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OZET

Testis Dokusu ve Sperm Uzerinde Kemoterapinin (BEP Rejimi) Olumsuz Etkisine

Kars1 Melatonin'in Koruyuculugunun Farkh Yontemler Uygulanarak Arastirilmasi

Amag; Bu ¢alismanin amaci; kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan BEP (Bleomisin,
Etoposid, sisPlatin) rejiminin testis dokusu ve sperm parametreleri tizerinde olusturdugu
yan etkileri degerlendirmek ve bu etkilerin azaltilmasi ya da Onlenmesine yonelik
koruyucu bir faktor olarak antioksidan Ozellikte olan Melatonin uygulanmasinin erkek
fertilitesi lizerine etkilerini incelemektir.

Yontem; Toplam 72 adet 13-15 haftalik Wistar albino irki erkek siganlar ¢aligmaya dahil
edildi. Deney gruplari, 6 gruba ayrild1 ve her grup 12 hayvandan olusmaktadir. Siganlarin
dahil edildikleri deney gruplari (G); kontrol grubu (G1), Melatonin’in kontrol grubu
(etanol+salin) (G2), BEP uygulanan grup (G3), BEP uygulanan+9 haftalik iyilesme siireci
iceren grup (G4), BEP+Melatonin uygulanan grup (G5), BEP+Melatonin uygulanan+9
haftalik iyilesme siireci iceren grup (G6) seklindedir. Deney siirelerinin sonunda
hayvanlardan intrakardiak infiizyonla kan ornekleri alindi ve dekapitasyondan sonra
hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ve epididimisleri ¢ikarilarak agirliklari 6lgiiliip
kaydedildi. Sol testislerin bir kism1 Bouin ¢6zeltisine alinarak fikse edildi ve histokimyasal
ve immiinositokimyasal yontemlerle incelendi. Diger kismi ise gluteraldehit soliisyonuna
alimarak fikse edildi ve elektron mikroskobik yontemle incelendi. Sag testisler ise
biyokimyasal Olglimler ve western blot calismasi igin ayrildi. Epididimisin kauda
bolgesinden alinan sperm 6rnekleri faz-kontrast mikroskop altinda incelendi. Sperm sayimi
yapildi ve spermler motilite acisindan degerlendirildi. Ayrica toluidin blue boyamasi
yapilarak spermin DNA biitiinliigii incelendi ve morfolojik yapisi degerlendirildi.
Bulgular; Salin ve Etanol+Salin grubu si¢anlarin testis yapist ve biyokimyasal
parametreleri normal olarak izlendi (p<0,05). BEP grubuna ait seminifer tiibiillerde
vakuolizasyona, liimene dokiilen immatiir germ hiicrelerine, dev hiicrelere ve bazal lamina
kalinlagmasina rastlandi. Aym1 zamanda apoptotik hiicreler diger gruplarla
karsilastirildiginda daha fazla goriildii. Biyokimyasal olarak doku ve kan Orneklerine
bakildiginda antioksidan seviyeleri ve testosteron seviyeleri diisiik; oksidan seviyeleri,
FSH (Folikiil uyarict hormon) ve LH (Luteinize edici hormon) seviyeleri yiiksekti.
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin tim degerleri kontrol grubuyla

neredeyse ayniydi (p<0,05).



Sonuc: BEP rejimi, testiste oksidatif stres olusturarak yapisal bozukluklar olusturmaktadir
ve Melatonin ise antioksidan etkisiyle BEP rejiminin testiste olusturdugu bu oksidatif

hasar1 diizeltmektedir.

Anahtar Sozciikler: BEP rejimi, Bleomisin, Etoposid, Sisplatin, Kemoterapi, Melatonin,
Testis, Sperm, Oksidatif Stres
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ABSTRACT

Investigation of Melatonin Protectiveness Against Adverse Effect of Chemotherapy (BEP
regimen) on Testicular Tissue and Sperm by Applying Various Methods

Objective; The purpose of this study is to evaluate side effects of BEP regimen on
testicular tissue, sperm structure and sperm parameters which is commonly used in cancer
therapy and to investigate the protective effects on male fertility in the implementation of
the antioxidant properties of melatonin as a factor for the reduction or prevention of these
effects.

Method; A total of 72 male Wistar albino rats, aged 13-15 weeks, were included in the
study. Each experimental animal group were divided into six groups and composed of
twelve rats. Rats are assigned to the following experimental groups (G): (G1) control
group, (G2) control group of melatonin (ethanol+saline), (G3) BEP treated group, (G4)
BEP treated group (containing a 9-week recovery period), (G5) BEP+Melatonin treated
group, (G6) BEP+Melatonin treated group (containing a 9-week recovery period). At the
end of the experimental period, blood samples were taken from the animals by intracardiac
infusion and after decapitation, testes and epididymides were removed by opening the
abdomen of the animals and their weights will be measured and stored. Left testes were
fixed in Bouin solution and examined by histochemical, immunocytochemical and electron
microscopy methods. Right testes were allocated for biochemical measurements and
western blotting studies. Sperm samples taken from the caudal region of the epididymis
were examined under a phase-contrast microscope. Sperm counts were performed and
sperm were evaluated for motility. In addition, the integrity of the sperm DNA was
examined and morphological structure of sperm was evaluated by performing toluidine
blue staining.

Results; Testicular structure and biochemical parameters were normally observed in rats
of Saline and Ethanol + Saline group (p<0,05). Vacuolysis, immature germ cells, giant
cells and basal lamina thickening was found in the seminiferous tubules of the BEP group.
At the same time, apoptotic cells were seen more when compared to other groups.
Biochemically, antioxidant levels and testosterone levels were low and oxidant levels, FSH

(Follicle Stimulating Hormone) and LH (Luteinizing hormone) levels were higher in
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testicular tissue and blood samples. All values of BEP + Melatonin and BEP + Melatonin +
Recovery groups were almost the same as the control group (p<0,05).

Conclusions; The BEP regimen causes oxidative stress in the testis, resulting in structural
defects, and melatonin improves the oxidative damage of the BEP regimen in the testis by
the action of antioxidants.

Keywords: BEP regimen, Bleomycin, Etoposide, Cisplatin, Chemotherapy, Melatonin,
Testis, Sperm, Oxidative Stress

viii



TESEKKUR

Tezimin her asamasinda bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren ve destegini hi¢bir zaman
esirgemeyen ¢ok degerli danigman hocam Sayin Prof. Dr. Fatma Siireyya CEYLAN’a

sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini bizlerle paylasan degerli hocalarim Prof.
Dr. Melda YARDIMOGLU YILMAZ, Prof. Dr. Serdar FILIZ, Prof. Dr. Siiheyla GONCA
ve Dog. Dr. Yusufhan YAZIR’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin elektron mikroskobisi ¢alismalarinda biiyliik emegi olan, bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 dgretim iiyesi Dog. Dr. E. Elif GUZEL MEYDANLI ve Uzm. Bio. Zehra SEZER'e

tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin Western blot ile ilgili deney ve degerlendirmelerinde her tiirlii yardim ve destegi
saglayan Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali dgretim iiyesi
Prof. Dr. Murat KASAP’a ve arastirma gorevlisi Mehmet SARIHAN'a tesekkiirlerimi

sunarim.

Tezimin Biyokimyasal c¢alismalarinda her tiirlii yardim ve destegi saglayan Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali dgretim iiyesi Yard. Dog. Dr. F.
Ceyla ERALDEMIR’e ve arastirma gorevlisi Ozgiir Doga OZSOY'a tesekkiirlerimi

sunarim.

Tez siirecinde fikir, Oneri ve ilgileriyle bana destek olan aragtirma gorevlisi Selenay
Hiimeyra FURAT RENCBER, Uzm. Bio. Kiibra KAVRAM, Dr. Liridona ADILI
OSMANI, arastirma gorevlisi Sabriye KARADENIZLI ve arastirma gorevlisi Fazilet

DEDE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her aninda oldugu gibi bu siirecte de yanimda olarak bana destek veren sevgili

aileme ve esime ¢ok tesekkiir ederim.

Sema KURNAZ OZBEK
KOCAELI, Haziran 2017



TEZIN ASIRMA OLMADIGI BiLDiRiSI

Tezimde baska kaynaklardan yararlanilarak kullanilan yazi, bilgi, ¢izim, ¢izelge ve diger
malzemeler kaynaklar1 gosterilerek verilmistir. Tezimin herhangi bir yayindan kismen ya
da tamamen asirma olmadigin1 ve bir Intihal Programi kullanilarak test edildigini beyan

ederim.

26/ 05/ 2017
Sema KURNAZ OZBEK

Imza



ICINDEKILER

KABUL VE ONALY ..ottt sttt sttt b bt a st et s ne et s iii
ETIK KURUL ..ottt ettt bbbttt bbbt ettt et sssnesenns i
OZET oot v
A B ST RACT et et e e e e naaeeanaeeanes vii
TESEKKUR ..ottt ettt ettt s st en ettt as s et st s iX
TEZIN ASIRMA OLMADIGI BILDIRISI.......cocoiiiiiiiieceeeceecce e, X
ICINDEKILER .....coviiictcteietes et ee sttt es sttt en sttt n s st en ettt asennaseesnsn e Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ..ot XVii
CIZIMLER DIZINT ..ottt ettt ettt XXii
CIZELGELER DIZINI....cocviiiiiiiieeee ettt ettt esenns XXVi
LLGIRIS ettt ettt s sttt et et er e n e 1
I I 2S£ SRS URORRPRTTR 1
1.1.1.TestiSin EMBIIYOIOJISI.....c.iiiiiieeieiie ittt nnes 1
1.1.1. 1. TeSHSIETIN TNEST 1.vveveveveveieeeeeieieeeee ettt sttt sttt esesnas 5
1.1.2. TeSHSIN ANGLOMISE ...veevreieiiiesieeie et e e eee s ste et e et e e ste e e eneesreeteeneesseeseanennneas 8
1.1.2.1. Testis’in Kan Damarlari, Lenf Dolasimi ve Sinirleri ...........cccooviiiiiiiiinicee, 11
1.1.3. TeSHISIN HISTOIOJIST .. .c.viiviiieiiiiiiieie e 13
1.1.3.1. Tubuli Seminiferi Contorti (Tubulus seminifer convolutus = Seminifer tiibiil)..... 14
1.1.3.1.1. Sertoli Hiicreleri (Epitheliocytus sustentans, Sustentacular cells, Destek
RUCTEIETT) ettt ettt e sb e e b et e nnn e nns 17
1.1.3.1.2. Spermatogenik HUCTEIET ...........coiiiiiiiiiiiii e 20
1.1.3.1.2.1. SPermatogONYUMIAT.........cccuiiiuieiieeiie sttt 20
1.1.3.1.2.2. Primer ve Sekonder Spermatositler.........ccccooeiiiiieiiie e 22
1.1.3.1.2.3. Erken ve Ge¢ Donem Spermatidler...........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiicic e, 22
1.1.3.1.2.4. Spermatozoonlar (SPermiumIar) .........ccccooeiiiiiii i 23
1.1.3.2. Interstisyel Bag Dokusu ve Leydig hiicreleri ........cccovvervevereiiecrereiesieeceese e, 24

Xi



1.1.3.3. SPEIMALOGENEZIS .. .ceuviiveetienieiiiesteeieeteeste et sttt et e s beebesseesbeebesreesbeebeeneesbeeeeenes 26

1.1.3.3.1. SPErMALOSITOGENEZIS ....cueeuieueeieieite sttt ettt se bbb 27
1.1.3.3.2. May0z BOIINIME ......ocviiiiiiiiiiiieiec e 27
1.1.3.3.3. SPEIMIYOQGENEZIS. .. eecveeiteenieiieesteesieeteesteeieaseeseeeeesseesteestesseesbeessesseesseensesseesreeeesnes 29
1.1.4. Testisin HIStOFIZYOIOJIST......c.eieiieieieie e 31
1.2.Kanserin Genel Tanimi ve Testis Kanseri........cccovveiiiiiieniiiic i 33
1.2.1. Kanserin Genel Taniml........cccccvviiiiiiiiiiiiiieee e 33
1.2.2. Hiicre DOnglisli V& KaNSETI .......cuviiiiiiiiiiieiiiie st 34
1.2.3. TESHIS KANSEIT ...t 37
1.2.3.1. Testis Kanseri EPIdeMiIYOIOJiSI.........ccueivieiiiieiieciie s ste e 39
1.2.3.2. Testis Kanseri Etiyolojik Risk FaktOrleri........ccocoveiiiiiiiiiiiiiece e 40
1.2.3.3. Testis KanSeri TaANIST .....coueiiiiiiieiiieiiie ettt e et beesnee s 41
1.2.3.4. Testis Kanserinde Evreleme ve Stiflama.........ccccoooviiiiiiiiiiciiccecc 42
1.2.3.5. Testis KanSEri TEAAVIST ......cceiveviirieiciii e 45
1.3, KBMOTEIAPT . bbbttt et bbbt 46
1.3.1. BEP Rejimi (Bleomisin, Etoposid, Ve SISPIatin) ...........c.ccooviieiineiiieneeeee, 47
1.3.0. 1. BIBOMUISIN ..ottt e 48
1.3.1.1.1. Bleomisin’in Kimyasal YapiS1 ......ccccoroviiiiiiiiiiiiees e 48
1.3.1.1.2. Bleomisin’in Etki MeKanizmasi ...........ccccceiiieiiiiiiienie e 50
1.3.1.1.3. Bleomisin’in Tedavide Kullanimi ............cccooveiiiiiiiniiiiiiceceec e 51
1.3.1.1.4. Bleomisin’in Yan EtKileri.......cccoccooiiiiiiiiiiiicie e 52
I TR T 1 ] - L1 1 PP PSP 53
1.3.1.2.1. Sisplatin’in Kimyasal Yap1Si.......cccecuiiiiiiiiiiiiiiiiiciieeseee e 53
1.3.1.2.2. Sisplatin’in Etki MeKanizmast ............cccovvrviiiiiniiniiiicisecsese e 54
1.3.1.2.3. Sisplatin’in Tedavide Kullanimi...........ccccoviiiiiiiiiiiiiiice e 56
1.3.1.2.4. Sisplatin’in Yan EtKileri ........cocooiiiiiiiiii e 56
1.3.1.3. ELOPOSIA ...ttt bt 58

Xii



1.3.1.3.1.Etoposid’in Kimyasal YapiSi.......cceeiiiiriiiiiiiiiiiccieceeseese e 58

1.3.1.3.2.Etoposid’in Etki MeKanizmasi .............cccrveiiiiiiiiiiiienice e 59
1.3.1.3.3.Etoposid’in Tedavide Kullanimi ..........cccooveviiiiiiiiiiicieccee e 60
1.3.1.3.4.Etoposid’in Yan EtKileri........cccccoiiiiiiiiiiiiiicc e 60
1.4, ANtIOKSTAANIAL ... 61
14,0 MEIAtONIN.......cciiiiic 61
2UAMAC <t 63
BOYONTEM ..ot bbbttt 65
3.1.Deney HayVanlari........ccceoiiiiiiiiiieiie e e 65
3.1.1.Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar .............ccocoiiiiiiniiiiici, 65
3.1.2.SAKITTIKASYON ...ttt sttt et e et e e n e e e reenbeenaenreas 66
3.1.3.Viicut AZirhKIarinim OIGHMILL.......c..cevevrerrieceereesieeie et 67
3.1.4.Testis ve Epididimis Agirliklarinim OIGHMI .......ceveveveveeecveriereiieeceeeeeeee e 67
3.1.5.Sperm Sayimi ve Morfolojik InCeleme ...........cccvcueiieririceeiiicieeceesee s 67
3.2 Histolojik Boyama Yéntemleri Ile Testis Dokusunun Incelenmesi ..............ccccveveee.... 68
3.2.1.Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme............cc.coovvviiennnnn. 68
3.2.2.PAS (Periyodik Asit Schiff) Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme...................... 68
3.2.3.Seminifer Tiibiil Cap1 OICHMI .......cevevevevereeeeeiereie ettt e, 69
3.2.4.Immiinohistokimyasal Uygulamalar.............cccceveueiireiiereniserssessssseisssse s 69
3.2.4.1.Anti-PCNA ImmUNOhiStOKIMYASI .....cvvuevevieeiiicreiiieiesese e 69
3.2.4.2.Anti-Dmc1/ Lim15 ImmiinohistoKimyast ..........ccccouevriiveriiererissieieeseesese s 71
3.2.4.3.Anti-CD71/ Transferrin Reseptdr ImmiinohistoKimyast...........cccccoveveieiveriierenennns 72
3. 2.5 TUNEL BOYAMASI ....cveiiiiiiiiiiiiiiie s s 73
3.3.Ultrastriiktiirel YONtemIEr..........ccciiiiiiiiiiiiiicie e 73
3.4.Western Blot Teknigi Ile INCEleme..........covuiviriveiiiiiiiiesice e s 74

3.4.1. Dokulardan proteinlerin izole edilmesi ve protein konsantrasyonunun hesaplanmasi

xiii



3.4.2.Protein Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) .......ccccciiiiiiiiiiieiee e 75

3.4.3.Proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana transferi ............ccoovvveiiiiinicniciiseen, 76
3.4.4 Proteinlerin 6zel antikorlar ile membran tizerinde g6zIenmesi.............ccoovvvevenennen. 76
3.5.Biyokimyasal INCEIEME ...........ccuvvriveiieireiiieieice ettt 77
3.5.1.DOKU NOMOJENIZASYONU ...ttt 78
3.5.2. DOKU Protein tAYINI.....ccveiiieiieeieiie ittt sre e s e nne e nneas 78
3.5.3. Dokuda MDA, GSH, SOD, TAS Ve TOS TaYiNi......ccccoovririeiiineiieseneeese e 78
3.5.3.1. Doku MDA diizeylerinin tayYini........ccveiiuveriieesiiiiesiiiessiesssieeesssesssieeesieessnssesssnas 78
3.5.3.2. Doku GSH dliZeylerinin tayini .........ccveererrerieiriesieisiesieesesieseee s 78
3.5.3.3. DOKU SOD aKLtiVIte taYINI ...eccveieeiircie ettt nnees 78
3.5.3.4. DOKU TAS OIGUIMT......cviererereieiiieessseesssssssssssssssses s s s essesesessessssssees 79
3.5.3.5. DOKU TOS OIGHMI . ....cvcvvevrceereieiesiecectete s see et ssessse et s s s seesesssesenseseeesssenseens 79
3.5.4. Plazmada Testosteron, FSH Ve LH Tayini .....cccccovceiieiiiiiesieniise e 79
3.5.5. Serumda MDA, SOD, GSH, TAS Ve TOS TayiNi .....ccccccovririiiiieienieseseseeeeieene 80
3.5.5.1. Serum MDA dlizeylerinin tayini ........ccccovereerreinienirieee e 80
3.5.5.2. Serum GSH dlizeylerinin tayini.........ccoocvereerriineeseieee e 80
3.5.5.3. Serum SOD aKUVIte tAYINI.......c.oiiiiiiiieieeieiese et 81
3.5.5.4. Serum TAS OIGUMIL ....cuvureieeeeeeeeeeeececee e es e es s s s s s s e s s s e 82
3.5.5.5. Serum TOS OIGUIMI .......cvevivereeeieeeieieietee ettt senas 82
3.6. IStatiStKSE] ANALIZ ......cvveiecviciciicve et 82
3.7. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar.............cccccoviiiniiiiiiniie, 83
3.7.1. Kimyasal Malzemeler........cc.oo i 83
3.7.2. CHNAZIAN.......ciiiic 84
A BULGULAR ...ttt 85
4.1.Viicut ve Organ AGITIKIATT.......ccooiviiiiiiiii e 85
4.1.1. Deney Baslangict Viicut AGIrhiKIart ........cooovvvieiiiiieee e 85
4.1.2. Deney Sonu Viicut AGITIKIATT.......oviiiiiiic e 86

Xiv



4.1.3. Deney Baslangici ve Deney Sonu Viicut Agirliklarinin Karsilastirilmast ................ 87

4.1.4.Testis AGITIKIAIT....ccviiiiiiii e 89
4.1.4.1. Testis agirlik indeksi (TAL) ...c.ovciueieiieeecee e 90
4.1.5. Epididimis AGITIIKIATT.....ccoviiiiiiiiiiiciie e 91
4.2. Epididimal Sperm Sayimi ve Morfolojik inceleme Bulgulart.............cccocovvevevevevennnnnns 93
4.2.1. Epididimal Sperm SaYIMI........ccciieiiiiiiiiiiiiiieiiie s 93
4.2.2. SPEIM MOTHTEST .....eeviiiecieccie et re e s e e nbeaneenneas 94
4.2.3. SPEIM MOFTOIOJIST .oovieieiiiiiiiee et neenaeas 95
4.3. Isik Mikroskobi Bul@UIArt ..........cccooviiiiiiiiiic e 98
4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi Bulgulart ...........cccocviiinininiiinie s 98
4.3.2. PAS Boyamasi Bulgulari..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiii 106
4.3.3. Morfometrik INCEIEME ...........cc.oeevieiveiireiiiceeeieece ettt 110
4.3.3.1.Seminifer Tiibiil Cap1t OIGHMIL ........covveveverircreieieiesee ettt en e 110
4.3.4. immiinohistokimyasal Uygulama Bulgulari..............c.ccceeevrververreersrieressereseceennn, 111
4.3.4.1. Anti-PCNA antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal uygulama bulgulart ...... 111

4.3.4.2. Anti-Dmc1/ Lim15 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal uygulama bulgulari

UygUIAmMa DUIGUIATT....coviiiiii e 118
4.3.5. TUNEL lsaretlemesi ile Apoptotik Hiicre Tayini ...........ccccoveverrirerrrcresiererienenne, 121
4.4. TEM ile Ultrastriiktiirel Inceleme Bulgulart ............cccooeeveveiviecverersiieieeeieeeseeeaenes 128
4.5. Western Blot Bul@UIArt..........cccoooiiiiiiio e 131
4.5.1. Anti-PCNA Western Blot Bulgulari..........cccooeiiiiiiiiiiiiiieceec e, 137
4.5.2. Anti-DMC1/ Lim15 Western Blot Bulgulart...........cc.cooovviiiiiiniieninicceen, 139
4.5.3. Anti-CD71/ Transferrin Reseptor Western Blot Bulgulart............cocooceviiiiieinnnnn, 141
4.6. Biyokimya Bul@Ulart ..........ccooiiiiiii e 143
4.6.1. Testis dokusu MDA, GSH, SOD, TAS ve TOS diizey tayini bulgulart.................. 143
4.6.1.1. Testis dokusu MDA diizey tayini bulgulart..........cc.cooovriiiiiiinininiisesceeee, 143

Xv



4.6.1.2.Testis dokusu GSH diizey tayini bulgulart............cccoviiiiiiiiii, 144

4.6.1.3.Testis dokusu SOD diizey tayini bulgulart............cccoviiiiiiniiiie, 146
4.6.1.4.Testis dokusu TAS diizey tayini bulgulart ..........cccoceviiiiiiiii, 147
4.6.1.5.Testis dokusu TOS diizey tayini bulgulart ...........ccoceviiiiiiiiiiiie, 149
4.6.2.Plazmada Testosteron, FSH ve LH diizey tayini bulgulart ...........cccccoovininiinnennnnn, 150
4.6.2.1. Plazmada Testosteron diizey tayini bulgulari..........cccocvviiiiiiniiiiiiiice e 150
4.6.2.2. Plazmada FSH diizey tayini bulgulart ..........ccccoviiiniiiiiiiiiiii e 151
4.6.2.3. Plazmada LH diizey tayini bulgulart ...........cccocviiiiiiiiiiiiii e 153
4.6.3.Serumda MDA, GSH, SOD, TAS ve TOS diizey tayini bulgulart.............c....c...... 154
4.6.3.1. Serumda MDA diizey tayini bulgulart ...........ccooiviiiiiiiiii, 154
4.6.3.2. Serumda GSH diizey tayini bulgulari...........cccooeieiiiiiiiiiiiceesee e 156
4.6.3.3. Serumda SOD diizey tayini bulgulari..........cccoeeienininieniieees e, 157
4.6.3.4. Serumda TAS diizey tayini bulgulart ..........ccocevirininininiiie e, 159
4.6.3.5. Serumda TOS diizey tayini bulgulart ..........cccoeeviiiiiiiiiin e 160
5. TARTISMA ..o bbbttt sttt ettt et n s 162
6. SONUCLAR ve ONERILER ........c.ccooeviiiiiiiiiiiiiieieceeie e 186
KAYNAKLAR ... bbbttt ettt sttt ettt e e 188
OZGECMIS ..ottt bbbt 204

XVi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
ABP: Androjen-baglayici protein

ABTS: 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)
Ad: dark type A=koyu tip A

AFP: Alfa-feto-protein

Al: Apoptotik indeks

AKAP3: Kinaz-A baglayici protein 3
AKAP4: Kinaz-A baglayici protein 4

ALP: alkalen fosfataz

AMH: Antimullerian hormon

Ap: pale type A=agik tip A

ATPaz: Adenozin trifosfataz

B-Hcg: B- insan korionik gonadotropin
[-aktin: Beta aktin

BEP: Bleomisin, Etoposid, Sisplatin

BMP-4: Kemik morfogenetik protein 4

°C: Selsius

CAMP: Cyclic adenosine monophosphate= dongiisel adenozin monofosfat
CaO,: Kalsiyum peroksit

CDKs: Siklin-bagimli kinazlar

CGRP: Kalsitonin gen-bagimli peptid

CHES: Countercurrent Heat Exchange System= Ters Akim Is1 Degisim Sistemi
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CIS: Karsinoma in situ

Cl: Klor

CSL: Kranial asic1 ligaman

CTR1: Copper transporter 1

dk: dakika

DAB: 3,3'-Diaminobenzidine

Dmcl: DNA meiotic recombinase 1
DMEM/ F12: Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ nutrient mixture F-12
DNA: Deoksiriboniikleikasit

DTNB: 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit
EMAL: Equi merozoite antigen gene
ETS: Elektron transport sistemi

F9: faktor IX

FBS: Fetal bovine serum

FDA: Amerika Gida ve {la¢c Kurumu
FGF9: Fibroblast growth factor 9

FSH: Follicle Stimulating Hormone= Folikiil uyarici hormon
g: gram

G6PD: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
GER: Graniillii endoplazmik retikulum
GFN: Genitofemoral sinir

GnRH: Gonadotropin Releasing Hormone = Gonadotropin salgilatict hormon
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GSH: Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

H.O,: Hidrojen peroksit

H+E: Hematoksilen-eozin

INSL3: Insulin-like 3

INT: 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride
IP: intraperitoneal

IV: Intravendz

KAT: Katalaz

I: Litre

LDH: Laktat dehidrogenaz

LDL: Low-density lipoprotein

LGRS: leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8
LH: Luteinizing hormone= Luteinize edici hormon
LPO: Lipit peroksidasyonu

MDA: Malondialdehid

MIS: Mullerian Inhibiting Substance

u: Mikrolitre

m: Metre

mg: Miligram

ml: Mililitre

mmol: Milimol

mM: Milimolar
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NADPH oksidaz: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
nm: Nanometre

NSGHT: Non Seminamatéz Germ Hiicreli Timor

OCT: Organik katyon transporter

Oct4: Octamer-binding transcription factor 4

Os04: Osmiyum tetraoksit

p53: Tiimor baskilayici protein 53

P-Mod-S: Peritubular-modifies-Sertoli

PAS: Periyodik Asit Schiff

PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

Pt: Platin

PV: Processus vaginalis

RNA: Riboniikleikasit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

sd-LDL: Small dense-low-density lipoprotein=diisitk molekiil agirlikli lipoproteinler
SDS: Sodyum dodesil stilfat

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum

SF1: Steroidogenic factor 1

SGHT: Seminamat6z Germ Hiicreli Timor

sn: saniye

SOD: Siiperoksit dismiitaz
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SOX9: SRY-box 9

SRY': Sex-determining Region Y= cinsiyet belirleyici bolge Y
SSEAL: Stage-specific embryonic antigen 1

TAKAP: Testis spesifik kinaz-A baglayici protein

TAS: Total Antioksidant Status

TBA: Tiyobarbitiirik asit

TBF: Testis Belirleyici Faktor

TBS-T: Tween 20 igeren Tris buffer saline

TCA: Trikloroasetik asit

TEM: Transmission Electron Microscope= Gegirimli elektron mikroskobu
TEP: Tetra etoksipropan

TGHT: Testikiiler germ hiicre tiimdrleri

TOS: Total Oksidant Status

TNF-o: tiimor nekroz faktor alfa

TPER: Tissue Protein Extraction Reagent

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdt] mediated deoxyuridine triphosphate
[dUTP]-biotin nick end-labeling)

USG: Ultrasonografi

UV: Ultraviyole

V: vena

VCI: Vena cava inferior

WNT4: Wingless-type MMTYV integration site family, member 4

XOD: Ksantin-ksantin oksidaz
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Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmigtir.

m Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danigman adi yazilmamalidir).

@ Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazild:.

® Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, y1l yazild.

® Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir, imzalarin
ayn1 renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

® Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

& On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlari konuldu.

® Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

® Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

® Ana metin yazi1 boyutu 12 olacak bigimde basildi.

Dipnot yaz1 boyutu 10 olacak sekilde basildi.

® Ana metin satir aralif1 1.5 olacak sekilde yazildi.

® Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

® Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

® Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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1.GIRIS
1.1.Testis

1.1.1.Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon asamasinda Y kromozomunun
varligina ya da yokluguna bagli olarak belirlenmis olsa da, embriyonik gelisimin 7.
haftasina kadar gonadlar (testis ve over) disi ya da erkek morfolojik ozelliklerini
tasimazlar. Erkek ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesinin miimkiin olmamasi
nedeniyle genital sistem gelisiminin bu baglangic donemine '"seksiiel gelisimin
farklilasmamus evresi" ad1 verilir (Sadler 2012, Moore ve dig. 2016, Seckin 2008).

Gonadlar, ii¢ farkli kaynaktan koken alir. Bunlar; karin arka duvarimi doseyen
mezotelyum (mezodermal kolom epiteli), bunun altinda yer alan mezensim (embriyonik
bag dokusu) ve primordial germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri)'dir (Moore ve dig. 2016,
Cosgun ve Aras 1998, Seftalioglu 1998).

Gonadlar, ilk olarak gelisimin 5. haftasinda retroperitoneal bolgede, mezonefrozun
medialinde bulunan mezotelyumun proliferasyonu ve altinda yer alan mezensimin
yogunlagmasi ile olusmus olan bir ¢ift longitudinal (uzunlamasina) yerlesimli "genital
kabart1” ya da "gonadal sirtlar" seklinde ortaya ¢ikarlar. Gelisimin 6. haftasina kadar bu
genital kabartilar igerisinde germ hiicreleri bulunmaz. Her iki cinsiyette de bu genital
kabartilarin yapist 6. haftada ayni oldugundan dolay: birbirinden ayirt edilemez ve bu
evrede "farklanmamis gonad" olarak adlandirilir. Farklanmamis gonad, dis tarafinda
korteks ve i¢ tarafinda ise medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XY kromozomuna
sahip ise SRY (Sex-determining Region Y= cinsiyet belirleyici bolge Y) geni, SOX9 (SRY
(sex determining region Y)-box 9), FGF9 (Fibroblast growth factor 9), WNT4 (Wingless-
type MMTYV integration site family, member 4), SF1 (Steroidogenic factor 1) ve DAX1 gibi
diger testis belirleyici genlerin aktivasyonu ile farklanmamis gonadin medullas: testise
farklanir, korteksi ise korelmis kalintilar disinda gerileyerek dejenere olur (Cizim 1.1)
(Sadler 2012, Moore ve dig. 2016, Cosgun ve Aras 1998, Seckin 2008, Burgu ve Telli
2010, Wilhelm ve Koopman 2006).
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Cizim 1.1. Testis ve ovaryum farklilagmasindan sorumlu olan genlerin sematik olarak

gosterilmesi (Sadler 2012).

Primordial germ hiicreleri, embriyonik gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin
allantoise yakin duvarinda yer alan endodermal hiicrelerin arasinda ortaya cikarlar.
Hiicreler bu evrede ALP (alkalen fosfataz), Oct4 (octamer-binding transcription factor 4),
VASA, SSEA1 (stage-specific embryonic antigen 1), EMA1 (equi merozoite antigen
gene), F9 (factor IX) ve tirozin kinaz reseptor c-kit eksprese etmeleri ile tespit edilebilirler.
Embriyonun katlanmasiyla birlikte vitelliis kesesinin arka kismi embriyonun igerisine
girer. Bu sirada primordial germ hiicreleri, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca
ameboid hareketlerle go¢ ederek genital kabartilara 5. haftanin basinda ulagirlar ve 6.
haftada da buraya yerlesmis olurlar. Hiicreler stella, fragilis genleri ve kemik morfogenetik
protein 4 (BMP-4) etkisiyle bu yolu izleyerek genital kabartilara gelir ve buraya ulasan
hiicrelerin gogleri sona erer. Eger primordial germ hiicreleri genital kabartilara ulagsamazlar
ise gonadlar gelisemez. Primordial germ hiicrelerinin, ilkel gonadlarin testise ya da overe
farklanmasinda indiikleyici etkisi bulunmaktadir (Cizim 1.2) (Sadler 2012, Moore ve dig.
2016, Moore ve Persaud 2009, Seckin 2008, Simon 2007, Larsen 2003, Carlson 1996).
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Cizim 1.2. A. Vitellus kesesinin allantoise yakin duvarinda ortaya ¢ikan primordial germ
hiicrelerinin konumunu gosteren {igiincii haftanin sonunda bir embriyo. B. Primordial germ
hiicrelerinin, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle go¢ ederek

genital kabartilara ulagsmasin1 gosteren bir embriyo kesiti (Sadler 2012).

Primordial germ hiicrelerinin genital kabartilara ulasmasindan hemen once ve
ulagmasi esnasinda genital kabartilarin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altlarinda
yer alan mezensim igerisine dogru uzanarak “primitif (ilkel) cinsiyet kordonlari" adi
verilen diizensiz sekilli yapilari olustururlar. Primitif cinsiyet kordonlar1 yilizey epiteli ile
iliskidedir (Cizim 1.3) (Sadler 2012, Moore ve dig. 2016, Cosgun ve Aras 1998,
Seftalioglu 1998).
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Aorta

Primordial

germ hicreleri ,
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vicut epiteli cinsivet kordonlan ~ Kanal

Cizim 1.3. Primitif (ilkel) cinsiyet kordonlarini1 gdsteren alt1 haftalik bir embriyonun enine

kesiti (Sadler 2012).



Cinsiyet kromozomunun tipi fertilizasyonla saglanir, bu da farklanmamis gonadin
hangi yonde gelisecegini belirlemektedir. Testis ya da over yoniinde gelisen gonadin tipi,
daha sonra dis genitallerde ve genital kanallarda olusan cinsiyet farklilasmasini
belirlemektedir. Eger embriyo genetik olarak erkek ise, primordial germ hiicreleri XY
cinsiyet kromozomuna sahiptir. Y kromozomunun kisa kolu (Yp11) ilizerinde yer alan SRY
geninin protein iiriinii olan TBF (Testis Belirleyici Faktdr), primitif cinsiyet kordonlarinin
"testis kordonlarini™ ya da "medullar kordonlar1” olusturmak iizere gogalmaya devam
ederek medullanin derinliklerine dogru ilerlemesini saglar. Bu kordonlar bezin hilusuna
dogru daha sonra rete testis tiibiillerini olusturmak tizere dallanarak birbirleriyle anastomoz
yaparlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde, yogun bag dokusu i¢eren bir kapsiil olan tunika
albuginea'nin gelismesi ile testis kordonlarinin yiizey epiteli ile olan baglantilar1 sona erer
(Sadler 2012, Seftalioglu 1998, Carlson 1996, Hassa 2003, Seckin 2008).

Gelisimin dordiincii ayinda, testis kordonlari at nali seklini alarak uglari rete testis ile
devam eder. Bu asamada testis kordonlari, primordial germ hiicrelerini ve gonadin yiizey
epiteli olan mezodermal kdlom epitelinden kdken alan Sertoli hiicrelerini igerir (Cizim 1.4)
(Sadler 2012, Seftalioglu 1998, Kierszenbaum 2006, Ross ve Pawlina 2006).

Dejenere olan N\, ,albuginea

mezonefrik tibil Rete testis

kordonlan

At nali bicimindeki
testis kordonlan

Paramezonefrik Tunika Duktuli
albuginea eferentes

kanal Mezonefrik \&_
\ Mezonefrik kanal

kanal
A B (duktus deferens)

Cizim 1.4. A. Gelisimin sekizinci haftasinda testisten gecen ve tunika albuginea, testis
kordonlari, rete testis ve primordial germ hiicrelerini gdsteren enine kesit. B. Testis ve

genitel kanallarin dordiincii aydaki goriiniimii (Sadler 2012).

Genital kabartiya ait olan mezensimden koken alan Leydig hiicreleri (interstisyel
hiicreler), testis kordonlarinin arasinda yer alir ve bu kordonlarmm farklanmaya
baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar. Leydig hiicreleri, gestasyonun 8.

haftasindan itibaren androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedion) iiretmeye



baglar. Bu hormonlar, mezonefrik kanallarin (Wollfian) ve dis genital organlarin erkek
yoniinde farklilasmasini uyarirlar. Testosterona ek olarak, fetal testislerde yer alan Sertoli
hiicreleri tarafindan AMH (Antimullerian hormon) ya da MIS (Mullerian Inhibiting
Substance) adi verilen glikoprotein yapida bir hormon salgilanir. Bu hormon uterus,
serviks, tuba uterina ve vajinanin iist kisimlarina farklilagsan paramezonefrik (Mullerian)
kanallarin gelisimini baskilar. AMH hormonunun salgilanmasi puberteye kadar devam
eder, daha sonra ise seviyesi azalir (Sadler 2012, Giirsoy ve Koptagel 1997, Carlson 1996,
Kierszenbaum 2006, Moore ve dig. 2016, Hassa 2003, Seftalioglu 1998).

Puberteye kadar solid (tek parga) halde bulunan testis kordonlarmin liimenleri
puberteyle birlikte agilarak seminifer tiibiilleri olustururlar. Seminifer tiibiil duvarinda iki
tip hiicre bulunur. Bunlar, testisin yiizey epitelinden koken alan Sertoli hiicreleri ve
primordial germ hiicrelerinden farklilasan, sperm hiicrelerinin  onciilleri olan
spermatogonyumlardir. Seminifer tiibiiller kanalize oldugunda rete testis tiibiilleriyle
birleserek duktuli efferenteslere agilirlar. Duktuli efferentesler, duktus epididimisi
olusturan mezonefroz kanali ile baglanir. Duktus epididimisler de tek bir kanal olan duktus
deferens ile birlesir (Sadler 2012, Giirsoy ve Koptagel 1997, Carlson 1996, Kierszenbaum
2006, Moore ve dig. 2016, Hassa 2003, Seftalioglu 1998).

Gelisimin ilerlemesi ile genislemeye devam eden testis, kademeli olarak dejenere
olan mezonefrozdan ayrilarak kendi mezenteri olan mesorchium ile asili duruma geger.
Fetal testisin yiizey epiteli yassilagarak yetiskin testisin dis yiizeyinde bulunan mezoteli
olusturur (Sadler 2012, Giirsoy ve Koptagel 1997, Kierszenbaum 2006, Moore ve dig.
2016, Hassa 2003, Seftalioglu 1998).
1.1.1.1. Testislerin Inisi

Ikinci aym sonunda testisler mezonefrozun ventromedialine yerlesmistir ve karin
arka duvarina tirogenital mezenter ile kranial ve kaudalde iki ligament arasinda asili
durumda bulunmaktadir. Bu ligamentler; cranial suspensory ligament (CSL= Kranial asic1
ligaman) ve genito-inguinal ligament (Gubernakulum)'dir. Gubernakulum, zengin hiicre
dis1 matriksten olusan yogun mezensimal bir yapidir. Gubernakulum, processus vaginalis
(PV)’den inguinal kanallarin meydana gelmesi esnasinda, ona 6n karin duvari boyunca bir
yol olusturur. Processus vaginalis, karin boslugunu c¢evreleyen peritonun, karin o6n
duvarinin orta hattinin her iki yaninda evajinasyonlar (cepler) olusturmasiyla sekillenir.
Miiskiiler ve fasiyel tabakalarla birlikte skrotal sislige dogru ilerleyen processus vaginalis,

internal inguinal kanalin olusmasini saglar (Sadler 2012, Irkilata ve Alp 2012).



Insanlarda testislerin inisi iki ana evrede incelenir. Bunlar; transabdominal
migrasyon (gog) evresi ve inguinoskrotal inis evresi (Hutson ve dig. 1997, Agras 2012,
Irkilata ve Alp 2012).

Ilk evre olan transabdominal migrasyon evresi; intrauterin gelisimin 10. ile 15.
haftalar1 arasinda, cinsel organlar gelismeye basladiktan hemen sonra gerceklesmektedir.
Testikiiler inigin transabdominal migrasyon fazmin gergeklesebilmesi igin, CSL’nin
gerilemesi ve gubernakulumun ise genisleyerek olgunlasmasi gerekmektedir. Bu evrede
CSL’nin gerilemesini testosteron etkiler. Testisin transabdominal migrasyonu sirasindaki
gubernakulum gelisimini ise, fetal testisin Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen INSL3
(Insulin-like 3= relaksin) hormonu uyarmaktadir. INSL3 hormonu gubernakulumda
eksprese edilen LGR8 (leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8) isimli
reseptore baglanarak bir sisme reaksiyonu (mezenkimal proliferasyon ve hyaluronik asit
artis1) meydana gelir. Bu etkiyi MIS salinimi daha da artirir. Sisme reaksiyonu sonucunda
gubernakulum kisalir, viicudun biiyiimesine parelel olarak uzamaz ve boylece 12. haftada
fetal testisi olusacak olan internal inguinal kanal yakininda tutmus olur. Daha sonra 28.
haftanin sonuna kadar devam eden bir duraklama zamani olur ve testisler bu donemde
internal halka seviyesinde kalmaya devam ederler. Testislerin internal inguinal kanal
giriginde sabit durdugu evrede duraklamanin nasil saglandigr ve bu donemde ne gibi
degisiklikler oldugu heniiz bilinmemekle birlikte, muhtemelen genitofemoral sinire (GFN)
giden L1 ve L2 duyusal sinir koklerinin maskulinizasyonu sonucunda gergeklestigi
diisiiniilmektedir. Duraklama esnasinda gubernakulum ve PV, inguinal kanal yolu ile
skrotuma dogru hareket ederek testikiiler inis i¢in bir yol hazirlarlar (Cizim 1.5) (Agras

2012, Irkilata ve Alp 2012, Hutson ve dig. 1997, Zimmermann ve dig. 1999).
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Cizim 1.5. INSL3-bagimli transabdominal migrasyon evresi. A. Y kromozomunun
varliginda farklanmamis gonadtan testikiiler farklilasma. B. Gelismekte olan Sertoli
hiicrelerinden AMH'nin ve Leydig hiicrelerinden testosteron ve INSL3'in iiretilmesi

(Foresta ve dig. 2008).

Ikinci evre olan inguinoskrotal inis evresinde ise testisler inguinal kanaldan gecerek
skrotuma yerlesirler ve inis 35. hafta sonunda tamamlanir. Gubernakulumun kaudal
kisminin bulbdz yapisinda, ekstraselliiler matriksin kayb1 ile birlikte yeniden sekillenme
s0z konusu olmaktadir. Bu evrede gubernakulumun ve PV’nin uzamasi, GFN
(genitofemoral nerve)’yi etkileyerek kalsitonin gen-bagimli peptid (CGRP) salinimina yol
acan androjenlerin kontroliinde gergeklesir (Cizim 1.6) (Agras 2012, Hutson ve Hasthorpe

2005).
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Cizim 1.6. Androjen-bagimli inguinoskrotal inis evresi. A. Muhtemelen GFN ve CGRP
vasitastyla, AMH ve androjenler tarafindan gubernakiiler kordun kisalmasi ve
gubernakiiler bulbusun biiyiimesi. B. Testislerin inguinal bolgeden skrotuma inisi (Foresta

ve dig. 2008).



Normal bir testikiiler inisten sonra PV dogumdan Once tamamen kapanir ve
invollisyona (normale donme, gerileme) ugrar. Bu siirecteki bir anormallik asending
(inmemis) testisin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu durum inguinal kanalin i¢ halkasinin
acik olmasi ile sonuglanir. Dogumdan sonra testislerden birisinin ya da her ikisinin pelvis
boslugunda veya inguinal kanal igerisinde yerlesmis olma durumlarit “kriptorsidizm”
olarak adlandirilir. Kriptorsidizm sonucunda, pelvis boslugunda ya da inguinal kanal
icindeki yliksek 1s1 nedeniyle olgun spermatozoa iiretilemez ve yaygin olarak infertilite
(kisirlik) gozlenir. Kriptorsidizme sahip yenidoganlarin 2/3’iinde genellikle 6 ay igerisinde
kendiliginden testikiiler inis goriiliir (Agras 2012, Wenzler ve dig. 2004, Burgu ve Telli
2010).

1.1.2. Testisin Anatomisi

Testis (Orchis); abdominal kavitenin disinda, penis ve symphysis pubis’in altinda yer
alan, deri ve fibromuskuler yapida bulunan kese seklindeki skrotumun igerisine yerlesmis
olan ovoid sekilli bir ¢ift organdir. Testisler birbirinden septum scroti ile ayrilmigtir.
Insanda testis 4-5 c¢cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde, 3 cm kalmlhiginda ve 20-30 g
agirligindadir. Yetiskin bir bireyde ortalama testis hacmi 15-25 mL'dir (Snell 2000, Krstic
1994, Kumanov ve Agarwal 2016, Curry ve Tempkin 2016).

Testisler skrotumun igerisinde funiculus spermaticus’a asili bir sekilde yerlesmistir.
Sol funiculus spermaticus daha uzundur ve bu da sol testisin, sagdakinden biraz daha
asagida olmasina neden olmaktadir. Bu sayede iki testis yan yana gelmemis olur. Bu
durum hem 1s1 kontrolii, hem de sikisma, ezilme ya da travmalardan koruma saglar.
Funiculus spermaticus’u i¢ten disa dogru; fascia spermatica interna, fascia cremasterica ile
m. cremaster ve fascia spermatica externa ¢evreler (Cosgun ve Aras 1998, Ozan 2004,
Arinct ve Elhan 2001, Moore 2016, Yildirim 2006, Drake ve dig. 2007, Moore ve Dalley
2007).

Her bir testisin 6n ve arka kenar1 (margo anterior, margo posterior), i¢ ve dis yiizi
(facies medialis, facies lateralis), list ve alt ucu (extremitas superior, extremitas inferior)
vardir (Arinct ve Elhan 2001, Cumhur ve dig. 2001, Yildirim 2006, Yiicel 2003, Snell
2004).

Testisler fotal hayatta karin boslugu igerisinde, fasya transversalis ve periton
arasinda gelisir. Dogumdan 6nce ise inguinal kanaldan skrotum igine gegis yapar. Karin 6n
duvari tabakalarina da uzantilar1 bulunan tabakalar yer alir. Bu tabakalar ¢izelge 1.1 ve

cizim 1.7'de gosterilmektedir (Aktiimsek 2006, Arinct ve Elhan 2006).



Cizelge 1.1. Testise ait tabakalar (Aktiimsek 2006)
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Cizim 1.7.Testise ait tabakalar (http://en.shram.kiev.ua/health/anatomy/page_2106.shmtl)

Testisler distan ice dogru sirasiyla; tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica
vasculosa olarak adlandirilan ii¢ kilif (capsula testis) tarafindan sarilidir (Cizim 1.8) (Yiicel
2003, Arinci ve Elhan 2001, Yildirim 2006, Yiicel 2003, Cumhur ve dig. 2001, Moore ve
Agur 2006).



TUNICA VAGINALIS §

TUNICA
ALBUGINEA ]

[TUNICA
VASCULOSA

SEPTULA

TESTIS X
\
\

SEMINIFER =
TUBULLER

P
TESTIKULER — X
LOBULLER
Cizim 1.8. Testislerin etrafimi  saran i kilif (capsula testis)  yapisi
(http://www.yourarticlelibrary.com/biology/notes-on-human-male-reproductive-system-
and-its-components/11846/)

Iki yaprakli serdz bir yapist olan “tunica vaginalis”, kismen testisi saran kapali bir
periton kesesidir ve embriyonik olarak PV’nin kapanan distal artig1 seklindedir. Testislerin
funiculus spermaticus ve ductus epididimis’e tutunduklar1 yerlerin disinda kalan
ylizeylerini, ductus epididimis’in ve ductus deferens’in alt boliimlerini tunica vaginalis’in
lamina visceralis (epiorchium) tabakasi sarar. Skrotumun i¢ yiiziinii ise tunica vaginalis’in
mezotel ile kapli olan lamina parietalis (periorchium) tabakasi sarar. Lamina visceralis ve
lamina parietalis arasinda cavum serosum scroti denilen i¢i sivi dolu bir bosluk yer alir.
Boylece testislerin skrotum igerisinde kismen hareket etmesi saglanir (Yildirim 2008,
Sadler 2012, Cumhur ve dig. 2001, Armnci ve Elhan 2001, Moore ve Agur 2006, Moore ve
Dalley 2007, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003).

“Tunica albuginea” testis dokusunu distan saran, lamina visceralis’in hemen altinda
yer alan ve en belirgin sekilde gortilen kiliftir. Siki bag dokusundan yapilidir ve mavimsi-
beyaz renktedir. Kollajen liflerden zengin sert bir katmandir. Tunica albuginea, testisin
arka yiiziinde kalinlagsma yaparak mediastinum testis (Corpus highmori) yapisini olusturur.
Mediastinum testis; testise ait damar, sinir ve kanallarin giris ¢ikis yaptigi bolgedir.
Mediastinum testis’in 6n ve yan bolgesinden ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu
fibr6z uzantilar, testisin parankimasinda ilerleyerek tunica albuginea'nin i¢ yliziine dogru
1s1nsal olarak uzanir ve organi piramidal sekilli 250-300 adet lobuli testis denilen lobiillere
ayirir. Lobuli testislerin tepe kisimlart mediastinum testise yonelirken taban kisimlari ise

perifere dogrudur. Her bir lobuli testis; 1-4 adet tubuli seminiferi contorti (Tubulus
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seminifer convolutus= seminifer tiibiil) ismi verilen, ¢ok sayida kan damarlari ile lenf
damarlari, sinirler ve Leydig hiicreleri iceren gevsek bag dokusu tarafindan sarilmis,
kivrintili tiiplerden meydana gelir. Testiste bulunan 250-300 adet lobuli testis’te yaklagik
olarak toplam 600-1000 tane tubuli seminiferi contorti yer alir (Cumhur ve dig. 2001,
Arinc1 ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirrm 2006, Yicel 2003, Gartner ve Hiatt 2007,
Henrikson ve dig. 1997, Ross ve Pawlina 2006, Snell 2004).

Tubuli seminiferi contorti’lerin c¢aplar1 150-250 um ve uzunluklar1 ise 30-70 cm
kadardir. Kivrintili yapida olan tubuli seminiferi contorti’ler kor bir ugla baslar,
mediastinum testise bakan kisimlarinda limenleri daralir, diizleserek birbirleriyle birlesip
tubuli seminiferi recti adi verilen 20-30 adet kisa kanallart olustururlar. Tubuli seminiferi
recti'lerin ¢aplart genisleyerek 0,5 mm olur, mediastinum testise uzanarak ve birbirleriyle
anastomoz yaparak rete testis (Haller ag1) denilen yapiy1 olustururlar. Rete testis (Haller
ag1), mediastinum testis olarak adlandirilan kalinlagsmis tunica albuginea'nin {ist kisminda
bulunur. Rete testis, kiiglik kanalciklar olan 12-15 adet ductuli efferentes testis'e agilir.
Duktuli efferentes testisler, tunica albuginea’yr delerek caput epididimis'e agilirlar ve
burada genisleyip daha kivrimli bir sekil alarak konik yapidaki lobiilleri meydana getirirler.
Duktuli efferentes testisler, caput epididimis'te tek bir kanal olan ductus epididiymis'e
acilirlar. Ductus epididiymis ilerledik¢e cap1 ve kalinligr artarak ductus deferens'e doniisiir
(Cumhur ve dig. 2001, Arinct ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003,
Gartner ve Hiatt 2007, Henrikson ve dig. 1997, Ross ve Pawlina 2006, Snell 2004, Moore
ve Agur 2006).

"Tunica vasculosa" tunica albuginea’nin alt kisminda yer alan ve capsula testis'in en
icte bulunan tabakasidir. Damardan zengin gevsek bag dokusu yapisindadir. Tunica
albuginea’nin testis parankimasina dogru yaptig1 uzantilarin i¢ yiiziinii orterek ve tiibiillerin
arasini doldurarak tiim lobuli testisler't sarmis olur (Cumhur ve dig. 2001, Arinct ve Elhan
2001, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003, Snell 2004, Moore ve Agur 2006).
1.1.2.1. Testis’in Kan Damarlari, Lenf Dolasimi ve Sinirleri

Testisler, a. renalis’lerin biraz altinda aorta abdominalis’in anterolateral yiiziinden
ayrilan bir dal olan a.testicularis'ler tarafindan beslenir. Her iki tarafin a.testicularis'i; egik
bir uzanimla retroperitoneal bolgeye gegerek ureter, n. genitofemoralis ve a. iliaca
externa’nin alt pargasini 6nden caprazlar. Anulus inguinalis profundus’tan gecip kanala
girerek burada ilerler. Daha sonra anulus inguinalis superficialis’ler aracilifiyla kanaldan
cikarak funiculus spermaticus’a girer ve mediastinum testis’te bir¢cok dala ayrilarak testisi

kanlandirir. A. testicularis ya da dallarindan biri, a. ductus deferentis ile anastomoz yapar
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(Cumhur ve dig. 2001, Arinct ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003,
Snell 2004, Moore ve Dalley 2007, Aktiimsek 2001, Cosgun ve Aras 1998, Sancak ve
Cumhur 2002).

Testislerde yer alan v. testicularis, testis ile epididimis’ten ¢ikarak vendz bir ag olan
plexus pampiniformis’i olusturmak tizere birlesirler. Plexus pampiniformis, 8-12 venden
olusur ve funiculus spermaticus igerisinde ductus deferens’in 6n kisminda a.testicularis’i
sarar (Cizim 1.9). Plexus pampiniformis, testisi sabit 1sida tutarak 1s1 diizenleyici bir rol
iistlenir. Sag ve sol v. testicularis'ler plexus pampiniformis’ten ¢iktiktan sonra sol v.
testicularis, v. renalis sinistra’ya dokiiliir; sag v. testicularis ise v.cava inferior (VCI)’a
acilir. Bu nedenle sol v. testicularis i¢inde basing daha yiiksektir (Arinct ve Elhan 2001,
Ozan 2004, Yildirim 2006, Moore ve Dalley 2007, Aktiimsek 2001, Cosgun ve Aras 1998,
Sancak ve Cumhur 2002, Drake ve dig. 2007).
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: b/ R4l
e : Arteria testicularis =———=# i Ductus deferens
Penisin derin dorsal veni b
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Penisin dorsal arteri

Vezikoprostatik vendz pleksus

MOproStAN: ver —8 Duktus deferens'in
Penisin derin arteri
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Plexus pampiniformis p # Penis bulbusunun arteri

/ o ¥ .
Heisinareder —NB//// I¢ pudental arter Epididimis’in caputkismi = A || Plexus pampiniformis
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Tunikavaginalis ! il | Epididimis'in corpus kismi

: —
‘Corpus cavernosum (Panetaltabakal i Epididimis'in cauda kismi
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(visseral tabaka) . == { venoz pleksusa .
3 % epididimalkanal gecisi
Tunika vaginalis
(Parietal tabaka)

Deri ve dartos kasi &
Cizim 1.9. Testisin kan damarlar1 olan a. testicularis, v. testicularis ve plexus

pampiniformis'in gésterimi (Rohen ve dig. 2011).

Testislerin lenf damarlari, yilizeyel ve derin olmak tizere iki grupta yer alir. Yiizeyel
lenf damarlar tunika vaginalis’in yiizeyinde uzanirken, derin lenf damarlar ise testis ve
epididimis’in igerisinde seyrederler ve funiculus spermaticus ile birlikte karin bosluguna
girerek nodi aortici laterales ve nodi preaortici’ye agilirlar (Arinci ve Elhan 2001, Ozan
2004, Yildirirm 2006, Cosgun ve Aras 1998, Cumhur ve dig. 2001, Sancak ve Cumhur
2002).

Testislerin sinirsel uyarimi otonom sinirler tarafindan saglanir. Bu otonom sinirler, a.
testikularis’in ¢evresindeki plexus testicularis’ten kaynaklanir. Plexus testicularis'i; n.

vagus’tan gelen parasempatik lifler, medulla spinalis’in T 10-11. segmentlerinden gelen
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sempatik ve viseral afferent lifler olusturur (Arinct ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim
2006, Cosgun ve Aras 1998, Sancak ve Cumhur 2002, Moore ve Persaud 2002).

1.1.3. Testisin Histolojisi

Erkek iireme organlari (organa genitalia masculina); skrotum igerisine yerlesmis
olarak bulunan bir ¢ift testis, genital kanallar (testis i¢i ve dis1 bosaltim kanallar1), yardimci1
tireme bezleri ve penisten olusur. Testisler, hem ekzokrin hem de endokrin olarak gorev
yapan birlesik tiibiiler yapida bezlerdir. Testislerin ekzokrin gorevi, puberte donemiyle
birlikte erkek tireme hiicresi olan spermatozoonlarin iiretilmesi olan spermatogenezis’dir.
Spermatogenezis sirasinda meydana gelen hiicre boliinmesi olaylar1 hem mitoz hem de
mayoz boliinmeyi igerir. Endokrin gorevi ise, erkek cinsiyet hormonlari androjenlerin
sentezlenmesi, depolanmasi ve salgilanmasi olan steroidogenesis’dir Basta testosteron
olmak tizere iretilen androjenler, spermatogenezis igin gereklidir, erkek embriyonun
fenotipik olarak erkek fetusa gelisiminde 6dnemli rol oynar ve cinsel dimorfizmden (fiziksel
ve davranissal erkek ozellikleri) sorumludur. (Junqueira ve Carneiro 2009, Kierszenbaum
2006, Ross ve Pawlina 2006, Gartner ve Hiatt 2007, Henrikson ve dig. 1997).

Testisler; abdominal kavitenin disinda, penis ve symphysis pubis’in altinda yer alan,
deri ve fibromuskuler yapida bulunan kese seklindeki skrotumun igerisine yerlesmis olarak
bulunur. Skrotum, testislerin normal islevini yapabilmesi i¢in viicut 1sisindan daha diisiik
bir 1s1 olan 35 °C'de tutulmalarimi saglar. Spermatogenezis i¢in ¢ok 6nemli olan 35 °C
sicaklik; spermatik arteri saran venlerin olusturdugu plexus pampiniformis ile, musculus
cremaster’in ve skrotum kesesinin dartos kasimin ortam sicakliina gore kasilip
gevsemesiyle ve skrotumda yer alan ter bezleri sayesinde skrotumda saglanir. Plexus
pampiniformis sayesinde testislere giren sicak arteriyel kan (37 °C), testisden donen daha
diisiik sicaklikta olan (35 °C) venoz kan ile sogutulur ve boylece testisin sicakliginin diistik
tutulmasina yardimet olur. Testisin ven ve arterlerinin bu sekilde bir arada ilerlemesi Ters
Akim Is1 Degisim Sistemi (CHES- Countercurrent Heat Exchange System) olarak
adlandirilir (Dahl ve Herrick 1959, Waites ve Moule 1961, Harrison 1975, Short 1997,
Thonneau ve dig. 1998, ilhan 2003).

Testisler, fotal gelisim sirasinda karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal
olarak geliserek go¢ ederler ve skrotum igerisinde funiculus spermaticus’a asili olarak
dururlar. Gergeklestirdikleri bu goé¢ nedeniyle testisler, tunica vaginalis adi verilen
peritondan gelismis olan seréz bir keseyi de beraberinde getirirler. Tunica vaginalis,

skrotumun i¢ yiizlinli 6rten mezotel ile kapl olan lamina parietalis (periorchium) tabakasi
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ve testisin On kenar ve yan ylizlerini saran lamina visceralis (epiorchium) olmak iizere iki
katmandan olusur. Lamina visceralis ve lamina parietalis arasinda cavum serosum scroti
denilen i¢i sivi dolu bir bosluk yer alir. (Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro
2009, Cosgun ve Aras 1998, Ozan 2004, Arinci ve Elhan 2001, Moore 2016, Yildirim
2006, Drake ve dig. 2007, Moore ve Dalley 2007).

Tunica vaginalis’in lamina visceralis katmanimin hemen altinda kollajen liflerden
zengin sik1 bag dokusundan yapili sert bir tabaka olan tunica albuginea yer alir. Tunica
albuginea, testisin arka yiiziinde kalinlagma yaparak testise ait damar, sinir ve kanallarin
giris ¢ikis yaptigr bolge olan mediastinum testis (Corpus highmori) yapisini olusturur.
Mediastinum testis’in 6n ve yan bolgesinden ¢ikan uzantilara “septula testis” adi verilir.
Bu fibroz uzantilar, testisin parankimasinda ilerleyerek tunica albugineanin i¢ yiiziine
dogru 1simnsal olarak uzanir ve organi piramidal sekilli 250-300 adet lobuli testis denilen
lobiillere ayirir. Lobuli testislerin tepe kisimlari mediastinum testise yonelirken taban
kisimlart ise perifere dogrudur. Her bir lobuli testis; 1-4 adet tubuli seminiferi contorti ismi
verilen, gevsek bag dokusu tarafindan sarilmis olan kivrintili tiiplerden meydana gelir.
Tubuli seminiferi contorti’leri saran gevsek bag dokusunda ¢ok sayida kan damarlar ile
lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreler olan Leydig hiicreleri bulunur. Testiste
bulunan 250-300 adet lobuli testis’te yaklasik olarak toplam 250-1000 tane tubuli
seminiferi contorti yer alir. Tubuli seminiferi contorti’lerde erkek iireme hiicreleri olan
spermatozoonlar iretilirken, interstisyel hiicreler olan Leydig hiicrelerinden testis
androjenleri salgilanir (Cumhur ve dig. 2001, Arinci ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim
2006, Yiicel 2003, Gartner ve Hiatt 2007, Henrikson ve dig. 1997, Ross ve Pawlina 2006,
Snell 2004, Kierszenbaum 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).

Testisleri saran kapsiiliin en i¢ kisminda ise kan damarlarindan zengin gevsek bag
dokusu yapisinda olan tunica vasculosa yer alir. Tunica albuginea’nin testis parankimasina
dogru yaptig1 uzantilarin i¢ yiiziinii 6rterek ve tiibiillerin arasimni doldurarak tiim lobuli
testisler'r sarmis olur (Gartner ve Hiatt 2007, Ross ve Pawlina 2006, Cumhur ve dig. 2001,
Arinci ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003, Snell 2004, Moore ve Agur
2006).

1.1.3.1. Tubuli Seminiferi Contorti (Tubulus seminifer convolutus = Seminifer tiibiil)
Tubuli seminiferi contorti’ler testisin parankimasini olustururlar. Her bir testiste
yaklagik olarak 250-1000 adet tubuli seminiferi contorti yer alir. Spermatogenezisin

gerceklestigi bu kivrintili yapilarin etrafin1 yogun bir kapiller ag sarmigtir. Her bir tubuli
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seminiferi contorti yaklasik olarak 150-250 um ¢apina ve 30-70 cm uzunluga sahiptir. Bir
testiste yer alan seminifer tiibiillerin toplam uzunlugu ise yaklasik olarak 250 metre

kadardir (Cizim 1.10).
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Cizim 1.10. Tubuli seminiferi contorti'lerin histolojik goriintiisii (Ross ve Pawlina 2006).
Tubuli seminiferi contorti’ler kor bir ucla baslarlar ve mediastinum testis’e bakan
kisimlarinda birbirlerine dogru yaklasarak kisa, dar, diiz olarak devam eden tubuli
seminiferi recti olarak adlandirilan 20-30 adet kisa kanallar1 olustururlar. Testis ici
bosaltim kanallarindan olan tubuli seminiferi recti'lerin ¢aplar1 genisleyerek 0,5 mm olur,
mediastinum testise uzanarak ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis (Haller ag1)
denilen yapiy1 olustururlar. Rete testis (Haller ag1), mediastinum testis olarak adlandirilan
kalinlagsmis tunica albuginea'nin iist kisminda bulunur. Rete testis, kiiclik kanalciklar olan
12-15 adet ductuli efferentes testis'e agilir. Duktuli efferentes testisler, tunica albuginea’y1
delerek caput epididimis'e acilirlar ve burada genisleyip daha kivrimlhi bir sekil alarak
konik yapidaki lobiilleri meydana getirirler. Duktuli efferentes testisler, caput epididimis'te
tek bir kanal olan ductus epididiymis'e agilirlar. Ductus epididiymis ilerledik¢e ¢ap1 ve
kalinlig1 artarak ductus deferens'e doniisiir (Gartner ve Hiatt 2007, Henrikson ve dig. 1997,
Ross ve Pawlina 2006, Snell 2004, Moore ve Agur 2006, Junqueira ve Carneiro 2009,
Cumhur ve dig. 2001, Arinci ve Elhan 2001, Ozan 2004, Yildirim 2006, Yiicel 2003).
Tubuli seminiferi contorti’ler; fibroz bir bag dokusu kilifi, bazal membran ve ¢ok
katli bir seminifer (germinal) epitelden olusur. Tubuli seminiferi contorti’leri digtan saran
fibroz bir bag dokusu kilifi olan tunica propria, peritiibiiler doku olarak da adlandirilir ve
interstisyel dokudan koken alir. Infertil erkeklerin biiyiik bir kismida bu peritiibiiler

dokunun kalinlagtig1 bilinmektedir. Bazal membrana yapisik olarak bulunan en igteki
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katman tek tabaka seklinde yerlesim gosteren, diiz kas hiicre Ozellikleri gosteren
yassilagmig miyoid hiicreleri igerir. Bu peritlibliler miyoid hiicreler, hem hareketsiz
spermatozoonlar1 rete testis’e ilerleten ritmik kasilma hem de sekresyon yapma
ozelliklerine sahiptirler. Kasilmalar1 1s1 degisimlerine ve hormonlarla uyarima son derece
hassastir. Myoid hiicrelerin sekresyon yapma 6zelliklerine bakildiginda; aktif olarak hiicre
dis1 matriks bilesenleri olan fibronektin, tip-I kollagen salgiladiklari, parakrin bir eki
gosteren P-Mod-S (peritubular modifies Sertoli) sentezledikleri ve i¢ kollagendz tabakay1
olusturduklart goriiliir. P-Mod-S, Sertoli hiicrelerinin gelismesinde ve fonksiyonlarinda
Oonemlidir. Ayrica testosteron sentezi, Sertoli hiicrelerinin mezensim ile etkilesimi ve
Sertoli hiicrelerinin sekresyonlarina etkili uyarilarin iletilmesi gibi onemli islevleri de
bulunmaktadir. Tunica propria, olduk¢a iyi gelismis bir bazal membran ile seminifer
(germinal) epitelden ayrilir. Bazal membran, Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen
laminin, tip | kollagen ve tip IV kollagen igerir (Junqueira ve Carneiro 2009, Seftalioglu
1998, Anthony 1991, Wein ve dig. 2012, Skinner ve Fritz 1986, Cigorraga 1994, Tung
1984, Maekawa 1996).

Tubuli seminiferi contorti’lerde bulunan seminifer (germinal) epitel, ¢ok katli bir
yapi1 gosterir ve iki tip hiicre igerir (Cizim 1.11). Bunlar:

1. Sertoli hiicreleri (Epitheliocytus sustentans, Sustentacular cells, Destek hiicreleri)

2. Spermatogenik hiicreler (Cellulae spermatogenicae)
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Cizim 1.11. Tubuli seminiferi contorti epiteli (Junqueira ve Carneiro 2009).
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1.1.3.1.1. Sertoli Hiicreleri (Epitheliocytus sustentans, Sustentacular cells, Destek
hiicreleri)
Sertoli hiicreleri ilk kez Italyan fizyolog ve histolog olan Enrico Sertoli tarafindan

1865 yilinda tanimlanmustir. Sertoli hiicrelerinin genis tabanlar1 bazal membrana otururken
apikal uglar ise tubuli seminiferi contorti’lerin limenine dogru uzanir. Uzun, piramidal
sekilli hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral hiicre membranlar1 diizensiz
siirlara sahiptir. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar saglayarak, limene
ulagmalarin1 saglarlar. Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini saran ¢ok
sayida yan uzant1 igermesi nedeniyle sinirlar iyi belirlenemez ve soluk renkli goriliirler.
Yaklasik olarak 9-12 um boyutundadirlar. Elektron mikroskobunda, Sertoli hiicrelerinin
cok sayida graniilsiiz endoplazmik retikulum (SER) sisternalari, az sayida graniilli
endoplazmik retikulum (GER) sisternalari, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida uzun
mitokondriyon, primer ve sekonder lizozomlar, bol miktarda mikrotiibiil, lipit damlaciklari,
glikojen graniilleri ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin, mikrotiibiiller) igerdikleri
goriilmektedir. Uggen bigiminde uzamis olan nukleuslar1 bazale yerlesmistir ve az
miktarda heterokromatin icerir. Nukleus igerdigi ¢ok sayidaki girintiler nedeniyle diizensiz
sekillidir. Nukleolus ¢ok belirgindir ve merkeze yerlesmistir. Nadir olarak sitoplazmanin
tabaninda protein yapida olan Charcot-Bottcher kristaloidleri adi verilen inkliizyon
cisimcikleri goriilebilir. Son ¢alismalarda nukleus yakininda yer alan, 10-25 pm boyunda
ve 1 pum genisliginde olan bu kristaloidlerin lipoprotein reseptor protein kiimesinden
olustuklar1 tespit edilmistir. Bu durumun Sertoli hiicrelerindeki lipid transportu ve
kullanim ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Kierszenbaum 2006, Ross ve Pawlina 2006,
Junqueira ve Carneiro 2009, Henrikson ve dig. 1997, Neill 2006).

Sertoli hiicreleri, puberteye kadar tubuli seminiferi contorti'lerde yer alan epitelin
baskin hiicre tipleridir. Puberteden sonra ise tubuli seminiferi contorti'lerde yer alan
epitelin  %10'unu olustururlar ve postmitotik hale gelirler. Daha ileri yaslarda
spermatogenik hiicre populasyonu diistiiglinde, Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani
haline doniistirler.

Sertoli hiicreleri tubuli seminiferi contorti'ler arasinda yer alan bosluk ile tiibiil
ltimeni arasinda koprii hiicreleri olarak gorev yaparlar. Olumsuz sartlara ve yaralanmalara
kars1 spermatogenik hiicrelere gore daha dayanikhidirlar (Kierszenbaum 2006, Ross ve
Pawlina 2006, Junqueira ve Carneiro 2009, Hassa 2003).

Yan yana yer alan Sertoli hiicreleri birbirleri ile bazolateral bolgelerinde zonula

okludens (tight junction, siki baglanti) tipi baglantilar yaparak, tubuli seminiferi contorti
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liimeninin ¢evresini saran kesintisiz bir hiicre tabakasi olustururlar. Sertoli hiicrelerinin
bazolateral bolgede olusturduklar1 bu zonula okludens tipi baglantilar kan testis bariyerini
olusturarak, llimenin altinda yer alan bolgeyi bag dokusundan gelen etkilere kars1 korur.
Kan-testis bariyeri spermatogenik hiicreler ile immiin sistem arasinda gelisebilecek her
tirliit etkilesimi ortadan kaldirarak, antikorlar dahil proteinlerin gelismekte olan
spermatogenik hiicrelere ulagsmasini engeller ve spermatogenik hiicreleri otoimmiin
reaksiyonlara karsi korur. Aym1 zamanda bu zonula okludens tipi baglanti birimleri,
seminifer (germinal) epiteli bazal kompartman ve adluminal kompartman olarak iki ayr1
bolmeye ayirir (Cizim 1.12). Bu iki ayr1 bélme, spermatogenezis igin dis ortamdan izole
0zel bir mikrocevre saglar. Zonula okludens tipi baglantilarin alt kisminda yer alan bazal
kompartman dardir ve limene yakin olan adluminal kompartmani ¢evreler. Bazal
kompartman; interstisyel bosluklari, kan damarlarmnin liimenlerini ve spermatogonyumlar
tarafindan doldurulan bolgeleri igerir. Bazal kompartman icerisinde spermatogonyumlar ve
gen¢ primer spermatositler (leptoten, zigoten) yer alirken, adluminal kompartman
icerisinde ise olgun primer spermatositler (pakiten), sekonder spermatositler, spermatidler
ve spermatozoa bulunur. Spermatogenezis sirasinda spermatogenik hiicreler bu zonula
okludens tipi baglantilardan gegerek bazal kompartmandan, kan-testis bariyerinin iizerinde
yer alan adluminal kompartmana ulasirlar. Sertoli hiicrelerinin yan yiizlerinde ayrica gap
junction tipi baglantilar (oluklu baglantilar) bulunur ve bu baglanti birimleri iyonik ve
kimyasal aligverisi saglarlar (Bloom ve Fawcett 1994, Fawcett 1997, Kierszenbaum 2006,
Ross ve Pawlina 2006, Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009, Henrikson ve
dig. 1997, Kalayc1 1986). Sertoli hiicrelerinin bir¢ok islevi vardir. Bunlar;
1. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin
diizenlenmesi,
2. Spermiyogenezis sirasinda spermatidler tarafindan atilan fazla sitoplazmik
parcaciklarin lizozomlar tarafindan fagosite edilmesi ve sindirilmesi,
3. Spermiasyon adi verilen siiregte, aktin-aracili kasilmalarla olgun spermatozoonlarin
tubuli seminiferi contorti liimenine saliniminin kolaylastirilmasi,
4. Tubuli seminiferi contorti liimenine genital kanallar yonilinde akan ve sperm taginmasi
icin kullanilan, protein ve iyondan zengin yapida bir sivinin salgilanmasi,
5. Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetiiste Miiller (paramezonefrik) kanallarin
gerilemesini  saglayan glikoprotein yapida Anti-Miillerian hormon (AMH)

sentezlenmesi,
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Folikiil uyarici hormon (FSH=Follicle Stimulating Hormone) ve testosteron kontrolii
altinda gergeklesen, tubuli seminiferi contorti igerisinde spermatogenezis i¢in gerekli
olan testosteronun yogunlastirilmasini saglayan androjen-baglayici protein (ABP)
salgilanmasi,

Aktivin alt tnitelerini (o0 ve B alt iiniteleri) salgilayarak hipotalamustan salinan
gonadotropin salgilatict faktor ve on hipofiz bezinden salinan FSH {izerine pozitif
feedback (geri bildirim) etki gosterilmesi,

Inhibin alt {initelerini (o0 ve B alt iiniteleri) salgilayarak hipotalamustan salinan
gonadotropin salgilatict faktér ve on hipofiz bezinden saliman FSH iizerine negatif
feedback (geri bildirim) etki gdsterilmesi,

Kan—testis bariyeri ile spermatositlerin ve spermatidlerin otoimmiin yanita ve kandaki

zararli maddelere kars1 korunmasinin saglanmasi,

10. Serum transferrin’den demiri alarak olgunlasma siirecindeki spermatogenik hiicrelere

tasiyan testikiiler transferrin’in sentezlenmesi ve salgilanmasinda gorev alinmasi
(Jungueira ve Carneiro 2009, Kierszenbaum 2006, Gartner ve Hiatt 2007, De Kretser
2004, Seftalioglu 1998, Bloom ve Fawcett 1994).

Adluminal
kompartman (mavi)

Olgun spermalidier <

Geng spermalidler —

Sertoli hiicreler ————1

Spermatosit ———

Spermatogonyum —_ |

Bazal kompartman
(kirmizi)

Endotel
hiicreleri

Kapiler limeni ~]

Cizim 1.12. Sertoli hiicrelerinin olusturdugu bazal ve adluminal kompartman (Junqueira ve
Carneiro 2009).
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1.1.3.1.2. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ile limen arasinda yer alan, tubuli seminiferi
contorti duvarin1 4-8 tabaka halinde diizenlenmis bir sekilde doseyen, diizenli olarak
cogalip olgun spermatozoonlara farklanan hiicrelerdir.

Seminifer (germinal) epitelin bazal kompartmaninda yer alan ilkel germ hiicresi olan
spermatogonyumdan, olgun iireme hiicresi olan Spermatozoon (spermium) olusuncaya
kadar gegen ¢ogalma, biiyiime, olgunlasma ve farklanma siireci ‘spermatogenezis’ olarak
isimlendirilir. Spermatogenezis, puberteden kisa bir siire Once, hipofizden salinan
gonadotropinlerin sayesinde baslar ve hayat boyu siirer. Spermatogenezis, tiim tubuli
seminiferi contorti'lerde ve her tiibiil i¢inde ayn1 anda ger¢eklesmez. Bir dalgalanma
seklinde gerceklesir. Boylece spermatogenezis her bolgede farkli bir evrede seyrederek,
diizensiz bir goriiniim alir. Bu nedenle tubuli seminiferi contorti’lerin bazi1 bolgelerinde
sadece spermatidler bulunurken, diger bolgelerinde spermatozoonlar da bulunmaktadir
(Gartner ve Hiatt 2007, Janqueira ve Carneiro 2009).

Spermatogenezisin tiim evreleri spermatogenik hiicre katmanlarinda gerceklesir.
Hiicreler olgunlastikca bazal kompartmandan liimene dogru gecis yaparlar. Bazal
laminadan liimene dogru hiicre g¢esitleri; spermatogonyumlar, primer spermatositler,
sekonder spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar seklinde siralanir (Sadler 2012
Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009, Ross ve Pawlina 2006, Orhan 2006,
Seftalioglu 1998).
1.1.3.1.2.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, kan-testis bariyerinin altinda yer alan bazal kompartmanda,
bazal membranin hemen iistlinde yer alirlar.

Primordial germ hiicrelerinden farklilasan ve diger tipteki spermatogenik hiicrelerin
onciilleri olan spermatogonyumlar; diploid kromozoma sahip, yaklasik 12 pm ¢apinda,
serideki diger hiicrelere gore daha kiiciik ve soluk renkte boyanan nukleusa sahip olan
hiicrelerdir. Puberteye kadar tubuli seminiferi contorti duvarinda spermatogenik hiicre
olarak sadece spermatogonyumlar bulunur. Pubertenin baglamasi ile hormonal etki sonucu
bu hiicreler mitoz bdliinmeyle c¢ogalmaya baslar ve diger tip hiicreleri olusturur.
(Kierszenbaum 2006, Jungueira ve Carneiro 2009, Maekawa 1996).

Seminifer (germinal) epitelde nukleuslarinin goriinlimiine gore ii¢ tip
spermatogonyum tanimlanir. Bunlar; koyu boyanan tip A (Ad, dark type A)
spermatogonyumlar, agik boyanan tip A (Ap, pale type A) spermatogonyumlar ve tip B
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spermatogonyumlar (Cizim 1.13) (Maekawa 1996, Ross ve Pawlina 2006, Gartner ve Hiatt
2007, Junqueira ve Carneiro 2009, Wein ve dig. 2012, Nieschlag ve Behre 2001).

gec spermatid

erken spermatid

| primer spermatosit
: /  (pakiten evresinde)

baglanti kompleksi

= bazal lamina

_\\ 7 og g = - -
A peritibller (myeid) hicreler
hicres: Agk boyanan toB
Koyu boyanan tip A spermatogonyum

tip A spermaiogonyum  spermatogonyum

Cizim 1.13. Seminifer (germinal) epitelde yer alan spermatogonyumlar (Ross ve Pawlina
2006).

Koyu boyanan tip A (Ad, dark type A) spermatogonyumlar: Seminifer
(germinal) epitelin kok hiicreleridirler. Spermatogonial kok hiicrelerin erkek fertilitesinde
onemli etkileri bulunmaktadir. Kismen sessiz hiicreler olduklar ig¢in kanser kemoterapisine
ve radyasyona kars1 direnclidirler. Yogun bazofilik boyanan, ince graniiler kromatinli ve
oval sekilli nukleus igerirler. Puberteden itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gecirerek yeni
hiicre tiplerini olustururlar. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: koyu boyanan
tip A (Ad, dark type A) spermatogonyumlar halinde kok hiicreler olarak boliinmeyi
stirdiirebilir ya da agik boyanan tip A (Ap, pale type A) spermatogonyumlari olustururlar.

Acik boyanan tip A (Ap, pale type A) spermatogonyumlar: Hormonal uyarilar ile
mitoz boliinme gecirerek tip B spermatogonyumlara farklanan, dkromatik nukleusa ve
belirgin nukleolusa sahip olan hiicrelerdir. Tip B spermatogonyumlara déniismeden Once
sirastyla A1, A2, A3, A4 ve daha sonra ara (intermediate) spermatogonyumlari
olustururlar.

Tip B spermatogonyumlar: Mitoz bdliinme gegirerek primer spermatositlere
farklanan, yuvarlak sekilli nukleusa sahip olan ve koyu renkte boyanan hiicrelerdir.

Nukleus cevresinde ve nukleus zar1 (karyoteka) boyunca yogunlagmis kromatin igerirler
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(Wein ve dig. 2012, Junqueira ve Carneiro 2009, Gartner ve Hiatt 2007, Kierszenbaum
2006, Ross ve Pawlina 2006, Nieschlag ve Behre 2001, Maekawa 1996).
1.1.3.1.2.2. Primer ve Sekonder Spermatositler

Primer spermatositler, tip B spermatogonyumlarin mitoz bdliinme gegirmeleri
sonucu olusur. Bu hiicreler, tubuli seminiferi contortide yer alan spermatogenik serideki en
biiyiik hiicrelerdir ve seminifer (germinal) epitelin orta kisminda yer alirlar. Primer
spermatositler, 2N=46 kromozom (44+XY) (N: haploid kromozom sayis1 [insanlarda=23
kromozom]) ve 4C DNA (C: kromozom takimindaki DNA [Deoksiriboniikleik asit]
miktari) igerirler. Primer spermatositler olustuktan hemen sonra birinci mayoz bdliinmenin
profaz evresine girerler. Profaz evresi yaklasik olarak 22 giin siirer. Bu nedenle kesitlerde
goriilen spermatositlerin ¢ogu bu evrededir (Junqueira ve Carneiro 2009, Kierszenbaum
2006, Seftalioglu 1998).

Birinci mayoz bolinmenin sonunda sekonder spermatositler olusur. Sekonder
spermatositler, N=23 kromozom (22+X ya da 22+Y) ve 2C DNA igeren, yogun kromatin
bulunduran nukleusa sahip daha kiiciik hiicrelerdir. interfazda ¢ok kisa bir siire kalan ve
hizla ikinci mayoz bdliinmeye giren kisa Omiirlii hiicreler olduklart i¢in sekonder
spermatositlerin testis kesitlerinde gériilmesi zordur. ikinci mayoz béliinmenin sonunda
her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid kromozoma sahip hiicreler olan
spermatidler olusur. Sonugta, primer spermatositler pes pese iki mayoz boliinme gecirerek
kromozom sayilarini yariya indirmis olurlar ve haploid sayida spermatidler olusmus olur.
Mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin icerisinde adluminal kompartmanda gerceklesir.
Tip A spermatogonyumlardan spermatidlerin olusumuna kadar gecen c¢ogalma ve
farklanma siireci boyunca sitokinesis tamamlanmamis oldugundan dolayr hiicreler
sitoplazmik kopriiler ile birbirlerine baglanmis durumdadirlar. Boylece birbirleri ile olan
iligkilerini koruyarak spermatogenezisi diizenlerler. Ayrica farklanma siireci boyunca
spermatogonyumlar ve spermatidler Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarindaki girintilere
gomiilii olarak kalirlar (Cizim 1.11) (Sadler 2012, Junqueira ve Carneiro 2009, Gartner ve
Hiatt 2007, Kierszenbaum 2006, Ross ve Pawlina 2006, Nieschlag ve Behre 2001,
Seftalioglu 1998).
1.1.3.1.2.3. Erken ve Ge¢ Donem Spermatidler

Erken donem ya da round (yuvarlak) spermatidler, N=23 kromozom (22+X ya da
22+Y) ve 1C DNA igeren, liimene yakin adluminal kompartmanda yerlesmis, 7-8 pum
boyunda, yogunlagmis kromatin bolgeleri igeren nukleuslar1 ile ayirt edilen, oval ya da

yuvarlak sekilli kiigiik hiicrelerdir. Sitoplazmalari, 1yi gelismis bir Golgi kompleksi,
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mitokondriyonlar, serbest ribozomlar, diiz endoplazmik retikulum tiibiilleri ve bir gift
sentriyol igerir.

Spermatidler boliinmeye ugramazlar. Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina gog
ederek bir dizi yapisal degisiklige ugrarlar. Bu yapisal degisiklikler; akrozom olusumu,
flagellum sekillenmesi, kromatin kondensasyonu (yogunlagsmasi) ve fazla sitoplazmanin
atilmasidir. Spermatidin bu yapisal degisikligi gecirdigi donem, ge¢ donem spermatid ya
da elongated (uzamis) spermatid evresi olarak adlandirilir (Cizim 1.11) (Wein ve dig.
2012, Junqueira ve Carneiro 2009, Cheng 2008, Delilbas1 2008, Gartner ve Hiatt 2007,
Kierszenbaum 2006, Nieschlag ve Behre 2001, Vicdan ve Isik 1999).
1.1.3.1.2.4. Spermatozoonlar (Spermiumlar)

Olgun germ hiicreleri olan spermatozoonlar, ortalama 60 um uzunlugundadirlar. Bas

ve kuyruk olmak tizere iki ana kisimdan olusurlar (Cizim 1.14) (Bloom ve Fawcett 1994).

Orta parga

Baglant parcast
(Boyun)

Bas

Cizim 1.14. Olgun spermatozoon yapisi (Gartner ve Hiatt 2007).

Bas: Yaklagsik olarak 4.5-5 pm uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 um kalinliginda olan
kisimdir. Spermatozoonlarin bas kismi yassidir. Bagin biiytik bir kismini olusturan nukleus,
N=23 kromozoma sahiptir ve yassilasmis bir sekli, yogun bir yapis1 vardir. Nukleusun 2/3
on kismi hidrolitik enzimleri (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyalurinidaz, akrosin,
noraminidazlar) igeren akrozomla ortiiliidiir. Akrozomal enzimler oositi saran korona

radiata ve zona pellucida’ya spermatozoon girisini kolaylastirmak igin fertilizasyon
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(dollenme) sirasinda salinir ve korona radiata hiicrelerini ayirarak zona pellucida'y1 eritir
(Gartner ve Hiatt 2007, Sternberg 1997).
Kuyruk (Flagellum): Boyun kismi, orta parga, esas parga ve son par¢a olmak {izere dort
kisimdan olusur.
Boyun kismi: Yaklagik 5 um uzunlugundadir. Kuyruk kisminin baga bitisik olan kisa ve
dar bir baglanti pargasidir. Nukleusa tutunmus proksimal sentriyolii ve aksoneme
kaynaklik eden distal sentriyolii bulundurur. Kuyrugun geri kalan kisminin dokuz adet dis
yogun fibriller ile tutunmus olan baglant1 parcasini igerir.
Orta parca: Boyun ile esas parca arasinda uzanan bu kisim yaklasik 7 pm uzunlugundadir.
Cevrede dairesel olarak diizenlenmis mitokondriyonlar vardir. Mitokondriyonlar, kuyrugun
hareketi icin gerekli olan enerjiyi saglarlar. Bu parcada, kuyruk yapisinin %50’sini
olusturan ve kuyruk sonuna dogru incelerek kaybolan dis dens (yogun) fibroz lifler yer alir.
Esas parca: Kuyrugun en uzun pargasi olan bu kisim, yaklasik 45 pum uzunlugundadir. D1g
dens (yogun) lifle sarili olan merkezi aksonem ve fibroz bir kiliftan olusur. Bu yapilar
spermatozoonlarin O6ne hareketi sirasinda mikrotiibiillerin kaymasi1 ve kivrilmasi igin
saglam bir iskelet olusturur. Fibroz kilif {izerinde enerji diizeni ve hiicre sinyalizasyonu ile
gorevli olan kinaz-A baglayici protein 3 (AKAP3), kinaz-A baglayici protein 4 (AKAP4)
ve testis spesifik kinaz-A baglayici protein (TAKAP) bulunmaktadir.
Son parga: yaklagik 5 um uzunlugundadir. Dis dens (yogun) liflerin ve fibroz kilifin erken
sonlanmasindan dolay1 sadece aksonemi igeren kuyrugun en kisa parcasidir (World Health
Organization 2010, Xu 2014, Gartner ve Hiatt 2007, Ozan 2004, Bloom ve Fawcett 1994,
Sternberg 1997).
1.1.3.2. interstisyel Bag Dokusu ve Leydig hiicreleri

Tubuli seminiferi contorti'ler arasinda yer alan interstisyel (ara) bag dokusu, testis
kiitlesinin yaklasik %25-30’unu olusturur. Cesitli hiicrelerden (fibroblast, makrofaj, mast
hiicresi, lenfosit, plazmosit, farklilasmamis mezenkim hiicreleri), kan damarlarindan, lenf
damarlarindan ve sinirlerden zengin gevsek bir bag dokusu yapisindadir. Puberte
doneminde bu hiicrelere ek olarak, Leydig hiicreleri ya da interstisyel hiicreler de
fonksiyonel olarak belirgin hale gelir. Androjen iiretimi agisindan biiylik bir 6nem tasir
Testisin kilcal damarlari pencereli tiptedir ve kan proteinleri gibi biiylik molekiillerin
gecisine izin verir. Bu dokuda ince kollagen ve retikiiler lifler bulunur (Cizim 1.15)

(Junqueira ve Carneiro 2009, Kierszenbaum 2006).
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Bag
dokusu

Leydig hucreleri =
(interstisyel hiicreler) ™ o

Myoid hiicreler ‘_ :

Cizim 1.15. Interstisyel Bag Dokusu ve Leydig hiicreleri (Junqueira ve Carneiro 2009).

Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler), kan damarlar1 ve lenfatik kanal ya da
sinlizoidler yakininda, interstisyel bag dokusu icerisinde yerlesmis olarak bulunurlar. Bu
hiicreler, 15-20 pum c¢apindadirlar. Poligonal sekilli, merkezi yerlesimli olan nukleuslar
Okromatiktir ve bir ya da iki nukleolus igerirler. Sitoplazmalar1 eozinofilik boyanan lipid
damlaciklar igerirler. Tiim steroid salgilayan hiicrelerde oldugu gibi Leydig hiicrelerinde
de iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida
kiigiik lipid damlaciklari, lizozomlar, tiibiiler kristali mitokondriyonlar, yasin ilerlemesiyle
artan lipofuskin pigment graniilleri ile kristalize yapidaki proteinler olan Reinke kristali ve
onciilleri bulunur (Ovalle ve Nahirney 2009, Young ve Heath 2000).

Leydig hiicreleri, sekonder cinsiyet karakterlerinin gelismesinden sorumlu bir
hormon olan testosteronun iiretiminden sorumludur. Viicutta toplam testosteronun %5'i
adrenal bezin (bobrek {istii bezinin) korteksinde iiretilirken, %951 Leydig hiicreleri
tarafindan dretilir. Leydig hiicrelerinin salgiladiklart bu testosteron hormonu
spermatogenezisin devamliligini saglamada olduk¢a onemli bir role sahiptir. Testosteron
sentezi mitokondriyonlarda ve graniilsiiz endoplazmik retikulumlarda yer alan enzimler
tarafindan gergeklestirilir. Leydig hiicrelerinin sitoplazmalar1 eozinofilik boyanan kiigiik
lipid damlaciklarindan zengin olmasina ragmen salgilayict vezikiil bulundurmazlar. Bunun
nedeni; tretilen testosteron hormonunun depolanmadan, sentezi tamamlandiktan hemen

sonra direkt olarak kana verilmesidir (Ovalle ve Nahirney 2009).
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Insanda gebelik siirecinde plasentadan iiretilen gonadotropik hormon, maternal
(anneye ait) kandan fOtusa gecer ve androjenik hormonlarin iiretimi saglayan fotal
testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Bu hormonlar, intrauterin gelisim sirasinda erkek
fotusta genital organlarin farklanmasini saglar. Gebeligin 8 ile 18. haftalar1 arasinda
oldukca aktif olan fotal Leydig hiicreleri, daha sonra gerilerler. Leydig hiicreleri,
puberteden onceki doneme kadar inaktif olarak bulunurken, pubertede testosteron
salgilanmasi, spermatogenezis, yardimci iireme bezlerinde salginin baslatilmasit ve
sekonder cinsiyet karakterlerinin gelismesi i¢in aktif olarak gereklidirler. Leydig
hiicrelerinin islevini hormonal uyarilar diizenler. Luteinize edici hormon (LH= Luteinizing
hormone) ile uyarilmasi sonucu Leydig hiicreleri testosteron iiretirken, Prolaktin hormonu
ile LH reseptoriiniin gen ekspresyonunu diizenler (Ovalle ve Nahirney 2009, Junqueira ve
Carneiro 2009, Gartner ve Hiatt 2007).
1.1.3.3. Spermatogenezis

Spermatogenezis, spermatogonyumdan olgun spermatozoa olusumunu igeren bir
siireci kapsamaktadir. Bu siire¢, puberteden kisa bir siire Once, hipofizden salinan

gonadotropinler sayesinde baslar ve hayat boyu devam eder (Cizim 1.16) (Sternberg 1997).

@' Q -—9 Koyu boyanan tip A spermatogonyum
(®) >@ Acik boyanan tip A spermatogonyum

—/./.i, .,_?\,XAglk boyanan tip A spermatogonyum

© © © 7 Ackboyanan tip A spermatogonyum - Spermatositogenezis

Primer spermatositler }_ Birinci mayoz bolinme

Q Sekonder spermatositler }— Ikinci mayoz bolunme

Erken evre 3
spermatid

Geg evre
spermatid

> Spermiyogenezis

O, Artik cisimcikler

VaVaVaVaVeVaVaVaVaVa Vavel
LA A A A A A A a4 A A A A 4 4 4

/\_._,,\ S Spermatozoon y

Cizim 1.16. Spermatogenezis siirecinin evreleri (Ross ve Pawlina 2006).
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Daha 6nceki calismalar, insanlardaki tiim spermatogenezis siirecinin yaklagik olarak
64 giin gerektirdigini kabul etmislerdir (Wein ve dig. 2012, Clermont 1972). Ancak son
zamanlarda yapilan in vivo kinetik bir ¢alisma, saglikli erkeklerde bu siirenin 42 ile 76 giin
arasinda degismekte oldugunu ve spermatogenezis siiresinin bireyler arasinda genis ¢apta
degisebilecegini 6ne siirmektedir (Wein ve dig. 2012, Misell ve dig. 2006).

Spermatogenezis siireci ii¢ ana boliimden olusur. Bunlar;
1. Spermatositogenezis
2. Mayoz Boliinme
3. Spermiyogenezis (Sternberg 1997).
1.1.3.3.1. Spermatositogenezis

Spermatogonyumlarin mitozla ¢ogalarak primer spermatositlere farklanma
asamasidir. Seminifer (germinal) epitelin farklilagmamis kok hiicreleri olan Ad
spermatogonyumlar puberteden itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gegirerek yeni hiicre
tiplerini  olustururlar. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: Ad
spermatogonyumlar halinde kok hiicreler olarak bélinmeyi siirdiirebilir ya da Ap
spermatogonyumlart olustururlar. Ap spermatogonyumlar olustuktan sonra hormonal
uyarilar ile mitoz boliinme gegirerek tip B spermatogonyumlara farklanirlar. Sertoli
bariyerinden gecen her bir tip B spermatogonyum, mitoz bdliinme gegirerek daha biiyiik
yuvarlak hiicreler olan primer spermatositlere farklanirlar. Primer spermatositler, 2N
kromozom ve 4C DNA igerirler. Primer spermatositler olustuktan hemen sonra birinci
mayoz boliinmenin profaz evresine girerler (Gartner ve Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro
2009, Ross ve Pawlina 2014, Wein ve dig. 2012, Nieschlag ve Behre 2001).
1.1.3.3.2. Mayoz Béliinme

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak {izere birinci mayoz
boliinmeye girer. Profaz evresi yaklasik olarak 22 giin siirer. Bu nedenle kesitlerde goriilen
spermatositlerin ¢ogu bu evrededir (Junqueira ve Carneiro 2009, Kierszenbaum 2006,
Seftalioglu 1998). Birinci mayoz bdliinmenin sonunda sekonder spermatositler olusur.
Sekonder spermatositler, N kromozom ve 2C DNA icerirler. interfazda ¢ok kisa bir siire
kalan ve hizla ikinci mayoz boéliinmeye giren kisa omiirlii hiicreler olduklart i¢in sekonder
spermatositlerin testis kesitlerinde gériilmesi zordur. Ikinci mayoz béliinmenin sonunda
her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid (N) kromozoma sahip hiicreler olan
spermatidler olusur. Sonugta, primer spermatositler pes pese iki mayoz boliinme gegirerek

kromozom sayilarini yariya indirmis olurlar ve haploid sayida spermatidler olugsmus olur.
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Birinci mayoz bdliinmenin profaz evresinde hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve
diploten seklinde dort faz gegirerek diakinez safhasina ulasirlar. Birinci mayoz boliinmenin
profaz evresinin pakiten fazinda, homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri
arasinda gen alis verisi olan krossing-over gergeklesir. Daha sonra hiicreler metafaz
evresine girer ve metafaz evresini takip eden anafaz safhasinda, eslesmis homolog
kromozomlar ig iplikleri ile zit kutuplara dogru gekilirler. Ikinci mayotik boliinme
sirasinda profaz, metafaz, anafaz ve telofaz asamalarindan sonra kardes kromatidler yavru
hiicreler olan spermatidlere dagilirlar. Birinci mayoz béliinme ve ikinci mayoz boliinme
arasinda S fazi (DNA sentezi) gorlilmedigi i¢in ikinci mayoz boliinmeden sonra her bir
hiicredeki DNA miktar1 yartya iner ve haploid spermatidler meydana gelir. Bu hiicrelerin
normal diploid sayiya donmeleri ancak fertilizasyon ile miimkiin olur. Mayoz bdliinme
stirecindeki indirgeyici islev nedeniyle, kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit olarak belirli
bir miktarda kalmasi saglanir (Kierszenbaum 2006, Ross ve Pawlina 2006, Gartner ve
Hiatt 2007, Junqueira ve Carneiro 2009, Wein ve dig. 2012).

Mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin igerisinde adluminal kompartmanda
gerceklesir. Tip A spermatogonyumlardan spermatidlerin olusumuna kadar gecen ¢ogalma
ve farklanma siireci boyunca sitokinesis tamamlanmamis oldugundan dolay: hiicreler
sitoplazmik kopriiler ile birbirlerine baglanmis durumdadirlar. Boylece birbirleri ile olan
iligkilerini koruyarak spermatogenezisi diizenlerler. Ayrica farklanma siireci boyunca
spermatogonyumlar ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarindaki girintilere
gomiilii olarak kalirlar (Sadler 2012, Junqueira ve Carneiro 2009, Gartner ve Hiatt 2007,
Kierszenbaum 2006, Ross ve Pawlina 2006, Nieschlag ve Behre 2001, Seftalioglu 1998).

Erken dénem ya da round (yuvarlak) spermatidler, N kromozom ve 1C DNA
igerirler. Mayoz béliinme sonucu meydana gelen spermatidler boliinmeye ugramazlar,
Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina go¢ ederek bir dizi yapisal degisiklige
ugrayarak spermiyogenezis adi verilen bir farklilagsma siirecini baglatirlar. Bu yapisal
degisiklikler; akrozom olusumu, flagellum sekillenmesi, kromatin kondensasyonu
(yogunlagmasi) ve fazla sitoplazmanin atilmasidir. Spermatidin bu yapisal degisikligi
gecirdigi donem, gec donem spermatid ya da elongated (uzamis) spermatid evresi olarak
adlandirilir (Wein ve dig. 2012, Junqueira ve Carneiro 2009, Cheng 2008, Delilbas1 2008,
Gartner ve Hiatt 2007, Kierszenbaum 2006, Nieschlag ve Behre 2001, Vicdan ve Isik
1999).
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1.1.3.3.3. Spermiyogenezis

Spermiyogenezis, spermatogenezisin son asamasidir ve spermatidlerin hiicre
boliinmesi gergeklestirmeden olgun germ hiicreleri olan spermatozoonlara doniistiigli bir
stirectir (Kierszenbaum 2006, Junqueira ve Carneiro 2009). Spermiyogenezis dort faza
ayrilmig sekilde incelenir ve bunlar (Cizim 1.17) (Kierszenbaum 2006, Gartner ve Hiatt
2007, Ross ve Pawlina 2006, Bloom ve Fawcett 1994):

Golgi fazi Baslik (kep) ve Akrozom fazi Olgunlagma fazi

Akrozomal grantil Akrozomal vezikiil Akrozomal baslik (kep) Akrozom

'\ Niikleus

(gekirdek)

Sentriyoller Mitokondri

/(almti govdeler

Cizim 1.17. Spermiyogenezisin asamalar1 (Junqueira ve Carneiro 2009).

Golgi Faz

Cok sayida Golgi kompleksinin bulundugu boélgede, proakrozomal graniiller olarak
adlandirilan PAS (Periyodik Asit Schiff)-pozitif kiigiik graniillerin birikmesi ile karakterize
bir donemdir. Daha sonra glikoproteinden zengin igerige sahip olan bu proakrozomal
graniiller, nukleus zar1 yakinindaki membranla sinirli olan akrozomal vezikiillerle
birlesirler. Boylece membranla sinirli bir akrozomal vezikiiliin igerisinde yer alan tek bir
akrozom graniilii haline dontisiirler. Bu bolge gelisen spermatozoonun 6n kutbunu belirler.

Ayrica bu donemde sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu bdolgenin karsi
tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler. Burada flagellar aksonem olusmaya
baslar ve sentriyoller yeniden nukleusa dogru go¢ ederken hareket ettikce aksonem
komponentleri ¢evresine sarilir (Junqueira ve Carneiro 2009, Esrefoglu 2009, Gartner ve
Hiatt 2007, Ross ve Pawlina 2006).

Bashk (Cap=kep) Fazi

Bu fazda, akrozom vezikiili nukleusun 6n yarisindan daha fazlasim1 kaplayacak
sekilde genisleyip sapka gibi bu boliimii 6rter Bu yap1 akrozomal kep olarak isimlendirilir.

Nukleus zarin buraya bakan boliimiinde porlar kaybolur, nukleustaki yogunlasma devam
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eder ve nukleus etrafin1 saran akrozomal kep kalinlasir. (Esrefoglu 2009, Gartner ve Hiatt
2007, Ross ve Pawlina 2006).

Akrozom Fazi

Akrozom; hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri aktivitesi olan
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimleri igerdiginden dolay1 lizozomun 6zellesmis bir tipi
olarak goriilmektedir. Bu enzimlerin, oositi cevreleyen korona radiata hiicrelerini
birbirinden ayirmada ve zona pellusiday sindirmede islev gordiigii bilinmektedir. Bu islev
akrozom reaksiyonu olarak adlandirilir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan birini
olusturur.

Bu donemde belirgin bir sekil degisikligi yasanir. Spermatid kendisini yeniden
diizenleyerek basini Sertoli hiicresinin sitoplazmasinin derinlerine dogru goémiilii bir
bicimde tutar. Gelismekte olan flagellum iyice uzayarak tubuli seminiferi contorti
liimenine dogru uzanir. Spermatidin yogunlasan nukleusu yassilasarak uzar. Akrozom,
hiicre zarmin apikal kismina iyice yaklasir. Sitoplazmik mikrotiibiiller organize olarak
silindirik bir kilif seklinde organize olurlar ve nukleusu cevreleyen manset meydana
gelerek spermatidin arka kismina dogru ilerlerler.

Sentriyoller, nukleus arka yliziine dogru go¢ ederek gelismekte olan spermatozoonun
boyun pargasini olusturmak iizere degisime ugrarlar. Nukleusa bagli olan sentriyolden
kaynaklanan 9 adet kalin lif aksonemin mikrotiibiillerinin periferinde yer alan dis dens
(yogun) lifler olarak flagellum igerisinde uzanir. Bu dis dens lifler, nukleus ve flagellumu
birlestirdiklerinden dolay1 baglayict parca olarak isimlendirilirler. Plazma zar1 flagellum
yiizeyini kaplamak tizere arkaya dogru uzar ve silindir yapidaki mikrotiibiil kilifi kaybolur.
Mitokondriyonlar flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta par¢a olarak
isimlendirilen kalinlagmis bolgeyi olusturur ve bu bdlge spermatozoonlarin hareketlerinin
kaynagi olan yerdir. Orta par¢anin distalinde yer alan iki longitudinal fibroz kolon ve ¢ok
sayida baglayici halka iceren fibroz kilif, esas parcanin 9 adet longitudinal lifini
cevreleyerek flagellumun ucuna yakin bir kismina kadar ilerler. Fibroz kilifin distalinde
kalan, sadece aksonemi iceren bu kisa boliim, son parga olarak adlandirilir (Junqueira ve
Carneiro 2009, Esrefoglu 2009, Gartner ve Hiatt 2007, Ross ve Pawlina 20006).

Nukleusta yer alan kromatin yogunlasir. Somatik histonlar, arjinin ve lizinden zengin
olan protaminlerle yer degistirerek spermatozoona Ozel histonlara doniistirler

(Kierszenbaum 2006).
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Olgunlasma Faz

Spermatid sitoplazmasinin miktarinda azalmanin goriildigii son donemdir.
Spermatid sitoplazmasinda artik cisimler olusur ve bu artik cisimler spermiasyon
asamasinda birakilarak Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilip ortadan kaldirilir.
Mitokondriyonlarin  gelisen flagellum boyunca dizilim gostermeleri tamamlanir.
Flagellum, keratin iceren dis dens (yogun) lifler ve bir fibroz kilif ile gevrili durumdadir.
Aksonem, es merkezli 9+2 mikrotibiil cifti igerir. Niikleus uzayarak yogunlasir ve
mangetin kaudaline dogru ilerler. Olgunlasma fazi, niikleus uzamis, yogunlasmis olarak
son seklini aldiginda, manset dagilmaya basladiginda ve dis dens (yogun) lifler tamamen
organize oldugunda tamamlanmis olur (Bloom ve Fawcett 1994).

Spermatidler birbirleri ile olan baglantilarin1 kaybederek, Sertoli hiicrelerinden
ayrilirlar ve limene diiserler (Esrefoglu 2009, Junqueira ve Carneiro 2009).

1.1.4. Testisin Histofizyolojisi

Testis dokusu ekzokrin ve endokrin fonksiyona sahip olan bir dokudur. Ekzokrin
fonksiyonu spermiyogenezis ile spermatozoonlari iliretmek iken endokrin fonksiyonu ise
androjenler olarak adlandirilan erkek cinsiyet hormonlarini salgilamaktir (Junqueira ve
Carneiro 2009, Noyan 2005).

Hormonlar, spermatogenezis tizerindeki en 6nemli uyaranlardir. Testisin endokrin
islevi, hipotalamusta yer alan néroendokrin hiicrelerden salginan Gonadotropin salgilatici
hormon’un (GnRH= Gonadotropin Releasing Hormone) etkisi ile adenohipofizin pars
distalis tabakasinda bulunan gonadotrop hiicreler tarafindan tiretilen gonadotropinler (FSH
ve LH) tarafindan diizenlenir. Bu gonadotropinler, testisin islevini denetlerler (Junqueira
ve Carneiro 2009, Noyan 2005).

FSH, Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini uyarir ve sonugta
dongiisel adenozin monofosfat (cAMP=cyclic adenosine monophosphate) artigina yol agar.
Ayrica Sertoli hiicrelerinden Androjen baglayici protein (ABP=Androgen-binding
protein)’in sentez ve salgilanmasini saglar. ABP, testosteron ile baglanarak testosteronu
tubuli seminiferi contorti liimenine tasir ve spermatogenezis icin gerekli olan bu hormonun
yogunlagtirilmasin1  saglar. Bdylece spermatogenezisin uyarilmas: saglanir. FSH’nin
etkisiyle Sertoli hiicrelerinden, GnRH ve FSH’nin salinimini inhibe eden ‘inhibin’ ve
aktive eden ‘aktivin’ gibi proteinler de tretilir (Junqueira ve Carneiro 2009, De Kretser
2004, Ganong 2002, Patton 1989, Tok 2013).

LH, Leydig hiicrelerini uyararak testosteron yapimini uyarir. Hipofiz bezinden FSH

salgilanmas1 negatif negatif feedback (geri bildirim) ile diizenlenmektedir. Testosteron
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sentezi arttiginda LH salinimi baskilanirken testosteron sentezi azaldiginda LH salinimi
artmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2009, Gartner ve Hiatt, 2007, Ganong 2002, Patton
1989, Bullock ve dig. 1994, Sahintiirk ve Ergakir 1999).

Testisin esas hormonu, testisin interstisyel dokusunda yer alan Leydig hiicreleri
tarafindan salgilanan, 17. Karbon atomunda —OH grubu tasiyan 19 Karbonlu steroid
yapidaki testosterondur. Testosteron hormonu, kolesterolden sentezlenir. Testosteron
hormonu sentezi, LH hormonunun Leydig hiicrelerini uyarmasiyla meydana gelir.

Leydig hiicrelerinin LH tarafindan uyarilmasi ise cAMP yoluyla gerceklesir. cAMP,
kolesterol esterden kolesterol olusumunu artirir ve protein kinazin aktive edilmesi ile de
kolesterolun pregnenolon’a donilismesi saglanir. Biyosentez daha sonra pregnenolon
lizerinden progesteron, androstenadion ve dehidroepiandrostenadion yolaklar1 ile
gerceklesir (Ovalle ve Nahirney 2009). Kolesterol, hem Leydig hiicrelerinde ‘de novo
(yeniden)’ olarak asetattan sentezlenebilmekte, hem de plazmada bulunan diisiikk molekiil
agirlikli lipoproteinler (sd-LDL= small dense-low-density lipoprotein) kaynak olarak
kullanilabilmektedir. Insan Leydig hiicreleri igin temel ekstraselliiler kolesterol deposu,
LDL (Low-density lipoprotein) kolesteroldiir (Winters ve Troen 1986). LH, kolesteroliin
mitokondriyon igerisine taginmasini (kisa siireli diizenleme) ve pregnenolonu metabolize
eden enzimlerin profil ve aktivitelerini (uzun siireli diizenleme) kontrol ederek
steroidogenezi diizenlemektedir (Kelesoglu 2014).

Testosteronun salinimi, pulsatil (24 saatte 8-16 salinim) seklindedir. Normal eriskin
erkekteki testosteronun ortalama salgilanma hizi 4-9 mg/giin'diir. Sabah saat 08.00°de
maksimum plazma dilizeyine ulasirken aksam saat 20.00’de en diisiik diizeydedir.
Yaslanmayla birlikte bu sirkadiyen ritm kaybolmaya baglar (Kadioglu 2004).

Plazmada yer alan testosteron'un %98' proteine bagli halde bulunmaktadir. %65'i
gonadal-steroid baglayict globulin (GBG) ya da seks steroidi-baglayici globulin (SHBG)
olarak adlandirilan bir B-globuline, %33'i ise albumin'e bagli olarak bulunmaktadir
(Ganong 2002).

Testosteron hormonunun esas etki yeri olan prostatta ve diger birkag dokuda, Sa-
rediiktaz enzimi araciligi ile testosteron dihidrotestosteron'a c¢evrilir. Dihidrotestosteron,
dis genital organlarin gelisiminin uyarilmasinda son derece 6nemli bir etkiye sahiptir
(Ganong 2002, Sadler 2012).

Testis dokusunda Sertoli hiicrelerinden 0Ostrojen salgilandigr bildirilmektedir.
Yetiskin erkeklerin plazmasinda bulunan Ostradiol'iin %80'inden ve Ostron'un %95'inden

fazlasi, dolasimdaki testosteron ve androstenedionun aromatizasyonu ile olusmaktadir.
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Geriye kalan kisim ise testis kokenlidir. Testosteron ve androstenedion, aromatozlarin
etkisi ile sirasiyla Ostrodiol ve Ostron'a doniismektedir. Dolayisiyla erkeklerde dolasan
androjenlerin aromatizasyonu, Ostrojen olusumu igin esas yoldur. Testis kokenli vendz
kandaki Gstradiol'iin bir kismi Leydig hiicrelerinden gelirken, bir kismi da androjenlerin
Sertoli hiicrelerinde aromatizasyonu ile olusmaktadir. Erkeklerde plazma 6stradiol diizeyi
yaklasik olarak 2ng/dl, toplam yapim hizi ise 0.05 mg/giin'diir. Aromatozlar, en fazla yag
dokusunda olmak iizere beyin, deri, karaciger ve meme dokusunda bulunan membrana
bagli enzimlerdir. Testislerden salgilanan Ostrojen'in spermatogenezis iizerindeki etkisi
heniiz aciklanabilmis degildir (Ganong 2002, Yaman 1999, Bullock ve dig. 1994).

Testosteronun ve metabolitlerinin erkeklerdeki fonksiyonlari; hipotalamo-hipofizer
sistem araciligiyla gonadotropin salgisinin kontrolii, spermatogenezin baslatilmas: ve
devam ettirilmesi, embriyonal ve f6tal yasam siirecinde erkek fenotipin olusturulmasi ve
puberte doneminde cinsel matiirasyonun olusturulmasi ve devam ettirilmesi olarak
siralanabilir. Ayrica yagsiz viicut kitlesini artirirken, yagh kitleyi de azaltmaktadir
(Kelesoglu 2014, Herbst ve Bhasin 2004).

Spermatogenezis i¢in ¢ok dnemli olan 35 °C sicaklik; spermatik arteri saran venlerin
olusturdugu plexus pampiniformis ile, musculus cremaster’in ve skrotum kesesinin dartos
kasmin ortam sicakligina gore kasilip gevsemesiyle ve skrotumda yer alan ter bezleri
sayesinde skrotumda saglanir. Plexus pampiniformis sayesinde testislere giren sicak
arteriyel kan (37 °C), testisden donen daha diisiik sicaklikta olan (35 °C) vendz kan ile
sogutulur ve bdylece testisin sicakliginin diislik tutulmasina yardimci olur. Testisin ven ve
arterlerinin bu sekilde bir arada ilerlemesi Ters Akim Is1 Degisim Sistemi
(CHES=Countercurrent Heat Exchange System) olarak adlandirilir (Dahl ve Herrick 1959,
Waites ve Moule 1961, Harrison 1975, Short 1997, Thonneau ve dig. 1998, Ilhan 2003).
1.2.Kanserin Genel Tanmmmm ve Testis Kanseri
1.2.1. Kanserin Genel Tanimi

Kanser kelimesi, Hippocrates (M.O. 460-370) tarafindan ilk defa “carcinos” ve
“carcinoma” olarak {ilser olusturan ve iilser olusturmayan tiimdrler i¢in kullanilmistir.
Parmak benzeri uzantilara sahip olan kanser hiicrelerinin, yengecleri (cancer)
andirmasindan dolay1 verilen “carcinos” ve “carcinoma” isimleri Romali hekim Aulus
Cornelius Celsus (M.O. 25- M.S. 50) tarafindan Yunanca terimden Latinceye cevrilerek
“cancer” olarak kullanilmaya baglanmistir (Karatag 2014).

Kanser, bir organ ya da dokudaki biiyiime ozellikleri bozulmus olan hiicrelerin

klonal yayilim gostermesidir. Kanser genetik bir hastaliktir ve genetik hastaliklarin en
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yaygin, en sik, ¢0ziilmesi ve anlagilmasi en giic olamidir (Futreal ve dig. 2001). Hiicre
cogalmast (proliferasyon), farklilagmasi (diferansiyasyon) ve Olimiinii diizenleyen
genlerde bozukluk sonucu olusan kanser, diinyada en ¢ok 6liime neden olan hastaliklardan
birisidir (Olah 2005).

Kanser hastalifinin ortaya cikabilmesi i¢in timor hiicrelerinde mutlaka bulunmasi
gereken Ozellikler; bagimsiz olarak ¢ogalabilme (otonomi), kontrolsiiz ¢ogalma (kontakt
inhibisyon kaybi1), apoptozisin baskilanmasi, anjiyogenezi siirekli destekleyebilme,
Oliimsiizlik, invazyon (¢evre dokulara yayilma ve islevlerini bozma) ve metastaz (kdken
aldig1 organ disina ¢ikarak diger organlara yayilarak yerlesme) yapabilme yetenegidir. Bu
Ozelliklere sahip olan hiicrelerin ¢ogalmasi ile kanser hastaligi ortaya ¢ikmaktadir.

Kanser, hem ¢evresel hem de genetik etkenlerden kaynaklanir ve ¢ok faktorlii, ¢ok
genli ve ¢ok basamakli gelisim gosteren bir hastaliktir (Lichtenstein ve dig. 2000, Olah
2005, Akbulut ve Akbulut 2005). Karsinogenezis (kanser olusumu) siirecindeki genetik
degisiklikler; genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi, kromozomlarin yeniden
diizenlenmesi ya da kromozomlarin lokuslarina yabanci olan DNA dizilerinin (genellikle
viral DNA dizileri) girmesi olarak o6zetlenebilir. S6z konusu genetik hasar, hiicrenin
biliylimesini uyaran proto-onkogenler, hiicrenin biliylimesini 6nleyen timor baskilayici
genler, apoptozisi diizenleyen genler ve DNA yanlis eslesme tamir genlerinde
gerceklesmektedir. Cevresel faktorler arasinda ise UV (ultraviyole) ve radyasyon,
beslenme tarzi, ilag kullanimi, sigara igme ve alkol kullanimi gibi kisisel aligkanliklar,
enfeksiyon ajanlar1 (viriisler [EBV, HPV, HBV, HCV, HTLV1, HHVS8 vb.], bakteriler
(Helicobacter pylori) ve parazitler (Schistosoma), bazi1 kiifler (alfatoksinler), meslekle
baglantili olarak bazi karsinojenik ajanlara siirekli maruz kalmak (asbestos, agir metaller,
arsenik, benzen vb.) sayilabilir (Klug ve Cummings 2002, Clavel 2007, Yokus ve Cakir
2012, Burger 2003, Olah 2005).

1.2.2. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada, hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinler
ile onkogenesis arasinda kurulan baglantilarin sayisinda 6nemli bir artig goriilmektedir.
Hiicre dongilislinlin kontrol noktalarinda ve diizenlenmesindeki anormallikler kanser
gelisimine yol agmaktadir.

Normalde hiicreler, uyaranlara bagli olarak gerekli durumlarda kontrollii olarak
boliniirler. Organizmada programli olarak yiriitiilen ve hiicreler arasinda farklilik gosteren
hiicre dongiisiiniin siiresi, bir dakika ile bir sene arasinda degismektedir ve dort evrede

gerceklesmektedir (Cizim 1.18). Bunlar:
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« S (Sentez) evresi: DNA replikasyonu, RNA sentezi ve protein sentezi gergeklesir.

e G2 (Gap 2) evresi: DNA replikasyonu gerceklesmez, RNA sentezi ve protein sentezi
devam eder. I ipligi ve aster proteinleri sentezlenir.

e M (Mitoz) evresi: Mitoz ve sitokinezis gergeklesir.

«G1 (Gap 1) evresi: ilk boliinmede olusan es hiicrelerin tekrar hiicre béliinmesine
girmeden S evresine hazirlandigi evredir. DNA replikasyonu goriilmez ancak RNA

sentezi ve protein sentezi devam eder (Yokus ve Cakir 2012, Morgan 2007).
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Cizim 1.18.Hiicre dongiisiiniin evreleri (https://exploreable.wordpress.com/2011/04/20/an-
introduction-to-the-cell-cycle/).

Mitoz evresinden G1 evresine gegen hiicreler ya boliinmeye devam ederler ya da bir
bolinme sinyali almadiklar1 siirece hiicre dongiisiiniin aktif evrelerine girmezler ve
dinlenme evresi adi verilen GO evresinde beklerler. Bolinmesi duran ve tiim biyokimyasal
olaylarmn aktif olarak siirdiigii GO evresindeki hiicreler, biiyiime faktorleri tarafindan
uyarilarak tekrar béliinecegi zaman hiicre dongiisiine G1 evresinden katilmaktadirlar
(Yokus ve Cakir 2012, Morgan 2007).

Hiicre dongiisi farkli noktalarda denetlenmektedir (Cizim 1.19). Bu denetim
noktalarindan biri G2/M gegcisi, digeri S evresine girmeden onceki ge¢ G1 evresinin de
dahil oldugu nokta ve bir digeri ise M kontrol noktasidir (Klug ve Cummings 2002,
Morgan 2007).
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G1 Kontrol Noktas1

M Kontrol Noktas1

Konrol

Sistemi

G2 Kontrol Noktas1

Cizim 1.19. Hicre Dongiisii  Kontrol Noktalar1  (http://bilimderyasi.com/wp-
content/uploads/2017/01/Resim19.jpg).

Ik kontrol noktasi ge¢c Gl evresidir ve hiicrenin G1 fazim terkederek S fazina
gecebilmesi i¢in DNA’nin hasarsiz olmasi gerekmektedir. Aksi takdirde hasar onarilana
kadar hiicre bu kontrol noktasinda durdurulur. Eger DNA hasar onarilamayacak boyutta ise
birkac¢ saat alan G1 noktasindaki bu duraklama, p53 (tiimor baskilayici protein 53) adi
verilen bir transkripsiyon faktoriiniin devreye girmesiyle uzatilir. P53, onarim siirecini
baslatir ancak DNA hasar1 onarillamiyorsa apoptozis siirecini baglatarak DNA’s1 hasarl
hiicrenin 6liimiine neden olur. G2 evresinde tamir mekanizmalarindan kagmis olan hasarli
DNA ya da replikasyona ugramamis DNA varsa kontrol edilir. Tam bir kromozom
takimimin yavru hiicrelere ge¢mesini saglamak ilizere kromozomlarin mitoz sirasindaki
dizilimlerini kontrol eden M kontrol noktasi, eger hatali dizilim sonucu kromozomlarin
tam bir takiminin yavru hiicrelere dagiliminda bir problem olusursa hata giderilinceye
kadar mitoz evresinin metafazinda hiicre dongiistinii durdurur (Cabadak 2008, Kastan ve
Bartek 2004).

Hiicre dongiisiiniin denetim noktalarinin her birinde, ilgili proteinlerce dongiiniin
ilerlemesine ya da durmasina karar verilmektedir. Bu kontrolii saglayan ilgili proteinler,
hiicre dongiisiiniin her agsamasin1 diizenleyen siklinler olarak bilinen bir dizi protein
ailesinden ve hiicre bdliinmesini diizenleyen, hiicre dongiisii evrelerini kontrol eden siklin-
bagimli kinazlardan (CDKs) olusmaktadir. Hiicre dongiisiiniin evrelerinde sentezlenen
degisik siklinler, baglandiklar1 bu inaktif CDK molekiillerini aktive etmektedirler (Klug ve
Cummings 2002, Scriver ve dig. 2001, Kopnin 2000, van den Heuvel ve Harlow 1993).

Kanser hiicrelerinde genellikle hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde herhangi bir

basamakta bir hasar s6z konusudur. Kanserli hiicrelerde, normal hiicrelerde goriilen
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kontrollii bityime mekanizmasi mutasyonlar sonucunda bozulmustur (Evan ve Vousden
2001, Ruddon 2007).

Gilinimiizde, koken aldiklari hiicre tiiriine ve bulunduklar1 organa gore farkli
isimler alan 100’den fazla sayida kanser tiirii tanimlanmistir ve tahmini olarak kanser
tirtinlin 200’den fazla olabilecegi ileri siiriilmistir (Sawyers ve dig. 2013). Oldukga
karmagik bir hastalik olan kanserde, popiilasyonlardan bireylere, molekiiler diizeyden
genetik materyaldeki degisikliklere kadar birgok seviyede farklilik gériilmektedir. Kanser
genom c¢aligmalar1 da son yillarda kanserin ¢ok ¢esitli genom degisiklikleri sonucunda
ortaya ¢iktig1 fikrini dogrulamistir (Arnedos ve dig. 2014).

1.2.3. Testis Kanseri

Testis kanseri 15-35 yas arasi geng erkeklerde yaygin olarak goriilen kanser tipidir ve
erkeklerde goriilen malign tiimorlerin %1-2’sini olusturmaktadir (Gilligan 2007, Kawai ve
dig. 2006). Testis kanserinin %95’i germ hiicreli tiimorlerden olusmaktadir (Huyghe ve
dig. 2007). Germ hiicreli tiimérler, heterojen bir grup olmalarina karsin, primordial germ
hiicresi olarak adlandirilan ortak bir 6nciil germ hiicresinden koken alan tiimoérlerdir (Pizzo
ve Poplack 2002). Germ hiicreli tiimoérlerin histogenezisini gosteren sema ¢izim 1.20°de

verilmistir.
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Cizim 1.20. Germ hiicreli tiimérlerin histogenezisi (Lanzkowsky 2011).
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Testikiiler kanserler {i¢ grup altinda incelenebilir (Mclver ve dig. 2013).

1. Tip I testikiiler germ hiicre tiimorleri (TGHT): Baslica yeni dogan erkeklerde ve
geng cocuklarda goriiliir ve benign teratomalar ve malign yolk kesesi tlimorleri igerir
(Frazier ve dig. 2012).

2. Tip Il TGHT: En ¢ok 20-40 yas arasindaki erkekleri etkilemektedir ancak bu timor
tipinin kokeni fotal gelisim sirasinda daha erken evreye dayanmaktadir (Looijenga ve dig.
2011). Tim Tip II TGHT ler karsinoma in situ (CIS) adi verilen pre-invaziv lezyondan
gelismektedir. CIS, disfonksiyonel fotal germ hiicre olarak tanimlanir (Kristensen ve dig.
2008). Tip II TGHT insidans1 son ylizyilda artis gostermis ve 20-40 yas arasi erkeklerde en
stk goriilen kanser tipi haline gelmistir (Baade ve dig. 2008, Skakkebaek ve dig. 2007,
Walschaerts ve dig. 2008). Tip Il TGHT, seminoma (SGHT=Seminamatdz Germ Hiicreli
Tiimor) ve nonseminoma (NSGHT=Non Seminamat6z Germ Hiicreli Tiimo6r) olmak {izere
iki alt gruba ayrilarak incelenir.

SGHT, testikiiler germ hiicre tiimorlerinin %50’sini olusturmaktadir ve ¢ogunlukla
40’l1 yaslarda goriilmektedir. Klasik seminoma, anaplastik seminoma ve spermatositik
seminoma olmak {iizere ii¢ alt tipi bulunmaktadir. Prognostik agidan bakildiginda aralarinda
fark yoktur. Klasik seminoma, tiim seminomalarin % 85’ini olusturur. Klasik seminomada
hiicreler, biiyiiktiir ve sefaf sitoplazma ile koyu boyanan niikleusa sahiptirler. % 10-15’inde
sinsiytiotrofoblastik elemanlar bulunmaktadir. Bu tip seminomlarda kanda B-hCG yiiksek
miktarda bulunur. Anaplastik seminoma, tiim seminomalarin % 5-10’unu olusturur.
Mikroskop altinda biiyiik biiylitme ile her sahada 3 ya da daha fazla mitoz iceren alan
bulunmaktadir. Niikleuslar agir1 derecede pleomorfizm gostermektedir. Spermatositik
seminoma, tim seminomalarin % 5-10’unu olusturur. Hiicre boyutlart degiskendir,
sitoplazmalar1 daha koyu boyanir ve yogun kromatin igeren yuvarlak niikleuslar1 vardir.
Spermatositik seminoma, en ¢ok 50 yas tizerindeki erkeklerde goriiliir (Tansug 2005).

Testikiiler germ hiicre tiimorlerinin geriye kalan kismini NSGHT (embriyonal
karsinom, yolk kesesi tiimorii, koryokarsinom ve teratoma) olusturmaktadir ve ¢gogunlukla
30’Iu yaslarda goriilmektedir (Carver ve Sheinfeld 2005).

3. Tip 1l TGHT: Spermatositik seminomlar olarak da isimlendirilir. 50 yasin {izerinde
bulunan erkekleri etkilemektedir. Yavag biiyliyen tip B spermatogonyumun yayilmasiyla

ortaya ¢ikmaktadir (Bahrami 2007).
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1.2.3.1. Testis Kanseri Epidemiyolojisi

Testis kanserinin insidansi cografi ¢esitlilik gdstermektedir ve bu insidans son 50
yilda diinya genelinde giderek artmaktadir. Testis kanser insidansi, Iskandinavya ve
Isvigre’de en yiiksek diizeyde iken, Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere’de orta
diizeyde, Afrika ve Asya’da ise en az diizeydedir (Cizim 1.21). TGHT, daha ¢ok beyaz
wkta goriilirken, nadir olarak Afrika kokenli Amerikalilarda goriilmektedir. Yapilan
caligmalarda testis kanserinin goriilme oranmnin, beyaz 1rkta Afrika kokenli
Amerikalilardan 5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Delbes ve dig. 2007, Huyghe ve
dig. 2007, Carver ve Sheinfeld 2005).

Cizim 1.21. Testis kanseri kiiresel insidansi. En yiiksek oranlar zengin Kafkasya
niifusundadir (Stewart ve Kleihues 2003).

Son yillarda testis kanseri insidansi bir¢ok popiilasyonda artis gosterirken, mortalite
oraninin (hastaliga bagli 6liim oranmin) azaldigi goriilmektedir (Cizim 1.22). Mortalite
oraninin azalmasindaki nedenler; nonseminomlara gore seminomlarin daha fazla
goriilmesi, erken evrede hastaligin teshis edilebilmesinde goriilen artis ve ilerlemis

evredeki hastalarda tedavi edici kemoterapinin bulunmus olmasidir (Kii¢iiksayan 2011).
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Cizim 1.22. 1960-1990 yillar1 arasinda Norveg'te testikiiler kanser insidanst ve

mortalitesindeki egilimler. Insidans nemli oranda artarken, etkili kemoterapiye bagh

olarak mortalite azalmistir (Stewart ve Kleihues 2003).

1.2.3.2. Testis Kanseri Etiyolojik Risk Faktorleri

TGHT etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte bircok etmene bagli oldugu
bilinmektedir. Genetik faktorlerin yani sira kimyasal karsinojenlere maruziyet ve travma
gibi bilinen gevresel risk faktorlerinin de TGHT gelisimi {izerine etkilerinin olabilecegi
ileri stirilmektedir (Richiardi ve dig. 2007, Rukstalis 1996). Buna ¢k olarak bir¢ok genetik
mutasyonun hem sporadik hem de ailesel TGHT vakalarinda TGHT oranlarinit olumlu
yonde etkiledigi kesfedilmistir (Matin ve Nadeau 2005).

TGHT olugmasi i¢in en dnemli risk faktorleri arasinda kriptorsidizim, orsit, ailede
TGHT oykiisi, Klinefelter sendromu, spermatik ve testikiiler disgenezi, testikiiler atrofi,
inguinal herni (kasik fitig1) ve hidrosel sayilabilir (di Pietro ve dig. 2005, Holzik ve dig.
2004). Etnik koken de kansere yakalanma riskini etkilemektedir. Yapilan calismalarda
testis kanserinin goriilme oraninin, beyaz irkta Afrika kokenli Amerikalilardan 5 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (Delbes ve dig. 2007, Huyghe ve dig. 2007, Carver ve Sheinfeld
2005).

Genel popiilasyonda Kriptorsidizim insidans1 %0,4 iken TGHT olan olgularda
inmemis testis oram1 %3,5- %12’dir. Kriptorsidizimli hastalarda normal kisilere oranla
testis kanseri riski 30-50 kat artmistir (Fonkalsrud 1996). Intraabdominal yerlesimli
testislerde bu oran daha da yiiksek goriilmektedir (Campbell 1942). 2009’da yayinlanan bir
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meta-analiz sonucuna gore; Kriptorsidizim olgularinda ayni tarafli testisde malignite
gelisimi igin relatif risk 6,3 iken karsi taraf inmis testisde malignite relatif riski 1,74 olarak
saptanmustir (Akre ve dig. 2009). Kriptorsidizim olgularinda testikiiler malignite riskindeki
artisin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte bu konuda iki goriis bulunmaktadir. Bu
goriislerden ilki, intraabdominal yerlesimli testisin karsilagtigi daha yiiksek sicakligin
testikiiler maligniteye yol acabilecegidir. Diger goriis ise, inmemis testise neden olan
faktorlerin ayn1 zamanda testikiiler maligniteye de neden oldugu goriisiidiir. On iki
yasindan sonra orsiopeksi yapilan ya da inmemis testis nedeniyle tedavi almayan
olgularda, prepubertal donemde orsiopeksi yapilan olgulara gore testikiiler malignite 2-6
kat daha fazla goriilir. Kriptorsidizimde goriilen malign transformasyon daha ¢ok
seminoma yoniindeyken, diizeltilmis Kkriptorsidizimde ve skrotal testisde goriilen malign
dejenerasyon daha ¢ok non-seminoma tiptedir (Wood ve Elder 2009).

TGHT hastalarinin yaklasik %2’si testis kanseri olan bir bagka aile iiyesine sahiptir.
Literatiirde bildirilen ailelerin ¢ogunun testis kanseri olan iki tiyesi bulunmaktadir. Nadiren
bazi ailelerde 3 ya da daha fazla testis kanseri aile tiyesi bulunmaktadir. Bu da resesif
(¢ekinik) ya da disiik baskinlikta (diisik dominantlikta) bir kaliim olabilecegini
distindiirmektedir (Chaganti ve Houldsworth 2000). Daha o6nce testis kanseri tanisi
konmus bir hastanin diger testisinde ikinci bir kanser gelisme riski %2-3 oranindadir
(Gilligan 2007).

TGHT ile infertilite arasindaki baglanti, tip I timorlii hastalarda azalmug fertilite ile
kanitlanmistir. Goriilen lezyonlar, erkek lireme sagliginda azalmanin ve artan fertilite
problemlerinin gostergeleri olarak kabul edilmektedir (Aschim ve dig. 2008, Paduch
2006). Tip I TGHT nin, iglevsel olmayan gonositlerin seminifer tiibiilde yerlesimi sonucu
gelistigi bilinmektedir (Sonne ve dig. 2009). TGHT ye zemin hazirlayan risk faktorleri
erkek fotal gelisiminde aktiftir (Mclver ve dig. 2013).
1.2.3.3. Testis Kanseri Tanis1

Olgular siklikla hassas olmayan skrotal kitle ile hastaneye bagvururlar. Ek bulgularin
az olmasi tanida gecikmeye neden olmaktadir. Testikiiler tiimorler transilluminasyon
(saydamgoriim) vermezlerse de tani aninda hastalarin  %20°sinde reaktif hidrosel
saptanmaktadir (Exelby 1980, Jones 1985). Ayrica, hastalarin %21’inde testikiiler tiimore
eslik eden inguinal herni bulunmaktadir (Li ve Fraumeni 1972). Metastaz genelde
retroperitoneal lenf bezlerine olmaktadir. Sag testikiiler tiimorler, aort ve inferior vena

kava arasindaki lenf bezlerine, sol tarafli tiimorler ise aortun lateralindeki lenf bezlerine
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metastaz yapmaktadir. Retroperitoneal lenf bezi tutulumu goriilmeyen olgularda ise sol
supraklavikuler ve pulmoner lenf bezi tutulumu bildirilmistir (Ehrlich ve dig. 2006).
Operasyon oOncesi degerlendirmede serum timor belirteglerinin - diizeyinin
belirlenmesi evreleme ve hasta takibinde 6nemlidir. En sik kullanilan tiimér belirtecleri;
Alfa-feto-protein (AFP) ve p-insan korionik gonadotropin (B-hCG)’in yer aldigi
onkofetoproteinler, hiicresel enzimler (LDH, PLAP), sitogenetik ve molekiiler
belirteglerdir. Bu belirtecler tanida, tedaviye yanitin takibinde, rezidiiel ya da ilerleyici
hastaligin varligin1 gostermede kullanilmaktadir. Hidrosel ile testikiiler kitle ile iliskili
reaktif hidroselin ayriminda ultrasonografi yardimer olabilir. Olgularin metastaz agisindan
degerlendirilebimesi ig¢in abdominal ve pelvik USG (ultrasonografi), LDH (Laktat
dehidrogenaz) ve bilgisayarli tomografi, akciger grafisi ve toraks BT, kemik tutulumu
acisindan 99mTc perteknetat sintigrafisi yapilmalidir (Gobel ve dig. 2000, Ries ve dig.
2007).
1.2.3.4. Testis Kanserinde Evreleme ve Simflama
Testis tiimorlerinin evrelendirilmesi ve siniflandirilmasi, uygun tedavinin planlanmasi ve
prognoz hakkinda bilgi edinilmesi yoniinden ¢ok 6nemlidir ve T, N, M ve S kategorilerinin
belirlenmesini igerir. T; primer (ana) tiimoriin testisin yanindaki dokulara ne kadar
yayilmis oldugunu, N; kanserin bolgesel (yakin) lenf nodlarina ne kadar yayildigini, M;
kanserin metastatik hale gelip gelmedigini (uzaktaki lenf nodlarina ya da viicudun diger
organlaria yayilimini), S; bazi testikiiler kanserler tarafindan degisen tiimor belirteclerinin
serum (kan) seviyelerini gosterir. Bu kategoriler su sekildedir (Fleming ve dig. 1997):

Primer Tiimor Evresi (pT)

pTX: Primer timor degerlendirilemiyor.

pTO: Primer tiimor bulgusu yok.

pTis: Intratiibiiler germ hiicreli neoplazi (karsinoma in situ).

pT1: Timor testis ve epididimise sinirlt ve vaskiiler/lenfatik invazyon yok; timor tunika
albuginea’ya invaze olmus olabilir ancak tunika vaginalis ile herhangi bir iligkisi yok.

pT2: Tumdr testis ve epididime sinirli ve vaskiiler/lenfatik invazyon var ya da tunika
albuginea’y1 asmis ve tunika vaginalis invazyonu olusmus.

pT3: Timor spermatik korda invaze olmustur (vaskiiler/lenfatik invazyon var ya da yok).
pT4: Timor skrotuma invaze olmustur (vaskiiler/lenfatik invazyon var ya da yok).
Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Klinik

NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.
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NO: Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok.

N1: En biiyiik boyutu 2 cm ya da daha az olan tek lenf nodu tutulumu ya da higbiri 2 cm’yi
gecmemis olan birden fazla lenf nodu metastazi.

N2: 2 cm’den biiyiikk 5 cm’den kiiciik tek lenf nodu tutulumu ya da en az biri 2cm’den
biiyiik ancak 5 cm’den kiiciik birden fazla lenf nodu metastazi.

N3: 5 cm’den biiylik lenf nodu metastazi.

Patolojik (pN)

pPNX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.

PNO: Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok.

PN1: En biiyilk boyutu 2 cm ya da daha az olan tek lenf nodu tutulumu ya da higbiri 2
cm’yi gegmemis olan birden fazla lenf nodu metastazi.

PN2: 2 cm’den biiylik 5 cm’den kiiciik tek lenf nodu tutulumu ya da en az biri 2cm’den
biiyiik ancak 5 cm’den kiiciik birden fazla lenf nodu metastazi.

PN3: 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi.

Uzak Metastaz (M)

MX: Uzak metastaz degerlendirilemiyor.

MO: Uzak metastaz bulgusu yok.

M1: Uzak organ metastazi var.

M1la: Bolgesel olmayan lenf nodu ya da akciger metastazi.
M1b: Akciger dist organ metastazlari.

Serum tiimor belirtecleri (S)

SX: Serum tiimdr belirleyici sonuglari elde yok ya da ¢alisiimamis

SO: Serum tiimor belirleyicileri normal sinirlarda

S1: LDH (U/l) <15xN ve hCG (mIU/ml) <5000 ve AFP (ng/ml) <1000

S2: LDH (U/l) <1,5-10 veya hCG (mIU/ml) 5000-50000 veya AFP (ng/ml) 1000-10000
S3: LDH (U/lI) >10x N veya hCG (mIU/ml) >50000 veya AFP (ng/ml)>10000

Klinik Evreleme

Evre O: intratubiiler germ hiicreli neoplazi (pTis) olarak da adlandirilan karsinoma in situ
anlamina gelir (pTis, NO, MO, S0).

Evre I: Kanser herhangi bir T diizeyindedir ve lenf nodlarina ya da diger organlara
yayllma kaniti yoktur. Serum tiimor belirleyici seviyeleri heniiz yapilmamistir ya da
mevcut degildir (p T1-4, NO, MO, SX).

Evre IA: Kanser testiste bulunur ve kanser rete testis ve epididimise dogru gelisebilir

ancak testisteki lenfatik ya da kan damarlarina, lenf bezlerine veya uzak bolgelere
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yayilmamistir. Testisteki tlimor, tunika albuginea denilen testisi ¢evreleyen i¢ membrana
biiylimiis olabilir ancak tunika vaginalis olarak adlandirilan dis zar1 etkilememis olabilir.
Serum belirtecleri normaldir (pT1, NO, MO0, S0).

Evre IB: Testis tiimorii tunika vaginalis, testis i¢indeki kan ya da lenfatik damarlar,
spermatik kord veya skrotuma yayilmistir. Lenf diiglimlerine veya uzak bolgelere
yaytlmamistir. Serum belirtecleri normaldir (pT2, pT3 veya pT4 ve NO, MO, S0).

Evre IS: Kanser herhangi bir T evresindedir ve lenf nodlarina veya uzak bolgelere
yayllmamistir. Serum belirtegleri, kanserli testis alindiktan sonra normal seviyelerin
tistlinde kalir (herhangi bir pT/TX, NO, M0 ve S1-3). Evre IS non-seminom testis kanseri
evre III testis kanseri ile ayni sekilde tedavi edilir.

Evre I1I: Kanser, herhangi bir sayida bolgesel lenf noduna yayilmistir ancak viicudun diger
boliimlerinde veya uzak organlarda lenf nodlarma yayilmamistir. Serum belirtecleri
kullanilamaz (herhangi bir pT/TX, N1-3, MO, SX).

Evre IlA: Kanser retroperitoneal lenf diiglimlerine klinik veya patolojik N1 evrede
yayilmistir ancak higbiri 2 cm'den biiyiik degildir ve lenf nodu diseksiyonu yapilirsa, 5'den
fazla lenf nodu kanser icermez. Buna ek olarak, serum timor belirtegleri normal
seviyelerde veya sadece biraz yliksektir ve retroperitoneumdan baska herhangi bir yere
yayilma belirtileri yoktur (herhangi bir pT/TX, N1, M0, SO veya S1).

Evre 11B: Kanser retroperitoneumda lenf bezlerine yayilmistir. Kanser ya da lenf nodu
kitlesi bulunan en biiyiik lenf nodu boyutu 2-5 cm arasindadir veya eger lenf nodu
diseksiyonu yapilirsa, kanser en az 1 lenf diiglimiine (veya lenf nodu kitlesine) 2 cm ile 5
cm arasinda veya 5 cm'den fazla lenf noduna kadar uzanir, higbiri 5 cm'den biiyiik
olmamalidir. Serum belirtegleri normal seviyelerde ya da hafif yiiksektir ve
retroperitoneumdan baska herhangi bir yere yayilmis herhangi bir kanser bulgusu yoktur
(herhangi bir pT/TX, N2, MO, SO veya S1).

Evre 1IC: Kanser, 5 cm'den biiylik en az 1 lenf diiglimiine (veya lenf nodu kitlesine)
yaytlmistir.  Serum  belirtegleri normal seviyelerde veya hafif yiiksektir ve
retroperitoneumdan baska herhangi bir yere yayilmis kanser bulgusu yoktur (herhangi bir
pT/TX, N3, MO, SO veya S1).

Evre Ill: Kanser uzaktaki lenf bezlerine veya herhangi bir organa yayilmistir ve serum
timor belirtegleri seviyeleri bilinmemektedir (herhangi bir pT/TX, NO-3, M1, SX).

Evre IlIA: Kanser uzaktaki lenf nodlarmma ve/veya akcigerlere yayilmigtir. Serum
belirtecleri normal seviyededir ya da sadece hafif derecede artmistir (herhangi bir pT/TX,
NO-3, M1a, SO veya S1).
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Evre I11B: Kanser tiim lenf bezlerine ve/veya akcigerlere yayilmistir ancak diger herhangi
bir organa yayilmamistir. En az bir serum belirteci biiyiik oranda yiikselir (herhangi bir
pT/TX, NI-3, MO, S2 veya herhangi bir pT/TX, N0-3, M1a, S2).

Evre I11C: Asagidakilerden biri veya her ikisi s6z konusudur:

- En az 1 serum belirteci asir1 derecede yiiksektir ve kanser en az 1 lenf noduna veya
organa yayimustir (herhangi bir pT/TX, N1-3, MO, S3 veya herhangi bir pT/TX, NO-3,
M1a, S3).

- Kanser, akcigerler disindaki bir organa yayilmistir (herhangi bir pT/TX, NO-3, M1b,
herhangi bir S) (Fleming ve dig. 1997).

1.2.3.5. Testis Kanseri Tedavisi

Testis kanseri yliksek oranda tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, bu
kanserin tiim asamalarinda uygun tedavinin secilmesi ve uygulanmasi Onemini
korumaktadir. Yerinde olmayan uygulamalar morbidite, mortalite oranlarin1 ve tedavi
yiikiinii arttirmaktadir. Hastaya kanser tanisi konulduktan ve hastaligin yayginlig
belirlendikten sonra tiimoriin histolojik yapisina, lokalizasyonuna, biiyiikliigline, hastaligin
evresine, metastaz olup olmamasina, hastanin fizyolojik ve psikolojik durumuna ve
gereksinimlerine gore yasam siiresini uzatmaya ya da yasam kalitesini artirmaya yonelik
uygun tedavi yontemleri se¢ilmelidir (Carver ve Sheinfeld 2005).

Testis kanseri tedavisi; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve yeni tedavi yontemlerinin
(hormon tedavisi, immiinoterapi-biyolojik tedavi, anjiyogenez inhibitorleri, sinyal ileti
sistemi inhibitorleri, gen tedavisi, kemik iligi transplantasyonu) tiimiinii ya da bir kismini
igerebilir (Olgun ve Simsek 2010). Testis kanserli hastalarin %80°1 kemoterapi ve cerrahi
ile tedavi edilebilmektedir. Erken evredeki hastalarda ise tedavi orani %100’e kadar
ulagsmaktadir. Fakat oOzellikle ge¢ teshis edilen %20’lik dilimde yer alan hastalar,
gliniimiizde hala tedavi edilememektedir (Mizutani ve dig. 2006). Cerrahi yontem ile testis
kanserli hastalara radikal inguinal orsiektomi yani kanserli testisin ¢cevre dokusu ile birlikte
viicuttan uzaklastirilmasi islemi uygulanir. Bu islemde karin bolgesindeki lenf diigiimleri
de birlikte ¢ikarilir. Bir testisi alinmis kisilerin diger testisinde de % 2-5 oraninda kanser
gelisme riski vardir (Dearnaley ve dig. 2001). Radyoterapi ile kanser hiicrelerinin hasar
gomesi ve biiyimesinin durdurulmasi saglanir. SGHT ler radyasyona ¢ok duyarlidirlar ve
cis-platin’e dayali kemoterapi tedavisine de duyarhiliklar1 bulunmaktadir (Looijenga ve dig.
2011). SGHT’li hastalarin cerrahi tedavileri sonrasinda abdominal lenf nodlar1 igin
radyoterapi uygulanir. Ancak NSGHT’ler radyasyona duyarli olmadiklarindan dolayr bu

tip kanserlerin tedavisinde kemoterapi kullanilir. Anti-kanser ilaclar, genellikle hastaligin
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viicudun bagka kisimlarina metastaz yapmasi durumlarinda tercih edilirler ancak bu ilaglar
tiimoriin cerrahi girisim Oncesine kadar kiigiilmesini saglamak amaciyla da kullanilabilirler
(Shabbir M ve Morgan 2004).
1.3. Kemoterapi

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapinin ana ilkesi; hastanin normal
hiicrelerine zarar vermeden 6zellikle kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelere karsi segici Oldiiriicii
etki gostererek timor hiicrelerinin biiyimesini ve ¢ogalmasini durdurmak ya da yok
etmektir. Kemoterapi dogal ya da sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar veya
hormonlarla yapilan tedavilerin tiimiinii igine alan bir tedavi seklidir (Akyol 2004).

Kemoterapinin baglica amact; hastalig1 tedavi etmek, kanserli hiicrelerin boliinmesini
ve cogalmasini engellemek, hastaligin yayilmasini 6nleyerek kanserin kontrol altinda
tutulmasini saglamak, hastaligin biiylimesini yavaglatmak ya da durdurmak, metastaz
yapan Kanser hiicrelerini yok etmek, hastaliga bagli rahatsizliklar1 azaltmak, ortalama
yasam sliresini uzatmak ve boylece yasam kalitesini yiikseltmektir (Brooks ve dig. 2009).

1900’1l yillarda Alman bakteriyolog Paul Ehrlich (1854-1915), bakterilerin viicut
dokularina yerleserek bir¢ok hastaliga sebep oldugu bilgisinden yola ¢ikarak hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde bakterilere karsi toksik olabilecek kimyasal maddelerden
nasil yararlanilabilecegini arastirmistir. Yaptigi deneylerde bazi boyalarin bakterilerde
yogunlasabilecegini kesfetmesi ile bakteri ve toksinlerin yol actig1 olumsuz etkilere karsi
cesitli kimyasal maddeler kullanilarak hastaliklarin tedavi edilebilecegi diisiincesi ile ilk
kez ‘kemoterapi’ terimini ortaya atmistir. Bunun iizerine bir ¢ok arastirmaci transplante
tiimorleri tasiyan fare modelleri kullanarak potansiyel kanser kemoterapi ajanlarini test
edebilmislerdir ve bdylece gilinlimiize kadar yaklasitk 40 yararli anti-kanser ilac
kesfedilmistir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar; kanser hiicresi
tizerindeki etkilerine, hastaligin evresine, hastanin genel durumuna gore tek basina ya da
birkag ilacin birlikte verilmesi seklinde kombine olarak uygulanabilirler (Vahaboglu 2004).

Kemoterapétik ajanlar; kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarina, hiicre dongiisii
ve potansiyel hedefteki etkilerine gore siniflandirilabilirler. Bunlar; alkilleyici ajanlar,
antitimor  antibiyotikler, antimetabolitler, alkoloidler, enzimler, Kkortikosteroidler
(hormonlar ve hormon antagonistleri) olmak iizere etki mekanizmalar1 birbirinden farkli
cesitli kategorilere ayrilirlar (Ozalp 2008).

- Alkilleyici ajanlar; yapilarindaki alkil kokii ile makromolekiillerin niikleofilik kisimlarina

geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar ve DNA zincirlerinde ¢apraz baglantilarin kirilmasina

neden olarak dogrudan DNA’y1 etkilerler. Bdylece replikasyonu engellerler. Ozellikle hizli

46



bir sekilde ¢ogalan hiicrelere etki ederler. Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin,
Klorambusil, Karboplatin, Sisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin, ifosfamid ve

Nitrojen mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer almaktadir.

- Antitimor antibiyotikler; hedefleri DNA interkalasyonu ve DNA kiriklaridir. Hiicrede
DNA ve RNA replikasyonunu durdururlar. Dokularda uzun siire kaldiklarindan dolay1
DNA sentezi boyunca hiicre dliimiine yol acarlar. Radyasyonla birlikte verildiklerinde
toksisiteleri artar. Bleomisin, Aktinomisin, Daktinomisin, Adriyamisin, Doksorubisin,
Epirubicine, Daunorubicin, Mitomycin-c, Mitoxantrone ve Idarubisin antibiyotik ajanlar
arasinda yer almaktadir.

- Antimetabolitler; hiicrede bulunan normal metabolitler ile benzerlik gosterdiklerinden

dolay1 rahatlikla hiicre igerisine girerek metabolitlerin yerine gegip aktiviteyi bloke eder,
azaltir ya da makromolekiillerin i¢ine girerek, islevi olmayan bir makromolekiil yaratirlar.
DNA sentezi gibi hiicrenin metabolik siireglerini bozarak hiicre gelisimini bloke ederler.
Bu gruptaki ilaglar hiicrenin S fazinda etkilidirler. Allopiirinal, Fluorourasil, Metotreksat,
6-Merkaptopiirin, Hidroksiiirea, Floksiiridin, Gemsitabin, Fludarabin, 6-Tioguanin ve
Pentostatin antimetabolit ajanlar arasinda yer almaktadir.

- Alkoloidler; mitoz béliinme evresinde mikrotiibiil fonksiyonlarini ve dolayisiyla mitotik
iglerin  olusumunu engelleyerek hiicre bolinmesini  bloke eden ilaclardir.
Podofilotoksinler’den ve vinca alkoloidlerinden semisentetik olarak elde edilirler.
Etoposid, Teniposid, Vinkristin, Vinblastin, Vineralbin, Paklitaksel, Doketaksel alkoloid
ajanlar arasinda yer almaktadir.

- Enzimler; protein sentezini ve hiicre metabolitlerini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu
engellerler. L-asparaginase bu grupta yer alan ajanlardir.

- Kortikosteroidler (hormonlar ve hormon antagonistleri); hormon sekresyonlarini

baskilayan veya antagonist hormon etkisi gosteren ilaglardir. Pasif difiizyon ile hiicre
icerisine girerler. Glukokortikoid reseptorleri ile baglanarak nukleusa gecer ve DNA'ya
baglanarak DNA’nim transkripsiyonunu engellerler. Ozellikle hormon bagimli kanserlerin
biiyiimesini, ¢gogalmasini onler, protein sentezini inhibe eder. Prednisone, Dexamethasone
kortikosteroidler grubunda yer alan ajanlardir (Akyol 2004, Kii¢iiksu ve Ruacan 1978,
Ozalp 2008, Sipahioglu 1981, Hossfeld ve dig. 1990).
1.3.1. BEP Rejimi (Bleomisin, Etoposid, ve sisPlatin)

Kanser tedavisinde ilaclarin tek basma kullanilmasi yerine kombine olarak

kullanilmas1 énemli bir gelisme olmustur. Ilaglar1 biyokimyasal etki mekanizmalarina ve
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hiicre dongiisiiniin farkli evrelerine etkilerine gore kombine etmek miimkiindiir. Basarili
ila¢ kombinasyonlarinin ¢cogu ampirik kullanim ile gelistirilmistir.

[laglarm kombine olarak kullanimlarinda bazi ilkeler uygulanir. Bunlar;

- Etki mekanizmasi farkli ilaglarin kullanilmasi,

- {laglarin toksisitelerinin benzer olmamast,

- Her bir ilacin miimkiin oldukga alisilmis tedavi dozlarina yakin dozlarda kullanilmast,

- Tek basina etkisiz olan ilaglarin kombine tedavide de kullanilmamasidir (Hossfeld ve dig.
1990).

BEP rejimi; Bleomisin, Etoposid, ve sisPlatin kombinasyonundan olusan ve
metastatik nonseminomatdz testis tiimorlerinde tercih edilen en etkili tedavi kiirtidiir. Bu
kiir ayrica, evre I testis tiimorii icin uygulanan orsiektomi sonrasinda tiimoér dokusunda
saptanan vaskiiler invazyonun yaratabilecegi yiiksek orandaki tekrarlama (niiks) ithtimali
i¢in de kullanilabilmektedir (Jones ve Vasey 2003).

Testis tiimorlerinin tedavisinde sisplatin iceren kemoterapi kombinasyonlarinin
etkinligi mortalite oranlarini son derece diisiirmiistiir. Bleomisin, Etoposid ve sisPlatin’in
beraber kullanilmasi, iyilesme yilizdesini tedavi edilebilen hastalarda %90’lara kadar
cikarmistir. Tedavi edilen testis kanserli hastalarin, tedavi sonrast beklenen saglikli yagam
siireleri olduk¢a uzundur. lleri evre tiimdrlerde Bleomisin, Etoposid ve Sisplatin
tedavisinin stiin basarist bu kombinasyonu standart hale getirmistir. Hatta yeni
kemoterapdtik ajan arayislarini bile sinirlamistir (Huddart ve dig. 2005).

BEP rejimi, her bir siklus 3 hafta olmak iizere, ti¢ ya da dort siklus olarak uygulanir.
Dozlar su sekildedir;

* Bleomisin: 30 U/ giin, i.v., siklusun 2., 9. ve 16. giinleri,

* Etoposid, 100 mg/m? giin, i.v., siklusun 1-5. giinleri,

* Sisplatin, 20 mg/m?/ giin, i.v., siklusun 1-5. Giinleri (Williams ve dig. 1987).
1.3.1.1. Bleomisin
1.3.1.1.1. Bleomisin’in Kimyasal Yapis1

Bleomisin, 1966 yilinda Umezawa tarafindan antitiimor ozelligi kesfedilmis olan
glikopeptid yapisinda bir antibiyotiktir (Corcoran ve dig. 1975). Bleomisin, orijinal olarak
Streptomyces verticillus adli bakteriden izole edilmistir (Sleijfer 2001). Bleomisin grubu
ilaglar 200°den fazla yakin iligkili bilesik igerirken, Bleomisin’in uygulanan formu olan
Blenoxane, baslica A2 ve B2 formlarini igerir. Bleomisin A2’nin molekiil agirlg1 1415,6
dalton ve molekiil formiilii CssHgsN17021S3 iken; Bleomisin B2’ nin molekiil agirlig

1425,5 dalton ve molekiil formiilii CssHgsN29021S, seklindedir. Bleomisin ailesi terminal
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amin kisminin birbirinden farkli olmasi ile ayirt edilir. Renksiz ya da sarimsi renkte toz
halinde olan Bleomisin, suda ¢oziiniir (Claussen ve Long 1999, Sugiyama ve dig. 2002).
Bleomisin, 4 ana bolgeden olusmaktadir. Bunlar:

- N-terminal birim: Metal baglanmasindan, oksijen aktivasyonundan ve alan selektif DNA
kirilmasindan sorumlu olan birimdir.

- Metilvalerat-treonin grubu

- C-terminal birim: DNA’ya baglanma afinitesini saglayan islevsel bir bitiyazol grubu
igeren birimdir.

- Glukoz ve mannoz sekerlerini igeren bir disakkarit grup: Disakkarit grubunun; metal iyon
baglanmasinda, hiicre yiizeyinin taninmasinda ve baz1 hiicrelerde Bleomisin’in selektif
birikimi iizerinde etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Cizim 1.23.) (Claussen ve Long
1999).

Metal Baglayici Birim

1
B-Aminoalanin
NH2 } o
H 2 DNA Baglama Birimi
N — —
H Metil valerat-treonin Bitiyazol Kuyrugu
N' > N p A -
Pirimidin
0 N
LT Sil
. 3K/|QN s
B-Hidroksi-Histidin
0
- H o\
HO HOo 0 Bleomisin A, - 5/\/\5'(049,.
a-L-Glukoz oH Bleomisin B 5 N/\/\/mTr
HO 2. % Karbohidrat I
H SR
HO 0 Birimi
a-D-Mannoz o J\ NH,

Cizim 1.23. Bleomisin’in kimyasal yapisi (Claussen ve Long 1999, Abraham ve dig.
2001).

Bleomisin, Bleomisin hidrolaz adli bir enzimle deaktive edilir ve bu enzim baslica
karaciger, dalak, kemik iligi ve bagirsakta bulunmaktadir. Bleomisin hidrolaz, normal ve
malign hiicrelerde bulunan bir sistein proteazdir ancak akciger ve deride ¢ok az

bulunmaktadir. Bleomisinler katyonik molekiillerdir ve hiicre membranindan Bleomisin

49



baglayici protein ile zayif¢ca baglanarak hiicre i¢ine alinmaktadirlar. Alinan Bleomisin ya
niikleusa transloke olmaktadir ya da Bleomisin hidrolaz tarafindan par¢alanmaktadir (Page
ve dig. 2006).

1.3.1.1.2. Bleomisin’in Etki Mekanizmasi

Bleomisin’in etki mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte aktivitesini DNA
sentezini ve daha az olarak da RNA ve protein sentezini inhibe ederek gosterdigi
anlasilmistir. Bleomisin 6zellikle hiicre dongiisiiniin G2 ve M fazinda etkili olmaktadir.
Bleomisin, DNA’ya direkt olarak baglanarak tek ve ¢ift zincir kirilmalarina yol agar ve
biiyiiyen hiicrelerde apoptozisi tetikler. Bu siireg, oksijen ve ferr6z iyonuna baglidir (Day
ve dig. 2002). Birgok calismada demir, bakir ve kobalt gibi metallerin, Bleomisin
tarafindan indiiklenen DNA kirilmasini destekledigi gosterilmistir ancak demirin in vivo
olarak etki gosteren baslica metal olduguna inanilmaktadir (Abraham ve dig. 2001). DNA
kirilmast i¢in, DNA ile Bleomisin’in metal baglayict birimi ve bitiyazol kisminin
etkilesimini gerektiren bir mekanizma Onerilmektedir. Labil Fe (II)-Bleomisin-O,
kompleksinin, aktive edilmis Bleomisin’e donisiimii, DNA’y1 hasara ugratmaktadir.
Ayrica son calismalar, Bleomisin’in RNA’nin alisiilmamis 3 boyutlu yapisini yiktigini
gostermistir (Sugiyama ve dig. 2002).

Deneysel c¢alismalar, Bleomisin hassasiyetinin bir¢ok nedene bagli olabilecegini
gostermektedir. DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar, ¢ift zincir kirilmalarinin
tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarla iliskili i¢erisindedir. Bu mutasyonlar asiri
hassasiyete yol agmaktadirlar. Cift zincir tamirine katkida bulunan bir gen olan RAD21’in
inhibisyonu, hiicrelerin Bleomisin’e hassasiyetinin artmasina neden olmaktadir. Yapilan
deneysel c¢aligmalarda, Bleomisin direncinin birgok nedene bagli olabilecegi ortaya
cikarilmigtir. Bu nedenler Bleomisin hidrolaz aktivitesindeki artis, tasiyici yetersizliginden
dolay1 ilacin hiicreye alinmasindaki azalma, artmig DNA tamir kapasitesi ya da serbest
radikallerin artmis detoksifikasyonu olarak siralanabilir (Chabner 2008). Bleomisin’in
meydana getirmis oldugu ROS, lipid peroksidasyonuna da yol agmaktadir (Cort ve dig.
2012).

Bleomisin’in anti-neoplastik etkisinin mekanizmasi; demir iyonlarinin selasyonu ile
molekiiler oksijenin, siiperoksit ve hidroksil radikallerine rediiklenmesi esasina dayanan
pseudo enzim reaksiyonu ile gergeklesir (Moeller ve dig. 2008). Bleomisin, siiperoksit ve
H20, (Hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretir. Ayrica Bleomisin,
mitokondriyonlarin elektron transport sisteminde (ETS), elektron transportu esnasinda

yiiksek diizeyde ROS ve stiperoksit radikali olusturur (Conklin 2004). Olusan bu radikaller
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DNA'’ya atak yaparak tek ve ¢ift zincir kirilmalarina yol agmaktadir ve bu da DNA-RNA-
protein sentezinde (trankripsiyon ve translasyon) hasara neden olarak Bleomisin’in anti-
neoplastik etki gostermesini saglamaktadir (Sausville ve dig. 1978). ROS’un neden oldugu
artmis hiicresel oksidatif stres, hiicrenin redoks durumunu degistirir ve birgok reaksiyonu
tetikler (Cejas 2004). Oksidatif stres, gecici biiylime durmasi, adaptasyon, gen
transkripsiyonu, sinyal iletim yollarinin baslamasi gibi bir¢ok degisik biyolojik cevabi
indiikleyebilmektedir (Mates ve Sanchez-Jimenez 2000, Davies 1999). Serbest oksijen
radikallerinin rolii, siiperoksit dismutaz’in, Bleomisin tarafindan indiiklenen DNA hasarini
onledigini gosteren calismalarla desteklenmistir. Kanser hiicrelerinin oksidatif strese
hiicresel cevabi, hiicrenin genetik gegmisine, igcerdigi ROS tipine, oksidatif stresin
yogunluguna ve siiresine baghdir (Pelicano ve dig. 2004, Kong ve dig. 2000). Yiiksek
oksidatif stresin hiicreye zararli oldugu bilinmektedir ancak diisiik oksidatif stres diizeyleri
hiicresel proliferasyonu artirabilir. Bu da hiicresel cevabin ROS’un dozuna baglh
oldugunun gostergesidir (Cejas 2004). Bleomisin’in olusturdugu degisimler sonucu ortama
go¢ eden inflamatuar hiicrelerden bir ¢cok oksijen metabolitinin aciga c¢iktigi ve DNA
kiriklar1 dahil birgok yap1 fonksiyonlariin ortaya ¢iktigi da son zamanlarda Bleomisin’in
toksisitesi hakkinda bildirilen gelismeler arasindadir. Ancak hasarin tam mekanizmasi tam
olarak agiklanabilmis degildir.
1.3.1.1.3. Bleomisin’in Tedavide Kullanim

Bleomisin; germ hiicreli tiimoér, lenfoma, kaposi sarkoma, servikal kanser, bas ve
boyun squamous hiicreli karsinom ve intraplevral uygulama ile malign plevral eflizyon
tedavisinde kullanilmaktadir (Chen ve Stubbe 2004). Derialtina (subkutan), kas igine
(intramiiskiiler), plevra icine (intraplevral), periton igine (intraperitoneal) ya da kana
kolayca verilebilmektedir. Kas i¢ine enjeksiyon yapildiktan sonra, pik kan degerleri 30-60
dakika icerisinde goriilmektedir. Benzer dozda kana enjeksiyon ile en yiiksek pik
konsantrasyonlar1 elde edilmektedir (Chen ve Stubbe 2004). Bleomisin, intraplevral veya
intraperiotanal bir uygulamadan sonra % 45 oraninda sistemik dolasima ge¢mektedir ve
yaklasik %1 oraninda serum proteinlerine baglanmaktadir. Bleomisin’in plazma yarilanma
stiresi yaklagik olarak 115 dakikadir. Bleomisin’in eliminasyonu baslica bdbreklerle
olmaktadir ve Bleomisin’in alinmasindan 24 saat sonra uygulanan dozun % 60-70’1 idrar
ile aktif formlar1 halinde atilmaktadir (Sleijfer 2001).

Bleomisin uygulanmasi bazen 6liimciil yan etkiler olusturabilmektedir. Bleomisin’i
inaktive eden Bleomisin hidrolazin eksikliginden dolayr Bleomisin toksisitesi baglica

akciger ve deride meydana gelir. Bleomisin’in alimindan sonra ates ve bazen de
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hipotansiyon goriilebilir (Sleijfer 2001). Pulmoner toksisite, Bleomisin i¢in doz sinirlayici
bir yan etkidir ve bu yan etki genellikle kendini fiziksel muayenede Oksiiriik, dispne, kuru
inspiratuvar raller rontgende toraks infiltrasyonlar1 seklinde gosterir (Katzung ve dig. 2012,
Sleijfer 2001). 400 tiniteden daha fazla doz alan hastalarda ve Bleomisin tedavisi oncesi
mediastinal ya da gogiis bolgesine radyoterapi uygulanmis olan hastalarda, pulmoner yan
etkilerin goriilme insidansi daha yiiksektir. Nadir de olsa bazi olgularda pulmoner toksisite
oldiirticii etkiye sahip olabilmektedir. Bleomisin’i inaktive eden hidrolaz akcigerde yok
denecek kadar az bulundugundan dolay1 Bleomisin, akcigerde pulmoner fibrozisi olumsuz
etkiler. Bu yiizden farelerde Bleomisin indiiklii pulmoner fibrozis modeli, 6zellikle oksijen
serbest radikallerinin indiikledigi fibr6z olusum mekanizmasinin incelenmesi i¢in yardimci
bir ara¢ olmaktadir (Hagiwara ve dig. 2000). Orta dereceli ates, lokalize gogiis agrist ve
gastrointestinal sistem sikayetleri gibi yan etkilere yol acan Bleomisin, plevra boslugunda
sinirli emilimi nedeniyle hastalarda az oranda sistemik toksisiteye de yol a¢maktadir
(Kessinger ve Wigton 1987).

Gliniimiizde Bleomisin’in, ¢esitli kanser tiplerinin (baslica testis kanseri, lenfoma ve
yasst hiicreli kanser) tedavisinde yaygin olarak kullamlimi séz konusudur. Ozellikle testis
kanserinin tedavisinde Bleomisin, kemoterapinin indiiksiyonunda kullanilan en 6nemli ve
en temel ilagtir.
1.3.1.1.4. Bleomisin’in Yan Etkileri

Bleomisin ile kemoterapi tedavisi goren hastalarin yaklasik %10’ unda goriilen en
ciddi potansiyel yan etkidir. En sik rastlanan yan etki pndmonidir. Pulmoner toksisite yasa
ve doza bagh olmakla birlikte toplam dozu 400 mg’ i iizerinde alan ve 70 yasin
tizerindeki hastalarda daha cok rastlanir. Diisiikk doz alan gen¢ hastalarda da bazen
pulmoner toksisite gozlemlenir. Tedavi edilen hastalarin yaklasitk % 1’1 pulmoner
fibrozisten hayatini kaybetmektedir. Pulmoner fonksiyon testlerinde sik olarak rastlanan
degisiklikler toplam akciger hacminde ve vital kapasitede azalmadir.

Bleomisin ile tedavi edilen hastalarin yaklagik 9%350'sinde dermatolojik ve
mukokutenéz yan etkilere siklikla rastlanmaktadir. Bunlar eritem, kizarti, ¢izgi,
vezikiilasyon, hiperpigmentasyon ve derinin asir1 hassasiyeti seklindedir. Ayrica
hiperkeratoz, tirnak yapisinda degisiklikler, alopesi, kasinti ve stomatit vakalar1 da
bildirilmistir.

Bleomisin tedavisinin hematolojik olarak yan etkileri; trombositopeni, 16kopeni, ve

hemoglobin seviyelerinde hafif diististiir.
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Ates, titreme, bulanti ve kusma Bleomisin’in sik olarak bildirilen yan etkileridir.
Istahsizlik ve kilo kaybi yaygindir ve tedavi sonrasinda uzun siire daha devam
edebilmektedir. Bazen de diyare de goriilebilir.

Ciltte bazen hiperestezi ve paresteziye ulasabilen degisiklikler, agiz icinde, dil ve
dudaklarda iilserasyonlar, genel durum bozuklugu ya da bas agris1 ve bas donmesi
goriildiigii bildirilmistir.

Bleomisin oligiiri gibi bobrek bozukluklari, idrar yaparken agri ve idrar birikmesi
hissi gibi iiriner bozukluklara yol agabilir. Nadiren hematiiri, sistit ve hemorajik sistit
goriilebilmektedir.

Bleomisinle birlikte farkli kemoterapdtiklerin ortak kullanilmasi sonucu kanserli
hastalarda oligo- ve azoo-spermi, spermlerde DNA hasari (Spermon ve dig. 2006) ile
birlikte kromozomal andploidiler (Martin ve dig. 1999) goriilmektedir. Bleomisin ile
yapilan bir ¢alismada, sperm sayisinda azalma ve anormal sperm oraninda da artislar tespit
edilmistir (Arrebola ve dig. 2010). Benzer sekilde baska bir calismada, 100 mg/kg
Bleomisin’in farklilasma siirecindeki fare spermatogonyumlarinin yasama oranini,
%37’den %4 lere diisiirdiigii gozlemlenmistir (Hansen ve Sorensen 1991).
1.3.1.2. Sisplatin
1.3.1.2.1. Sisplatin’in Kimyasal Yapisi

Sisplatin, 1965 yilinda biyofizik¢i Barnett Rosenberg ve arkadaslari tarafindan,
elektriksel alanin bakteri ve memeli hiicrelerinin boliinmesine olan etkilerini incelemek
icin Escherichia Coli ile yaptiklar1 deney sirasinda kesfedilmistir. Sisplatin, 1978 yilinda
Amerika Gida ve Ilag kurumunun (FDA) onaym alarak antineoplastik ilaglardan biri
olarak klinik kullanima girmistir ve hastalar ilizerinde yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Gonzalez ve dig. 2001, Nozaki ve dig. 2009, Sastry ve Kellie 2005, Wang ve
Lippart 2005, Loehrer ve Einhorn 1984).

Sisplatin (cis-diaminedikloroplatinum (II), cis-platinum (ll), cis-DDP, CDDP);
merkezdeki iki degerlikli platin (Pt) atomuna bagh iki klor (CI) ve iki amonyum atomu
igerir. Suda ¢oziinebilen bir bilesiktir. Kimyasal formiilii; Clo,HgN2Pt ve molekiiler agirligi
ise 300.05 g/mol’diir (Wang ve Lippart 2005, Pil ve Lippard 1997). cis ve trans olmak
tizere iki izomere sahiptir ve bunlardan cis formu sitotoksik 6zellige sahiptir (Cizim 1.24.)

(Wang ve Lippart 2005, Loehrer ve Einhorn 1984).
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Cizim 1.24. Sisplatin’in molekiiler yapisi. a) cis formu b) trans formu
1.3.1.2.2. Sisplatin’in Etki Mekanizmasi

Sisplatin, alkilleyici ajanlar grubuna girmektedir. DNA ¢apraz baglarini etkileyerek
hizla kontrolsiiz olarak c¢ogalan kanser hiicrelerinin béliinmesini engeller. Sisplatin
antitlimoral etkisini gosterebilmek icin hiicre icerisinde reaktif platin tiirlerine (monoaqua-
diamine-platin veya diaqua-diamine-platin) hidrolize olmak zorundadir. flag etkinliginin
goriilebilmesi i¢in Sisplatin’in hiicre i¢cine alimi1 6nem kazanmaktadir. Sisplatin hiicre igine
pasif diflizyon ve aktif transport yolu ile alinmaktadir. Pasif diflizyon ile aliminda, ortamda
yer alan klor iyonu konsantrasyonu Onem tasimaktadir. Hiicre i¢i klor iyonu
konsantrasyonunun hiicre dis1 klor iyonu konsantrasyonundan az oldugu durumlarda
Sisplatin, pasif difiizyon yolu ile hiicre igine alinmaktadir. Sisplatin’in hiicre i¢ine aktif
transport ile aliminda gérev alan mekanizmalar organlara gore degisiklik gostermektedir.
Hiicre membran proteinlerinden olan bakir transport proteini ‘copper transporter 1’ (CTR1)
ile Golgi kompleksi ve hiicre membrani arasinda tasiyici olarak rol alan ATP7A ve ATP7B
proteinleri Sisplatin’in hiicre igerisine alinmasinda gorev alan molekiillerdir. Ayrica
organik katyon transporter (OCT) proteini de proksimal tiibiillerde Sisplatin’in hiicre
icerisine alinmasinda rol oynar (Sastry ve Kellie 2005, Wang ve Lippart 2005, Loehrer ve
Einhorn 1984, Rabik ve Dolan 2007).

Sisplatin hiicre icerisine girdikten sonra bir¢ok sinyal ileti yolagini aktive ederek
hiicrede apoptozis, nekroz, oksidatif stres, fibrogenezis, inflamasyon, hipoksi ve
mitokondriyal hasara yol acarak sitotoksik etki gostermektedir. Ozellikle Sisplatin
konsantrasyonu  hiicrenin  sitozoliinde, = mitokondriyonunda,  niikleusunda  ve
mikrozomlarinda maksimum seviyededir (Kanter ve dig. 2007). Sisplatin hiicre igerisine
alindiktan sonra su ile reaksiyona girerek sahip oldugu klor iyonlarini kaybeder ve klor
iyonlar1 yerine su molekiilii alarak niikleik asitlerle ve proteinlerle reaksiyona giren pozitif
yiiklii aktif sekli olusur (Sastry ve Kellie 2005, Loehrer ve Einhorn 1984).

Pozitif yiiklii hale gelen aktif yeni molekiile hiicre icerisindeki ciftlenmemis elektron

igeren oksijen atomlari, siilfiir ve nitrojen atomlari, tiyoller, membrandaki fosfolipidler,
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hiicre iskelet elemanlarindan mikrofilamanlar, deoksiriboniikleikasit (DNA) ve
riboniikleikasit (RNA)’in piirin bazlar1 ve bircok aminoasit yan zincirleri gibi niikleofilik
gruplar baglanarak sitotoksik etki 6zelligi kazandirirlar. Ozellikle Sisplatin’in sitotoksik
Ozellik gosterdigi baslica hedef DNA’dir. Sisplatin, DNA’daki piirin bazlarinin (adenin ve
guanin) oldukg¢a reaktif olan 7. azot atomu ile kolayca reaksiyona girerek tekli bag
olustururken, DNA ile sitozol ve niikleustaki proteinler arasinda, iki DNA zinciri arasinda
(interstrand) (cis-platinumdiamine-d (GpG)) ve en sik olarak da tek DNA zincirindeki
piirin bazlar1 arasinda (intrastrand) (cis-platinumdiamine-d (ApG)) kovalent ¢apraz baglar
olusturmaktadir. Olusturdugu bu kovalent baglar nedeniyle DNA’nin yapisini bozarak
DNA’nin transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder ve hiicre dongiisiiniin G2
fazinda durmasinm1 saglar. DNA’da olusan hasar sonucunda hiicre ig¢inde bulunan ve
DNA’da olusan hasar1 tamimakla gorevli olan hiicre i¢i proteinler devreye girer. Ancak
Sisplatin’in modifiye ettigi DNA yeterince yenilenemediginden dolay1 ortaya ¢ikan DNA
hasar1 onarilamayacak boyutlardadir ve hiicre tarafindan tolere edilemez. Bu nedenle DNA
hasarini tespit eden ve DNA sarmali {izerine baglanan proteinler bir¢ok sinyal ileti yolagini
aktive ederek apopitozis ya da nekrozis yolu ile hiicre liimiine neden olurlar (Sastry ve
Kellie 2005, Wang ve Lippart 2005, Loehrer ve Einhorn 1984, Rabik ve Dolan 2007,
Kanter ve dig. 2007, Tufekci ve dig. 2009).

Sisplatin’in hiicre DNA’sinda sitotoksik etki olusturmasmin yaninda hiicrelerin
mitokondriyonlarindaki islevsel mekanizma {izerine de etkisi vardir. Sisplatin
mitokondriyondan kalsiyum peroksit (CaO;) ¢ikisini arttirir ve ayni zamanda oksijen
tasinmasi islevinde artisa neden olarak solunum hizinda yiikselise ve dolayisi ile hipoksiye
neden olmaktadir. ATPaz (Adenozin trifosfataz) aktivitesini de engelledigi bilinmektedir.
Tiim bu olaylar sonucu hiicre oliimii gergeklesmektedir. Ayrica makrofaj ve lenfosit
infiltrasyonunda artisa neden olarak fibrozise neden olur (Wang ve Lippart 2005).

Sisplatin, tiim6r nekroz faktor alfa’nin (TNF-a) da ekspresyonunu arttirarak hiicrede
inflamasyona neden olur. Bunun yam sira apoptozis’i indiikleyerek reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iretilmesine yol agar. ROS iiretiminin neden oldugu oksidatif stres hasari
Sisplatin sitotoksisitesinde 6nemli bir role sahiptir. Mitokondriyon, ksantin-ksantin oksidaz
ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) tarafindan reaktif
oksijen tiirleri tiretilir. Sisplatin etkisi ile tiim bu yolaklar tarafindan iiretilen reaktif oksijen
tiirleri proteinlere, lipitlere ve DNA’y1 etkileyerek yapilarina zarar verir. Sisplatin ayn
zamanda Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve Hekzokinaz aktivitelerinin artigina

neden olarak reaktif oksijen radikallerinin olusumunu tetikler ve Glutatyon
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peroksidaz (GSH-Px), Siiperoksit dismiitaz (SOD), Katalaz (KAT) gibi aktif antioksidan
enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek antioksidanlarin iiretiminde azalmaya Yol
agmaktadir. Antioksidan sistemlerinin hasar gérmesi sonucunda ise lipid peroksidasyon
iriinii olan Malondialdehid (MDA) diizeyi artmaktadir. Olusan serbest radikaller, hiicre
membraninda yer alan lipidlerin peroksidasyonuna yol agarak hiicre membraninin lipid
yapilarina zarar verir ve proteinlerin denatiirasyonuna neden olur. Bunun sonucunda
enzimatik inaktivasyona ve mitokondriyal islev bozukluguna sebep olur (Rabik ve Dolan
2007, Pil ve Lippard 1997). Serbest oksijen radikallerinin artmasina bagli olarak serbest
yag asitleri miktarinda artig goriiliir ve 6zellikle karaciger ile bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonu yiikselir, fosfolipidler degrede olur, antioksidan {retimi diser,
mitokondriyondaki voltaj bagimli kanallarla reaksiyon sonucu membran permeabilitesi
degisir ve sitokrom c’nin mitokondriyondan salinmasina yol agar. Ayrica bir¢ok sinyal ileti
yolagini aktiflestirerek hiicrede apoptozisi baslatir ve hiicre dliimiine sebep olur (Sastry ve

Kellie 2005, Wang ve Lippart 2005, Loehrer ve Einhorn 1984, Rabik ve Dolan 2007).

1.3.1.2.3. Sisplatin’in Tedavide Kullanim

Sisplatin mide ve bagirsak kanalindan emilemedigi icin intravendz (IV) ya da
intraperitoneal (IP) yolla uygulanir. Her iki uygulamada da toksisite orani ayni olarak
goriinse de intraperitoneal uygulama sonrasinda Sisplatin konsantrasyonunun periton
boslugunda (diyaframda, mezenterde, omentumda, peritonda) daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle intraperitoneal uygulama daha c¢ok tercih edilmektedir. Viicuttan
uzaklastirilmasi ise iiriner yol ile gerceklesir. Sisplatin ya tek basina yaklasik 100 mg/ m?
dozda uygulanir ya da Bleomisin, Etoposid gibi diger kemoterapdtik ajanlarla yaklagik
olarak 20 mg/ m2 dozda kombine olarak uygulanir. Sisplatin uygulandiktan sonra ilk 5 giin
i¢cinde ilacin %27-43’1 bobrekler ile elimine olmaktadir. Geri kalan kismi ise daha uzun bir
siirede viicuttan atilmaktadir. Yaklasik olarak 180 giine kadar ila¢ dokularda
saptanabilmektedir (Loehrer ve Einhorn 1984, Mese ve dig. 2000, Seaman ve dig. 2003).
1.3.1.2.4. Sisplatin’in Yan Etkileri

Sisplatin’in ve benzer kemoterapdtik ilaglarin, tiimor hiicrelerinin biiylimesini ve
cogalmasii durduran tedavi edici etkilerinin yani sira normal hiicre ile tlimor hiicreleri
arasindaki yapisal benzerlikten dolayr normal hiicrelerin de hasar gérmesine neden olan
etkileri bulunmaktadir.

Sisplatin’in kullaniminmi sinirlayan klinik agidan 6neme sahip bir¢ok sistem iizerinde

yan etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Sisplatinin’in doz kisitlayict en
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iyi bilinen yan etkileri; ototoksisite, nefrotoksisite, renal toksisite, norotoksisite ve
gonadotoksisitedir. Sisplatin biiyiikk oranda (%90) idrar yolu ile atildigindan dolay1 en
onemli doz smirlayici yan etki nefrotoksisitedir. Diger organlara oranla bdbreklerin
Sisplatin’e daha ¢ok maruz kalmasi, ciddi ve geri doniisiimsiiz bobrek hasarma yol
acmaktadir. Bobreklerin islevini yitirmesi, akut bobrek yetmezligi, akut tiibiiler nekroz,
glomeriiler filtrasyonun bozulmasi gibi yan etkilerin olugsmasi Sisplatin alan hastalarda
siklikla goriilmektedir (Rabik ve Dolan 2007). Bunun yani sira Sisplatin; siddetli bulanti,
kusma, diyare, istahsizlik, tat duyusunda bozukluk gibi gastrointestinal sistem
bozukluklari, bradikardi, hipertansiyon, serebral arterit gibi kardiyovaskiiler bozukluklar,
sa¢c dokiilmesi, dokiintii gibi dermatolojik etkiler, miyelosiipresyon, anemi, hemolitik
anemi, miyelosupresyon gibi hematolojik bozukluklar, ates ve hemoliz gibi alerjik
reaksiyonlar, karaciger fonksiyon testlerinde artig, bilirubin seviyesinde yiikselme gibi
hepatik sistem bozukluklari, gen mutasyonlari, kromozomal kirilmalara ve somatik
hiicrelerde andploidiye neden olmaktadir. Isitme kaybi, gérme bozuklugu, renk algisinda
degisiklik, periferik noropati gibi ndrolojik bozukluklar, kemik iligi tizerine depresif etki,
kas kramplari, serum demir diizeyinde yiikselme gibi bir¢ok istenmeyen yan etki de
goriilmektedir (Rabik ve Dolan 2007, Kanter ve dig. 2007). Ayrica iireme organlari
tizerinde toksik etki sonucu infertiliteye neden olmaktadir. Sadece Sisplatin ya da Sisplatin
tabanli kombine kemoterapi alan kanserli hastalarin hemen hemen hepsinde akut
azoospermi sekillenmektedir (Sakamoto ve dig. 2007). Hastalarin yaklasik yarisinda
kemoterapiden sonraki 6 ay ile 5 yil arasindaki bir siirede sperm sayisinda normallesme
gorilmektedir (Ishikawa ve dig. 2004). Bununla birlikte hastalarin %30’unda da kalict
azoospermi meydana gelmektedir (Petersen ve dig. 1998). Geriye doniisiimsiiz
spermatogenezis hasar1 ise Sisplatin’in kiimiilatif dozu ile iligkili olup 400 mg/mz’den
diisiik dozlar uzun siire sperm tretimini baskilarken 600 mg/ m®den daha yiiksek dozlarda
kalic1 azoospermi riski artmaktadir (Colpi ve dig. 2004, Sakamoto ve dig. 2007). Platin
bilesiklerinden karboplatin uygulamasi sonucunda sicanlarda testikiiler histopatolojik
lezyonlar (spermatogenesiste yavaslama; spermatogonyum, spermatosit, spermatid, Leydig
hiicrelerinde azalma ve dejenerasyon), steroidogenik enzimlerin (3B-hidroksisteroid
dehidrogenaz, 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz) testikiiler aktiviteleri ve serum
testosteron diizeyinde azalmalar, serum FSH ve LH diizeylerinde artiglar, sperm sayis1 ve
motilitesinde azalmalar ile ayrica sperm membran biitiinliigiinde bozulmalar gibi 6nemli
reprodiiktif sistem hasarlar1 meydana gelmektedir (Reddy ve dig. 2010a, Reddy ve dig.
2010b, Turk ve dig. 2008) . Yetiskin erkek sicanlarla yapilan pek ¢ok ¢alismada,
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Sisplatin’in testis, epididimis, seminal bez ve prostat agirliklari, sperm yogunlugu,
motilitesi ve morfolojik olarak normal yapili spermlerin sayisinda azalmalara, seminifer
tubul caplarinda daralmalara, testikiiler dokuda dejenerasyon, nekroz ve 6dem gibi
histopatolojik lezyonlara, testikiiler apoptotik germ hiicre sayisi, serum FSH diizeyinde
artislara, DNA’sinda kirilmalara ve testosteron diizeylerinde ise azalmalara yol actigi
bildirilmektedir (Atessahin ve dig. 2006a, Atessahin ve dig. 2006b, Atessahin ve dig.
2006¢, ilbey ve dig. 2009a, ilbey ve dig. 2009b, ilbey ve dig. 2009¢ Tiirk ve dig. 2008,
Silici ve dig. 2009, Azu ve dig. 2010, Cift¢i ve dig. 2011, Beytur ve dig. 2012, Tiirk ve dig.
2011, Amin ve dig. 2008, Azu ve dig. 2011, Ahmed ve dig. 2011).

Olusan bu yan etkileri 6nlemek i¢in, Sisplatin hizli enjeksiyon yerine uzun siireli
infiizyon seklinde uygulanabilir ve bu sayede atilan ilag miktar1 azaltilarak toksisite
minimuma diistliriilmiis olur. Eger toksisite bu sekilde engellenemezse doz azaltilir ya da
ilag tamamen kesilir (Aksit ve Bildik 2008).

Sisplatin’e bagli olarak gelisen toksik etkilerin 6nlenebilmesi amaciyla ilag verilirken
ve ila¢ verildikten sonra salin (9%0.9 NaCl) ile hidrasyon yapilmasi da Sisplatin’in yol
actig1 toksisiteyi onemli Olclide azaltmaktadir. Salin ya da benzeri hipertonik sivilarin
Sisplatin ile birlikte kullanilmas1 Sisplatin’in viicuttan atilimini hizlandimaktadir. Ayrica
salin yiiksek oranda igerdigi klor iyonu konsantrasyonu sayesinde, Sisplatin’den klor
iyonlarinin ayrilmasi 6nlenerek reaktif Sisplatin tlirevlerinin olusumu da engellenmis olur
(Loehrer ve Einhorn 1984, Tufekci ve dig. 2009, Mese ve dig. 2000).

Tedaviye devam etmek icin Sisplatin’in kullaniminin zorunlu oldugu durumlarda ise
istenmeyen yan etkilerinden korunmak amaci ile yalnizca tiimorli hiicreyi hedef alarak,
ilacin antitlimoral etkinligini de engellemeden, koruyucu ajanlar birlikte kullanilarak
olusan toksisite minimuma indirilmeye ¢alisilir (Tufekei ve dig. 2009).

Kemoterapdtik ilaglarin yan etkilerini azaltmak ya da yok etmek amaciyla, toksisiteyi
onleyici ajanlarla birlikte kullanim1 da son zamanlarda 6nem kazanmistir ve bununla ilgili
cok sayida deneysel calismalar yapilmistir. Yapilan calismalarda bir¢ok antioksidan
kullanilmis ve bu antioksidanlarin Sisplatin’e bagli olarak olusan toksisiteyi azalttiklar
gosterilmistir (Tufekei ve dig. 2009).
1.3.1.3. Etoposid
1.3.1.3.1.Etoposid’in Kimyasal Yapisi

Etoposid (VP16), Kuzey Amerika’da May apple ve Hindistan’da Podophyllum

emodi Wallich olarak adlandirilan Podophyllum peltatum bitkisi tarafindan sentezlenen,
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dogal olarak olusan bir bilesik olan 4'-demetylpipodophyllotoxin'in yart sentetik bir
tiirevidir. Son 30 yildir klinikte kullanilmaktadir (Burden ve Osheroftf 1998).

Etoposidin yapis1 fonksiyonu ag¢isindan oldukga énemlidir. Etoposid’de yer alan A, B
ve E halkalarinin, ilag-enzim etkilesimleri iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. -OH ve
-COH3 gruplarinin ilag fonksiyonunda yer aldigi diisiiniilmektedir. Ayrica, Etoposid
yapisindaki D-halkasi ve seker parcasinin DNA ile olan etkilesiminde rol oynadigi
diistiniilmektedir (Cizim 1.25.) (Bender ve dig. 2008).

Drug-DNA
HO -, % M Interactions 7|
7 2

b) Drug Function

Cizim 1.25. a) Etoposid’in kimyasal yapis1 b) Izomer yapis1 (Bender ve dig. 2008).

1.3.1.3.2.Etoposid’in Etki Mekanizmasi

Etoposid ve teniposid gibi podofilotoksinler S sonu- G2 fazi ile mitokondriyon
fonksiyonlarini inhibe etmektedirler (Page ve Takimoto 2004, Dancey ve Arbuck 2000).
Etoposid’in baslica hiicresel hedefi topoizomeraz II’dir (Wilstermann ve Osheroff 2001).
Bu enzim, bir niikleik asit segmentini ayirmada meydana gelen gecici cift zincir kirig
boyunca intakt bir ¢ift heliksi gecerek DNA’nin topolojisini degistirmektedir (Walker ve
Nitiss 2002). Topoizomeraz Il enzimi, DNA rekombinasyonu ve replikasyonu gibi normal
hiicresel siireclerde genetik materyalde meydana gelebilecek diiglimleri ¢6zmek igin
gereklidir. Topoizomeraz II yoklugunda, kardes kromatitler ayrilamaz ve hiicre, mitotik
basarisizliktan dolayi 6liir (Burden ve Osheroff 1998).

Spesifik enzimleri hedefleyen birgok ilacin aksine, Etoposid ve diger topoizomeraz
Il’y1 hedef alan antikanser ajanlar, sinsi bir tutumla hareket ederler. Etoposid, bu enzimin
aktivitesini bloklamaktan c¢ok, topoizomeraz II-DNA baglanma komplekslerinin
konsantrasyonunu azaltarak hiicreleri dldiirmektedir (Burden ve Osheroff 1998). ilacin bu

etkisi, topoizomeraz II’yi genomu fragmente eden potansiyel hiicresel bir toksine
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doniistiirmektedir. Bu nedenle, Etoposid’i enzimin toplam katalitik aktivitesini inhibe eden
ilaglardan ayirmak i¢in topoizomeraz Il zehiri olarak adlandirilir (Bromberg ve dig. 2003).

Etoposid'in niikleik asit molekiillerini baglamak i¢in enzimin yetenegini inhibe
ederek topoizomeraz II iliskili ¢ift zincir DNA kiriklarini stabilize ettigi son on yildan
fazladir bilinmektedir (Bromberg ve dig. 2003, Alpsoy ve dig. 2014). Ancak, ilacin
molekiiler mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Diger taraftan, tamir
edilmeyen zincir kiriklart da DNA hasar1 yanitin1 baglatmakta ve sonucunda hiicre
Oliimiine neden olmaktadir. Yine de, hiicreler apoptozisden kagabilir ve Etoposid’in
indiikledigi stres altinda prolifere olmaya devam ederek bu sayede ilaca direngli hale
gelebilir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile, hiicrelerde Etoposid’e kars1 direng gelistiginde,
topoizomeraz II ekspresyonunun degistigi, topoizomeraz II'nin Etoposid’e duyarlhilifinin
azaldig1 (Schneider ve dig. 1994), DNA yanlis eslesme tamirine dahil olan genlerin
ekspresyonunun azaldigr (Fedier ve dig. 2001, Kaplan ve Giindiiz 2012), Etoposid
direncliliginden sorumlu oldugu diisiinilen MDR1ve MRP1 gibi ABC tasiyicilarinin
ekspresyonlarinin arttig1 (Szak ve dig. 2009) ortaya konmustur.
1.3.1.3.3.Etoposid’in Tedavide Kullanin

Etoposid kemoterapide; Kaposi sarkoma, Ewing sarkoma, akciger kanseri, testikiilar
kanser, lenfoma, nonlenfomatik 16semi ve glioblastoma tedavisinde kullanilir. Siklikla
baska ilaglarla (testikiilar kanserde asbleomisin gibi) kombine edilerek de kullanilir (Hande
1998).
1.3.1.3.4.Etoposid’in Yan Etkileri

Etoposidle birlikte birkag kemoterapdtigin  kombine olarak testikiiler tiimorlii
hastalarda kullanilmas1 sonucunda kemoterapiyi takip eden spermatogenezis siirecinde ve
Leydig hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu (De Mas ve dig. 2001) ile spermatozoonlarda
artan derecede andploidi gibi reprodiiktif yan etkiler meydana gelmektedir. Bu etkilerin ise
Etoposid’den daha ¢ok diger ajanlarin etkisi ile ortaya ¢iktigi ileri siiriilmektedir (Gerres ve
dig. 1998). Prepubertal donemde siganlara uygulanan Etoposid doza bagimli olarak
apoptotik germ hiicre sayisinda artig (Stumpp ve dig. 2004), reprodiiktif organ agirliklart
ile spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde azalma, testikiiler histopatolojik
lezyonlar ve infertiliteye (Freitas ve dig. 2002) neden olmaktadir. Farelerde yapilan
caligmalarda da Etoposid’in farklilasmakta olan spermatogonyumlar ve spermatositlerde
kromozom kiriklarina (klastojenik etki) neden oldugu bildirilmektedir (Palo ve dig. 2005,
Marchetti ve dig. 2006). Etoposid’in spermatogonyumlardaki klastojenik etkisinin 8 hafta
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sonra da olgun spermlere tagindigi, anormal sperm sayisindaki artisin da bu durumun bir

gostergesi oldugu ileri siiriilmektedir (Palo ve dig. 2005).

1.4. Antioksidanlar

1.4.1. Melatonin
Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), esas olarak memelilerin beyninde serebral

yarimkiireler arasinda yer alan epifiz bezinden (pineal bez) ve ayrica over, gz mercegi ve
kemik iligi hiicreleri ile gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur
(Reiter ve dig. 1997)

Melatonin sentezi sirkadian bir ritim gostermektedir. Sirkadian ritim, tim 6karyotik
organizmalarda varolan zamana bagli olarak gerceklesen devirsel islemleri diizenleyen
biyolojik bir saattir (Campbell ve Reece 2006). Aydinlikta hiperpolarize olan retinal
hiicreler, karanlikta depolarize olarak, epifiz bezinde Melatonin sentezini baslatirlar.
Sentezini takiben epifiz bezinden dogrudan dolasima verilen Melatonin, membran
reseptorleri araciligiyla hedef organlara ulasmaktadir. Melatonin, lipofilik 6zelligi (lipid
¢cOzlinirligiiniin  suya gore yiksek olmasi) nedeniyle biitin hiicrelere rahatca
girebilmektedir. Bu nedenle Melatonin’in etkileri sadece membrana yonelik olarak
gerceklesmemektedir. Sulu ortamda kismen c¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin
olugsmasina katkida bulunmaktadir (Hardeland ve dig. 1993).

Cesitli ¢aligmalarda doku hasar1 iizerinde Melatonin’in koruyucu bir role sahip
oldugu gosterilmistir (Reiter ve dig. 2003, Karbownik ve Reiter 2000, Li ve dig. 2008).

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikallerinin olugmasiyla birlikte, bu serbest
radikallerin zararli etkilerini 6nlemek amaciyla antioksidan savunma sistemleri gelismistir.
Melatonin’in en gii¢lii serbest radikal tutucu oldugu ileri siiriilmektedir. Bu nedenle
Melatonin’e olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan ozelligi giin gectikge Onem
kazanmaktadir (Millan-Plano ve dig. 2010).

Melatonin’in bir antioksidan oldugu ilk kez 1991 yilinda Ianas ve dig. (1991)
tarafindan One siiriilmiis ve bu goriis daha sonra yapilan in vitro ve in vivo galismalarla
birlikte desteklenmistir (Merle ve dig., 2000). Bu c¢alismalar degerlendirildiginde,
Melatonin’in antioksidan Ozelligi li¢ ana baslik altinda toplanabilir (Brzezinski 1997,
Reiter ve dig. 2003):

1) Direkt antioksidan etki: Oksidatif strese yol agcan serbest radikallerle reaksiyona girerek

onlarin zararl etkilerini 6nlemesidir.
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2) Antioksidan enzim aracili etki: Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, v-
glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttiric1 etki
gostermesidir.

3) Prooksidan enzim aracili etki: Hidrojen peroksit, nitrik oksit gibi prooksidan enzimleri

inhibe ederek, serbest radikal olusumunu azaltici etki gostermesidir.
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2.AMAC

Bu calismanin amaci; kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan BEP (Bleomisin,
Etoposid, sisPlatin) rejiminin testis dokusu, sperm yapisi ve sperm parametreleri lizerinde
olusturdugu yan etkileri degerlendirmek ve bu etkilerin azaltilmasit veya Onlenmesine
yonelik koruyucu bir faktdr olarak antioksidan 6zellikte olan Melatonin uygulanmasinin
erkek fertilitesi tizerine etkilerini incelemektir.

Antikanser ilaglarin bulunmasi ve siirekli yeni ilaglarin gelistirilmesi sliphesiz kanser
hastalarinin yasam siiresinin uzamasindaki en etkili faktorlerden biridir. Bununla birlikte
bu ajanlarin iireme sisteminde kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde meydana
getirdigi yan etkiler erkeklerin cinsel ve fertil yasam kalitesini olumsuz bir sekilde
etkilemektedir. Bu konuyla ilgili kanserli erkekler ve saglikli deney hayvanlarinda yapilan
sayisiz bilimsel c¢alisgmanin sonuglari, 6zellikle geng erkeklerin gelecekteki fertilite
potansiyellerinin ciddi bir tehlike icerisinde oldugunu ne yazik ki ¢ok acik bir sekilde
ortaya koymaktadir.

Bu caligmalarin pek ¢ogunda kemoterapotiklerin genellikle lipid, kolesterol ve
protein peroksidasyonu ile oksidatif strese yol agarak 6zellikle spermatogenik hiicrelerde
DNA hasari, apoptosis, sperm kalitesinde diisiisler, infertilite ve hatta sterilite gibi yan
etkilere neden oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla yapilan pek c¢ok c¢alismada hormon
uygulamalarinin ve ¢esitli antioksidan maddeleri ihtiva eden tamamlayici ve alternatif
uygulamalarin kemoterapiden once ya da kemoterapi esnasinda ilaglarin erkek iireme
sistemindeki yan etkilerinin azaltilmasi veya onlenmesinde etkili oldugu belirtilmektedir.

Melatonin'in endokrin ve sirkadiyen ritm tiizerine bilinen etkilerinden baska son
yillarda yapilan ¢alismalar, in vivo ve in vitro olarak direkt serbest radikalleri yok edici
antioksidan etkiye sahip bir ajan olarak da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Hatta
antioksidanlar icerisinde, melatoninin en gii¢lii radikal tutucu oldugu o6ne siiriildiiglinden,
melatonine olan 1ilgi giderek artmakta ve antioksidan oOzelligi giin gegtikce Onem
kazanmaktadir.

Melatonin hormonunun antioksidan o6zelligi ¢alismalarda gosterilmesine ragmen,
BEP (Bleomisin, Etoposide, cisPlatin) rejimi uygulanmasi sonucu testis dokusunda ve
spermde olusabilecek apoptotik degisiklikler {lizerinde nasil bir etki gosterdigine ve

koruyuculugunun nasil olduguna dair bir arastirmaya rastlanmamaistir.
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Bu c¢aligma ile wulagilmak istenen hedef, BEP rejiminin testis ve sperm
parametrelerinde olusturacagi olumsuz etkileri Melatonin uygulayarak azaltmak ya da yok
etmektir. Her ne kadar kemoterapi uygulanacak hastalarda tedavi Oncesi sperm
dondurularak énlem alinmaya calisilsa da, bu hem sosyo-ekonomik yonden hastaya sikinti
yaratmakta hem de alinan sperm Ornekleri belirli bir siire dahilinde saklanabilmektedir.
Ayrica bu imkana sahip olmayan saglik kuruluslar1 da dikkate alindiginda hastanin mevcut
fertilitesinin korunmasi ya da tedavi sonrasi geri kazandirilmasinda yardimci olunmasi

daha biiyiik 6nem arz etmektedir.
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3.YONTEM

Calisma icin Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan "KOU
HADYEK: 8/ 1-2015" sayili karar numarasi ile 13.07.2015 tarihinde onay alindi, tiim
caligmalar etik kurul ilkelerine uygun olarak gerceklestirildi.
3.1.Deney Hayvanlari

Calismamizda Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden
temin edilen 72 adet, 13-15 haftalik Wistar albino irki erkek si¢an kullanildi. Tim
hayvanlar deney sonlanincaya kadar 20-22 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda, uygun kafesler icerisinde barindirilarak serbestce beslenip su igmeleri
saglandi. Tiim hayvanlar deney siiresi boyunca normal pelet yem ve su ile beslendi.
3.1.1.Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Her grupta 12 hayvan olacak sekilde, kontrol ve deney gruplar1 olmak iizere 6 grup
olusturuldu. Deney basindan itibaren sakrifiye edilmelerinden dnceye kadar hayvanlarin
viicut agirliklart uygulanacak madde dozlarimi belirlemek iizere giinlilk olarak tartildu.

Kontrol ve deney gruplari su sekilde olusturuldu (Narayana ve dig. 2013):

e Kontrol grubu (n=12): 1 mL %0,9 salin intraperitonel (i.p.) olarak uygulandu.

e Melatonin'in kontrol grubu (n=12): Melatonin’in ¢dziicii maddeleri olan etanol ve
salin 1 mL olacak sekilde i.p. olarak verildi.

e BEP (Bleomisin, Etoposide, cisPlatin) uygulanan grup (n=12): 0.75 mg/kg/giin
olacak sekilde Bleomisin, 7.5 mg/kg/glin olacak sekilde Etoposide ve 1.5
mg/kg/giin olacak sekilde cisPlatin 30'ar dk (dakika)'lik araliklarla i.p. yolla verildi.
BEP uygulamasi, her bir siklus 21 giin olmak iizere 3 siklus olacak sekilde
uygulandi.

Bleomisin 2., 9. ve 16. glinlerde; Etoposide ve cisPlatin ise her siklusun ilk haftas1
1. giinden 5. gline kadar uygulandi.

e BEP (Bleomisin, Etoposide, cisPlatin) uygulanan ve 9 haftalik iyilesme (recovery)
siirecine birakilan grup (n=12): 0.75 mg/kg/giin olacak sekilde Bleomisin, 7.5
mg/kg/glin olacak sekilde Etoposide ve 1.5 mg/kg/giin olacak sekilde cisPlatin
30'ar dk'lik araliklarla i.p. yolla verildi.

BEP uygulamasi, her bir siklus 21 giin olmak iizere 3 siklus olacak sekilde

uygulandi.
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Bleomisin 2., 9. ve 16. giinlerde; Etoposide ve cisPlatin ise her siklusun ilk haftasi
1. glinden 5. giine kadar uygulandi. Daha sonra hayvanlar 9 haftalik bir iyilesme
stirecine birakildi.

BEP (Bleomisin, Etoposide, cisPlatin)+Melatonin uygulanan grup (n=12):
Melatonin, 10 mg/kg/giin olacak sekilde BEP verilmeye baslamadan 1 hafta 6nce
1.p. olarak uygulanmaya baslandi ve daha sonra BEP uygulamasi siiresince, BEP
enjeksiyonundan 30 dk 6nce 10 mg/kg/giin olacak sekilde i.p. olarak uygulanmaya
devam edildi.

BEP uygulamasi; 0.75 mg/kg/giin olacak sekilde Bleomisin, 7.5 mg/kg/gilin olacak
sekilde Etoposide ve 1.5 mg/kg/giin olacak sekilde cisPlatin 30'ar dk'lik araliklarla,
her bir siklus 21 giin olmak {izere 3 siklus olacak sekilde uygulandi.

Bleomisin 2., 9. ve 16. giinlerde; Etoposide ve cisPlatin ise her siklusun ilk haftasi
1. giinden 5. giine kadar uygulandi.

BEP (Bleomisin, Etoposide, cisPlatin)+Melatonin uygulanan ve 9 haftalik iyilesme
(recovery) siirecine birakilan grup (n=12): Melatonin, 10 mg/kg/giin olacak sekilde
BEP verilmeye baglamadan 1 hafta once i.p. olarak uygulanmaya baslandi. BEP
uygulamasi siiresince BEP enjeksiyonundan 30 dk o6nce ve BEP uygulamasi
bittikten sonra 9 haftalik bir iyilesme siirecinde de 10 mg/kg/giin olacak sekilde i.p.
olarak Melatonin uygulanmasina devam edildi.

BEP uygulamasi; 0.75 mg/kg/giin olacak sekilde Bleomisin, 7.5 mg/kg/giin olacak
sekilde Etoposide ve 1.5 mg/kg/giin olacak sekilde cisPlatin 30'ar dk'lik araliklarla,
her bir siklus 21 giin olmak tizere 3 siklus olacak sekilde uygulandi.

Bleomisin 2., 9. ve 16. glinlerde; Etoposide ve cisPlatin ise her siklusun ilk haftas1

1. glinden 5. giline kadar uygulandi.

3.1.2.Sakrifikasyon

Deney siirelerinin sonunda, i.p. olarak uygulanan Ketamine (90 mg/kg) ve Xylazine

(10 mg/kg) anestezisi altinda, her gruptaki tiim hayvanlardan intrakardiak inflizyonla kan

ornekleri alindi. Dokular alinmadan 6nce molekiiler calismalarin sonucunun kan bilesenleri

tarafindan etkilenmemesi icin sicanlar 1lik serum fizyolojik ile intrakardiyak olarak perfiize

edildi. Perflizyon esnasinda serum setinin ignesi sol ventrikiil igerisine sabitlendi ve sag

atrium kesilerek serum fizyolojik soliisyonunun dolasim sistemi boyunca gegmesi saglandi.

Her bir si¢an icin gerekli perflizyon soliisyon miktari ve perfiizyon zamani agirhigi ile

orantili olarak belirlendi. Perflizyon sonrasi siganlarin karin bolgesi acilarak testisleri ve

epididimisleri ¢ikarilarak agirliklar1 Slgiiliip kaydedildi. Sol testislerin bir kismi1 Bouin
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cozeltisine alinip fikse edilerek histolojik boyamalar ve immiinohistokimyasal ¢aligmalar
icin kullanilirken bir kism1 ise Gluteraldehit ¢zeltisine alinarak elektron mikroskobisi i¢in
kullanildi. Sag testisler ise biyokimyasal dl¢iimler ve western blot ¢alismalar1 i¢in ayrildi.
3.1.3.Viicut Agirhklarimin Olg¢iimii

Hayvanlarin viicut agirliklari, deney basindan itibaren sakrifiye edilmelerine kadar,
uygulanacak madde dozlarii belirlemek i¢in giinliik olarak tartilarak kaydedildi.
3.1.4.Testis ve Epididimis Agirhklarimin Olgiimii

Sakrifikasyonu takiben, ¢evre dokulardan iyice temizlenen sol testislerin ve
epididimislerin agirliklart Scaltec-STB31 marka hassas terazi ile tartildi. Tiim gruplarda,
sicanlarin  bir kisminin sol testisleri histolojik boyamalar ve immiinohistokimyasal
calismalar icin rutin histolojik doku takibi uygulanmak {izere Bouin ¢dzeltisi igerisine
alinarak fikse edildi, bir kisminin ise elektron mikroskopi incelemeleri ig¢in %2,5’lik
Gluteraldehit ¢ozeltisine alindi. Sag testisler ise biyokimyasal Slgiimler ve western blot
calismalari i¢in PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanarak kullanilacagi giine kadar
-80 °C’de saklandi.
3.1.5.Sperm Sayim ve Morfolojik Inceleme

Perfiizyon sonrasi siganlarin karin bolgesi agilarak epididimisleri ¢ikarildi ve
epididimisin kauda bdolgesi ayrilarak, petri kabi igerisinde bulunan %10 FBS (fetal bovine
serum) igeren DMEM/ F12 (Gibco™ Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ nutrient
mixture F-12) soliisyonuna aktarild1. islem yapilincaya kadar buz {izerinde bekletildi. Daha
sonra medyum igerisine alman epididimisin kauda kisimlar1 insiilin enjektor uglart ile
parcalara ayrildi. Bu islem sonrasi kanallar igerisindeki sperm hiicreleri medyum igerisine
dagildi. Spermiyumlari iceren medyum konik dipli steril santrifiij tiiplerine aktarildi ve
2230 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan dibe ¢6kmiis olan pellet ile
slipernatant arasinda spermlerin yer aldigi kisimdan 100 pl sivi alindi ve tekrar santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Tekrar santrifiij yapilarak %10 FBS iceren
DMEM/ F12 soliisyonu tamamen uzaklastirildi. Kalan pellet miktar1 kadar tekrar %10 FBS
iceren DMEM/ F12 soliisyonu eklendi ve 1:1 oraninda seyreltme yapilarak karigtirildi.
Spermiyumlar1 igeren ¢ozeltiden mikropipet yardimiyla 10 pl alinarak lama yayild.
Spermiyum Ornekleri, Makler kamarasinda faz-kontrast mikroskop altinda incelenerek
sperm sayimmi yapildi ve bulunan sayi 2x10° ile carpildi. Ayrica spermiyum Ornekleri
motilite agisindan morfolojik olarak degerlendirildi.

Daha sonra elde edilem sperm o6rneklerinden 0,5 ml alinarak Eppendorflara konuldu

ve fiksasyon i¢in 1 ml Carnoy’un soliisyonu (metanol+asetik asit, 3:1 oraninda) eklendi ve
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4 °C’de 5 dk bekletildi. Fiksasyon siiresi tamamlaninca Ornekler santrifiij edildi,
siipernatant atilarak elde edilen pelletlerden yayma preparat hazirlandi ve havada kurutuldu
(Avct 2006). Daha sonra 9%0,05'lik Toluidin blue boyasi ile boyama yapildi (Kim ve dig.
2013) ve sperm morfolojisi i¢in 151k mikroskobunda 200 sperm secilerek degerlendirme
yapildi. Spermatozoa boyayr tamamen aliyorsa dekondanse olarak kabul edildi.

Dekondanse spermler DNA'da hasara sahiptirler (Aksoy ve dig. 2009).

3.2.Histolojik Boyama Yéntemleri ile Testis Dokusunun incelenmesi

Sicanlardan alinan sol testisler (her grupta 8 adet), Bouin soliisyonuna alinarak 24-48
saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda testis dokular1 kasetlere alinarak ¢esme suyunda
yikand1 ve artan dereceli etanol serilerinde (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100) 24 saat
tutularak dehidrate edildi. Daha sonra %100 etanolde 2 kez 30 dakika siireyle tutuldu ve
toluol icerisinde 30 dk siireyle seffaflastirma islemi yapildi. Bunu takiben 56 °C’deki
etiivde ilk olarak yumusak daha sonra sert sivi parafin igerisinde 45’er dk bekletilen testis
dokular1 parafin bloklara gomiildii. Bu bloklardan mikrotom araciligiyla lamlara 4 pm
kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir testisten 10 kesit araliklarla alinan 10’ar kesit
tizerinde hematoksilen-eozin (H+E) ve PAS boyamasi yapilarak testis dokulari Olympus
BH 50 151k mikroskobu ile incelendi. Her bir gruba ait testis dokusu drnekleri seminifer
tiibiil cap1 ve yapisi, bazal membran yapisi, hiicrelerin yogunlugu, vakuol varligi gibi
parametreler agisindan degerlendirildi (Narayana ve dig. 2009; Bancroft ve Stevens 1990).
3.2.1.Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme

Testis dokusuna ait parafin bloklardan lamlara alinan kesitler, 1 gece boyunca
56°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra 2 saat toluol igerisinde bekletilerek kesitlerin
tizerinde yer alan parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan dereceli etanol serilerinden
(strastyla %100, %96, %90, %70) gecirildi ve saf suya alindi. Saf suda 10 dk bekletildikten
sonra Harris Hematoksilen’de 5 dk bekletilerek hiicre niikleuslar1 boyandi. Fazla boyay1
gidermek i¢in akan ¢esme suyunda 10 dk yikanan kesitler asit-alkol soliisyonunda 10-15
saniye (sn) bekletilerek tekrar akan ¢esme suyu altina alindi. 5 dakikalik bir yikamadan
sonra kesitler sitoplazmik boyanma i¢in Eozin Y soliisyonunda 3 dk tutuldu ve daha sonra
artan dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96, %100) gegirildi. Son olarak
kesitler toluolde iki kez 15’er dk bekletilerek seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi.
Preparatlar, Olympus BH 50 151k mikroskobu ile incelendi.
3.2.2.PAS (Periyodik Asit Schiff) Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme

Testis dokusuna ait parafin bloklardan lamlara alinan kesitler, 1 gece boyunca
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56°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra 2 saat toluol igerisinde bekletilerek kesitlerin
lizerinde yer alan parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan dereceli etanol serilerinden
(sirastyla %100, %96, %90, %70) ge¢irildi ve saf suya alindi. Kesitler periyodik asit
cozeltisi i¢inde 5 dk bekletildi ve bircok kez degistirilen saf su icerisinde yikandi.
Yikamadan sonra kesitler, Schiff reaktifi i¢inde 15 dakika siire ile tutuldu ve bunun
ardindan akan ¢esme suyunda 5 dakika yikandi. Hematoksilen Gill 3 ¢ozeltisi igerisinde 90
sn. siire ile ters boyama yapildiktan sonra akan ¢esme suyunda 15-30 sn. stire ile yikanarak
artan dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96, %100) gegirildi. Son olarak
ise kesitler toluolde iki kez 15’er dk bekletilerek seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi.
Preparatlar, Olympus BH 50 151k mikroskobu ile incelendi.
3.2.3.Seminifer Tiibiil Cap1 Ol¢iimii
Herbir grupta yer alan siganlardan rastgele 10 seminifer tiibiil secildi. Segilen
tiibiillerde enine olacak sekilde paralel ¢izgi cekilerek 20’lik objektif ile mikroskopta
Ol¢tim yapildi ve ortalamalar1 alindi. Daha sonra herbir grup i¢in istatistiksel olarak
hesaplama yapildi.
3.2.4.immiinohistokimyasal Uygulamalar
Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar iizerine alinan seri kesitlerde, testis
dokusunda bulunan PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), CD71/ Transferrin
Receptor ve Dmcl/ Lim15 (DNA meiotic recombinase 1) proteinlerinin miktarlarini tayin
etmek i¢in Streptavidin-biotin peroksidaz yoOntemi kullanilarak immiinohistokimyal
boyama gergeklestirildi. Ayrica testis dokusundaki apoptotik hiicreler, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase [Tdt] mediated deoxyuridine triphosphate [dUTP]-biotin nick
end-labeling) yontemi kullanilarak igaretlendi.
3.2.4.1.Anti-PCNA immiinohistokimyasi
Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine alinan 4 um kalinligindaki
kesitler, parafini gidermek amaciyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletildi. Daha
sonra toluolde 3 kez 5’er dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi. Kesitler, azalan
dereceli etanol serilerinden (sirastyla %100, %96, %90, %70) geg¢irildi ve 2 kez 5’er dk saf
su igerisinde bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler,
membran permeabilizasyonu i¢in PBS (Sigma, pH:7.4) ile hazirlanan % 0.3’liikk Triton X-
100 ile 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dk PBS ile yikanan kesitler, antijen
tyilestirmesi i¢in sitrat tamponu (Sigma, pH:6) icerisine alinarak mikrodalga firinda 700
Watt’ta 10 dk kaynatildi ve sogumasi i¢in oda 1sisinda 20 dk bekletildi. Kesitler

soguduktan sonra 2 kez 5’er dakika PBS ile yikandi ve lam tizerindeki doku kesitlerinin
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etrafi hidrofobik kalem (PAP-Pen) ile ¢evrilerek endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak
icin metanolde hazirlanan %0,3’liik H,O, (Hidrojen peroksit, abcam) soliisyonunda 10 dk
bekletildi. 2 kez 5’er dk PBS ile yikamanin ardindan, 6zgil olmayan antikor
baglanmalarin1 bloklamak tizere 10 dk protein bloklama soliisyonu (abcam) uygulandi.
Ardindan kesitlere 1/500 diliisyon oraninda hazirlanan PCNA primer antikoru uygulandi
ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Bu asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS
uyguland1. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez 5’er dk PBS ile yikama sonrasinda kesitler, 15 dk
biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda tutuldu ve tekrar 3 kez 5’er dk PBS’de
yikandi. Daha sonra kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. Son
yikama iglemi yapildiktan sonra kesitlere 5 dk kromojen olarak DAB (3,3-
Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu uygulandi ve renk olusumu goézlemlendi. Kesitler
distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitler 45 saniye Mayer's
Hematoksilen soliisyonu (abcam) ile muamele edildi. Daha sonra kesitler akan ¢esme suyu
altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol serisinden gegirilerek (%70-%80-
%90-%100), toluolde 20 dk bekletildi. Kapatma islemi i¢in su bazli seffaflastirict soliisyon
(abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4 °C’de saklandi.

Sican testisinde Anti-PCNA pozitif boyanma esas olarak niikleusta yogunlagmistir. Leica
DM 1000 151k mikroskopu ile tim gruplara ait hayvanlarin testislerindeki her bir tubuli
seminiferi contorti’de yer alan hiicrelerin immiinohistokimyasal olarak hiicre nukleusunda
gozlenen Anti-PCNA boyanmasmin siddeti 0’dan +3’e kadar semikantitatif olarak
derecelendirildi (Cizelge 3.1) ve H-skor yontemi ile degerlendirilerek elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildi. H-skor hesaplamak ic¢in asagida yer alan formiil
kullanildi.

H-Skor= ) Pi(I+1).

I: Boyanma yogunlugunun derecesini (0,1,2 ya da 3), Pi ise her yogunluk i¢in boyanan

hiicre ylizdesini (%0-100) gostermektedir (Kilic ve dig. 2009).

Cizelge 3.1. Immunohistokimyasal Boyanma Yogunlugunun Derecelendirilmesi

Derece Anlam
0 Ekspresyon Yok
+1 Zayif
+2 Orta
+3 Giiglii
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3.2.4.2.Anti-Dmec1/ Lim15 immiinohistokimyasi

Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine alinan 4 um kalinligindaki
kesitler, parafini gidermek amaciyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletildi. Daha
sonra toluolde 3 kez 5’er dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi. Kesitler, azalan
dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %100, %96, %90, %70) gegirildi ve 2 kez 5’er dk saf
su icerisinde bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler,
membran permeabilizasyonu i¢in PBS (fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi, Sigma, pH:7.4) ile
hazirlanan % 0.3’1liikk Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dk
PBS ile yikanan kesitler, antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponu (Sigma, pH:6) igerisine
alinarak mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10 dk kaynatild1 ve sogumasi i¢in oda 1sisinda 20
dk bekletildi. Kesitler soguduktan sonra 2 kez 5’er dakika PBS ile yikandi ve lam
tizerindeki doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem (PAP-Pen) ile ¢evrilerek endojen
peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %0,3’lik H,O, (Hidrojen
peroksit, abcam) soliisyonunda 10 dk bekletildi. 2 kez 5’er dk PBS ile yikamanin ardindan,
0zgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak {izere 10 dk protein bloklama soliisyonu
(abcam) uygulandi. Ardindan kesitlere 1/500 diliisyon oraninda hazirlanan Dmc1/ Lim15
primer antikoru uygulandi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Bu asamada negatif
kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez 5’er dk PBS ile
yikama sonrasinda kesitler, 15 dk biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda tutuldu ve
tekrar 3 kez 5’er dk PBS’de yikandi. Daha sonra kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz
soliisyonu uygulandi. Son yikama islemi yapildiktan sonra kesitlere 5 dk kromojen olarak
DAB (3,3-Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu uygulandi ve renk olusumu
gozlemlendi. Kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla
kesitler 45 saniye Mayer's Hematoksilen soliisyonu (abcam) ile muamele edildi. Daha
sonra kesitler akan ¢esme suyu altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol
serisinden gegirilerek (%70-%80-%90-%100), toluolde 20 dk bekletildi. Kapatma iglemi
icin su bazli seffaflastiric1 soliisyon (abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4
°C’de saklandi.

Sican testisinde Anti-Dmcl/Lim15 pozitif boyanma esas olarak nukleusta
yogunlagsmistir. Leica DM 1000 151k mikroskopu ile tiim gruplara ait hayvanlarin
testislerindeki  her bir tubuli  seminiferi contorti’lde yer alan hiicrelerin
immiinohistokimyasal olarak hiicre nukleusunda gozlenen Anti-Dmc1/Lim15
boyanmasinin siddeti 0’dan +3’e kadar semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-skor

yontemi ile degerlendirilerek elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi.
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3.2.4.3.Anti-CD71/ Transferrin Reseptér immiinohistokimyasi

Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine alinan 4 um kalinligindaki
kesitler, parafini gidermek amaciyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletildi. Daha
sonra toluolde 3 kez 5’er dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi. Kesitler, azalan
dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %100, %96, %90, %70) gegirildi ve 2 kez 5’er dk saf
su icerisinde bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler,
membran permeabilizasyonu i¢in PBS (fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi, Sigma, pH:7.4) ile
hazirlanan % 0.3’liikk Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dk
PBS ile yikanan kesitler, antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponu (Sigma, pH:6) igerisine
alinarak mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10 dk kaynatild1 ve sogumasi i¢in oda 1sisinda 20
dk bekletildi. Kesitler soguduktan sonra 2 kez 5’er dakika PBS ile yikandi ve lam
tizerindeki doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem (PAP-Pen) ile ¢evrilerek endojen
peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %0,3’lik H,O, (Hidrojen
peroksit, abcam) soliisyonunda 10 dk bekletildi. 2 kez 5’er dk PBS ile yikamanin ardindan,
0zgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak {izere 10 dk protein bloklama soliisyonu
(abcam) uygulandi. Ardindan kesitlere 1/500 diliisyon oraninda hazirlanan CD71/
Transferrin Receptor primer antikoru uygulandi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
Bu asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez
5’er dk PBS ile yikama sonrasinda kesitler, 15 dk biyotinlenmis sekonder antikor
soliisyonunda tutuldu ve tekrar 3 kez 5’er dk PBS’de yikandi. Daha sonra kesitlere 20 dk
streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. Son yikama igslemi yapildiktan sonra kesitlere
5 dk kromojen olarak DAB (3,3'-Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu uygulandi ve renk
olusumu gozlemlendi. Kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama
amaciyla kesitler 45 saniye Mayer's Hematoksilen soliisyonu (abcam) ile muamele edildi.
Daha sonra kesitler akan ¢esme suyu altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol
serisinden gegirilerek (%70-%80-%90-%100), toluolde 20 dk bekletildi. Kapatma iglemi
icin su bazli seffaflastiric1 soliisyon (abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4
°C’de saklandi.

Sican testisinde Anti-CD71/ Transferrin reseptor pozitif boyanma esas olarak
nukleusta yogunlasmistir. Leica DM 1000 151k mikroskopu ile tiim gruplara ait hayvanlarin
testislerindeki  her bir tubuli  seminiferi contorti’lde yer alan hiicrelerin
immiinohistokimyasal olarak hiicre nukleusunda go6zlenen  Anti-CD71/ Transferrin
reseptor boyanmasinin siddeti 0’dan +3°e kadar semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-

skor yontemi ile degerlendirilerek elde edilen sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildi.
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3.2.5.TUNEL Boyamasi

Bu calismada, apoptozis sonucu gelisen DNA kiriklarinin taninmasini saglamak
amaciyla Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit kullanildi (Millipore, S7101). Bu
amacla, elde edilen parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine alinan 4 pm
kalinligindaki kesitler, parafini gidermek amaciyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde
bekletildi. Daha sonra toluolde 3 kez 10’ar dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi.
Kesitler, azalan dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %100, %100, %96, %90, %70)
gecirildi ve 5 dk PBS igerisinde yikandi. Daha sonra dokularin etrafi hidrofobik kalem
(PAP-Pen) ile ¢evrilerek, membran permeabilizasyonu i¢in PBS igerisinde 20pug/ml olacak
sekilde diliie edilen Proteinaz-K (Millipore) soliisyonunda 37 °C’de 15 dakika inkiibe
edildi. 2 kez 2'ser dakika distile su ile yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
bloklamak i¢in metanol ile hazirlanan %0,3’lik H,O, soliisyonunda 5 dk karanlikta
bekletildi. 2 kez S'er dakika PBS ile yikamadan sonra kesitlere 10 dakika oda 1sisinda
dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C’de terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) enziminde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kesitler durdurma
tamponuyla 15 sn. calkalandi ve oda 1sisinda 10 dk bekletildi. 3 kez 1’er dk PBS’de
yikanan kesitlere oda 1sisinda 30 dk anti-digoksigenin-peroksidaz konjiigat1 uygulandi ve
tekrar PBS ile yikanarak 7 dk DAB kromojen soliisyonu uygulamas: yapildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in kesitler 3 kez 1’er dk saf su ile yikand1 ve 10 dakika % 0.5 Metil green ile
zit boyama yapildi. Boyamanin ardindan 2X10 dip + 1X30 sn. saf su ile yikama yapildi ve
N-butanolle 2x10 dip + 1X30 sn. yikandi. Daha sonra kesitler toluole alindi ve kesitlerin
tizeri kapatma medyumu ile kapatildi.

Tiim testis dokular1 Leica DM 1000 151k mikroskobu ile incelendi. Her bir sigana ait
apoptotik indeks (AI) orani, hazirlanan bir kesitte rastgele olarak segilen 10 ayr1 seminifer
tiibiilin degerlendirilmesi ile elde edildi. Her bir tibiildeki apoptotik hiicre sayisinin
toplam hiicre sayisina boliinmesiyle ortaya ¢ikan oranlarin ortalamasi alindi ve bu oran 100
ile carpilarak % AI degeri hesaplandi.
3.3.Ultrastriiktiirel Yontemler

Gegirimli  elektron  mikroskobu (TEM=Transmission Electron Microscope)
incelemeleri i¢in si¢anlardan alinan sol testisler (her grupta 4 adet) Millonig tamponlu
%4’liik soguk gluteraldehit soliisyonu igerisine konuldu ve +4 °C’de 2 giin tespit edildi. iki
giin boyunca sertlesen dokular, steril bistiiri ucu yardim ile 1mm®liik parcalar haline
getirildi. Daha sonra dokular Millonig tamponu ile yikandi ve 1,5 saat aym1 tampon ile

hazirlanmis olan %1’lik Osmiyum tetraoksit (OsOy,) ile ikinci tespit yapildi. 3 kez 15’er dk
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Millonig tamponu ile tekrar yikanan dokular dehidratasyon i¢in 10’ar dk sirasiyla %30,
%350, %70, %80, %96’lik etanollerden ve 15 dk %100 etanolden gegirildi. Bir sonraki
asamada dokular 15 dk propilen oksitte bekletildi. Bunun ardindan sirasiyla 1:1 oraninda
propilen oksit-araldit karisiminda 45 dk, 1:3 oraninda propilen oksit-araldit karisiminda 45
dk ve saf aralditte 1 gece bekletildikten sonra yuvarlak plastik kaliplara dokiilmiis saf
araldit icerisine gomiildii. Kaliplar 24 saat boyunca 45°C’lik etiivde ve 48 saat boyunca
60°C’lik etiivde birakilarak bloklarin polimerizasyonu saglandi. Araldit bloklardan, dnce
Reichert UM2 mikrotomla 0,5 pm. kalinliginda yar1 ince kesitler alind1 ve toluidin mavisi
ile boyanarak istenilen bolgenin tespit edilmesi saglandi. Reichert UM3 mikrotomu ile de
40-50 nm. kalinliginda ince kesitler alinarak bakir grid iizerine yapistirildi. Bakir
gridlerdeki kesitler %70 etanol ile hazirlanmis olan doymus uranil asetat soliisyonu ile 45
dk, bunun ardindan da Reynol’un kursun sitrat1 ile 15 dk boyandi. Jeol Jem-1011 model
elektron mikroskobunda incelen kesitlerin fotograflar1 Olympus Veleta TEM CCD kamera
ile ¢ekildi. Deney gruplarindaki her bir siganin testis dokularinda bulunan hiicrelerin
ultrastriiktiirel 6zellikleri arastirildi.

Tubuli seminiferi contorti’lerin yapisi, bazal membrane yapisi, sperm hiicrelerindeki
niikleus ve organel morfolojisi; kromatin diizeni; sentriyol yapisi, aksonem yapisi,
mitokondrionlarin sayisi, biitlinliigli, boyutu, membran yapisi ve krista sayisi; graniillii ve
diiz endoplazmik reticulum yapisi; hiicreler arasi alanin 6zelligi; sekonder lizozom, lipit
damlaciklarinin ve vakuollerin varlig1; apoptotik ve otofajik hiicreler degerlendirildi.
3.4.Western Blot Teknigi ile inceleme

Western blot teknigi ve biyokimyasal analizler igin oncelikle -80 °C'de saklanan
testis dokular1 buz igerisinde ¢dzdiiriilerek proteinleri izole edildi. Izole edilen proteinler
esit sekilde iki eppendorfa boliinerek, birisi Western blot ile inceleme yapmak i¢in digeri
de biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Western blot i¢in izole edilen proteinlerin total
konsantrasyonu hesaplandi. Sonraki asamalarda SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat—
Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile proteinler ayristirilarak nitroseliiloz membrana transfer
edildi. Transfer sonrast PCNA (PC10, Santa Cruz, sc-56), CD71/ Transferrin Receptor
(H68.4, Santa Cruz, sc-65882), Dmc1/ Lim15 (2H12/4, Santa Cruz, sc-53269) ve B-aktin
(Beta aktin) antikorlari ile blotlama yapildi (Narayana ve dig. 2013).
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3.4.1. Dokulardan proteinlerin izole edilmesi ve protein konsantrasyonunun
hesaplanmasi

Donmus testis dokusu ornekleri 1X PBS ile yikandi. Axygen 1,5 ml Eppendorf
tiipleri icerisine dokular ve yaklasik 200 pl Tissue Protein Extraction Reagent (T-PER) ve
25X proteaz inhibitorii (Roche) eklendi. Bu karisima yeteri miktarda zirkonyum bead
eklenerek +4 °C’de, hiz1 8'e ayarlanmig Bullet Blender igerisinde 4 dakika homojenize
edildi. Homojenat elde edildikten sonra esit sekilde iki eppendorfa boliinerek, birisi
Western blot ile inceleme yapmak i¢in digeri de biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.

Western blot i¢in homojenat +4 °C’de 14000xg'de 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dikkatlice temiz Axygen tiiplere alindi ve +4 °C’de 15000 g'de 10 dakika
santrifiij edildi. Tekrar siipernatant dikkatlice temiz Axygen tiiplere alinarak total protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in, eppendorfa 1 mL Bradford ¢ozeltisi koyularak {izerine 1
uL ornek ekleyerek mavilesmesine bakildi ve 1/20 dilusyon yapilmasina karar verildi.
Buna gore her protein 6rnegi icin, eppendorfa 9 uL 2D diluent ve 1 uL mL protein drnegi
eklendi. Karisim vortekslendikten sonra bu karisimdan 1 pL alind1 ve baska eppendorfta
hazirlanan 1 mL Bradford ¢ozeltisi ve 19 pL 2D diluent karisimi iizerine eklendi. 5 dkika
karanlikta bekletildi ve Bradford metodu kullanilarak Nanodrop cihazinda (BioRAD)
okutuldu (Narayana ve dig. 2012). Analiz edilecek parametrelerin doku sonuglari, doku
protein miktarina oranlanarak verildi. Daha sonra her grup igin o grupta yer alan tiim
sicanlarin izole edilen proteinleri birlestirilerek havuz olusturuldu ve jele yliklemeden 6nce
her grubun pool'u Bradford metodu kullanilarak Nanodrop cihazinda tekrar okutuldu.
3.4.2.Protein Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Iki ucu agik dikddrtgen cam plakalar arasina énce ayirma jeli iistten 5 cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeyine 2 mm yiikseklige kadar su ile doyurulmus n-butanol
pipet ile eklendi. Jel polimerize olduktan sonra n-butanol saf su ile uzaklastirildi. Kurutma
kagid1 ile cam plakalar arasi temizlendi ve ayirma jeli eklenerek yiikleme tarag:
yerlestirildi. Jel polimerize olduktan sonra tanka yerlestirildi. Yiiklenmek istenen protein
cozeltilerinin hacimlerine gore 6X yilikleme tamponu 1X olacak sekilde eklendi. Protein
cozeltileri 95 °C’de 5 dakika kaynatilarak buz {izerine alind1 ve kisa bir santrifiijden sonra
mikropipet yardimiyla jelde yer alan yiikleme kuyucuklarina yiiklenerek, yiiriitme tamponu
icerisinde 180 V’da 60 dakika yiiriitiildii. Yiirime sonunda jel cam plakalardan ¢ikarildi ve
1 saat fiksatifte shaker'da bekletildi. Daha sonra jel, Coomassie mavisi i¢ceren boyama
sollisyonuyla boyanarak bantlar goriintiilendi. Uygun bant goriiniimleri elde edildikten

sonra jeller distile suda yikanarak boyadan arindirildi ve genel olarak bantlar
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degerlendirildikten sonra antikorlar1 uygulamak iizere tekrar jel dokiildii. Bunun igin her
bir jelin ilk kuyucuguna 2,5 pl prestained marker yiiklendi ve sonraki kuyucuklara da her
bir gruptan elde edilen pool'lar her bir kuyucukta 15 pg protein olacak sekilde yiiklendi ve
yiiriitme tamponu igerisinde 180 V’da 60 dakika yiiriitiildii.

3.4.3.Proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana transferi

Elektroforez tamamlandiktan sonra proteinleri jelden nitroseliilloz membrana
aktarmak i¢in semi-dry bir yontemi kullanan Trans-Blot Turbo transfer sistemi (BioRad)
kullanildi. Transfer i¢in 6zel tampon hazirlanmas1 gerekmektedir. Jeller yiiriitiildiikten
sonra transfer tamponu igerisinde yikandi. Uygun filtre kagitlar1 kullanilarak jelden
membrana transfer i¢in uygun ortam hazirlandi. Transfer isleminin dogru bir sekilde
gerceklesmesi igin siralama filtre kagidi-membran-jel-filtre kagidi olacak sekilde yapildi.
Hazirlik agamasi esnasinda kullanilan her materyal transfer tamponu ile yikandi. Bu sistem
icin hazir olan uygun program kullanilarak transfer islemi baslatild1 ve yaklasik olarak 15
Volt'ta 20 dakika stirdii. Transferin gergeklestigini gorebilmek i¢in Ponceau-S boyasi ile
membranlar 1 dakika boyanarak bantlar gézlendi. Daha sonra membranlar distile su ile
Ponceau-S boyasindan arindirildi.
3.4.4.Proteinlerin 6zel antikorlar ile membran iizerinde gézlenmesi

Nitroseliiloz membran {izerinde spesifik olmayan boyamalar1 saf dist etmek i¢in 37
°C'de 1 saat %5 yagsiz siit tozu iceren TBS-T (% 0,1 Tween 20 igeren Tris buffer saline)
tamponunda inkiibe edildi. Bu bloklama islemi sonras1t membranlar, TBS-T tamponuyla bir
kez 15 dakika iki kez S'er dakika olmak iizere ii¢c kez yikandi. Daha sonra membranlar
PCNA (diliisyon oranit: 1/750), CD71/ Transferrin Receptor (diliisyon orani: 1/500), ve
Dmcl/ Lim15 (diliisyon orani: 1/500) primer antikorlari kullanilarak gece boyunca +4
°C’de inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasi primer antikoru uzaklastirmak igin membranlar, bir kez 15
dakika iki kez S'er dakika olmak {izere ii¢ kez TBS-T tamponuyla yikandi. Yikama islemi
biten membranlar, HRP konjuge sekonder antikor (m-IgGx BP-HRP, Santa Cruz, sc-
516102, diliisyon orani: 1/20000) ile 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
sekonder antikoru uzaklastirmak i¢in membranlar, bir kez 15 dakika iki kez S'er dakika
olmak iizere iic kez TBS-T tamponuyla yikandi. Membran iizerine sinyal olusumunu
saglayacak ECL-Kemiliiminesans substrat eklenerek PDQuest Advanced 2-D Analysis
(BioRad) Software'de isimalar gozlemlendi ve kaydedildi. PDQuest Advanced 2-D
Analysis Software'den elde edilen protein band yogunluklar1 Image J programinda BioRad

jel goriintiileme sisteminde 6l¢iildii (Ozgul ve dig. 2015).
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Istenen primer antikorlar ile goriintii elde edildikten sonra membranlar, stripping
soliisyonu igerisinde oda 1sisinda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
membranlar, bir kez 15 dakika iki kez 5'er dakika olmak tizere ii¢ kez TBS-T tamponuyla
yikandi. Yikama sonrast membranlar, lizerinde spesifik olmayan boyamalar1 saf dis1 etmek
icin 37 °C'de 1 saat %5 yagsiz siit tozu igeren TBS-T (% 0,1 Tween 20 iceren Tris buffer
saline) tamponunda inkiibe edildi. Bu bloklama islemi sonrast membranlar, TBS-T
tamponuyla bir kez 15 dakika iki kez 5'er dakika olmak iizere ii¢ kez yikandi. Daha sonra
membranlar, B-aktin primer antikoru (diliisyon orani: 1/2000) kullanilarak gece boyunca
+4 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi primer antikoru uzaklastirmak icin
membranlar, bir kez 15 dakika iki kez 5'er dakika olmak tizere ti¢ kez TBS-T tamponuyla
yikandi. Yikama islemi biten membranlar, HRP konjuge sekonder antikor ile 1 saat oda
isisinda  inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi sekonder antikoru uzaklastirmak icin
membranlar, bir kez 15 dakika iki kez 5'er dakika olmak tizere ti¢ kez TBS-T tamponuyla
yikandi. Membran iizerine sinyal olusumunu saglayacak ECL-Kemiliiminesans substrat
eklenerek PDQuest Advanced 2-D Analysis (BioRad) Software'de 1gimalar gozlemlendi.
PDQuest Advanced 2-D Analysis (BioRad) Software'den elde edilen protein band
yogunluklar1 Image J programinda BioRad jel goriintiileme sisteminde 6l¢iildii (Ozgul ve
dig. 2015).

Bu islemler {i¢ kez tekrarlanarak her bir antikor i¢in {i¢ ayr1 sonug elde edildi ve bu
sonuglarin ortalamasi alinarak grafik elde edildi.
3.5.Biyokimyasal inceleme

Deney sonunda intrakardiak inflizyonla EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)'li
tiiplere alinan kan drnekleri, KOU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari'nda 3500 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek plazma elde edildi. Elde edilen plazmalar -40 °C'de
kullanilincaya kadar saklandi. Daha sonra plazmalar ¢ozdiiriilerek Testosteron, FSH ve LH
hormonlarinin seviyesi biyokimyasal olarak ELISA Kkitleri ile ol¢iildii. Ayrica testis
dokusundan elde edilen homojenatlarda biyokimyasal olarak MDA (Malondialdehit), SOD
(Super Oksit Dismutaz), GSH (Glutatyon), TAS (Total Antioksidant Status), TOS (Total
Oksidant Status) olglimleri yapildi. Deney sonunda intrakardiak inflizyonla kirmiz1 kapakli
diiz tiiplere alinan kan 6rnekleri, KOU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari'nda 3500
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edildi. Elde edilen serumlar -40 °C'de
kullanilincaya kadar saklandi. Daha sonra serumlar ¢ozdiiriilerek MDA, SOD, GSH, TAS
ve TOS ol¢limleri yapildi.
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3.5.1.Doku homojenizasyonu

Donmus testis dokusu ornekleri ¢ozdiiriilerek 1X PBS ile yikandi. 1,5 ml safelock
Eppendorf tiipleri icerisine dokular ve yaklasik 200 pl Tissue-PER tamponu (T-PER)
soliisyonu ile 25X proteaz inhibitorii (Roche) eklendi. Bu karisima yeteri miktarda
zirkonyum bead eklenerek +4 °C'de, hiz1 8'e ayarlanmis Bullet Blender igerisinde 4 dakika
homojenize edildi. Homojenat elde edildikten sonra esit sekilde iki eppendorfa bdliinerek,
birisi Western blot ile inceleme yapmak i¢in digeri de biyokimyasal analizler igin
kullanildi. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilan homojenatlar, 15 dk 3500 rpm’de
santrifiij edilerek siipernatantlart ayrildi ve eppendorflara alinarak -80 °C'de analiz
edilecekleri zamana kadar saklandi.
3.5.2. Doku protein tayini

Total protein tayini Lowry modifiye metodu kullanilarak yapildi (Hartree 1972).
Analiz edilen parametrelerin doku sonuclari, doku protein miktarina oranlanarak tayin
edildi.
3.5.3. Dokuda MDA, GSH, SOD, TAS ve TOS Tayini
3.5.3.1. Doku MDA diizeylerinin tayini

Lipit peroksidasyon iriinii olan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona
girerek 535 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleks
olugturmaktadir. Bu kompleksin verdigi renk siddeti spektrofotometrik olarak oOlgiilerek,
ornek icindeki MDA konsantrasyonu tayin edildi (Buege ve Aust 1978).
3.5.3.2. Doku GSH diizeylerinin tayini

Non-protein siilfidril gruplarinin tiimii rediikte glutatyon formundadir. DTNB (5,5°-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit), Ellman’s ayiraci), disiilfid bir kromojendir ve siilfidril grubu
iceren bilesiklerle kolayca rediikte olarak koyu sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu rediikte
kromojenin 412 nm’de 6lgiilen absorbansi GSH konsantrasyonu ile direkt olarak orantilidir
(Ellman 1959). Doku GSH diizeyleri doku protein miktarina, eritrosit GSH diizeyleri ise
eritrosit hiicresi sayisina oranlanarak verildi.
3.5.3.3. Doku SOD aktivite tayini

Bu yontemde ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle siiperoksit radikali
tiretilmekte ve olusan siiperoksit radikali, INT (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyl-2H-tetrazolium chloride) ile reaksiyon vererek viyole renkli formazon boyasi
olusturmakta ve bu renk siddeti 505 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Ol¢iilmektedir. Ortamdaki CuZn-SOD aktivitesine bagl olarak bu reaksiyon dnlenmekte ve
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% inhibisyon hesaplanmaktadir. CuZn-SOD aktivitesi doku i¢in U/g protein olarak ifade
edildi (Sun ve dig. 1988).
3.5.3.4. Doku TAS Olciimii

Rel Assay Diagnostic “Total Antioxidant Status Assay Kit” (Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak ¢aligildi. Homojenize edilmis testis dokusu 6rneginde bulunan antioksidanlar,
koyu mavi-yesil renkli ABTS (2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit])
radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirgemektedir. 660 nm'deki absorbans
degisikligi, doku 6rneginin toplam antioksidan seviyesi ile iliskilidir. Analiz, bir vitamin E
analogu olan ve Trolox Esdegeri olarak adlandirilan dengeli bir antioksidan standart
soliisyonu ile kalibre edildi.
3.5.3.5. Doku TOS Ol¢iimii

Rel Assay Diagnostic “Total Oxidant Status Assay Kit” (Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak c¢aligildi. Homojenize edilmis testis dokusu orneginde bulunan oksidanlar,
ferr6z iyon-selatlayict kompleksini ferrik iyona oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan arttirici (enhancer) molekiiller tarafindan
uzatilir. Ferrik iyon, asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, doku 6rneginde bulunan oksidan
molekiillerinin toplam miktart ile ilgilidir. Doku 6rnegi, hidrojen peroksit ile kalibre edildi
ve sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade edildi (umol
H.0, Equiv./L).
3.5.4. Plazmada Testosteron, FSH ve LH Tayini
3.5.4.1. Testosteron Hormonu Ol¢iimii

-40 °C'de saklanan plazmalar ¢ozdiiriilerek, Elabscience (Wuhan, China) Rat T
(Testosterone) ELISA Kit (E-EL-R0033) kullanilarak ¢aligildu.
3.5.4.2. FSH Ol¢iimii

-40 °C'de saklanan plazmalar ¢ozdiiriilerek, Elabscience (Wuhan, China) Rat FSH
(Follicle Stimulating Hormone) ELISA Kit (E-EL-R0391) kullanilarak ¢aligildu.
3.5.4.3. LH Olciimii

-40 °C'de saklanan plazmalar ¢ozdiiriilerek, Elabscience (Wuhan, China) Rat LH
(Luteinizing Hormone) ELISA Kit (E-EL-R0026) kullanilarak ¢alisildi.
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3.5.5. Serumda MDA, SOD, GSH, TAS ve TOS Tayini

3.5.5.1. Serum MDA diizeylerinin tayini

Ayiraglar:

1-

Stok Standard (10mM):

Standard ¢ozeltisi 1,1,3,3 tetra etoksipropan (TEP) maddesinden hazirlandi. 10
mM’lik TEP stok standardindan 0,1 mL alindi ve distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Stok TBA-TCA-HCI ayirac:

%100 (w/v)’lik TCA (trikloroasetik asit) ¢ozeltisinden 15 mL alinarak 100 mL’lik
balon jojeye konuldu. 0,375 g. TBA tartilarak balon jojeye konuldu. 2,083 mL HCI

eklendi. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Caliyma yontemi:

Cizelge 3.2. Serum MDA diizeyini 6l¢mek i¢in kullanillan madde miktarlar

Cozelti Kor (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
KCI 1 0,75 0,75

Distile H20 - - -

Standart - 0,25 -
Homojenat - - 0,25

Ayirag 2 2 2

Tiiplere belirtilen oranlarda maddeler eklenerek vorteksilendi (Cizelge 3.2). 15 dk kaynar

su banyosunda bekletildi. Daha sonra 2500 rpm’de 10 dKk santrifiij edildi. Stipernatantlarin

535 nm’de absorbanslar1 okutuldu.

3.5.5.2. Serum GSH diizeylerinin tayini

Ayrraclar:

1- Proteinsizlestirme ¢ozeltisi:

1,67 g. glasiyel metafosforik asit,
0,20 g. disodyum EDTA,
30 g NaCl, 100 mL’lik balon joje igerisinde distile su ile ¢oziildii.

2- Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0,3 M):

42,59 g. Na;HPO,4 1000mL’lik balon joje icerisinde distile su ile hazirlandi.

3- Ellman renk ayiraci:

100 mL’lik balon joje igerisinde, 40 mg. DTNB %1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi
eklenerek hazirlandi.
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4- GSH standarti (0,1 mg/mL):

1 mg. glutatyon 10 mL distile su ile ¢oziilerek taze olarak hazirlandu.

5- KCI (0,15 M):

2,8 g. KCl, 250 mL’lik balon jojede distile su ile ¢oziilerek hazirlandi.

Calhisma Yontemi:

Cizelge 3.3. Serum GSH diizeyini 6lgmek i¢in kullanillan madde miktarlari

Cozelti Kor (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
KCL 2 1,5 1,5
Homojenat - - 05

GSH standart1 - 0,5 -
Proteinsizlestirme 3 3 3

Tiiplere belirtilen oranlarda maddeler eklenerek vorteksilendi ve biitiin tiipler 3000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi (Cizelge 3.3). Tiplerin st kismindaki stipernatantlar alinarak bundan

sonraki asamalarda kullanildi.

Cizelge 3.4. Serum GSH diizeyini 6lgmek i¢in supernatan asamasindan sonra kullanillan

madde miktarlari

Cozelti Kor (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
Stipernatant 0,5 0,5 0,5
Na;HPO4 2 2 2

Ellman 0,5 0,5 0,5

Tiiplere belirtilen oranlarda maddeler eklenerek vortekslendi ve biitiin tiiplerin 412 nm’de
absorbans tayinleri yapildi (Cizelge 3.4).

3.5.5.3. Serum SOD aktivite tayini:

Eritrosit hemolizat1 10 mM fosfat tamponu (pH:7.00) ile diliie edilir. 25 pL diliisyonlu
hemolizat, 50 mmol/L CAPS (3-(siklohekzilaminol)-1-propansiilfonik asit) ve 0,094
mmol/L EDTA (pH:10.2) i¢eren bir tampon soliisyonunda 0,05 mmol/L ksantin sodyum ve
0,025 mmol/L INT igeren 850 pL substrat soliisyonu ile karistirildi. 125 pL ksantin
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oksidaz (80 U/mL) karisima eklenerek absorbans artis1 505 nm’de 3 dakika izlendi. Serum
SOD aktivitesi U/g Hb olarak ifade edildi (Sun ve dig. 1988).
3.5.5.4. Serum TAS Ol¢iimii:

-40 °C'de saklanan serumlar ¢ozdiiriildii ve Rel Assay Diagnostic “Total Antioxidant
Status Assay Kit” (Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak ¢alisildi. Serumda bulunan
antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli ABTS (2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit]) radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirgemektedir. 660 nm'deki
absorbans degisikligi, serum 6rneginin toplam antioksidan seviyesi ile iliskilidir. Analiz,
bir vitamin E analogu olan ve Trolox Esdegeri olarak adlandirilan dengeli bir antioksidan
standart soliisyonu ile kalibre edildi.
3.5.5.5. Serum TOS Olgiimii:

-40 °C'de saklanan serumlar ¢ozdiiriildii ve Rel Assay Diagnostic “Total Oxidant
Status Assay Kit” (Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ¢alisildi. Serumda bulunan oksidanlar,
ferrdz iyon-gelatlayici kompleksini ferrik iyona oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan arttirici (enhancer) molekiiller tarafindan
uzatilir. Ferrik iyon, asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, serum 6rneginde bulunan oksidan
molekiillerinin toplam miktari ile ilgilidir. Serum 6rnegi, hidrojen peroksit ile kalibre edildi
ve sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade edildi (umol
H.0, Equiv./L).

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi1 kullanilarak yapildi. Normal dagilima uygunluk testini degerlendirmek ig¢in
Kolmogorov-Smirnov Testi kullanildi. Normal dagilim gosteren niimerik (sayisal)
degiskenler ortalama +/- standart sapma, normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler
ise medyan (25. persantil - 75. persantil) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik; normal
dagilima sahip olan niimerik degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile,
normal dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler i¢in ise Kruskal Wallis Testi ile
gosterildi. Coklu karsilastirmalar Tukey, Dunn ve Dunnett testleri kullanilarak yapildi.
Tekrarlayan Olctimler arasindaki farkliliklart belirlerken normal dagilim varsayimi
saglandigl icin eslestirilmis t-testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamlilik igin

yeterli olarak kabul edildi.
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3.7. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

3.7.1. Kimyasal Malzemeler

Xylazine (50 ml)

Ketamin (500 mg) (Pfizer: 150086)

Bouin (Sigma, HT10132)

Absolute Ethanol (Merck Millipore: 100983)

Etanol %96 (Tekkim)

Toluol (Merck Millipore: 108327)

Parafin (Merck Millipore: 107151)

Entellan (Merck Milipore: 107961)

Su bazli seffaflastirici soliisyon (abcam)

Metanol (Sigma: 24229)

Proteinaz K (Merck Millipore: 21627)

Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Millipore: S7101)
PCNA antikoru (PC10) (Santa Cruz, sc-56)

CD71/ Transferrin Receptor antikoru (H68.4) (Santa Cruz, sc-65882)
Dmcl/ Lim15 antikoru (2H12/4) (Santa Cruz, sc-53269)

[-aktin antikoru (C4, Santa Cruz, sc-47778)

Metilen green (TM of Trevigen)

Hidrojen Peroksit (Merck Millipore: 107298)

Mouse specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit (Abcam, ab64259)
Mayer’s Hematoxylin (Labvision: TA-125-MH)

Araldite M (Fluka Analytical: 10951)

Araldite M 960 (Fluka Analytical: 10952)

Araldite M 964 (Fluka Analytical: 10953)

Gluteraldehit (Merck Millipore: 104239)

Osmium tetroxide (EMS: 19134)

Propilen oksit (Merck: 8.07027.1000)

NaOH / sodyum hidroksit (Sigma 06203)

Na,CO3/ sodyum karbonat (Sigma S7795)

CuSO4/ bakar (IT) siilfat (merck A810587 504)
KNaC4H404°4H,0 / potasyum sodyum tartarat (merck A655285)
BSA / s1g1r serum albiimin ( sigma A4563)

Folin&Ciocalteu’s Fenol Reaktifi 2N (sigma F9252)
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PBS / fosfat tamponu (sigma P 4417)

CAPS / (3-(siklohekzilaminol)-1-propansiilfonik asit) (sigma C2632)

INT / 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazoliyum klorit (sigma 1-10406)
EDTA / Etilendiamin tetraasetik asit ( sigma E9884)

Ksantin / (sigma X-2502)

Ksantin Oksidaz / (sigma X-1875)

TEP / 1,1,3,3 tetra etoksipropan (sigma T-9889)

TCA / trikloro asetik asit ( merck k45499307 432)

TBA / Tiyobarbitiirik asit 8sigma T-5500)

HCI / hidroklorik asit Redei-de Haen 30721)

KCl/ potasyum kloriir (sigma P-9333)

Glasiyel metafosforik asit ( merck K45762146 444)

NaCl / sodyum kloriir Riedel-de Haen 13423)

Na,HPO, / disodyum fosfat (merck A335874 223)

3.7.2. Cihazlar

pH metre (inolab wtw)

Buzdolabi (Argelik)

Hassas terazi (Scaltec-STB31)

Vorteks (LMS)

Mikrodalga (Regal)

Etiiv (Elektro-mag)

Mikrotom (Leica SM 200R)

Isik mikroskobu (Leica DM 1000) ve Kamera (Leica DMC 2900)

Ultramikrotom (Reichert UM2 - Reichert UM3)

Transmisyon elektron mikroskopu (Jeol Jem-1011) ve kamera Olympus Veleta TEM CCD
IKA T18 Digital ULTRA TURRAX homojenizator

Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (Italy/Rome)-ELISA READER
UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU

BECKMAN COULTER DXI-600 otoanalizorii
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4 BULGULAR

4.1.Viicut ve Organ Agirhklar:
4.1.1. Deney Baslangici Viicut Agirhklar:

Kontrol (Salin) grubu, Melatonin'in ¢oziicii kontrol (Etanol+Salin) grubu, BEP
uygulanan grup, BEP uygulanan ve 9 haftalik iyilesme (recovery) siirecine birakilan grup
(BEP+REC), BEP+Melatonin uygulanan grup (BEP+MEL), BEP+Melatonin uygulanan ve
9 haftalik iyilesme (recovery) siirecine birakilan gruplara (BEP+MEL+REC) ait siganlarin,
deney baslangicindaki viicut agirliklarina iliskin bulgular ¢izelge 4.1.”de verilmistir.

Sicanlarin, deney baslangicindaki  viicut agirliklari  istatistiksel — olarak

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,267) (Cizim 4.1).

Cizelge 4.1. Gruplara gore siganlarin deney baslangicindaki ortalama viicut agirliklari (g)

Gruplar Ortalama Agirhik (g) £ P degeri
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 292,1667+30,33700
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 286,3333+11,92654
(Etanol+Salin) 0.267
BEP 303,9167+22,88890
BEP + Recovery 300,3333+28,60494
BEP + Melatonin 289,5833+18,03259
BEP + Melatonin + Recovery 286,4167+15,79677

85




350
(1]
£ 300 T I T
®
g W 250
= & 200
2=
S & 150
W o
s =
- o 100
T .3
Q>
> 50
o
(= 0
N Sy & & & &
e e x x
° X2 S & &
o S &)
= Q*
é‘?‘ &

Cizim 4.1. Siganlarin deney baslangicindaki ortalama viicut agirliklarinin gruplara gore
karsilastirilmasi (p=0,267). Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak
ifade edildi.

4.1.2. Deney Sonu Viicut Agirhklar:

Siganlarin  deney sonu viicut agirliklar1 karsilastirlldiginda; salin  grubu ile
etanol+salin grubu, BEP + Melatonin ve BEP + Melatonin + Recovery gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). BEP ve BEP + Recovery
gruplari, Salin grubu ile karsilagtirildiginda goriilen azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,000) (Cizelge 4.2, Cizim 4.2).

Cizelge 4.2. Gruplara gore si¢anlarin deney sonu ortalama viicut agirliklari (g)

Gruplar Ortalama Agirhik (g) £ P degeri
Standart Sapma

Kontrol (Salin) 436,6667+26,32777

Melatonin'in  ¢Oziicii  kontrolii 410,0833+13,02067

(Etanol+Salin)

+

BEP 240,8000+29,36665 0,000
BEP + Recovery 318,4000+12,65087

BEP + Melatonin 426,9167+25,43605

BEP + Melatonin + Recovery 451,3333+26,41740
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Cizim 4.2. Siganlarin deney sonu ortalama viicut agirliklarinin gruplara gore

karsilastirilmasi. Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.1.3. Deney Baslangici ve Deney Sonu Viicut Agirhiklarinin Karsilastirilmasi

Deney baslangict ve deney sonu gruplar arasi viicut agirliklart karsilastrildiginda,
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p=0,080). Ancak gruplar kendi igerisinde
incelendiginde; salin grubunda deney sonunda deney baslangicina gore viicut agirliklar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p=0,009). Etanol+salin grubunda
da deney sonunda deney baslangicina gore viicut agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlenmistir (p=0,000). BEP grubuna bakildiginda viicut agirliginda
anlaml1 bir azalis s6z konusudur (p=0,000). BEP+Recovery grubunda ise anlaml bir viicut
agirhigl artigt  goriilmemistir  (p=0,150). Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplarinda, deney sonunda deney baslangicina gore viicut
agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p=0,000). (Cizelge

4.3, Cizim 4.3).
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Cizelge 4.3. Gruplara gore sicanlarin deney baslangici ve sonundaki ortalama viicut

agirliklart (@)
Gruplar Ortalama Agirhk
(g) + Standart Eslestirilmis Gruplar
Sapma t testi aras1 P
degeri
Kontrol (Salin) Deney baslangic1 | 292,1667+30,33700
Deney sonu 436,6667+26,32777 | p=0,009
Melatonin'in Deney baglangic1 | 286,3333+11,92654
goziicli kontrolil  FRarr cony 410,0833+13,02067 | p=0,000
(etanol+salin)
BEP Deney baglangic1 | 303,9167+22,88890
=0,080
Deney sonu 240,8000+29,36665 | n=0,000 P
BEP + Recovery | Deney baslangict | 300,3333+28,60494
Deney sonu 318,4000+12,65087 | h=0 150
BEP + Melatonin | Deney baslangic1 | 289,5833+18,03259
Deney sonu 426,9167+25,43605 | p=0,000
BEP + Melatonin | Deney baslangic1 | 286,4167+15,79677
+ Recovery Deney sonu 451,3333+26,41740 | p=0,000
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Cizim 4.3. Siganlarin deney baslangici ve deney sonu ortalama viicut agirliklar: arasindaki
farklarin gruplara gore karsilagtirilmasi. Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata
(SE) olarak ifade edildi.

4.1.4.Testis Agirhklar
Gruplar arasinda sol testis agirliklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, anlaml

bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek sol testis agirligt BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiik sol testis agirligt ise BEP grubunda goézlendi. Gruplar arasi
karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,054), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,291) ve BEP+Melatonin+Recovery grubu
arasinda (p=0,015) istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p<0,01). BEP ve
BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore sol testis agirliginda anlaml bir azalis
(p<0,01).  Tedavi BEP+Melatonin  ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplart ile

s6z  konusudur gruplart  olan

sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplart karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0,01).
Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,01). Tedavi
kendi

aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda

gruplari
BEP+Melatonin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,01)

(Cizelge 4.4, Cizim 4.4).
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Cizelge 4.4. Gruplara gore siganlarin sol testis agirliklarinin karsilagtirilmasi (g)

Gruplar Ortalama Testis Agirhg (g) £ P degeri
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 1,5012+0,05518
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 1,4127+0,06060
(etanol+salin)
BEP 27+0,14151
0,7327+0,1415 0,000
BEP + Recovery 1,1055+0,06066
BEP + Melatonin 1,4367+0,06311
BEP + Melatonin + Recovery 1,6040+0,03504
2,0
® 1,6
5
= 12
*ap
<
vy
= 0,8
%]
&
©
D04
0,0
SALIN  ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.4. Siganlarin ortalama sol testis agirliklarinin gruplara gore karsilastirilmasi.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.1.4.1. Testis agirhk indeksi (TAT)
Goreceli olarak TAI= (sol testis agirliklar1 toplami/viicut agirligr) x 100 formiili ile

hesaplandi (Sahintiirk ve dig. 2007).

Gruplarin testis agirlik indeksleri (TAI) karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur (p=0,000). BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim
gruplara gore TAI'de anlamli bir azalis s6z konusudur (p=0,000) (Cizelge 4.5, Cizim 4.5).
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Cizelge 4.5. Gruplara gore siganlarin testis agirlik indekslerinin karsilastirilmasi ()

Gruplar TAI (g) + Standart Sapma P degeri
Kontrol (Salin) 0,3448+0,02235
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii
(etanol-+salin) 0,3406+0,02330
BEP 0,2849+0,04040
0,000
BEP + Recovery 0,2912+0,02400
BEP + Melatonin 0,3424+0,03650
BEP + Melatonin + Recovery 0,3696+0,02770
0,45
0,4
W 0,35
Z 03
< 0,25
§° 0,2
2 015
|_
0,1
0,05
0
SALIN ETANOL+ BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC
SALIN

Cizim 4.5. Gruplara gore siganlarin testis agirlik indekslerinin karsilagtirilmast (g).

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.1.5. Epididimis Agirhklar
Gruplar arasinda epididimis agirhiklar istatistiksel olarak degerlendirildiginde,

anlamli  bir farklilk bulunmustur (p=0,000). En yiiksek epididimis agirlig
BEP+MEL+Recovery grubunda goriilirken; en disik epididimis agirhigr ise BEP
grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu
ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,079), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,588) ve
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,491) istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore epididimis agirhiginda
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anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05). Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonint+Recovery gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplari karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0,05).
Kemoterapotik ilac aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi
gruplart  kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+MelatonintRecovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig s6z konusudur (p=0,15)
(Cizelge 4.6, Cizim 4.6).

Cizelge 4.6. Gruplara gore sicanlarin epididimis agirliklarinin karsilastirilmasi (g)

Gruplar Ortalama Epididimis Agirhg: P degeri
(g) £ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 0,4090+0,01541
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 0,3955+0,01440
(etanol+salin)
+
BEP 0,2484+0,00702 0.000
BEP + Recovery 0,3493+0,01198
BEP + Melatonin 0,4010+0,01074
BEP + Melatonin + Recovery 0,4177+0,01020
0,45
0,40
0 0,35
S 0,30
—
& 0,25
<
£ 0,20
£
S 0,15
=
20,10
0,05
0,00
SALIN  ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.6. Siganlarin ortalama epididimis agirliklarinin gruplara gore karsilastiriimasi.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

92



4.2. Epididimal Sperm Sayimi ve Morfolojik inceleme Bulgular
4.2.1. Epididimal Sperm Sayimi

Gruplarin epididimal sperm sayilar1 karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklhilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek epididimal sperm sayis1i BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiik epididimal sperm sayisi ise BEP grubunda gdzlendi.
Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin
grubu arasinda (p=0,174), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,573) ve
BEP+Melatonint+Recovery grubu arasinda (p=0,170) istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tim gruplara gore epididimal sperm
sayisinda anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05). Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin
ve BEP+MelatonintRecovery gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplar karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0,05).
Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi
gruplart1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore epididimal sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir

artig s6z konusudur (p=0,02) (Cizelge 4.7, Cizim 4.7).

Cizelge 4.7. Gruplara gore siganlarin epididimal sperm sayis1 (milyon/g)

Gruplar Sperm sayis1 (milyon/g) + P degeri
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 291,583+13,1181

Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii

(etanol+salin) 274,000+11,7473

BEP 163,000+23,0507
0,000
BEP + Recovery 217,167+£16,9214
BEP + Melatonin 279,500+25,1197
BEP + Melatonin + Recovery 309,250+14,9248
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Cizim 4.7. Gruplara gore si¢anlarin epididimal sperm sayisi (milyon/g). Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2.2. Sperm Motilitesi

Gruplarin sperm motilitesi karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur (p=0,000). En yiiksek sperm motilitesi BEP+MEL+Recovery grubunda
goriiliirken; en diisiik sperm motilitesi ise BEP grubunda goézlendi. Gruplar arasi
karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,154), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,483) ve BEP+Melatonin+Recovery grubu
arasinda (p=0,239) istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. BEP ve BEP+Recovery
gruplarinda diger tiim gruplara gore sperm motilitesinde anlamli bir azalis s6z konusudur
(p<0,05). Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplar ile
sadece kemoterapdtik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplar karsilastirildiginda anlaml
bir farklilik belirlenmistir (p<0,05). Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci
geciren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda
anlamli  bir fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
sperm motilitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur (p=0,02) (Cizelge
4.8, Cizim 4.8).
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Cizelge 4.8. Gruplara gore sicanlarin sperm motilitesi (%)

Gruplar Sperm motilitesi (%) + P degeri
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 72,8333+4,28174
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 68,2500+4,59496

(etanol+salin)

BEP 32,2000+4,77959 0,000
BEP + Recovery 51,5000+4,88194
BEP + Melatonin 69,5000+4,77684
BEP + Melatonin + Recovery 77,0000+4,17786
100,0
90,0
800
S 70,0
B
L 60,0
3 50,0
E 40,0
g 30,0
[V}
20,0
10,0
0,0
SALIN ~ ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.8. Gruplara gore siganlarin sperm motilitesi (%). Gruplardaki degerler ortalama

(X)xstandart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2.3. Sperm Morfolojisi

Toluidin blue ile boyanan spermlerin morfolojilerine bakildiginda; salin grubu,
etanol+salin grubu, BEP+Melatonin uygulanan grup ve BEP+Melatonin+Recovery
grubunda sperm morfolojileri normaldir ve bu gruplar arasinda fark yoktur (Cizim 4.9 ve
Cizim 4.11). Ancak BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda bassiz (pin-head), kii¢iik ve
yuvarlak basl, ¢ift basli, kopuk basli, kisa kuyruklu, orta par¢a hasari olan, kement benzeri
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(lasso-like) olan anomalili spermler goriildii ve toluidin blue boyasini alan DNA biitiinliigi

bozulmus olan spermler tespit edildi (Cizim 4.10 ve Cizim 4.11).

Cizim 4.9. Salin, Etanol+Salin, BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarina

ait siganlarin normal sperm morfolojileri
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Cizim 4.10. BEP ve BEP+Recovery gruplarina ait sicanlarin sperm anomalileri. A. Bagsiz
sperm, B. Kiigiik ve yuvarlak bash sperm, C. Cift baghi sperm, D. Kopuk baglh sperm, E.
Kisa kuyruklu sperm, F. Kement benzeri (lasso-like) sperm, G-H. Orta parga hasari olan

spermler.

Cizim 4.11. A. Salin, Etanol+Salin, BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery

gruplarina ait sican sperminde toluidin blue boyamasi ile goriilen normal kromatin yapisi
B. BEP ve BEP+Recovery gruplarina ait sican sperminde toluidin blue boyamasi ile

goriilen kromatin hasart.

4.3. Isik Mikroskobi Bulgular:

4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi Bulgulari

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarma ait siganlarin testis dokusu
orneklerinin genel goriiniimiini saptamak amaciyla H&E boyamasi uygulandi. Kontrol ve
deney gruplarina ait siganlarin testis dokusu 6rnekleri seminifer tiibiil ¢ap1 ve yapisi, bazal
membran yapisi, hiicrelerin yapist ve yogunlugu, nekrozis, vakuol varligi gibi parametreler
acisindan morfolojik olarak degerlendirildi.

Kontrol (salin) grubununa ait testis kesitlerine 151k mikroskobunda bakildiginda,
normal histolojiye sahip olduklar1 goriildii. Seminifer tiibiil yapilarinin normal oldugu
saptandi. Tim spermatogenik seri hiicrelerinin normal yapida oldugu gdzlemlendi.
Spermatidlerin basinin Sertoli hiicresi sitoplazmasina gomiilii bir sekilde oldugu ve
kuyruklarinin liimene dogru uzanmis bigimde yerlestikleri goriildii. Sertoli hiicreleri de
normal yapida gozlemlendi. Bu bulgular diizgiin bir spermatogenezis siirecinin varligin
gostermektedir. Tunika albuginea, bazal membran ve interstisyel alanda herhangi bir

dejenerasyona rastlanmadi (Cizim 4.12).
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Etanol+Salin uygulamas1 yapilan gruba ait testis dokular1 histomorfolojik olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubuna es deger goriiniim izlendi (Cizim 4.13).

BEP uygulanan grubun testis dokularinda histomorfolojik olarak yapilan
degerlendirmeler sonucu, spermatogenik hiicre serilerinin tiibiil duvarindan ayrilmasi ve
seminifer tiibiil limeninde serbest hale gelen hiicresel dokiintiiler birlikte izlendi. Diizenli
bir interstisyel alan ve seminifer tiibiil histolojisine rastlanmamistir. Bazi seminifer
tiibiillerde dejenerasyon ve atrofi goriilmiistiir. Ayrica konjesyon ve vakuolizasyon
gbzlenmistir. Bir¢ok nukleusun kaynasmasiyla olusmus dev hiicrelere sik olarak rastlandi.
Bazi tiibiillerde bu dev hiicrelerin limene dokiildiigii gozlemlendi (Cizim 4.14, Cizim
4.15).

BEP+Recovery uygulanan grubun testis dokularinda histomorfolojik olarak yapilan
degerlendirmeler sonucu, BEP grubuna benzer 6zellikler gbzlendi. Ancak dev hiicrelere
nadir olarak rastlandi (Cizim 4.16).

BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery uygulanan grubun testis dokularinda
histomorfolojik olarak yapilan degerlendirmeler sonucu, Salin ve Etanol+Salin grubuna

benzer sekilde normal testis dokusu yapisi gozlendi (Cizim 4.17, Cizim 4.18).
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Cizim 4.12. Kontrol (Salin) grubuna ait H&E boyamasi mikrograflari. A:10x, B: 20X.
ST: seminifer tiibiil, L: limen, *: interstisyel alan, == spermatid,
Y : spermatosit, E=p>: spermatogonyum.
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Cizim 4.13. Melatonin'in ¢oziicii kontrolii (etanoltsalin) grubuna ait H&E boyamasi
mikrograflari. A:10x, B: 20X. TA: tunika albuginea, ST: seminifer tiibiil, L: liimen,
+: interstisyel alan, = : spermatid basi, ——3 : spermatid kuyrugu,

D : spermatosit, E==3» : spermatogonyum.
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Cizim 4.14. BEP grubuna ait H&E boyamasi mikrograflari. A: genel morfoloji (4x), B:
10X, C: 20X, D:40X. TA: tunika albuginea, KD: kan damar1, SHD: spermatogenik hiicre
dejenerasyonu, e==» : vakuol, 2 :liimene dokiilen germ hiicreleri,

2 : dev hiicre, m—: dejenere seminifer tiibiil, +: seminifer tiibiilde germ hiicre

deskuamasyonu.
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Cizim 4.15. BEP grubuna ait H&E boyamasi1 mikrograflarinda dev hiicre yapilart (40X).
» :dev hiicre.
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Cizim 4.16. BEP + Recovery grubuna ait H&E boyamasi mikrograflari. A, Genel goriiniim
(10X), B, == : Vakuol yapilar1 (20X), C, —: liimene dokiilen germ hiicreleri,
+ : atrofiye seminifer tiibiil (20X).
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Cizim 4.17. BEP + Melatonin grubuna ait H&E boyamasi mikrograflari. A, Genel
goriinim (4X), B, 10X, C, — : Kuyruklar1 limene uzanmis sekilde yer alan spermatid
bagslar1 (20X), =2 :spermatid kuyruklari, D, E==p»: spermatogonyum,

D : spermatosit (20X).
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Cizim 4.18. BEP + Melatonin + Recovery grubuna ait H&E boyamas1 mikrograflari. A,
Genel goriiniim (4X), B, 10X, C, — : kuyruklar limene uzanmis sekilde yer alan

spermatid baslar1 (20X), D, ——2 : spermatid kuyruklari, E==» : spermatogonyum,
» : spermatosit (20X).

4.3.2. PAS Boyamasi Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarina ait siganlarin testis dokusu
orneklerinin genel goriiniimiinii saptamak amaciyla PAS boyamasi uygulandi. Kontrol ve
deney gruplarina ait siganlarin testis dokusu 6rnekleri seminifer tiibiil ¢ap1 ve yapisi, bazal
membran yapisi, hiicrelerin yogunlugu, vakuol varligi gibi parametreler acisindan
morfolojik olarak degerlendirildi.

Kontrol (salin) grubununa ait testis kesitlerine 1s1ik mikroskobunda bakildiginda,
normal histolojiye sahip olduklar1 goriildii. Tiim spermatogenik seri hiicrelerinin normal
yapida oldugu gozlemlendi. Spermatidlerin baginin Sertoli hiicresi sitoplazmasina gomiilii
bir sekilde oldugu ve kuyruklarinin liimene dogru uzanmis bicimde yerlestikleri goriildii.

Sertoli hiicreleri de normal yapida gozlemlendi. Bu bulgular diizgiin bir spermatogenezis
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stirecinin varhigini gostermektedir. Seminifer tiibiil yapilarinin normal oldugu saptandi.
Tunika albuginea, bazal membran ve interstisyel alanda herhangi bir dejenerasyona
rastlanmadi (Cizim 4.19).

Etanol+Salin uygulamas1 yapilan gruba ait testis dokular1 histomorfolojik olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubuna es deger goriiniim izlendi (Cizim 4.20).

BEP uygulanan grubun testis dokularinda histomorfolojik olarak yapilan
degerlendirmeler sonucu, periferde dejenerasyon ve spermatogenik hiicre serilerinin tiibiil
duvarindan ayrildig1 ve seminifer tiibiil liimeninde serbest hale gelen hiicresel dokiintiiler
birlikte izlendi. Diizenli bir interstisyel alan ve seminifer tiibiil histolojisine rastlanmadi.
Ayrica konjesyon, vakuolizasyon ve dev hiicreler gozlemlendi. Bazal membranin
kalinlagtig1 dikkati ¢ekti (Cizim 4.21).

BEP+Recovery uygulanan grubun testis dokularinda histomorfolojik olarak yapilan
degerlendirmeler sonucu, testis yapisinda diizelmeler goriilse de BEP grubuna benzer
ozellikler gozlendi. Dejenere seminifer tiibiiller ve liimene dokiilen germ hiicreleri gorildii.
Dev hiicre sayisinda azalma goriilirken bazal membran kalinlagsmasiin devam ettigi
dikkati ¢gekti (Cizim 4.22).

BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery uygulanan grubun testis dokularinda
histomorfolojik olarak yapilan degerlendirmeler sonucu, Salin ve Etanol+Salin grubuna

benzer sekilde normal testis dokusu yapist gozlendi (Cizim 4.23, Cizim 4.24).

Cizim 4.19. Kontrol (Salin) grubuna ait H&E boyamas1 mikrograflari. A, genel goriiniim
(20X), +: interstisyel alan, B, ====p: bazal membran, » :spermatogonyum,
= : spermatosit, (40X), ——= : spermatid kuyruklari, ====: spermatid baglari (40X).
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Cizim 4.20. Melatonin'in ¢dziicii kontrolii (etanol+salin) grubuna ait PAS boyamasi

mikrograflari. A:10X, B:20X.

Cizim 4.21. BEP grubuna ait PAS boyamas1 mikrograflari. A:4X, B:10X, C:20X, D:40X.
— : Sertoli hiicre nukleuslari, > : Dev hiicre, E==p» : Vakuol, ====: Bazal membran.
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Cizim 4.22. BEP + Recovery grubuna ait PAS boyamas1 mikrograflari. A:10X, B:20X.
=P : dejenere seminifer tiibiill,  : dev hiicre, E=p» : liimene dokiilen germ

hiicreleri, === - hazal membran.

Cizim 4.24. BEP + Melatonin + Recovery grubuna ait PAS boyamasi mikrograflari.

A:20X, B:40X. === - hazal membran, * interstisyel alan, === : spermatid baslari,
—= :spermatid kuyruklar, === : spermatosit, 2 :Spermatogonyum, mep- : Sertoli

hiicre nukleusu.
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4.3.3. Morfometrik inceleme
4.3.3.1.Seminifer Tiibiil Cap1 Ol¢iimii

Gruplarin seminifer tiibiil c¢aplar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,000). BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim
gruplara gore seminifer tiibiil ¢aplarinda anlamli bir azalis s6z konusudur (p=0,000)

(Cizelge 4.9, Cizim 4.25).

Cizelge 4.9. Testis seminifer tiibiil ¢ap1 dlgtimleri (um)

Gruplar Testis Seminifer Tiibiil Cap1 (um) P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 325,9167+6,33114
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 310,8333+5,71813
(etanol+salin)
+
BEP 219,6000+6,04060 0.000
BEP + Recovery 286,1000+7,70930
BEP + Melatonin 319,7500+7,28791
BEP + Melatonin + Recovery 339,4167+4,83281
400,0
= 350,0
=
— 300,0
o
&G 250,0
S
2 200,0
=3
l_
5 150,0
£ 100,0
£
£ 50,0
A
0,0
S & ¢ &
Q‘O\’x ‘é" Q§8 ;&{"
é?‘ Q,QS

Cizim 4.25. Testis seminifer tiibiil ¢ap1 dlglimleri (um). Gruplara gore siganlarin sperm

motilitesi (%).Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.4. immiinohistokimyasal Uygulama Bulgulan
4.3.4.1. Anti-PCNA antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal uygulama bulgulari

Salin kontrol grubu, Etanol+salin kontrol grubu (Cizim 4.26), BEP+Melatonin ve

BEP+Melatonin+Recovery gruplarina ait tim hayvanlarin testislerindeki Anti-PCNA
immiinreaktivitesinin fazla oldugu gorildii (Cizim 4.28). Anti-PCNA tutulumunun daha
¢ok spermatogonyumlar ve spermatosit nukleuslarinda oldugu dikkati ¢ekti. BEP grubu ve
BEP+Recovery grubunda yer alan seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin nukleuslarindaki
immiinohistokimyasal Anti-PCNA tutulumu daha az hiicrede ve boyanma siddeti de daha
az olarak izlendi (Cizim 4.27).
Tiim gruplara ait hayvanlarin testislerindeki immiinohistokimyasal olarak hiicre
nukleusunda gozlenen Anti-PCNA boyanmasinin yogunlugu ve yayginligi semikantitatif
olarak derecelendirildi ve H-skor yontemi kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildi.

H-skor  degerlerine  gore; gruplarin  anti-PCNA  immiinreaktiviteleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek
anti-PCNA immiinreaktivitesi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik anti-
PCNA immiinreaktivitesi ise BEP grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilagtirma
yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,676) ve
BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,998) istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Salin
grubu ile BEP+Melatonin+Recovery grubu karsilagtirildiginda ise,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis so6z konusudur (p<0,05). BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore
anti-PCNA immiinreaktivitesinde anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05). Tedavi
gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplar1 ile sadece
kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik belirlenmistir (p<0,05). Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren
BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore anti-PCNA
immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,05) (Cizelge

4.10, Cizim 4.29).
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Cizim 4.26. A. Kontrol (Salin) grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini gosteren 1s1k
mikrograflari, 20X, ====P : immiinpozitif hiicreler, B. Kontrol (Salin) grubuna ait Anti-

PCNA isaretlemesini gdsteren 13tk mikrograflari, 40X, E=»: immiinpozitif
spermatogonyumlar, ) : immiinpozitif spermatositler, C. Melatonin'in ¢dziicii kontrolii

(etanol+salin) grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini gosteren 1s1k mikrograflari, 20X,

D. Melatonin'in ¢oziicli kontrolii (etanol+salin) grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini

gosteren 151k mikrograflari, 40X.
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Cizim 4.27. A. BEP grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini gosteren 1s1k mikrograflari,
20X, = : immiinpozitif hiicreler, B. BEP+Recovery grubuna ait Anti-PCNA
isaretlemesini gosteren 151k mikrograflari, 20X, E==» : immiinpozitif spermatogonyumlar,

Y : immiinpozitif spermatositler.
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Cizim 4.28. A. BEP+Melatonin grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini gosteren 1s1k
mikrograflari, 20X, === : immiinpozitif hiicreler, B. BEP+Melatonin grubuna ait Anti-
PCNA isaretlemesini gosteren 151k mikrograflari, 40X,

=) immiinpozitif spermatogonyumlar, Y» : imminpozitif  spermatositler, C.
BEP+Melatonin+Recovery grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini gosteren 151k
mikrograflari, 20X, D. BEP+Melatonin+Recovery grubuna ait Anti-PCNA isaretlemesini
gosteren 151k mikrograflari, 40X.
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Cizelge 4.10. Tiim gruplarin Anti-PCNA H-Skor Diizeyleri.

Gruplar Anti-PCNA H-Skor Diizeyleri + P degeri
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 236,6667+10,37772
Melatonin'in  ¢bziicii  kontrolii 230,4167+9,21913

(etanol+salin)

BEP 86,2000+8,94179 0,000
BEP + Recovery 143,3000+12,08351
BEP + Melatonin 234,9167+11,59513
BEP + Melatonin + Recovery 267,0000+9,41952
300,00
250,00
5 I I
==
§ 200,00
=)
S
% 150,00
T
<
=
O 100,00
< 50,00 '
0,00
SALIN  ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.29. Tiim gruplarin Anti-PCNA H-Skor Diizeyleri. Gruplardaki degerler ortalama
(X)£standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.4.2. Anti-Dmcl/ Lim15 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal uygulama
bulgulari

Salin kontrol grubu (Cizim 4.30A), Etanol+salin kontrol grubu (Cizim 4.30B),

BEP+Melatonin grubu (Cizim 4.30E) ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarina (Cizim
4.30F) ait tiim hayvanlarin testislerindeki Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesinin fazla
oldugu goriildii. Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesinin daha ¢ok spermatogonyumlar ve
spermatosit nukleuslarinda oldugu dikkati ¢ekti. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda
yer alan seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin nukleuslarindaki immiinohistokimyasal Anti-
Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi daha az hiicrede ve boyanma siddeti de daha az olarak
izlendi (Cizim 4.30C ve D).
Tliim gruplara ait hayvanlarin testislerindeki immiinohistokimyasal olarak hiicre
nukleusunda goézlenen Anti-Dmcl/ Liml5 boyanmasimin yogunlugu ve yaygimligi
semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-skor yontemi kullanilarak degerlendirildi. Elde
edilen sonugclar istatistiksel olarak karsilagtirildu.

H-skor degerlerine goére; gruplarin  Anti-Dmcl/ Lim1l5 immiinreaktiviteleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek
Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en
diisik Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi ise BEP grubunda gozlendi. Gruplar arasi
karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,104) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,468) istatistiksel olarak anlaml bir fark
yoktur. Salin grubu ile BEP+Melatonin+Recovery grubu Kkarsilagtirildiginda ise,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis so6z konusudur (p<0,05). BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore
Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesinde anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05).
Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplari ile sadece
kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik belirlenmistir (p<0,05). Kemoterapdtik ila¢ aldiktan sonra iyilesme siireci geciren
BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna goére Anti-Dmcl/ Lim15
immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,05) (Cizelge

4.11, Cizim 4.31).
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Cizim 4.30. A. Kontrol (Salin) grubuna ait, B. Melatonin'in ¢oziicii kontrolii (etanol+salin)
grubuna ait, C. BEP grubuna ait, D. BEP + Recovery grubuna ait, E. BEP + Melatonin
grubuna ait, F. BEP + Melatonin + Recovery grubuna ait Anti-Dmc1/ Lim15 isaretlemesini

gosteren 151k mikrograflari, 20X, ==p: immiinpozitif hiicreler.
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Cizelge 4.11. Tiim gruplarin Anti-DMC1/ Lim15 H-Skor Diizeyleri.

Gruplar Anti-DMC1/ Lim15 H-Skor P degeri
Diizeyleri + Standart Sapma
Kontrol (Salin) 249,8333+10,77736
Melatonin'in  ¢bziicii  kontrolii 238,6667+10,73934

(etanol+salin)
BEP 54,9000+9,39799

0,000
BEP + Recovery 122,2000+9,23520
BEP + Melatonin 242,1667+12,01388
BEP + Melatonin + Recovery 269,6667+9,48044
300,00
2 250,00
g l
:8
5 200,00
-
i 150,00
E
§ 100,00
()
=
2 50,00
<
0,00
SALIN  ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.31. Tim gruplarin Anti-DMC1/ Lim15 H-Skor Diizeyleri. Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.3.4.3. Anti-CD71/ Transferrin Reseptor antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal
uygulama bulgular
Salin kontrol grubu (Cizim 4.32A), Etanol+salin kontrol grubu (Cizim 4.32B),

BEP+Melatonin grubu (Cizim 4.32E) ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarina (Cizim
4.32F) ait tim hayvanlarin testislerindeki Anti-CD71/ Transferrin  Reseptor
immiinreaktivitesinin  fazla oldugu gorildi. Anti-CD71/ Transferrin  Reseptor

immiinreaktivitesinin daha ¢ok spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidlerin
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sitoplazmalarinda oldugu dikkati ¢ekti. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda yer alan
seminifer tlbiillerdeki hiicrelerin sitoplazmalarindaki Anti-CD71/ Transferrin Reseptor
immiinreaktivitesi diger gruplara gére cok daha az hiicrede ve boyanma siddeti de ¢ok
daha zayif olarak izlendi (Cizim 4.32C ve D).

Tim gruplara ait hayvanlarin testislerindeki immiinohistokimyasal olarak hiicre
sitoplazmalarinda gozlenen Anti-CD71/ Transferrin Reseptor boyanmasinin yogunlugu ve
yaygmligr semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-skor yontemi kullanilarak
degerlendirildi. Elde edilen sonugclar istatistiksel olarak karsilastirildi.

H-skor degerlerine gore; gruplarin  Anti-CD71/  Transferrin =~ Reseptor
immiinreaktiviteleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur
(p=0,000). En vyiksek Anti-CD71/ Transferrin Reseptor immiinreaktivitesi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisik Anti-CD71/ Transferrin Reseptor
immiinreaktivitesi ise BEP grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda;
kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,147) ve
BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,230) istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Salin
grubu ile BEP+Melatonin+Recovery grubu karsilastirildiginda ise,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis s0z konusudur (p<0,05). BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore
Anti-CD71/ Transferrin Reseptor immiinreaktivitesinde anlamli bir azalis sz konusudur
(p<0,05). Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplar ile
sadece kemoterapoétik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplar karsilastirildiginda anlamli
bir farklilik belirlenmistir (p<0,05). Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci
geciren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda
anlamli  bir fark bulunmustur (p<0,05). Tedavi gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
Anti-CD71/ Transferrin Reseptor immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis

s6z konusudur (p<0,05) (Cizelge 4.12, Cizim 4.33).
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Cizim 4.32. A. Kontrol (Salin) grubuna ait, B. Melatonin'in ¢6ziicii kontrolii (etanol+salin)
grubuna ait, C. BEP grubuna ait, D. BEP + Recovery grubuna ait, E. BEP + Melatonin
grubuna ait, F. BEP + Melatonin + Recovery grubuna ait Anti-CD71/ Transferrin Reseptor

isaretlemesini gosteren 151k mikrograflari, 20X, ===p: immiinpozitif hiicreler.
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Cizelge 4.12. Tiim gruplarin Anti-CD71/ Transferrin Reseptdr H-Skor Diizeyleri.

Gruplar Anti-CD71/ Transferrin Reseptor P degeri
H-Skor Diizeyleri + Standart
Sapma
Kontrol (Salin) 218,2500+11,50593
Melatonin'in  ¢oOziicii  kontrolii 206,7000+9,51081
(etanol+salin)
o
BEP 32,7000+11,49928 0,000
BEP + Recovery 149,2000+11,63138
BEP + Melatonin 208,2500+10,22586
BEP + Melatonin + Recovery 232,3333+10,75625
300,00
s
£ 250,00
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% 200,00 I I
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c @
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SALIN  ETANOL+SALIN  BEP BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.33. Tim gruplarin Anti-CD71/ Transferrin Reseptér H-Skor Diizeyleri.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.3.5. TUNEL Isaretlemesi ile Apoptotik Hiicre Tayini

Tunel boyama yontemiyle, apoptozis sonucu gelisen DNA kiriklarinin in situ olarak
taninmasint saglamak amaclandi. Bunun i¢in, mikroskopta 40’lik objektif ile herbir
gruptaki sicanin testisinde yer alan rastgele 10 adet seminifer tiiblil degerlendirildi ve

seminifer (germinal) epitelde pozitif olarak isaretlenen apoptotik hiicreler sayildi.
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Apoptotik indeks degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi ve sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirilarak degerlendirildi.

Apoptotik Indeks (Al) Degeri=Apoptotik hiicre sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100
(Tungdemir ve Oztiirk 2008).

Salin kontrol grubu (Cizim 4.34), Etanol+salin kontrol grubu (Cizim 4.35),
BEP+Melatonin grubu (Cizim 4.38) ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarina (Cizim 4.39)
ait tim hayvanlarin testislerindeki TUNEL pozitif hiicreler ¢ok az sayida ve yogunlugu da
az sekilde goriilirken, BEP ve BEP+Recovery grubunda TUNEL pozitif hiicreler ¢ok fazla
sayida ve yogunlugu da artmis sekilde goriilmektedir (Cizim 4.36, Cizim 4.37).

Gruplarin Al'si karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur
(p=0,000). En yiiksek AI, BEP grubunda goriiliirken; en disik Al ise
BEP+Melatonint+Recovery grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda;
kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu (p=0,040), BEP+Melatonin grubu
(p=1,000) ve BEP+Melatonin+Recovery (p=1,000) grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur (p<<0,01). BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara
gore Al'de istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,01). Tedavi gruplar
olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplari ile sadece kemoterapotik ilag
alan BEP ve BEP+Recovery gruplari karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir
(p<0,01). Kemoterapatik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapétik ilag alan BEP grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,01). BEP+Recovery grubundaki Al degeri, BEP grubuna gore daha
diisiik olarak bulunmustur ancak diger gruplara gore Al degeri hala yiiksektir. Tedavi
gruplart  kendi  aralarinda  karsilagtirildiginda, =~ BEP+Melatonin ~ grubu ile
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda Al degerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p=1,000) (Cizelge 4.13, Cizim 4.40).
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Cizim 4.34. Kontrol (Salin) grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren 151k mikrograflari.
A:10X, B:20X, — : Immiinpozitif hiicre
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Cizim 4.35. Melatonin'in ¢6ziicii kontrolii (etanol+salin) grubuna ait TUNEL

isaretlemesini gosteren 151k mikrograflar1. A:4X, B:10X, — : Immiinpozitif hiicre
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Cizim 4.36. BEP grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren 1s1ik mikrograflari. A:4X,

B:20X, — : Immiinpozitif hiicre
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Cizim 4.37. BEP + Recovery grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren 1s1k
mikrograflari. A:4X, B:20X, C: 10X, D: 40X; — : Immiinpozitif boyanan spermatid

hiicreleri
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Cizim 4.38. BEP + Melatonin grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren 1s1k
mikrograflari. A ve B:10X, — : Immiinpozitif hiicre

Cizim 4.39. BEP + Melatonin + Recovery grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren 151k

mikrograflari. A ve B: 10X, — : Immiinpozitif hiicre.
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Cizelge 4.13. Sican gruplarma ait testislerin TUNEL isaretlemesi ile elde edilen ortalama

apoptotik indeks (AI) degerleri (%)

Gruplar Al degeri (%) + Standart Sapma P degeri
Kontrol (Salin) 0,2583+0,11645
Melatonin'in  ¢6ziici  kontrolii 0,6333+0,19228
(etanol+salin)
BEP 8,8000+0,59628
0,000
BEP + Recovery 3,7900+0,42544
BEP + Melatonin 0,2667+0,13707
BEP + Melatonin + Recovery 0,2333+0,10731
10,0
9,0 T
8,0
7,0
< 60
‘< 50
4,0 T
3,0
2,0
1,0 T
0 cIo I cE
SALIN  ETANOL+SALIN BEP BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.40. Sican gruplarina ait testislerin TUNEL isaretlemesi ile elde edilen ortalama
apoptotik indeks degerleri (%).Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE)

olarak ifade edildi.

4.4. TEM ile Ultrastriiktiirel inceleme Bulgulari

Salin grubuna ait testis kesitlerinin elektron mikroskobik incelemelerinde, seminifer
tibiiller ve tiibiiller arasinda bulunan Leydig hiicreleri incelendi. Farkli gelisim
evrelerindeki germ hiicreleri, bazal lamina, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinin normal
bir yap1 sergiledikleri goriildii. Spermatogenezis siirecinin siirekliligini korudugu seminifer
tiibiillerde, spermatogonia hiicrelerinin bazal lamina {lizerinde diizenli olarak dizilmis halde

olduklar1 goriildii. Hiicrelerde kiire ya da oval sekilli nukleus, birka¢ mitokondriyon ve az
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miktarda endoplazmik retikulum gozlendi. Seminifer tiibiill bazal laminasi {izerinde
yerlesim gosteren Sertoli hiicrelerinde 6kromatinden zengin biiyiik bir nukleus, belirgin bir
nukleolus, sitoplazmasinda mitokondriyon, lizozom, lipit damlaciklar1 ve vakuollerin
varligi belirlendi. Yuvarlak spermatidlerde akrozomal vezikiillerinin sekillendigi ve
nuklear membraninin kalinlastigi, spermatid nukleusunun anterior kutubuna yayilmis halde
akrozomal vezikiillerin oldugu goriildii. Spermatogenezisin ileri agamalarinda spermlerin
akrozom tarafindan sarilmis uzun, elektron yogun nukleus i¢eren normal bir basa sahip
olduklar1 gdzlendi. Sperm hiicre siirlarinin diizgiin oldugu tespit edildi. Olgun spermlerin
kuyruk kisimlariin enine ge¢mis kesitlerinde, sperm kuyruklarinda normal bir aksonem
yapist goriildii. Seminifer tiibiillerin liimenleri agik ve bol miktarda sperm igermekte idi.
Interstisyel alandaki damarlarin ve damarlara yakin yerlesim gosteren Leydig hiicrelerinin
normal goriinlimde olduklar1 gozlendi. Leydig hiicrelerinin eksantrik yerlesimli nukleus ve
sitoplazmalarinda mitokondriyon, elektron yogun graniiller, lipit damlaciklar1 ve diiz
endoplazmik retikulum igerdikleri gozlendi (Cizim 4.41).

Etanol ve salin uygulanan siganlarin testislerinin ultrastriiktiirel incelemelerinde
salin grubu ile benzer bulgular goriildii. Buna ragmen salin grubu ile kiyaslandiginda, bazal
laminada yer yer kalinlasma oldugu ve spermatogenik hiicrelerin vakuol miktarinda artig
oldugu saptandi (Cizim 4.42).

BEP uygulanan grubun testis dokular1 incelendiginde, ¢ok miktarda seminifer
tiibiiliin germinal epitelindeki spermatogenik hiicre siralamasinda bozukluk oldugu tespit
edildi. Bazal laminanin homojen yapisim1 kaybettigi, yer yer pargalanma gosterdigi ve
belirgin kollajen birikimi sonucu kalinlagtigi ayirt edildi. Sertoli ve spermatogonia
hiicrelerinin bazal laminadan ayrildig1 alanlar gbzlendi. Ayrica Sertoli ve spermatogonia
hiicreleri arasinda bogluklarin oldugu goriildii. Sertoli hiicrelerinde tiggen sekilli nukleus,
belirgin elektron yogun nukleolus, dejeneratif mitokondriyon, genislemis endoplazmik
retikulum, ¢ok miktarda sitoplazmik otofajik vakuoller ve lipit damlaciklar1 goriildii.
Primer spermatosit ile yuvarlak spermatidlerin diizensiz sinirlara sahip oldugu ve hiicreler
aras1 bosluklarin varlig1 tespit edildi. Yuvarlak spermatidlerde yuvarlaklagmis nukleus,
sismis ve dejenere olmus mitokondriyon, genislemis endoplazmik retikulum, ¢ok miktarda
lipit damlaciklar1 ve artan vakuolizasyon gozlendi. Spermatid ve spermatogenezisin ileri
asamalarindaki hiicrelerin diizensiz hiicre sinirlarina sahip olduklar1 gorildi. Olgun
spermlerin  kuyruk kisimlarmin enine gegmis kesitlerindeki aksonem yapilarinda
dejenerasyon oldugu ve 9+2 yapisinda bozulma oldugu gériildii. Interstisyel alandaki

damarlarda parcalanma ve endotel yapisinda dejenerasyon saptandi. Leydig hiicrelerinde
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salin grubuna gore artan miktarda vakuolizasyon gozlendi (Cizim 4.43).

BEP+Recovery grubuna ait (BEP uygulandiktan sonra 9 haftalik iyilesme siiresi
verilen) sicanlarin testislerinin ultrastriiktiirel incelemelerinde, bazal laminanin salin
grubuna hatta BEP grubuna gore oldukg¢a kalin oldugu ve kollajen birikmesinin arttigi
saptandi. Seminifer tiibiil yapilarinda gozlenen hasarlarin BEP grubundakine benzer
oldugu dikkati ¢ekti. Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin bazal laminadan ayrildigi
alanlar goriildii. Spermatogenik hiicrelerde BEP grubuna kiyasla artan miktarda
vakuolizasyon oldugu saptandi. Spermlerin aksonem yapilarinda oldukca fazla miktarda
dejenerasyon oldugu, cogunun 9+2 diizenlenme gostermedigi ve akrozom yapilarinin
olmadig1 gozlendi. Liimende olgun spermlerin goriillmemesi dikkati ¢gekti (Cizim 4.44).

BEP+Melatonin deney grubuna ait testis dokularinin incelemesinde, bazal lamina
ve seminifer tiiblil yapilarinda BEP grubunda gozlenen hasarlarin neredeyse tamamen
diizeldigi ve normale yakin goriinimli hale geldigi goriildii. Bazal laminanin salin
grubundakine benzer kalinliga sahip oldugu ve hiicreler ile arasinda agilmalarin ¢ok az
oldugu goriildii. Spermatogenik hiicrelerin, Sertoli hiicrelerinin ve Leydig hiicrelerinin
salin grubundakilere benzer goriiniime sahip oldugu ve BEP grubuna kiyasla daha az
vakuol i¢erdigi saptandi. Spermatogenezisin normal olarak olaylandigi ve sperm {iretiminin
devam ettigi gorildii. Yuvarlak spermatidlerde akrozomal vezikiillerin varligi ve spermatid
nukleusunun anterior kutbuna yayilmis halde diizenlenisleri dikkati ¢ekti. Spermin kuyruk
kisminin enine kesitlerinde aksonem yapisinin ve diizenlenisinin salin grubundakilere
benzer oldugu gozlendi. BEP grubundakiler ile kiyaslandiginda, bu grupta goriilen Leydig
hiicrelerinin daha fazla lipit damlaciklari igerdigi gozlendi (Cizim 4.45).

BEP+Melatonin+Recovery grubuna ait testis dokularindaki seminifer tiibiil
elemanlarinin, bazal laminanin, interstisyel alandaki damar ve Leydig hiicrelerinin
ultrastriiktiirel 6zelliklerinin BEP+Melatonin grubu ile benzerlik gostermesi dikkati ¢ekti

ve salin grubuna gore 6nemli bir farklilik gostermedi (Cizim 4.46).
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Cizim 4.41. Salin grubuna ait TEM mikrograflari. A, (3000X). B, (5000X). C, (6000X). D,
(10000X).
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Cizim 4.42. Etanol+Salin grubuna ait TEM mikrograflari. A, (4000X). B, (4000X). C,
(4000X). D, (4000X). E, (5000X). F, (10000X).
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Cizim 4.43. BEP grubuna ait TEM mikrograflari. A, (5000X). B, (5000X). C, (5000X). D,
(5000X). E, (6000X).
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Cizim 4.44. BEP+Recovery grubuna ait TEM mikrograflari. A, (5000X). B, (5000X). C,
(5000X). D, (10000X). E, (7500X). F, (10000X).
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Cizim 4.45. BEP+Melatonin grubuna ait TEM mikrograflari. A, (7500X). B, (7500X). C,
(5000X). D, (10000X).
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Cizim 4.46. BEP+Melatonin+Recovery grubuna ait TEM mikrograflari. A, (5000X). B,
(7500X). C, (5000X). D, (12000X).
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4.5. Western Blot Bulgular:
4.5.1. Anti-PCNA Western Blot Bulgular:

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen= Cogalan hiicre c¢ekirdek antijeni),
genomik DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde 6nemli rolii olan 36 kDa
agirhiginda temel bir proteindir (Kelman ve Hurwitz 1998, Tsurimoto 1999). PCNA, hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda sentezlenmeye baglar, S fazinda en yiiksek seviyesine ulasir ve
DNA polimeraz ¢’ya yardimci (Ko-faktor) olarak islev goriir. G2 evresinde ekspresyonu
azalmaya baglar, M fazinda ve interfazda ise en diisiik diizeye ulasir (Bravo ve dig. 1987,
Kurki ve dig. 1986).

PCNA’nin diisiik ya da yiliksek konsantrasyonlu potasyum kloriir ile ekstraksiyonuna
gore, nukleoplazmada L ve H, sitoplazmada ise L ve P formlarimin bulundugu
diisiiniilmektedir. Yeni sentezlenen P ve L formundaki PCNA’nin bir kism1 sitoplazmada
kalirken, L formundaki PCNA’nin bir kism1 da niikleoplazmaya transfer olur ve DNA’ya
baglanarak H formuna cevrilir. Nukleusta yer alan PCNA’nin hiicre ¢ogalmasindaki roli
kismen anlasilmis olmasma ragmen sitoplazmadaki PCNA islevi Yeterince
anlasilamamustir (Tanno ve Taguchi 1999).

PCNA, spermatogenik hiicre proliferasyonu i¢in uygun bir isaretleyicidir. Oksidatif
hiicre hasarlarinda kromatin-PCNA komplekslerinin olusumunda aksakliklar olduguna dair
bazi bulgular vardir (Balajee ve dig. 1999).

Salin, Etanol+Salin, BEP, BEP+Recovery, BEP+Melatonin, BEP+Melatonin+
Recovery gruplarina ait Anti-PCNA bantlar1 Cizim 4.47'de gosterilmektedir.

Gl G2 G3 G4 G5 G6
kDa - .
B G e & @» @ @ ¢ ANti-PCNA
33 kDa -
0 - & : <« P-Aktin
35 kDa -

Cizim 4.47. G1l: Salin, G2: Etanol+Salin, G3: BEP, G4: BEP+Recovery, Gb5:
BEP+Melatonin, G6:BEP+Melatonin+ Recovery gruplarina ait PCNA ve -Aktin bantlari
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PCNA/ B-Aktin bantlar1 oranlarina bakildiginda, en yiikksek PCNA/ B-Aktin orani
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diigik PCNA/ B-Aktin oran1 ise BEP
grubunda goézlendi. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger gruplara gore istatistiksel
olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplari olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin PCNA/ B-Aktin orani, salin grubuna yakin bir
degerdedir (Cizelge 1.14 ve Cizim 4.48).

Cizelge 4.14. Gruplara gore PCNA/ -Aktin bant oranlar1

Gruplar PCNA/ B-Aktin Bant Oranlar +
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 1,000+0,00
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 0,7534+0,09577
(etanol+salin)
BEP 0,3764+0,08031
BEP + Recovery 0,6272+0,01166
BEP + Melatonin 1,016+0,05545
BEP + Melatonin + Recovery 1,225+0,14980
2.0
- 1.5
= T
o
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0.5+
0.0 - T
> >
o o
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Cizim 4.48. PCNA/Aktin oranlari. Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE)

olarak ifade edildi.
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4.5.2. Anti-DMC1/ Lim15 Western Blot Bulgulari

DMC1/ Lim15 proteini mayoz asamasinda rekombinasyona dayali DNA sentezinde
gorev alan bir proteindir. Yapilan ¢alismalar DMC1/ Lim15 proteinin sadece mayoza
spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermis ve DMC1/ Lim15 proteinin PCNA proteini
ile mayoz asamasinda isbirligi yaptigini ortaya koymustur. Bu iki proteinin ifadesi mayoz
boliinme i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Yeni ¢alismalarda PCNA ve DMC1/ Lim15 ifadesi
hastalarin gonadotropin tedavisine cevap verip vermedigini tespit etmek i¢in de
kullanilmistir. DMC1/ Liml5 ve PCNA ifadesi incelenerek hastalarin gonadotropin
tedavisine tepki verip vermedigi hakkinda bir kantya varilabilir (Hamada ve dig. 2007).

S6z konusu genin ekspresyonunun varligi ile testis dokusunda spermatogenik aktivite

hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.

Salin, Etanol+Salin, BEP, BEP+Recovery, BEP+Melatonin, BEP+Melatonin+
Recovery gruplarina ait Anti-Dmcl/ Lim15 bantlar1 Cizim 4.49'de gosterilmektedir.

Gl G2 G3 G4 G5 G6
37 kDa -
B e W S @emp ¢ Anti-DMC1/
50 kDa -
35 KD T e o Sy e s <€— [(-Aktin
a -

Cizim 4.49. G1: Salin, G2: Etanol+Salin, G3: BEP, G4: BEP+Recovery, Gb5:
BEP+Melatonin, G6:BEP+Melatonin+ Recovery gruplarina ait DMC1/Lim15 ve p-Aktin

bantlan

DMC1/ B-Aktin bantlart oranlarina bakildiginda, en yiiksek DMC1/ -Aktin orani
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisik DMC1/ B-Aktin oran1 ise BEP
grubunda gozlendi. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger gruplara gore istatistiksel
olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin DMC1/ B-Aktin orani, salin grubuna yakin bir

degere sahiptir (Cizelge 1.15 ve Cizim 4.50).
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Cizelge 4.15. Gruplara gore DMC1/ B-Aktin bant oranlari

Gruplar DMC1/ g-Aktin Bant Oranlar +
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 1,000+0,00
Melatonin'in  ¢6ziicii  kontrolii 0,6251+0,05681
(etanol+salin)
BEP 0,5514+0,05970
BEP + Recovery 0,5541+0,05053
BEP + Melatonin 0,8138+0,07101
BEP + Melatonin + Recovery 1,133+0,1251
1.5
e
= 1.0+
X
=
<
@)
= 0.5
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0.0 -
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¥
&

Cizim 4.50. Dmcl/Aktin orani. Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE)

olarak ifade edildi.
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4.5.3. Anti-CD71/ Transferrin Reseptor Western Blot Bulgulari

CD71/ Transferrin Reseptor hiicre igine demir alimini diizenleyen, c¢ogunlugu
eritroblast kaynakli, kemik iliginden hemoglobin sentezi i¢in demir saglayan, her biri 95
kDa iki es polipeptid zincirinden olusan 188 kDa bir transmembran glikoproteinidir. Hiicre
yiizeyindeki CD71/ Transferrin Reseptdr konsantrasyonu hiicrenin demir gereksinimini
gostermektedir. Hiicrenin metabolik gereksinimleri i¢in hiicre i¢indeki demir azaldiginda
hiicre membranindaki CD71/ Transferrin Reseptor artar, hiicre i¢cinde demir fazla ise hiicre
membranindaki CD71/ Transferrin Reseptor azalir (Shih ve dig. 1990, Uysal 2007).

Salin, Etanol+Salin, BEP, BEP+Recovery, BEP+Melatonin, BEP+Melatonin+ Recovery
gruplarina ait Anti-CD71/ Transferrin Reseptor bantlar1 Cizim 4.51'da gésterilmektedir.

G1 G2 G3 G4 G5 G6
95 kDa -
85 kDa - Transferrin
Reseptor
50 kDa - )
. (WD e Guup G s amee < PAKID

Cizim 4.51. G1: Salin, G2: Etanol+Salin, G3: BEP, G4: BEP+Recovery, Gb5:
BEP+Melatonin, G6:BEP+Melatonint Recovery gruplarina ait CD71/ Transferrin reseptor
ve B-Aktin bantlar

CD71/ B-Aktin bantlar1 oranlarina bakildiginda, en yliksek CD71/ B-Aktin oram
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisik CD71/ B-Aktin orani ise BEP
grubunda gozlendi. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger gruplara gore istatistiksel
olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonint+Recovery gruplarimin CD71/ B-Aktin orani, salin grubuna yakin bir
degere sahiptir (Cizelge 1.16 ve Cizim 4.52).
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Cizelge 4.16. Gruplara gore CD71/ B-Aktin bant oranlari

Gruplar CD71/ p-Aktin Bant Oranlar: £
Standart Sapma
Kontrol (Salin) 1,000+0,00
Melatonin'in  ¢6ziicii  kontrolii 0,5389+0,04662
(etanol+salin)
BEP 0,1938+0,03308
BEP + Recovery 0,2773+0,01371
BEP + Melatonin 0,7596+0,04349
BEP + Melatonin + Recovery 1,121+0,02098
2.0 A
1.5 -
=
<
§ 1.0 -
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Cizim 4.92. CD71/Aktin orani. Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE)

olarak ifade edildi.
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4.6. Biyokimya Bulgular

4.6.1. Testis dokusu MDA, GSH, SOD, TAS ve TOS diizey tayini bulgulari
4.6.1.1. Testis dokusu MDA diizey tayini bulgulari

Gruplarin testis dokusu MDA diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek testis dokusu MDA diizeyi BEP grubunda
goriilirken; en diistik testis dokusu MDA diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda
gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile
etanol+salin grubu arasinda (p=0,999), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,826) ve
BEP-+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,942) istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gére testis dokusu
MDA diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonint+Recovery gruplar ile sadece kemoterapoétik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplarn karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlenmistir
(p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapodtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+MelatonintRecovery
grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu MDA diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,238) (Cizelge 4.17, Cizim 4.53).

Cizelge 4.17. Gruplara gore testis dokusu MDA diizeyleri (nmol/mg protein)

Gruplar Testis Dokusu MDA Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 3,980621+0,66109
Melatonin'in  ¢dziicii  kontrolii 4,195666+0,79479
(etanol+salin)
+
BEP 9,972119+2,73209 0.000
BEP + Recovery 7,054935+0,85004
BEP + Melatonin 4,678612+0,90656
BEP + Melatonin + Recovery 3,459276+0,46554
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Cizim 4.53. Gruplara gore siganlarin testis dokusu MDA diizeyleri (nmol/mg protein).
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.1.2.Testis dokusu GSH diizey tayini bulgulari

Gruplarin testis dokusu GSH diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farkliblk bulunmustur (p=0,000). En vyiiksek testis dokusu GSH diizeyi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu GSH diizeyi ise BEP
grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu
ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,611) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,947)
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Kontrol grubu olan salin grubu ile
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu
(p<0,05). BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara goére testis dokusu
GSH diizeylerinde anlamli bir azalis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonint+Recovery gruplari ile sadece kemoterapdtik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplarn karsilastirildiginda anlamli bir farklilhik belirlenmistir
(p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0,620). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery
grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu GSH diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriildi (p<0,05) (Cizelge 4.18, Cizim 4.54).
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Cizelge 4.18. Gruplara gore testis dokusu GSH diizeyleri (mg/mg protein)

Gruplar Testis Dokusu GSH Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 0,022067+0,00122
Melatonin'in  ¢dziicii  kontrolii 0,020819+0,00106
(etanol+salin)
BEP 0,013990+0,00135
’ ’ 0,000
BEP + Recovery 0,015345+0,00128
BEP + Melatonin 0,021365+0,00295
BEP + Melatonin + Recovery 0,026926+0,00261
0,035
£ 0,030
S
= 0,025
£
e
£ 0,020
3
S 0,015
O
I
= I I
35
S 0,005
0,000
SALIN  ETANOL+SALIN BEP+REC BEP+MEL  BEP+MEL+REC

Cizim 4.54. Gruplara gore sicanlarin testis dokusu GSH diizeyleri (mg/mg protein).
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

145



4.6.1.3.Testis dokusu SOD diizey tayini bulgular:

Gruplarin testis dokusu SOD diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklibk bulunmustur (p=0,000). En yiiksek testis dokusu SOD diizeyi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu SOD diizeyi ise BEP
grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu
ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,143) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,935)
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Kontrol grubu olan salin grubu ile
BEP-+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu
(p<0,05). BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore testis dokusu
SOD diizeylerinde anlamli bir azalis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonint+Recovery gruplar ile sadece kemoterapdtik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplar karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi
(p<0,05). Kemoterapotik ilag¢ aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
Tedavi gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu SOD diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gortildii (p<0,05) (Cizelge 4.19, Cizim 4.55).

Cizelge 4.19. Gruplara gore testis dokusu SOD diizeyleri (U/g protein)

Gruplar Testis Dokusu SOD Diizeyleri P degeri

+ Standart Sapma

Kontrol (Salin) 127,892157+9,12828

Melatonin'in  ¢dziicii  kontrolii 120,068627+4,82795

(etanol+salin)

BEP 1,729412+10,2
71,729 0,23733 0,000

BEP + Recovery 93,688235+11,25798

BEP + Melatonin 124,950980+5,56614

BEP + Melatonin + Recovery 143,426471+£2,57826
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Cizim 4.55. Gruplara gore siganlarin testis dokusu SOD diizeyleri (U/g protein).
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.1.4.Testis dokusu TAS diizey tayini bulgular:

Gruplarin testis dokusu TAS diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farkliik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek testis dokusu TAS diizeyi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu TAS diizeyi ise BEP
grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu
ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,152) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,953)
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Kontrol grubu olan salin grubu ile
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu
(p<0,05). BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara goére testis dokusu
TAS diizeylerinde anlamli bir azalis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplari ile sadece kemoterapdtik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi
(p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapoétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
Tedavi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu TAS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriildii (p<0,05) (Cizelge 4.20, Cizim 4.56).
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Cizelge 4.20. Gruplara gore testis dokusu TAS diizeyleri (mmol/g protein)

Gruplar Testis Dokusu TAS Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 0,094105+0,01385
Melatonin'in  ¢bziicii  kontrolii 0,084418+0,01023

(etanol+salin)

BEP 0,017714+0,00469 0,000
BEP + Recovery 0,048896+0,00715
BEP + Melatonin 0,090684+0,01005
BEP + Melatonin + Recovery 0,122633+0,00819
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Cizim 4.56. Gruplara gore siganlarin testis dokusu TAS diizeyleri (mmol/g protein).
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.6.1.5.Testis dokusu TOS diizey tayini bulgulari

Gruplarin testis dokusu TOS diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek testis dokusu TOS diizeyi BEP grubunda
goriilirken; en diisiik testis dokusu TAS diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda
gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile
etanol+salin grubu arasinda (p=1,000), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=1,000) ve
BEP-+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,890) istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tim gruplara gore testis dokusu
TOS diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonint+Recovery gruplar ile sadece kemoterapoétik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi
(p<0,05). Kemoterapétik ilag¢ aldiktan sonra iyilesme siireci gegciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0,007).
Tedavi gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu TOS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmedi (p=0,790) (Cizelge 4.21, Cizim 4.57).

Cizelge 4.21. Gruplara gore testis dokusu TOS diizeyleri (umol/g protein)

Gruplar Testis Dokusu TOS Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 4,202342+1,05243
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 4,318309+0,72036
(etanol+salin)
+
BEP 8,373279+1,91630 0.000
BEP + Recovery 10,540226+2,05104
BEP + Melatonin 4,257028+0,97501
BEP + Melatonin + Recovery 3,785967+1,13793
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Cizim 4.57. Gruplara gore sicanlarin testis dokusu TOS diizeyleri (umol/g protein).
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.2.Plazmada Testosteron, FSH ve LH diizey tayini bulgulari
4.6.2.1. Plazmada Testosteron diizey tayini bulgulari

Gruplarin plazma Testosteron diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek plazma Testosteron diizeyi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik plazma Testosteron diizeyi ise BEP
grubunda gozlendi. Gruplar aras1 karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu
ile etanol+salin grubu arasinda (p=0,447), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,957) ve
BEP+MelatonintRecovery grubu arasinda (p=0,577) istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore plazma
Testosteron diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar
olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplar ile sadece kemoterapoétik ilag
alan BEP ve BEP+Recovery gruplan karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi
(p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(p=0,084). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery
grubunda BEP+Melatonin grubuna gore plazma Testosteron diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p=0,144) (Cizelge 4.22, Cizim 4.58).
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Cizelge 4.22. Gruplara gore plazma Testosteron diizeyleri (ng/ml)

Gruplar Plazma Testosteron Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 11,415642+1,81633

Melatonin'in  ¢bziicii  kontrolii 9,843649+1,65082

(etanol+salin)

BEP 3,835078+2,98964

0,000

BEP + Recovery 6,386546+2,38744

BEP + Melatonin 10,691023+2,00108

BEP + Melatonin + Recovery 12,813843+1,61982
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Cizim 4.58. Gruplara gore siganlarin plazma Testosteron diizeyleri (ng/ml). Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.2.2. Plazmada FSH diizey tayini bulgular

Gruplarin plazma FSH diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklillk  bulunmustur (p=0,000). En yiiksek plazma FSH diizeyi BEP grubunda
goriiliirken; en disiik plazma FSH diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda gozlendi.
Gruplar arasi1 karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin

grubu arasinda (p=0,772), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=1,000) ve
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BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,999) istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tim gruplara gore plazma FSH
diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplari ile sadece kemoterapotik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi
(p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0,000).
Tedavi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore plazma FSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p=0,990) (Cizelge 4.23, Cizim 4.59).

Cizelge 4.23. Gruplara gore plazma FSH diizeyleri (ng/ml)

Gruplar Plazma FSH Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 24,706156+8,29823
Melatonin'in  ¢Oziicii  kontrolii 30,799797+11,54211

(etanol+salin)
BEP 76,995637+16,93978

0,000
BEP + Recovery 37,109989+11,03611
BEP + Melatonin 25,832976+8,82931
BEP + Melatonin + Recovery 23,050550+10,26061
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Cizim 4.59. Gruplara gore siganlarin plazma FSH diizeyleri (ng/ml). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.2.3. Plazmada LH diizey tayini bulgular:

Gruplarin plazma LH diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek plazma LH diizeyi BEP grubunda goriiliirken;
en diisiik plazma LH diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda gozlendi. Gruplar arasi
karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,097), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,658) ve BEP+Melatonin+Recovery grubu
arasinda (p=0,896) istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmedi. BEP grubu ve
BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore plazma LH diizeylerinde anlamli bir
artts  s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0,05).
Kemoterapdétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapoétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0,308). Tedavi
gruplart1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore plazma LH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p=0,121) (Cizelge 4.24, Cizim 4.60).
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Cizelge 4.24. Gruplara gore plazma LH diizeyleri (mlU/ml)

Gruplar Plazma LH Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 11,451554+2,23678
Melatonin'in  ¢bziicii  kontrolii 15,029897+3,64673
(etanol+salin)
BEP 23,575540+4,1664
’ ’ 0,000
BEP + Recovery 20,509844+2,67668
BEP + Melatonin 13,479347+3,47473
BEP + Melatonin + Recovery 10,034141+3,22268
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Cizim 4.60. Gruplara gore si¢anlarin plazma LH diizeyleri (mIU/ml). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.3.Serumda MDA, GSH, SOD, TAS ve TOS diizey tayini bulgular
4.6.3.1. Serumda MDA diizey tayini bulgular:

Gruplarin serum MDA diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiiksek serum MDA diizeyi BEP grubunda
gortliirken; en disik serum MDA diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda izlendi.

Gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin
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grubu arasinda (p=0,170), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,402) ve
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,725) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gére serum MDA
diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplari ile sadece kemoterapétik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplari karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05).
Kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci ge¢iren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapétik ila¢ alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p=0,002).
Tedavi gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore serum MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriildi (p=0,18) (Cizelge 4.25, Cizim 4.61).

Cizelge 4.25. Gruplara gore serum MDA diizeyleri (nmol/ml)

Gruplar Serum MDA Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 30,043830+3,16640
Melatonin'in  ¢6ziici  kontrolii 33,381173+3,76750
(etanol+salin)
BEP 48,823716+3,24002
/8237 ’ 0,000
BEP + Recovery 42,628292+3,80538
BEP + Melatonin 32,700585+3,71452
BEP + Melatonin + Recovery 28,099167+2,55538
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Cizim 4.61. Gruplara gore sicanlarin serum MDA diizeyleri (nmol/ml). Gruplardaki

degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.3.2. Serumda GSH diizey tayini bulgulari

Gruplarin serum GSH diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmugstur (p=0,000). En yiiksek serum GSH diizeyi BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiik serum GSH diizeyi ise BEP grubunda gortildi. Gruplar
arast karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu
arasinda (p=0,072), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,586) ve
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda (p=0,322) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore serum GSH
diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplar ile sadece kemoterapdtik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilhik belirlenmistir
(p<0,05). Kemoterapétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci ge¢iren BEP+Recovery grubu
ile sadece kemoterapoétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
Tedavi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore serum GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
bulundu (p=0,006) (Cizelge 4.26, Cizim 4.62).

156



Cizelge 4.26. Gruplara gore serum GSH diizeyleri (mg/ml)

Gruplar Serum GSH Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 0,140697+0,00684
Melatonin'in  ¢oziicii  kontrolii 0,129427+0,01348
(etanol+salin)
BEP 0,075321+0,00965
’ ’ 0,000
BEP + Recovery 0,097601+0,01032
BEP + Melatonin 0,134150+0,01080
BEP + Melatonin + Recovery 0,148999+0,00642
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Cizim 4.62. Gruplara gore sicanlarin serum GSH diizeyleri (mg/ml). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
4.6.3.3. Serumda SOD diizey tayini bulgular:

Gruplarin serum SOD diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,000). En yiliksek serum SOD diizeyi BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiikk serum SOD diizeyi ise BEP grubunda goriildii. Gruplar
arast karsilastirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu
arasinda (p=0,062) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,106) istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. BEP+Melatonin+Recovery grubunda kontrol grubu olan salin
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gorildi (p<0,05). BEP grubu ve
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BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gére serum SOD diizeylerinde anlamli bir
azalma so6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve
BEP+MelatonintRecovery gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplar1 Kkarsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0,05).
Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Tedavi
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna goére serum SOD diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
bulundu (p<0,05) (Cizelge 4.27, Cizim 4.63).

Cizelge 4.27. Gruplara gore serum SOD diizeyleri (U/g Hb)

Serum SOD Diizeyleri P degeri
Gruplar
P + Standart Sapma
Kontrol (Salin) 32,958217+1,54364
Melatonin'in  ¢oziicii ~ kontrolii 31,097975+1,21543
(etanol+salin)
18,233530+1,94542
BEP , 9 0,000
BEP + Recovery 23,618480+2,33212
BEP + Melatonin 31,247100+1,39899
BEP + Melatonin + Recovery 35,873217+0,99058
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Cizim 4.63. Gruplara gore siganlarin serum SOD diizeyleri (U/g Hb). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.6.3.4. Serumda TAS diizey tayini bulgulari

Gruplarin serum TAS diizeyleri karsilagtirlldiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulundu (p=0,000). En yiiksek serum TAS diizeyi BEP+MEL+Recovery grubunda
goriilirken; en diisiik serum TAS diizeyi ise BEP grubunda goriildii. Gruplar arasi
karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,054) ve BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,144) istatistiksel olarak anlamli1 bir fark
bulunmadi. BEP+Melatonin+Recovery grubunda kontrol grubu olan salin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii (p=0,011). BEP grubu ve BEP+Recovery
grubunda diger tiim gruplara gore serum TAS diizeylerinde anlamli bir azalma s6z
konusudur (p=0,000). Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery
gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplar
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0,05). Kemoterapoétik ilag aldiktan
sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP
grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Tedavi gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
serum TAS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p<0,05) (Cizelge 4.28,
Cizim 4.64).

Cizelge 4.28. Gruplara gore serum TAS diizeyleri (mmol/l)

Gruplar Serum TAS Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 1,116528+0,06934
Melatonin'in  ¢oOziicii  kontrolii 1,029847+0,06548
(etanol+salin)
+
BEP 0,521544+,07001 0,000
BEP + Recovery 0,740214+,06668
BEP + Melatonin 1,042485+0,09555
BEP + Melatonin + Recovery 1,220587+0,06410
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Cizim 4.64. Gruplara gore siganlarin serum TAS diizeyleri (mmol/l). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.6.3.5. Serumda TOS diizey tayini bulgulari

Gruplarin serum TOS diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulundu (p=0,000). En yiiksek serum TOS diizeyi BEP grubunda goriiliirken; en
diisiik serum TOS diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda goriildi. Gruplar arasi
karsilagtirma yapildiginda; kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda
(p=0,711), BEP+Melatonin grubu arasinda (p=0,981) ve BEP+Melatonin+Recovery grubu
arasinda (p=0,238) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. BEP grubu ve
BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore serum TOS diizeylerinde anlamli bir
artts  s6z konusudur (p=0,000). Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplart ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0,05).
Kemoterapdétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Tedavi
gruplar1  kendi  aralarinda  karsilastirildiginda, = BEP+Melatonin ~ grubu  ile
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda serum TOS diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,051) (Cizelge 4.29, Cizim 4.65).
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Cizelge 4.29. Gruplara gore serum TOS diizeyleri (umol/l)

Gruplar Serum TOS Diizeyleri P degeri
+ Standart Sapma
Kontrol (Salin) 29,208861+4,92715
Melatonin'in  ¢dziicii  kontrolii 31,465190+2,88670
(etanol+salin)
BEP 392405+2,90482
>, ’ 0,000
BEP + Recovery 42,151899+2,77071
BEP + Melatonin 30,316456+4,45660
BEP + Melatonin + Recovery 25,675105+4,35990
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Cizim 4.65. Gruplara gore siganlarin serum TOS diizeyleri (umol/l). Gruplardaki degerler
ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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5. TARTISMA

Testis kanseri 15-35 yas aras1 geng erkeklerde yaygin olarak goriilen kanser tipidir ve
erkeklerde goriilen malign tiimorlerin %1-2’sini olusturmaktadir. Testis kanserinin %95'i
ise germ hiicreli tlimorlerden olusmaktadir. Testis kanserinin insidansi son 50 yilda diinya
genelinde giderek artmaktadir (Gilligan 2007, Huyghe ve dig. 2007, Kawai ve dig. 2006).

TGHT etiyolojisi genetik faktorlerin yanisira kimyasal karsinojenlere maruziyet ve
travma gibi ¢evresel risk faktorleri, kriptorsidizm, orsit, Klinefelter sendromu, spermatik
ve testikiiler disgenezi, testikiiler atrofi, inguinal herni ve hidrosel sayilabilir (Richiardi ve
dig. 2007, Rukstalis 1996, di Pietro ve dig. 2005, Holzik ve dig. 2004).

Son yillarda testis kanserinin insidansinin artmasina ragmen bu hastaliga bagli 6lim
oraninin azaldigr goriilmektedir. Bunu saglayan nedenlerden biri de kanser tedavi
yontemlerinden biri olan kemoterapinin daha etkin kombinasyonlarinin kullanimidir.
Kemoterapinin ana ilkesi; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden 6zellikle kontrolsiiz
cogalan hiicrelere karsi secgici Oldiiriicii etki gdstererek biiylimelerini ve ¢ogalmalarin
durdurmak ya da yok etmektir. Kemoterapi ile hastaligin tedavi edilmesi, kanserli
hiicrelerin  boliinmesinin ve ¢ogalmasinin engellenmesi ve yok edilmesi, hastaligin
bliylimesinin ve yayillmasmin Onlenmesi, hastalia bagli rahatsizliklarinin azaltilmasi,
yasam slirelerinin uzatilmasi1 ve bdylece daha kaliteli yasam siirmeleri amaglanmistir
(Kiigiiksayan 2011, Brooks ve dig. 2009, Akyol 2004).

Kemoterapdtik ajanlar kanserli olmayan normal doku ve hiicrelerde de cesitli
diizeylerde yan etkilere sahip oldugu i¢in erkek infertilitesi hatta sterilitesi kemoterap6tik
ilaclarin  lireme sisteminde meydana getirdigi olumsuz faktorlerden birisidir.
Spermatogenezdeki aksakliklar, sperm kalite parametrelerindeki bozukluklar, ejakiilasyon
bozuklugu, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki fonksiyon bozuklugu, cinsel fonksiyon
bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapotiklerin iireme sisteminde meydana getirdigi
yan etkiler arasinda gosterilmektedir (Ragheb ve Sabanegh 2010, Delbes ve dig. 2010,
Demirci ve dig. 2010, Meistrich 2009, Oktay ve Meirow 2007, Schrader ve dig. 2001,
Meistrich 1999).

Testisteki Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen kemoterapotiklere direngli iken,
germinal epitel bu ilaglara son derece duyarlidir. Ancak kullanilan kemoterapi
protokoliiniin ilag sayisi, dozlar1 ve uygulama siirelerine bagli olmakla birlikte, eger

germinal epiteldeki kok hiicreler saglam kalirsa, tedavinin sonlandirilmasindan sonra belli
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zaman periyodunda spermatogenezis geriye donebilmektedir (Ragheb ve Sabanegh 2010,
Schrader ve dig. 2001, Colpi ve dig. 2004).

Infertilite evli ¢iftlerin %15’ini etkileyebilmektedir. Bu oranin yarismi ise erkege
bagl infertilite olusturmaktadir (Sharlip ve dig. 2002). Diger taraftan kemoterapi alan evli
ciftlerde ise uygulama bittikten sonra goriilen infertilite oran1 %30’lara kadar ¢ikmaktadir
(Bokemeyer ve dig. 1994, Schrader ve dig. 2001).

Kemoterapotiklerin erkek lireme sistemi iizerindeki yan etki mekanizmasi kesin
olarak bilinmemekle birlikte spermatogenik hiicrelerde dogrudan (Delbes ve dig. 2010,
Codrington ve dig. 2007a, 2007b) ve/ veya oksidatif stresle iliskili olarak dolayli (Agarwal
ve Sekhon 2010, Tiirk ve dig. 2006, Tremellen 2008) meydana gelen kromatin ve DNA
hasari ile steroidogenesisteki aksakliklar genellikle sorumlu tutulmaktadir (Tiirk 2013).

Spermatogenetik hiicreler kemoterapotik ajanlarin zararh etkilerine karsi oldukga
duyarlidir. Kemoterapdtik ajanlar, kok hiicre toplulugunda onarilamayan hasarlara yol
acarak kalict infertiliteye neden olabilirler. Kemoterapiye en duyarli hiicreler, aktif olarak
boliinen spermatogonyum Ve pre-leptoten fazina kadar olan spermatositlerdir (Dohle
2010).

BEP rejimi; Bleomisin, Etoposid, ve sisPlatin kombinasyonundan olusan ve
metastatik nonseminomatoz testis tiimorlerinde tercih edilen en etkili tedavi kiiriidiir. Bu
kiir ayrica, evre I testis tlimori i¢in uygulanan orsiektomi sonrasinda tiimor dokusunda
saptanan vaskiiler invazyonun yaratabilecegi yiiksek orandaki tekrarlama (niiks) ihtimali
i¢in de kullanilabilmektedir. Ileri evre tiimorlerde BEP rejimi tedavisinin {istiin basaris1 bu
kombinasyonu standart hale getirmistir. BEP rejimi, her bir siklus ti¢ hafta olmak iizere {i¢
ya da dort siklus olarak uygulanir. Bleomisin, 30 U/giin i.v. olarak siklusun 2., 9. ve 16.
giinleri; Etoposid, 100 mg/m?giin i.v. olarak siklusun 1-5. giinleri; Sisplatin ise 20
mg/mz/giin i.v. olarak siklusun 1-5. Giinleri uygulanmaktadir (Jones ve Vasey 2003,
Huddart ve dig. 2005, Williams ve dig. 1987).

Bleomisin, glikopeptid yapisinda bir antibiyotiktir (Corcoran ve dig. 1975).
Bleomisin, 6zellikle hiicre dongiisiiniin G2 ve M fazinda daha ¢ok etkili olup oksidatif
stirecle DNA'ya direkt olarak baglanarak tek ve ¢ift zincir kirilmalarina neden olmaktadir
ve bliyliyen hiicrelerde apoptozisi tetiklemektedir (Spermon ve dig. 2006). Bu siireg
oksijen ve ferr6z demir iyonuna baghdir (Day ve dig. 2002). Bir¢ok ¢alismada demir, bakir
ve kobalt gibi metallerin Bleomisin tarafindan indiiklenen DNA kirilmasin1 destekledigi
gosterilmistir. Demirin in vivo olarak etki gosteren baslica metal oldugu diisiiniilmektedir

(Abraham ve dig. 2001). Bleomisin, mitokondriyonlarin elektron transport sisteminde
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elektron transportu sirasinda yiiksek diizeyde ROS, hidrojen peroksit radikalleri ve
stiperoksit radikalleri olusturur (Conklin 2004). Olusan bu radikaller DNA'ya atak yapip
tek ve cift zincir kirilmalarina yol agarak, transkripsiyon ve translasyonda hasara neden
olmaktadir (Sausville ve dig. 1978). ROS'un neden oldugu artmis hiicresel oksidatif stres,
hiicrenin redoks durumunu degistirerek bir¢ok reaksiyonu tetiklemektedir (Cejas 2004).
Bleomisinle birlikte farkli kemoterapdtiklerin ortak kullanilmasi sonucu kanserli hastalarda
oligospermi ve azoospermi, spermlerde DNA hasar ile birlikte kromozomal andploidiler
goriilmektedir. Arrebola ve dig. antikanser antibiyotik olan Bleomisin'i, giinliikk 30 mg/kg
dozunda 5 giin boyunca intraperitoneal olarak sicanlara uygulamiglar ve 52 giin sonra bu
hayvanlar1 dekapite ettiklerinde sperm sayisinda azalma ve anormal sperm oraninda da
artiglar tespit etmislerdir (Arrebola ve dig. 2010). Benzer sekilde Hansen ve Sorensen, 100
mg/kg Bleomisin'in farklilagsma siirecindeki fare spermatogonyumlarinin yasama oranini
%37’ den %4’ lere diisiirdiiglinii gézlemlemislerdir (Hansen ve Sorensen 1991).

Etoposid ve teniposid gibi podofilotoksinlerin S sonu-G2 fazi ile mitokondriyon
fonksiyonlarini inhibe ettgi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Page ve Takimoto 2004,
Dancey ve Arbuck 2000). Etoposid'in baslica hedefi topoizomeraz II enzimidir ve bu
enzimin DNA ile olusturdugu baglanma komplekslerinin konsantrasyonunu azaltarak
hiicreleri 6ldiirmektedir (Wilstermann ve Osheroff 2001, Burden ve Osheroff 1998).
Etoposidle birlikte birka¢c kemoterapotigin  kombinasyon tarzinda testikiiler tiimorli
hastalarda kullanilmasi1 sonucunda, kemoterapiyi takip eden siirecte spermatogenezis ve
Leydig hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu (De Mas ve dig. 2001) ile spermatozoonlarda
artan derecede andploidi (Gerres ve dig. 1998) gibi reprodiiktif yan etkiler meydana
gelmektedir. Prepubertal donemde siganlara uygulanan Etoposid, doza bagimli olarak
apoptotik germ hiicre sayisinda artis (Stumpp ve dig. 2004); reprodiiktif organ
agirliklarinda azalma; spermatogonyum, spermatosit ve spermatid sayisinda azalma;
testikiiler histopatolojik lezyonlar ve infertiliteye (Freitas ve dig. 2002) neden olmaktadir.

Kiratif etkisinin yaninda gonadotoksik etkisinin de yiiksek olmasi nedeniyle
kemoterapoétiklerin  0zellikle de alkilleyici ajanlarin kanserli ve saglikli erkeklerin
reprodiiktif sistemi tizerindeki etkileri ile ilgili pek ¢ok calisma Sisplatin'le yapilmistir
(Schrader ve dig. 2001). Sadece Sisplatin ya da Sisplatin tabanli kombine kemoterapi alan
kanserli hastalarin hemen hemen hepsinde akut azoospermi gelismektedir ve hastalarin
yaklasik yarisinda kemoterapiden sonraki 6 ay ile 5 yil arasindaki bir siirede sperm
sayisinda normallesme goriilmektedir (Ishikawa ve dig. 2004, Sakamoto ve dig. 2007).

Bununla birlikte hastalarin %30’unda da kalic1 azoospermi meydana gelmektedir (Petersen
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ve dig. 1998). Geriye doniisiimsiiz spermatogenezis hasari ise Sisplatin'in kiimiilatif dozu
ile iliskili olup 400 mg/m®den diisik dozlar uzun siire sperm iiretimini baskilarken, 600
mg/mz’den daha ytiksek dozlarda kalic1 azoospermi riski artmaktadir (Colpi ve dig 2004,
Sakamoto ve dig. 2007). Sisplatin hiicre igerisine girdikten sonra bir¢ok sinyal ileti
yolagini aktive ederek hiicrede fibrogenezis, inflamasyon, hipoksi, mitokondriyal hasar,
ROS iiretimi, oksidatif stres, GSH-Px, SOD, KAT gibi aktif antioksidan enzimlerin
aktivasyonunun inhibisyonu, MDA diizeyinin artmasi, apoptozis ve nekrozise yol agarak
sitotoksik etki gostermektedir (Kanter ve dig. 2007). Platin bilesiklerinin uygulamasi
sonucunda siganlarda testikiiler histopatolojik lezyonlar (spermatogeneziste yavaslama;
spermatogonyum, spermatosit, spermatid, Leydig hiicrelerinde azalma ve dejenerasyon),
steroidogenik  enzimlerin  (3B-hidroksisteroid  dehidrogenaz,  17B-hidroksisteroid
dehidrogenaz) testikiiler aktiviteleri ve serum testosteron diizeyinde azalmalar, serum FSH
ve LH diizeylerinde artislar (Reddy ve dig. 2010a, 2010b), sperm sayis1 ve motilitesinde
azalmalar ile ayrica sperm membran biitiinliigiinde bozulmalar (Reddy ve dig. 2010a,
Reddy ve dig. 2010b, Tiirk vd., 2008) gibi dnemli reprodiiktif sistem hasarlar1 meydana
gelmektedir. Yetiskin erkek fare ve si¢anlarla yapilan pek ¢ok caligmada Sisplatin'in testis,
epididimis, seminal bez ve prostat agirliklari, sperm yogunlugu, motilitesi ve morfolojik
olarak normal yapili spermlerin sayisinda azalmalara, seminifer tiibiill caplarinda
daralmalara, testikiiler dokuda dejenerasyon, nekrozis ve o6dem gibi histopatolojik
lezyonlara (Atessahin ve dig. 2006a, Atessahin ve dig. 2006b, Atessahin ve dig. 2006c¢,
Ilbey ve dig. 2009a, ilbey ve dig. 2009b, Ilbey ve dig. 2009c, Tiirk ve dig. 2008), testikiiler
apoptotik germ hiicre sayisinda artiglara (Amin ve dig. 2008), serum FSH diizeyinde
yiikselmelere, spermlerde geri doniisiimsiiz DNA ¢ift zincir kirilmalarina (Narayana 2010)
ve testosteron diizeylerinde ise azalmalara yol a¢tig1 bildirilmektedir.

Calismamizda BEP rejiminin testis dokusunda ve sperm parametreleri iizerinde
goriilen histopatolojik etkilerine kars1 Melatonin'in koruyuculugu ve potansiyel iyilestirici
ozelligi morfolojik, morfometrik, immiinohistokimyasal, western-blotting, biyokimyasal ve
ultrastriiktiirel gibi farkli yontemler uygulanarak incelenmistir.

Kemoterapi erkek infertilitesinin etiyolojisindeki en O6nemli faktdrlerden biri olan
oksidatif strese neden olmaktadir. Yapilan caligmalarla, cesitli kategorideki sitostatik
ajanlarin hem in vivo hem de in vitro olarak serbest radikal iiretimine neden olduklari
gosterilmistir (Weijl ve dig. 1997, Crohns ve dig. 2009, Simone ve dig. 2007a ve 2007b,
Facorro ve dig. 2004, Chen ve dig. 2007, Sari ve dig. 2008, Brea-Calvo ve dig. 2006,
Sangeetha ve dig. 1990, White ve dig. 2006) Sitostatik ilaglarla tedavi edilen hematolojik
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ve/ veya solid malignansili hastalarda, polimorfoniikleer l6kositler tarafindan in vitro
olarak H,O, ve O, radikali iiretiminin tedavi Oncesine gore belirgin derecede arttigi
goriilmiistiir. Kanser hastalarinda kemoterapiye bagli olarak lipit peroksidasyonu (LPO)
tirtinlerinin miktarmin yiikseldigi ve tedavi sonrasinda da plazma E vitamini diizeyinin
azaldig1 bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Weijl ve dig. 1997, Sabuncuoglu ve
Ozgiines 2011, White ve dig. 2006).

Serbest radikaller hiicrelerde 6zellikle yag asitleri ve lipidler olmak iizere proteinlere
de saldirarak ¢esitli yapt ve biyomembran bozukluklarina sebep olmaktadir. Memeli
spermatozoonunun lipid kompozisyonu somatik hiicrelerden 6nemli derecede farklidir.
Sperm plazma membrani fosfolipidler, steroller, doymus ve doymamis yag asitlerinden
olduk¢a zengin oldugu i¢in ROS hasarlarina karsi asir1 hassastirlar (Aitken ve Roman
2008, Tremellen 2008, Agarwal ve dig. 2008, Sanocka ve Kurpisz 2004, Kothari ve dig.
2010). Kemoterapotikler de lipid, kolesterol ve protein peroksidasyonu ile oksidatif strese
yol acarak oOzellikle spermatogenik hiicrelerde DNA hasari, apoptozis, sperm kalitesinde
diisiisler, infertilite ve hatta sterilite gibi yan etkilerin erkek iireme sisteminde meydana
gelmesine neden olmaktadirlar (Atessahin ve dig. 2006a, 2006b, 2006¢).

Antikanser ilaglarin bulunmasi ve siirekli yeni ilaglarin gelistirilmesi sliphesiz kanser
hastalarinin yasam stiresinin uzamasindaki en etkili faktorlerden biridir. Bununla birlikte
bu ajanlarin iireme sisteminde meydana getirdigi yan etkiler erkeklerin cinsel ve fertil
yasam kalitesini olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Bu konuyla ilgili kanserli erkekler ve
saglikli deney hayvanlarinda yapilan sayisiz bilimsel ¢alismanin sonuclari, 6zellikle geng
erkeklerin gelecekteki fertilite potansiyellerinin ciddi bir tehlike igerisinde oldugunu ne
yazik ki c¢ok agik bir sekilde ortaya koymaktadir. Kemoterapotiklerin erkek {ireme
sistemindeki yan etkilerinin Onlenmesine yonelik c¢esitli hormon ve antioksidan
uygulamalar ile sperma, germ hiicre ve testis dokusunun dondurularak saklanmasi gibi
yaklasimlar deney hayvanlarinda basarili sonuglar vermektedir (Tiirk 2013).

Her ne kadar kemoterapi uygulanacak hastalarda tedavi oncesi sperm dondurularak
Oonlem alinmaya ¢alisilsa da, bu hem sosyo-ekonomik yonden hastaya sikinti yaratmakta
hem de alinan sperm Ornekleri belirli bir silire dahilinde saklanabilmektedir. Ayrica bu
imkana sahip olmayan saglik kuruluslart da dikkate alindiginda hastanin mevcut
fertilitesinin korunmasi ya da tedavi sonrasi geri kazandirilmasinda yardimei olunmasi
daha biiylik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle BEP rejimi uygulanan hastalarda testis ve
sperm parametrelerinde olusacak olumsuz etkileri Melatonin uygulayarak azaltabilmek ya

da yok edebilmek fertilite agisindan biiyiik bir dnem tagimaktadir.
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Calismalarda Melatonin’in serbest radikaller {izerine dolayli etkileri oldugu
gosterilmistir. Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive
ederek, O2. - radikalini H202’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres
esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek de antioksidan etki gostermektedir (Reiter ve
dig. 2009).

Calismamizda deney baslangicindaki  viicut agirhiklart  istatistiksel —olarak
karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmayan gruplardaki deney sonu viicut agirliklar
degerlendirildiginde, kontrol grubu olan salin grubu ile Melatonin'in ¢oziicii kontrolii olan
etanol+salin grubu, BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Ancak BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine
birakilan gruplar, diger gruplar ile karsilastirildiginda viicut agirliginda goriilen azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9 haftalik
iyilesme siirecine birakilan gruplarda viicut agirligi acisindan anlamh azalis goriiliirken,
tedavi gruplar1 olan BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9
haftalik iyilesme stirecine birakilan gruplarda bu durumun goriilmemesi ve kontrole yakin
degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin kaynakli oldugunu gostermektedir. Narayana
ve arkadaglari, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-
askorbik asit, ¢cinko ve selenyum igeren antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastirmiglar
ve deney sonunda BEP uygulanan grupta viicut agirliginda azalma tespit etmislerdir. Bu
bulgu da bizim ¢alismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ancak bu ¢alismada 9
haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun viicut agirliginda kontrole yakin bir
deger goriiliirken, bizim calismamizda 9 haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan
grubun (BEP+Recovery) viicut agirliginda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak
kontrol grubuna goére hala anlaml bir fark bulunmaktadir. Ayrica bu ¢alismada BEP+AK
uygulanan tedavi gruplarinda 9 haftalik iyilesme sonucunda viicut agirliginin kontrol
grubuna yakin bir deger gostermesi bizim bulgularimizi destekler niteliktedir (Narayana ve
dig. 2013).

Gruplarin sol testis agirliklart degerlendirildiginde, en yiiksek sol testis agirligi BEP
+ Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta goriiliirken; en
diisiik sol testis agirligi ise BEP grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile
Melatonin'in ¢6ziicli kontrolii olan etanol+salin grubu, BEP + Melatonin uygulanan grup

ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grup arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda, diger gruplara gore sol testis agirliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis s6z konusudur. Bu gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda, BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta sadece
BEP uygulanan gruba gore sol testis agirlifinda artis goriilmektedir. Ancak bu artis kontrol
ve tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir. BEP uygulanan ve BEP
uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda sol testis agirligi acisindan
anlaml azalig goriiliirken, tedavi gruplar1 olan BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP +
Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda bu durumun
goriilmemesi ve kontrole yakin degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin kaynakli
oldugunu gostermektedir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler
disfonksiyon {izerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan
kokteylinin (AK) etkisini aragtiran ¢aligsmalarinda BEP uygulanan grupta %67 oraninda
testis agirliginda azalma tespit etmislerdir. Bu bulgu da bizim ¢alismamizin sonuglariyla
paralellik gostermektedir. Ancak bu ¢alismada BEP+AK grubunda da %69 oraninda testis
agirliginda azalma tespit edilirken bizim ¢alismamizda BEP+Melatonin grubunda kontrol
grubuna gore testis agirliginda %26 oraninda bir azalma gorilmiistir ve bu oran
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ¢alismada 9 haftalik iyilesme sonucunda
BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) testis agirhiginda kontrole yakin bir deger
goriiliirken, bizim ¢aligmamizda 9 haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun
(BEP+Recovery) testis agirliginda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak kontrol
grubuna gore hala anlamli bir fark bulunmaktadir. Ayrica bu calismada, BEP ve AK
uygulanan tedavi grubunda (BEP+AK+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda testis
agirhiginin kontrol grubuna yakin bir deger gostermesi, bizim BEP ve Melatonin
uyguladigimiz tedavi grubunun (BEP+Melatonin+Recovery) bulgularmi destekler
niteliktedir (Narayana ve dig. 2013).

Gruplarin epididimis agirliklart degerlendirildiginde, en yiiksek epididimis agirlig
BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta goriiliirken; en
diisiik epididimis agirligr ise BEP grubunda goézlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu
ile Melatonin'in ¢oziicii kontrolii olan etanol+salin grubu, BEP + Melatonin uygulanan
grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda, diger gruplara gore epididimis agirlifinda

istatistiksel olarak anlamli bir azalis s6z konusudur. Bu gruplar kendi aralarinda
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karsilastirildiginda, BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta sadece
BEP uygulanan gruba gore epididimis agirliginda artis goriilmektedir. Ancak bu artig
kontrol ve tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir. BEP uygulanan ve
BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme silirecine birakilan gruplarda epididimis agirlig
acisindan anlamli azalig goriiliirken, tedavi gruplari olan BEP + Melatonin uygulanan grup
ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda bu
durumun goriilmemesi ve kontrole yakin degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin
kaynakl1 oldugunu gostermektedir.

Gruplarin epididimal sperm sayilart degerlendirildiginde, en yiiksek epididimal
sperm sayist BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta
goriiliirken; en diisiik epididimal sperm sayist ise BEP grubunda gozlenmistir. Kontrol
grubu olan salin grubu ile Melatonin'in ¢6ziicii kontrolii olan etanol+salin grubu, BEP +
Melatonin uygulanan grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine
birakilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir. BEP
uygulanan ve BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda, diger
gruplara gore epididimal sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalis soz
konusudur. Bu gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP uygulan + 9 haftalik
iyilesme siirecine birakilan grupta sadece BEP uygulanan gruba gore epididimal sperm
sayisinda artig goriilmektedir. Ancak bu artis kontrol ve tedavi gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli degildir. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine
birakilan gruplarda epididimal sperm sayis1 agisindan anlamli azalis goriiliirken, tedavi
gruplart olan BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda bu durumun goriilmemesi ve kontrole yakin
degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin kaynakli oldugunu goéstermektedir. Ayrica
tedavi gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda, BEP + Melatonin uygulanan + 9
haftalik iyilesme silirecine birakilan grupta BEP + Melatonin uygulanan gruba gore
epididimal sperm sayisinda istatistiksel olarak artis goriilmektedir. Bu da Melatonin'in 9
haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasimnin daha etkili dugunu gostermektedir.
Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler disfonksiyon iizerine a-
tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan kokteylinin (AK)
etkisini arastiran ¢alismalarinda, BEP uygulanan grupta %90 oraninda epididimal sperm
sayisinda azalma tespit etmislerdir. Bu bulgu da bizim ¢alismamizin sonuglariyla paralellik
gostermektedir. Ancak bu g¢alismada BEP+AK grubunda da %76 oraninda epididimal
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kontrol grubuna gore epididimal sperm sayisinda %4 oraninda bir azalma goriilmiistiir ve
bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu g¢alismada 9 haftalik iyilesme
sonucunda BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) epididimal sperm sayisinda hala
kontrole gore (%54-58 oraninda) azalma tespit edilmistir ve bu bulgu bizim ¢alismamizla
uyusmaktadir. Ayrica bu calismada, BEP ve AK wuygulanan tedavi grubunda
(BEP+AK+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda epididimal sperm sayisinda hala
kontrole gore (%54-58 oraninda) azalma tespit edilirken, bizim BEP ve Melatonin
uyguladigimiz tedavi grubunda (BEP+Melatonin+Recovery) epididimal sperm sayisi
kontrol grubuna yakin bir degerde bulunmustur (Narayana ve dig. 2013).

Gruplarin sperm motilitesi degerlendirildiginde, en yiiksek sperm motilitesi BEP +
Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta goriiliirken; en diisiik
sperm motilitesi ise BEP grubunda g6zlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile
Melatonin'in ¢6ziicii kontrolii olan etanol+salin grubu, BEP + Melatonin uygulanan grup
ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda, diger gruplara goére sperm motilitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalis s6z konusudur. Bu gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda, BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta sadece
BEP uygulanan gruba gore sperm motilitesinde artig goriilmektedir. Ancak bu artis kontrol
ve tedavi gruplarna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. BEP uygulanan ve BEP
uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda sperm motilitesi acisindan
anlamli azalig gortiliirken, tedavi gruplar1 olan BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP +
Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda bu durumun
goriilmemesi ve kontrole yakin degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin kaynakli
oldugunu gostermektedir. Ayrica tedavi gruplari kendi aralarinda karsilagtirildiginda, BEP
+ Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta BEP + Melatonin
uygulanan gruba gore sperm motilitesinde istatistiksel olarak artis goriilmektedir. Bu da
Melatonin'in 9 haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili dugunu
gostermektedir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler
disfonksiyon {izerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan
kokteylinin (AK) etkisini aragtiran ¢alismalarinda, BEP uygulanan grupta sperm
motilitesinde asir1 bir azalma tespit etmislerdir. Bu bulgu da bizim c¢alismamizin
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ancak bu ¢aligmada tedavi grubu olan BEP+AK

uygulanan grupta sperm motilitesinde %55 oraninda azalma tespit edilirken bizim
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calismamizda yaklasik olarak %35 oraninda bir azalma goriilmiistir. Bu caligmada 9
haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) sperm motilitesinde
kontrole yakin bir sonug elde edilirken bizim ¢alismamizda kontrole gore %29 oraninda
azalma tespit edilmistir ve kontrol grubuna gore anlaml farklilik gostermektedir. Ayrica
bu calismada, BEP ve AK uygulanan tedavi grubunda (BEP+AK-+Recovery) 9 haftalik
iyilesme sonucunda sperm motilitesi kontrol grubuna yakin bir degerde bulunmustur. Bu
sonu¢ da bizim BEP ve Melatonin uyguladigimiz  tedavi  grubunda
(BEP+Melatonin+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda elde ettigimiz bulgular
destekler niteliktedir (Narayana ve dig. 2013).

Toluidin blue ile boyanan spermlerin morfolojilerine bakildiginda; salin grubu,
etanol+salin grubu, BEP+Melatonin uygulanan grup ve BEP+Melatonin+Recovery grubu
sicanlarin sperm morfolojileri normaldir ve bu gruplar arasinda fark yoktur. Ancak BEP
grubu ve BEP+Recovery grubunda bassiz (pin-head), kiiclik ve yuvarlak basli, ¢ift basl,
kuyruksuz, kisa kuyruklu, orta parca hasar1 olan, kement benzeri (lasso-like) olan anomalili
spermler goriilmiistiir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler
disfonksiyon {izerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan
kokteylinin (AK) etkisini arastiran caligmalarinda, BEP uygulanan grupta sperm
morfolojisinde anomaliler tespit edilirken, tedavi grubu olan BEP+AK uygulanan grupta
sperm morfoloji anomalilerinde ciddi bir azalma goriilmiistiir. Bu bulgular da bizim
calismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Bu caligmada 9 haftalik iyilesme
sonucunda BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) sperm morfolojisinde birkag
sefalokaudal ayrilma goriilmesine ragmen kontrole yakin bir sonug elde edilirken bizim
calismamizda bu sonuca gore sperm morfoloji anomalileri daha fazla goriilmiistiir. Ayrica
bu calismada, BEP ve AK uygulanan tedavi grubunda (BEP+AK-+Recovery) 9 haftalik
lyilesme sonucunda sperm morfolojisi kontrol grubuna yakin bir degerde bulunmustur. Bu
sonu¢ da bizim BEP ve Melatonin uyguladigimiz  tedavi  grubunda
(BEP+Melatonin+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda elde ettigimiz bulgulart
destekler niteliktedir (Narayana ve dig. 2013).

Tiim gruplara ait siganlarin Hematoksilen-Eozin ve PAS boyamalar1 incelendiginde,
salin grubununa ait testis kesitlerinin normal histolojiye sahip olduklar1 goriildi. Seminifer
tiibiil yapilarinin normal oldugu saptanmistir. Tiim spermatogenik seri hiicrelerinin normal
yapida oldugu gozlenmistir. Spermatidlerin baginin Sertoli hiicresi sitoplazmasina gomiilii
bir sekilde oldugu ve kuyruklarinin liimene dogru uzanmis big¢imde yerlestikleri

gorilmistiir. Sertoli hiicreleri de normal yapida gozlemlenmistir. Bu bulgular diizgiin bir
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spermatogenezis siirecinin varligini gdstermektedir. Tunika albuginea, bazal membran ve
interstisyel alanda herhangi bir dejenerasyona rastlanmamigstir. Etanol+Salin uygulamasi
yapilan gruba ait testis dokular1 histomorfolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol
grubuna es deger goriiniim izlenmistir. BEP uygulanan grubun testis dokularinda
histomorfolojik olarak yapilan degerlendirmeler sonucu, tiibiil duvarindan ayrilan
spermatogenik hiicre serileri ve seminifer tiiblil llimeninde serbest hale gelen hiicresel
dokiintiiler birlikte izlenmistir. Dilizenli bir interstisyel alan ve seminifer tiibiil histolojisine
rastlanmamistir. Baz1 seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve atrofi goriilmiistiir. Ayrica
bazal membran kalinlasmasi, konjesyon, vakuolizasyon gozlenmistir. Bir¢ok nukleusun
kaynasmasiyla olugsmus dev hiicrelere sik olarak rastlanmistir. Bazi tiibiillerde bu dev
hiicrelerin liimene dokiildiigli gozlenmistir. BEP+Recovery uygulanan grubun testis
dokularinda histomorfolojik olarak yapilan degerlendirmeler sonucu, BEP grubuna benzer
ozellikler gbzlenmistir. Ancak dev hiicrelere nadir olarak rastlanmistir. BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonint+Recovery uygulanan grubun testis dokularinda histomorfolojik olarak
yapilan degerlendirmeler sonucu, Salin ve Etanol+Salin grubuna benzer sekilde normal
testis dokusu yapist gézlenmistir.

Gruplarin seminifer tiibiil ¢caplar1 degerlendirildiginde, en fazla seminifer tiibiil cap1
BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta goriiliirken; en
az seminifer tiibiil ¢ap1 ise BEP grubunda gozlenmistir. Narayana ve arkadaglarinin, BEP
rejiminin indiikledigi testikiiler disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko
ve selenyum iceren antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastiran caligmalarinda BEP
uygulanan grupta seminifer tiibiil ¢aplarinda azalma tespit etmislerdir. Bu sonu¢ bizim
caligmamizi destekler niteliktedir (Narayana ve dig. 2013). Kontrol grubu olan salin grubu
ile Melatonin'in ¢6ziicii kontrolii olan etanol+salin grubu, BEP + Melatonin uygulanan
grup ve BEP + Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme stirecine birakilan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. BEP uygulanan ve BEP uygulan + 9
haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda, diger gruplara gére seminifer tiibiil ¢apinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis s6z konusudur. Bu gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda, BEP uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan grupta sadece
BEP uygulanan gruba gore sperm motilitesinde artig goriilmektedir. Ancak bu artis kontrol
ve tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir. BEP uygulanan ve BEP
uygulan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda seminifer tiibiil ¢apr agisindan
anlaml azalig goriiliirken, tedavi gruplar1 olan BEP + Melatonin uygulanan grup ve BEP +

Melatonin uygulanan + 9 haftalik iyilesme siirecine birakilan gruplarda bu durumun
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goriilmemesi ve kontrole yakin degerlere sahip olmasi, bu etkinin Melatonin kaynakli
oldugunu gostermektedir.

PCNA, genomik DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde 6nemli rolii olan
36 kDa agirliginda temel bir proteindir (Kelman ve Hurwitz 1998, Tsurimoto 1999). Hiicre
dongiistiniin G1 fazinda sentezlenmeye baglar, S fazinda en yiiksek seviyesine ulasir ve
DNA polimeraz ¢’ya yardimci (ko-faktor) olarak islev goriir. G2 evresinde ekspresyonu
azalmaya baglar, M fazinda ve interfazda ise en diisiik diizeye ulasir (Bravo ve dig. 1987,
Kurki ve dig. 1986). PCNA, spermatogenik hiicre proliferasyonu i¢in uygun bir
isaretleyicidir. Oksidatif hiicre hasarlarinda kromatin-PCNA komplekslerinin olusumunda
aksakliklar olduguna dair bazi bulgular vardir (Balajee ve dig. 1999).

Gruplarin  Anti-PCNA immiinreaktiviteleri incelendiginde, Salin kontrol grubu,
Etanol+salin kontrol grubu, BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarina ait
tim hayvanlarin  testislerindeki Anti-PCNA  immiinreaktivitesinin fazla oldugu
goriilmustiir. Anti-PCNA tutulumunun daha ¢ok spermatogonyumlar ve spermatosit
nukleuslarinda oldugu dikkati ¢ekmistir. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda yer alan
seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin nukleuslarindaki immiinohistokimyasal Anti-PCNA
tutulumu daha az hiicrede ve boyanma siddeti de daha az olarak izlenmistir. H-skor
degerlerine gore; gruplarin Anti-PCNA immiinreaktiviteleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur. En yiiksek Anti-PCNA immiinreaktivitesi
BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diigiik Anti-PCNA immiinreaktivitesi ise
BEP grubunda gbzlenmistir. Yani hiicre proliferasyonu BEP+MEL+Recovery grubunda en
yiiksek seviyede bulunurken, BEP grubunda en diisiik seviyede bulunmustur. Kontrol
grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Salin grubu ile BEP+Melatonin+Recovery
grubu karsilagtirildiginda ise, BEP+MelatonintRecovery grubunda salin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
diger tiim gruplara gore Anti-PCNA immiinreaktivitesinde anlamli bir azalis s6z
konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery
gruplarinda Anti-PCNA immiinreaktivitesi kontrol grubuna yakin c¢ikarken, sadece
kemoterapétik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda azalmis olmasi, bu etkinin
Melatonin'in 1iyilestirici etkisinden kaynaklandigini gdstermektedir. Kemoterapdtik ilag
aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapotik ilag
alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi
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karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
anti-PCNA immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. Bu da
Melatonin'in 9 haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili oldugunu
gostermektedir.

DMCI1/ Liml5 proteini mayoz asamasinda rekombinasyona dayalt DNA sentezinde
gorev alan bir proteindir. Yapilan ¢alismalar DMC1/ Liml15 proteinin sadece mayoza
spesifik hiicrelerde ifade edildigini géstermis ve DMC1/ Lim15 proteinin PCNA proteini
ile mayoz asamasinda isbirligi yaptigin1 ortaya koymustur. Bu iki proteinin ifadesi mayoz
boliinme i¢in kritik bir neme sahiptir. S6z konusu genin ekspresyonunun varlig ile testis
dokusunda spermatogenik aktivite hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.

Gruplarin  Anti-Dmcl/Lim15 immiinreaktiviteleri incelendiginde, salin kontrol
grubu, etanol+salin kontrol grubu, BEP+Melatonin grubu ve BEP+Melatonin+Recovery
gruplarina ait tim hayvanlarin testislerindeki Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesinin
fazla oldugu gorilmistir. Anti-Dmcl/Lim15 immiinreaktivitesinin daha ¢ok
spermatogonyumlar ve spermatosit nukleuslarinda oldugu dikkati ¢ekmistir. BEP grubu ve
BEP+Recovery grubunda yer alan seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin nukleuslarindaki
immiinohistokimyasal Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi daha az hiicrede ve boyanma
siddeti de daha az olarak izlenmistir. H-skor degerlerine gore; gruplarin Anti-Dmcl/
Lim15 immiinreaktiviteleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur. En yiiksek Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiik Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi ise BEP grubunda
goriilmistiir. Yani spermatogenik aktivite BEP+MEL+Recovery grubunda en yiiksek
seviyede bulunurken, BEP grubunda en diisiik seviyede bulunmustur. Kontrol grubu olan
salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur. Salin grubu ile BEP+Melatonin+Recovery grubu
karsilastinlldiginda ise, BEP+Melatonin+Recovery grubunda salin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
diger tiim gruplara goére Anti-Dmcl/ Lim15 imminreaktivitesinde anlamli bir azalis s6z
konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve BEP+MelatonintRecovery
gruplarinda Anti-Dmcl/ Lim15 immiinreaktivitesi kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece
kemoterapétik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda azalmis olmasi, bu etkinin
Melatonin'in iyilestirici etkisinden kaynaklandigimi gostermektedir. Kemoterapdtik ilag
aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapétik ilag
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gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir. Tedavi gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
Anti-Dmc1/ Lim15 immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis soz
konusudur. Bu da Melatonin'in 9 haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili
oldugunu gostermektedir.

CD71/ Transferrin Reseptor hiicre igine demir alimini diizenleyen, c¢ogunlugu
eritroblast kaynakli, kemik iliginden hemoglobin sentezi i¢in demir saglayan, her biri 95
kDa iki es polipeptid zincirinden olusan 188 kDa bir transmembran glikoproteinidir. Hiicre
yiizeyindeki CD71/ Transferrin Reseptdr konsantrasyonu hiicrenin demir gereksinimini
gostermektedir. Hiicrenin metabolik gereksinimleri i¢in hiicre i¢indeki demir azaldiginda
hiicre membranindaki CD71/ Transferrin Reseptor artar, hiicre i¢cinde demir fazla ise hiicre
membranindaki CD71/ Transferrin Reseptor azalir (Shih ve dig. 1990, Uysal 2007).

Gruplarin Anti-CD71/Transferrin Reseptdr immiinreaktiviteleri incelendiginde, salin
kontrol  grubu, etanol+salin  kontrol  grubu, @ BEP+Melatonin  grubu ve
BEP+MelatonintRecovery gruplarina ait tim hayvanlarin testislerindeki ~ Anti-
CD71/Transferrin Reseptér immiinreaktivitesinin fazla oldugu gorilmustir. Anti-
CD71/Transferrin  Reseptor immiinreaktivitesinin daha ¢ok spermatogonyumlar,
spermatositler ve spermatidlerin sitoplazmalarinda oldugu dikkati ¢ekmistir. BEP grubu ve
BEP+Recovery grubunda yer alan seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin sitoplazmalarindaki
Anti-CD71/ Transferrin Reseptor immiinreaktivitesi diger gruplara gore ¢ok daha az
hiicrede ve boyanma siddeti de ¢cok daha zayif olarak izlenmistir. H-skor degerlerine gore;
gruplarin Anti-CD71/ Transferrin Reseptér immiinreaktiviteleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur. En yiiksek Anti-CD71/ Transferrin Reseptor
immiinreaktivitesi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisik Anti-CD71/
Transferrin Reseptor immiinreaktivitesi ise BEP grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu
olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Salin grubu ile BEP+Melatonin+Recovery
grubu karsilagtirildiginda ise, BEP+MelatonintRecovery grubunda salin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis soz konusudur. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
diger tiim gruplara gore Anti-CD71/ Transferrin Reseptér immiinreaktivitesinde anlamli
bir azalis s6z  konusudur. Tedavi gruplari olan = BEP+Melatonin  ve
BEP+Melatonin+Recovery gruplarinda Anti-CD71/ Transferrin Reseptor
immiinreaktivitesi kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece kemoterapoétik ilag alan BEP ve

BEP+Recovery gruplarinda azalmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici etkisinden
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kaynaklandigin1 gostermektedir. Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren
BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarma gore istatistiksel olarak
anlamlhi  degildir. Tedavi  gruplarnt  kendi  aralarinda  karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna goére Anti-CD71/
Transferrin Reseptor immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z
konusudur. Bu da Melatonin'in 9 haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili
oldugunu géstermektedir.

Gruplarin  TUNEL isaretlemelerini degerlendirdigimizde, Salin kontrol grubu,
Etanol+salin  kontrol grubu, BEP+Melatonin grubu ve BEP+Melatonin+Recovery
gruplarina ait tim hayvanlarin testislerindeki TUNEL pozitif hiicreler ¢ok az sayida ve
yogunlugu da az sekilde goriiliitken; BEP ve BEP+Recovery grubunda TUNEL pozitif
hiicreler ¢ok fazla sayida ve yogunlugu da artmis sekilde goriilmektedir. Gruplarin Al'si
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur. En yiiksek Al, BEP
grubunda gériiliirken; en diisiik Al ise BEP+Melatonin+Recovery grubunda gézlenmistir.
Kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu, BEP+Melatonin grubu ve
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. BEP
ve BEP+Recovery gruplarinda diger tiim gruplara gore Al'de istatistiksel olarak anlaml1 bir
artis s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonint+Recovery
gruplarinda Al kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece kemoterapdtik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplarinda artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici etkisinden
kaynaklandigimi gostermektedir.Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren
BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. BEP+Recovery grubundaki Al degeri, BEP grubuna
gdre daha diisiik olarak bulunmustur ancak diger gruplara gére Al degeri hala yiiksektir.
Tedavi gruplar1 kendi aralarinda Kkarsilastirildiginda, BEP+Melatonin grubu ile
BEP-+Melatonin+Recovery grubu arasinda Al degerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir.

TEM ile ultrastriiktiirel inceleme bulgularinda; salin grubuna ait testis kesitlerinin
elektron mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiiller ve tiibiiller arasinda bulunan
Leydig hiicreleri incelenmistir. Farkli gelisim evrelerindeki germ hiicreleri, bazal lamina, Sertoli
hiicreleri ve Leydig hiicrelerinin normal bir yapi sergiledikleri goriilmiistiir. Spermatogenezis
stirecinin siirekliligini korudugu seminifer tiibiillerde, spermatogonia hiicrelerinin bazal

lamina tizerinde diizenli olarak dizilmis halde olduklar1 goriilmiistiir. Hiicrelerde kiire ya da
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oval sekilli nukleus, birka¢ mitokondriyon ve az miktarda endoplazmik retikulum
gozlenmistir. Seminifer tiibiil bazal laminasi {izerinde yerlesim gosteren Sertoli
hiicrelerinde  0kromatinden zengin biiylik bir nukleus, belirgin bir nukleolus,
sitoplazmasinda mitokondriyon, lizozom, lipit damlaciklar1 ve vakuollerin varlig
belirlenmistir. Yuvarlak spermatidlerde akrozomal vezikiillerinin sekillendigi ve nuklear
membranmin kalinlastigi, spermatid nukleusunun anterior kutubuna yayilmig halde
akrozomal vezikiillerin oldugu goriilmiistiir. Spermatogenezisin ileri asamalarinda
spermlerin akrozom tarafindan sarilmis uzun, elektron yogun nukleus i¢eren normal bir
basa sahip olduklar1 gozlenmistir. Sperm hiicre sinirlarinin diizgiin oldugu tespit edilmistir.
Olgun spermlerin kuyruk kisimlarinin enine ge¢mis kesitlerinde, sperm kuyruklarinda
normal bir aksonem yapisi goriilmiistiir. Seminifer tiibiillerin liimenleri acik ve bol
miktarda sperm i¢ermekte idi. Interstisyel alandaki damarlarin ve damarlara yakin yerlesim
gosteren Leydig hiicrelerinin normal goriinimde olduklar1 gozlenmistir. Leydig
hiicrelerinin eksantrik yerlesimli nukleus ve sitoplazmalarinda mitokondriyon, elektron
yogun graniiller, lipit damlaciklar1 ve diiz endoplazmik retikulum icerdikleri gézlenmistir.
Etanol ve salin uygulanan sigcanlarin testislerinin ultrastriiktiirel incelemelerinde salin
grubu ile benzer bulgular goriilmiistiir. Buna ragmen salin grubu ile kiyaslandiginda, bazal
laminada yer yer kalinlasma oldugu ve spermatogenik hiicrelerin vakuol miktarinda artig
oldugu saptanmistir. BEP uygulanan grubun testis dokulari incelendiginde, ¢ok miktarda
seminifer tiibiiliin germinal epitelindeki spermatogenik hiicre siralamasinda bozukluk
oldugu tespit edilmistir. Bazal laminanin homojen yapisim1 kaybettigi, yer yer par¢alanma
gosterdigi ve belirgin kollajen birikimi sonucu kalinlastigi ayirt edilmistir. Sertoli ve
spermatogonia hiicrelerinin bazal laminadan ayrildig1 alanlar gézlenmistir. Ayrica Sertoli
ve spermatogonia hiicreleri arasinda bosluklarin oldugu goriilmiistiir. Sertoli hiicrelerinde
ticgen sekilli nukleus, belirgin elektron yogun nukleolus, dejeneratif mitokondriyon,
genislemis endoplazmik retikulum, ¢ok miktarda sitoplazmik otofajik vakuoller ve lipit
damlaciklar1 goriilmiistiir. Primer spermatosit ile yuvarlak spermatidlerin diizensiz sinirlara
sahip oldugu ve hiicreler aras1 bosluklarin varlig: tespit edilmistir. Yuvarlak spermatidlerde
yuvarlaklagmis nukleus, sismis ve dejenere olmus mitokondriyon, genislemis endoplazmik
retikulum, ¢ok miktarda lipit damlaciklar1 ve artan vakuolizasyon gozlenmistir. Spermatid
ve spermatogenezisin ileri asamalarindaki hiicrelerin diizensiz hiicre sinirlarina sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Olgun spermlerin kuyruk kisimlarinin enine gegmis kesitlerindeki
aksonem yapilarinda dejenerasyon oldugu ve 9+2 yapisinda bozulma oldugu goriilmiistiir.

Interstisyel alandaki damarlarda pargalanma ve endotel yapisinda dejenerasyon
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saptanmigtir. Leydig hiicrelerinde salin grubuna gore artan miktarda vakuolizasyon
gozlenmistir. BEP uygulandiktan sonra 9 haftalik iyilesme siiresi verilen sicanlarin
(BEP+Recovery) testislerinin ultrastriiktiirel incelemelerinde, bazal laminanin salin
grubuna hatta BEP grubuna gore oldukg¢a kalin oldugu ve kollajen birikmesinin arttigi
saptanmistir. Seminifer tiibiil yapilarinda gozlenen hasarlarin BEP grubundakine benzer
oldugu dikkati cekmistir. Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin bazal laminadan
ayrildigr alanlar goriilmiistiir. Spermatogenik hiicrelerde BEP grubuna kiyasla artan
miktarda vakuolizasyon oldugu saptanmistir. Spermlerin aksonem yapilarinda oldukc¢a
fazla miktarda dejenerasyon oldugu, ¢ogunun 9+2 diizenlenme gostermedigi ve akrozom
yapilarinin olmadig1 gozlenmistir.  Liimende olgun spermlerin goriilmemesi dikkati
cekmistir. BEP+Melatonin deney grubuna ait testis dokularinin incelemesinde, bazal
lamina ve seminifer tiiblil yapilarinda BEP grubunda goézlenen hasarlarin neredeyse
tamamen diizeldigi ve normale yakin goriiniimlii hale geldigi goriilmiistiir. Bazal laminanin
salin grubundakine benzer kalinliga sahip oldugu ve hiicreler ile arasinda agilmalarin ¢ok
az oldugu goriilmiistiir. Spermatogenik hiicrelerin, Sertoli hiicrelerinin ve Leydig
hiicrelerinin salin grubundakilere benzer goériiniime sahip oldugu ve BEP grubuna kiyasla
daha az vakuol igerdigi saptanmistir. Spermatogenezisin normal olarak olaylandigi ve
sperm Uretiminin devam ettigi gorilmustir. Yuvarlak spermatidlerde akrozomal
vezikiillerin varligi ve spermatid nukleusunun anterior kutbuna yayilmis halde
diizenlenisleri dikkati ¢ekmistir. Spermin kuyruk kisminin enine kesitlerinde aksonem
yapisinin ve diizenlenisinin salin grubundakilere benzer oldugu gozlenmistir. BEP
grubundakiler ile kiyaslandiginda, bu grupta goriilen Leydig hiicrelerinin daha fazla lipit
damlaciklar1 igerdigi gozlenmistir. BEP+Melatonin+Recovery grubuna ait testis
dokularindaki seminifer tiibiil elemanlarinin, bazal laminanin, interstisyel alandaki damar
ve Leydig hiicrelerinin ultrastriiktiirel 6zelliklerinin BEP+Melatonin grubu ile benzerlik
gostermesi dikkati cekmistir ve salin grubuna gore onemli bir farklilik gostermedigi tespit
edilmistir.

Western blot bulgularinda, PCNA/ B-Aktin bantlar1 oranlarmma bakildiginda, en
yiilksek PCNA/ B-Aktin orant BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik
PCNA/ B-Aktin oran1 ise BEP grubunda gozlenmistir. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
diger gruplara gore istatistiksel olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin PCNA/ B-Aktin orani, salin
grubuna yakin bir degerdedir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi

testikiiler disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren
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antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastiran caligmalarinda BEP uygulanan grupta
PCNA ekspresyonunda azalma tespit etmislerdir. Bu bulgu da bizim g¢alismamizin
sonuglartyla paralellik gostermektedir. Ancak bu calismada 9 haftalik iyilesme siiresi
sonunda BEP uygulanan grupta (BEP+Recovery) PCNA ekspresyonu artarken bizim
calismamizda bu artis kontrol grubuna gore anlamli degildir. Ayrica bu calismada
BEP+AK uygulanan grupta PCNA ekspresyonu artmistir ve bu bulgu bizim sonuglarimizla
uyusmaktadir (Narayana ve dig. 2013).

Western blot bulgularinda, DMC1/ B-Aktin bantlar1 oranlarina bakildiginda, en
yiilksek DMC1/ B-Aktin oran1 BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik
DMCI1/ B-Aktin orani ise BEP grubunda gozlenmistir. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
diger gruplara gore istatistiksel olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin DMC1/ B-Aktin orani, salin
grubuna yakin bir degere sahiptir.

Western blot bulgularinda, CD71/ B-Aktin bantlar1 oranlarina bakildiginda ise, en
yiiksek CD71/ B-Aktin oran1t BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik CD71/
B-Aktin oran1 ise BEP grubunda gézlenmistir. BEP ve BEP+Recovery gruplarinda diger
gruplara gore istatistiksel olarak bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinin CD71/ B-Aktin orani, salin
grubuna yakin bir degere sahiptir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi
testikiiler disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren
antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastiran ¢alismalarinda BEP uygulanan grupta
CD71 ekspresyonunda azalma tespit etmislerdir. Bu bulgu da bizim c¢alismamizin
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ancak bu calismada 9 haftalik iyilesme siiresi
sonunda BEP uygulanan grupta (BEP+Recovery) CD71 ekspresyonu artarken bizim
calismamizda bu artis kontrol grubuna goére anlamli degildir (Narayana ve dig. 2013).

Gruplarin testis dokusu MDA diizeyleri karsilastirildiginda, en yiiksek testis dokusu
MDA diizeyi BEP grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu MDA diizeyi ise
BEP+MEL+Recovery grubunda goézlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile
etanol+salin grubu arasinda, BEP+Melatonin grubu arasinda ve BEP+Melatonin+Recovery
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. BEP grubu ve BEP+Recovery
grubunda diger tiim gruplara gore testis dokusu MDA diizeylerinde anlamli bir artis s6z
konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve BEP+MelatonintRecovery
gruplarinda MDA diizeyi kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece kemoterapétik ilag alan

BEP ve BEP+Recovery gruplarinda artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici
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etkisinden kaynaklandigimi gostermektedir. Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme
siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli degildir. Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonint+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu MDA
diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamustir.

Gruplarin serum MDA diizeyleri karsilastirildiginda, testis dokusu MDA
diizeyleriyle  aym  sekilde  goriilmistiir.  Ancak  serum MDA  diizeyi
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore daha diistik ¢cikmustir.
Bu da Melatonin'in 9 haftalik iyilesme siirecinde de kullanilmasinin serum MDA
diizeyinde daha etkili oldugunu gostermektedir.

Gruplarin testis dokusu GSH diizeyleri karsilastirildiginda, en yiiksek testis dokusu
GSH diizeyi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu GSH
diizeyi ise BEP grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin
grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP+Melatonin+Recovery grubunun testis dokusu GSH diizeyi salin grubuna gore
daha fazla bulunmustur. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore
testis dokusu GSH diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinda testis dokusu GSH diizeyi
kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece kemoterapdtik ilag alan BEP ve BEP+Recovery
gruplarinda azalmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici etkisinden kaynaklandiginm
gostermektedir. Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery
grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir. Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu GSH
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. Bu da Melatonin'in 9 haftalik
tyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili oldugunu gdstermektedir.

Gruplarin serum GSH diizeyleri karsilastirildiginda, testis dokusu GSH diizeyleriyle
ayni sekilde goriilmiistiir. Ancak serum GSH diizeyi, BEP+Melatonin+Recovery grubu ile
salin kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemektedir. Ayrica
kemoterapoétik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece
kemoterapétik ila¢g alan BEP grubu arasinda serum GSH diizeyinde anlamli bir fark
bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarma gore istatistiksel olarak anlaml
degildir.
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Gruplarim testis dokusu SOD diizeyleri karsilastirildiginda, en yiiksek testis dokusu
SOD diizeyi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en disiik testis dokusu SOD
diizeyi ise BEP grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin
grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP+Melatonin+Recovery grubunun testis dokusu SOD diizeyi salin grubuna gore
daha fazla bulunmustur. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore
testis dokusu SOD diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinda SOD diizeyi kontrol grubuna
yakin ¢ikarken, sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
azalmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in 1iyilestirici etkisinden kaynaklandigini
gostermektedir. Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery
grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu arasinda testis dokusu SOD diizeyinde
anlamli bir fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli degildir. Tedavi gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+MelatonintRecovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu SOD
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. Bu da Melatonin'in 9 haftalik
iyilesme siirecinde de kullanilmasinin daha etkili oldugunu gostermektedir.

Gruplarin serum SOD diizeyleri karsilastirildiginda, testis dokusu SOD diizeyleriyle
ayni sekilde goriilmiistiir.

Gruplarin testis dokusu TAS diizeyleri karsilagtirildiginda, en yiiksek testis dokusu
TAS diizeyi BEP+MEL+Recovery grubunda goriiliirken; en diisiik testis dokusu TAS
diizeyi ise BEP grubunda goézlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin
grubu arasinda ve BEP+Melatonin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. BEP+Melatonin+Recovery grubunun testis dokusu TAS diizeyi salin grubuna gore
daha fazla bulunmustur. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore
testis dokusu TAS diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan
BEP+Melatonin ve BEP+MelatonintRecovery gruplarinda TAS diizeyi kontrol grubuna
yakin ¢ikarken, sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda
azalmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in 1iyilestirici etkisinden kaynaklandigini
gostermektedir. Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci ge¢iren BEP+Recovery
grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda testis dokusu TAS diizeyinde
anlamli bir fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli degildir. Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda,

BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis SOD diizeyinde
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istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusudur. Bu da Melatonin'in 9 haftalik iyilesme
stirecinde de kullanilmasinin daha etkili oldugunu gostermektedir.

Gruplarin serum TAS diizeyleri karsilastirildiginda, testis dokusu TAS diizeyleriyle
ayni sekilde goriilmiustiir.

Gruplarin testis dokusu TOS diizeyleri karsilastirildiginda, en yiiksek testis dokusu
MDA diizeyi BEP grubunda goriilirken; en diisiik testis dokusu TOS diizeyi ise
BEP+MEL+Recovery grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu olan salin grubu ile
etanol+salin grubu arasinda, BEP+Melatonin grubu arasinda ve BEP+Melatonin+Recovery
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. BEP grubu ve BEP+Recovery
grubunda diger tiim gruplara gore testis dokusu TOS diizeylerinde anlamli bir artis s6z
konusudur. Tedavi gruplart olan BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery
gruplarinda TOS diizeyi kontrol grubuna yakin ¢ikarken, sadece kemoterapdtik ilag alan
BEP ve BEP+Recovery gruplarinda artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici
etkisinden kaynaklandigimni gostermektedir. Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme
siireci gegiren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapdtik ilag alan BEP grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmustur ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarmna gore
istatistiksel olarak anlamli degildir. Tedavi gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore testis dokusu TOS
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamugtir.

Gruplarin serum TOS diizeyleri karsilastirildiginda, testis dokusu TOS diizeyleriyle
ayni sekilde goriilmistiir.

Gruplarin plazma Testosteron diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur. En yiliksek plazma Testosteron diizeyi BEP+MEL+Recovery
grubunda goriiliirken; en diisiik plazma Testosteron diizeyi ise BEP grubunda gozlenmistir.
Kontrol grubu olan salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda, BEP+Melatonin grubu
arasinda ve BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore plazma
Testosteron diizeylerinde anlamli bir azalma s6z konusudur. Tedavi gruplari olan
BEP+Melatonin ve BEP+Melatonin+Recovery gruplarinda plazma Testosteron diizeyi
kontrol grubuna yakin bir degerde cikarken, sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve
BEP+Recovery gruplarinda ¢ok fazla artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici
etkisinden kaynaklandigimi gostermektedir. Kemoterapdtik ilag aldiktan sonra iyilesme
stireci geciren BEP+Recovery grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu

arasinda anlamli  bir fark bulunmamistir. Tedavi gruplart kendi aralarinda
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karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore
plazma Testosteron diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Narayana
ve arkadaglarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler disfonksiyon tizerine a-tocopherol,
L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastiran
caligmalarinda, BEP uygulanan grupta %48 oraninda plazma Testosteron diizeylerinde
azalma tespit etmiglerdir. Bu bulgu da bizim ¢alismamizin sonuglariyla paralellik
gostermektedir. Ancak bu calismada BEP+AK grubunda da %34 oraninda plazma
Testosteron diizeylerinde azalma tespit edilirken bizim c¢alismamizda BEP+Melatonin
grubunda kontrol grubuna gore plazma Testosteron diizeylerinde %6 oraninda bir azalma
goriilmistiir ve bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bu ¢aligmada 9 haftalik
iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) plazma Testosteron
diizeylerinde kontrole yakin bir deger goriiliirken bizim ¢alismamizda %44 oraninda bir
azalma mevcuttur. Ayrica bu g¢alismada, BEP ve AK uygulanan tedavi grubunda
(BEP+AK+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda plazma Testosteron diizeyleri kontrol
grubuna yakin bir degerde bulunmustur. Bu sonu¢ bizim bulgularimizi destekler
niteliktedir (Narayana ve dig. 2013).

Gruplarin plazma FSH diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur. En yiliksek plazma FSH diizeyi BEP grubunda goriiliirken; en diisiik
plazma FSH diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda gozlenmistir. Kontrol grubu olan
salin grubu ile etanoltsalin grubu arasinda, BEP+Melatonin grubu arasinda ve
BEP+MelatonintRecovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gore plazma
FSH diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonint+Recovery gruplarinda plazma FSH diizeyi kontrol grubuna yakin bir
degerde cikarken, sadece kemoterapoétik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda g¢ok
fazla artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici etkisinden kaynaklandigini
gostermektedir. Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci gegiren BEP+Recovery
grubu ile sadece kemoterapoétik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
ancak bu fark kontrol ve tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir. Tedavi
gruplart1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, BEP+Melatonin+Recovery grubunda
BEP+Melatonin grubuna gore plazma FSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Narayana ve arkadaslarinin, BEP rejiminin indiikledigi testikiiler
disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko ve selenyum igeren antioksidan

kokteylinin (AK) etkisini arastiran calismalarinda, BEP uygulanan grupta plazma FSH
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diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak  bizim
calismamizda plazma FSH diizeylerinde %211 oraninda plazma FSH diizeylerinde artis
gorilmistir. Bu c¢alismada 9 haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun
(BEP+Recovery) plazma FSH diizeylerinde kontrole gére %58 azalma goriiliirken, bizim
calismamizda plazma FSH diizeylerinde iyilesme goriilmesine ragmen hala %50 oraninda
bir artig s6z konusudur. Ayrica bu ¢alismada, BEP ve AK uygulanan tedavi grubunda
(BEP+AK+Recovery) 9 haftalik iyilesme sonucunda plazma FSH diizeylerinde kontrol
grubuna gore azalma goriilmiistiir. Bu sonug¢ bizim bulgularimizi destekler niteliktedir
(Narayana ve dig. 2013).

Gruplarin plazma LH diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur. En yiiksek plazma LH diizeyi BEP grubunda goriiliirken; en diisiik
plazma LH diizeyi ise BEP+MEL+Recovery grubunda gdzlenmistir. Kontrol grubu olan
salin grubu ile etanol+salin grubu arasinda, BEP+Melatonin grubu arasinda ve
BEP+Melatonin+Recovery grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. BEP grubu ve BEP+Recovery grubunda diger tiim gruplara gére plazma
LH diizeylerinde anlamli bir artis s6z konusudur. Tedavi gruplar1 olan BEP+Melatonin ve
BEP+Melatonint+Recovery gruplarinda plazma LH diizeyi kontrol grubuna yakin bir
degerde cikarken, sadece kemoterapotik ilag alan BEP ve BEP+Recovery gruplarinda ¢ok
fazla artmis olmasi, bu etkinin Melatonin'in iyilestirici etkisinden kaynaklandigini
gostermektedir.Kemoterapotik ilag aldiktan sonra iyilesme siireci geciren BEP+Recovery
grubu ile sadece kemoterapotik ilag alan BEP grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamastir. Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda,
BEP+Melatonin+Recovery grubunda BEP+Melatonin grubuna gore plazma LH diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Narayana ve arkadaslarmim, BEP
rejiminin indiikledigi testikiiler disfonksiyon iizerine a-tocopherol, L-askorbik asit, ¢inko
ve selenyum igeren antioksidan kokteylinin (AK) etkisini arastiran c¢alismalarinda, BEP
uygulanan grupta %250 oraninda plazma LH diizeylerinde artis tespit etmislerdir. Bu bulgu
bizim c¢alismamizin sonuclariyla paralellik gostermektedir. Bu calismada BEP+AK
grubunda %57 oraninda plazma LH diizeylerinde artis tespit edilirken bizim ¢alismamizda
BEP+Melatonin grubunda kontrol grubuna gore plazma LH diizeylerinde yaklasik %18
oraninda bir artig goriilmiistiir ve bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu
calismada 9 haftalik iyilesme sonucunda BEP uygulanan grubun (BEP+Recovery) plazma
LH diizeylerinde %60 oraninda plazma LH diizeylerinde azalma tespit edilirken bizim

calismamizda ise yaklasik %79 oraninda hala bir artis mevcuttur. Ayrica bu ¢alismada,
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BEP ve AK uygulanan tedavi grubunda (BEP+AK+Recovery) 9 haftalik iyilesme
sonucunda plazma LH diizeyleri kontrol grubuna yakin bir degerde bulunmustur. Bu sonug

bizim bulgularimizi destekler niteliktedir (Narayana ve dig. 2013).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve 6liimiinii regiile eden genlerde bozukluk
sonucu olusan kanser, diinyada en ¢ok 6liime neden olan hastaliklardan birisidir. Kanser
icin giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi,
immiinoterapi ve kemoterapidir. Kemoterapétikler kanserli olmayan normal doku ve
hiicrelerde de ¢esitli diizeylerde yan etkilere sahip oldugu icin erkek infertilitesi hatta
sterilitesi kemoterapotik ilaglarin  {ireme sisteminde meydana getirdigi olumsuz
faktorlerden birisidir. Spermatogenezdeki aksakliklar, sperm kalite parametrelerindeki
bozukluklar, ejakiilasyon bozuklugu, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki fonksiyon
bozuklugu, cinsel fonksiyon bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapotiklerin {ireme
sisteminde meydana getirdigi yan etkiler arasinda gosterilmektedir.

Kanserli insan ve hayvanlarda yapilan pek ¢ok calismada hormon uygulamalarinin,
sperm ve testikiiler doku kriyoprezervasyonunun, testikiiler biyopsi araciligiyla in vitro
spermatogenezin, testis transplantasyonunun ve ¢esitli antioksidan maddeleri ihtiva eden
tamamlayici ve alternatif uygulamalarin kemoterapiden 6nce ya da kemoterapi esnasinda
ilaclarin erkek lireme sistemindeki yan etkilerinin azaltilmasi veya onlenmesinde etkili
oldugu belirtilmektedir. Bu c¢alisgmalarin pek c¢ogunda kemoterapotiklerin genellikle
oksidatif stresle iliskili veya iliskisiz DNA hasar1 olusturma mekanizmasiyla erkek iireme
sisteminde yan etkilere sebep oldugu, dolayisiyla da farkli yapidaki bir¢ok antioksidan
maddenin koruyucu rollere sahip oldugu bildirilmektedir.

Kemoterapotiklerin erkek iireme sistemi iizerindeki yan etki mekanizmasi kesin
olarak bilinmemekle birlikte spermatogenik hiicrelerde dogrudan ve/ veya oksidatif stresle
iligkili olarak dolayli meydana gelen kromatin ve DNA hasar1 ile steroidogenesisteki
aksakliklar genellikle sorumlu tutulmaktadir. Kemoterapiyi de igerisine alan birgok durum
erkek infertilitesinin etiyolojisindeki en 6nemli faktdrlerden biri olan oksidatif strese neden
olmaktadir. Yapilan ¢alismalarla, ¢esitli kategorideki sitostatik ajanlarin hem in vivo hem
de in vitro olarak serbest radikal liretimine neden olduklar1 gosterilmistir.

Antioksidanlarin, kemoterapi ile ilgili baz1 toksik etkileri azaltabilecegi ileri
striilmiistiir. Bircok yaymda antioksidanlarin kemoterapiye bagl toksisite siddetini ve
sikligim1  azalttigr bildirilmektedir. Antioksidanlar1 tiilketen ajanlarla tedavi edilen
hastalarda, antioksidanlarin bu kaybi telafi etmek tizere kullanilmas1 mantikli goriilmekte
ve bu hastalarda antioksidan takviyesinin gerekli ve yararli olabilecegi iizerinde

durulmaktadar.
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Melatonin'in endokrin ve sirkadiyen ritm iizerine bilinen etkilerinden bagka son
yillarda yapilan ¢aligmalar, in vivo ve in vitro olarak direkt serbest radikalleri yok edici
antioksidan etkiye sahip bir ajan olarak da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Hatta
antioksidanlar igerisinde, melatoninin en giiclii radikal tutucu oldugu 6ne siiriildiiglinden,
melatonine olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan oOzelligi giin gectikce Onem
kazanmaktadir.

Calismamizda BEP rejimi ileri derecede testikiiler hasara yol acmistir. 9 haftalik
tyilesme siirecine bakildiginda hasarin geri doniistimii istenen diizeyde gerceklesmemistir.
Buna karsin hem Melatonin grubunda hem de Melatonin’in 9 haftalik iyilesme siirecinde
alimina devam edildigi grupta, kemoterapotik olarak kullanilan BEP rejiminin olusturmus
oldugu testikiiler hasar biiyiik bir oranda yok edilmistir. 9 haftalik iyilesme siirecinde
Melatonin alan gupta daha belirgin bir iyilesme goriilmiistiir.

Bu bulgular dogrultusunda, BEP rejiminin testiste olusturdugu oksidatif stres
kaynakli yapisal bozukluklar1 azaltmak i¢in Melatonin alimmnin faydali oldugu

diistiniilmektedir.
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