uygulanmis olan orijinallik raporuna gére tezimin benzerlik oran1 % 7 olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler:

1-Kabul ve Onay Sayfasi harig 6-Kaynaklar hari¢
2-Tesekkiir harig 7-Sekiller Listesi harig
3-Igindekiler harig 8-Ozgecmis harig
4-Simge ve Kisaltmalar harig 9-Ekler hari¢

5-Gereg ve Yontemler Harig
Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez calismast Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarini inceledim
ve bu uygulama esaslarinda belirtilen maksimum benzerlik oranlarmna gére tez galismamin herhangi bir intihal
igermedigini, aksinin ispat edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii sorumlulugu kabul ettigimi ve

yukarida vermis oldugum bilgilerin dogrulugunu beyan ederim. 09/11/2015

Ogrencinin Adi Soyadi, imza
Ozge YAMAN
Ek:Orijinallik Raporu (... ... Sayfa)

UYGUNDUR
09/11/2015

i

amsman Adi Soyadi, imza
Do¢. Dr. Yeter TOPCU TARLADACALISIR






