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PREPUBERTAL SICANLARDA BUSULFAN iLE OLUSTURULAN TESTIS
HASARINA ALFA LiPOIK ASITIN ETKISI

Merve AKSOY

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdal,

Narlidere, izmir

OZET
Amag: Calismamizda busulfanin testiste olusturdugu hasara karsi Alfa Lipoik Asit'in
tedavi edici etkisini histokimyasal, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
incelemeyi amagladik.

Yontem: Calismamizda Wistar susu erkek siganlar 4 gruba (n=7) ayrildi. I. grup;
Kontrol: 5 hafta, oral gavaj ile serum fizyolojik uygulandi. Il. grup; Busulfan grubu; 10
mg/kg Busulfan 21 gun ara ile iki doz olacak sekilde intraperitoneal yontemle verildi.
lll. grup; Alfa Lipoik Asit: 5 hafta, oral gavaj ile 35 mg/kg Alfa Lipoik Asit uygulandi.
IV. grup; Alfa Lipoik Asit + Busulfan: ilk doz 10 mg/kg Busulfan uygulandiktan bir gin
sonra 35 mg/kg Alfa Lipoik Asit veriimeye baslandi ve 5 hafta deney suresince her
gun uygulandi. Deneyin 21. gunu ikinci doz 10 mg/kg Busulfan uygulandi. Deney
sonunda tum denekler sakrifiye edildi. Deneklerin sol testisleri, Hematoksilen & eozin
(H&E), periyodik asit schiff (PAS), TUNEL ve aktif kaspaz-3 boyamalari i¢in ayrildi.
Sag testisleri ise Glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit
(MDA) duzeyleri icin ayrildi.

Bulgular: Testiste yapilan histolojik ve morfometrik degerlendirmeye gore, Busulfan
grubunun kontrol ve Alfa Lipoik Asit grubuna gore hasarli oldugu ancak ALA+BUS
grubunda Alfa Lipoik Asit'in bu hasari 6nleyemedigi gozlendi.

immunohistokimyasal olarak Tunel ve Aktif Kaspaz-3 boyamasi ile pozitif hiicreler
sayildi. Kontrol grubuna goére Busulfan ve ALA+BUS gruplarinda apoptotik hicre
sayisi anlamli derecede arttigi gozlendi. Kontrol grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunda
anlamli bir degisiklik olmadigi gozlendi. Busulfan ve ALA+BUS gruplari arasinda da

apoptotik hucre sayisi agisindan anlamli bir fark olmadigi gozlendi.



Biyokimyasal olarak MDA, GPx ve GSH Kkitleri kullanilarak 6lgim yapildi. MDA
degerleri, kontrol ve Alfa Lipoik Asit gruplarina gore Busulfan grubunda anlaml
derecede yuksek bulundu. Kontrol grubu ve Alfa Lipoik Asit grubu arasinda anlamli
bir fark olmadigi gozlendi. Busulfan grubuna gére ALA+BUS grubunda MDA degeri
anlamli olarak yuksek bulundu.

GSH degerleri, kontrol grubuna gore Busulfan grubunda anlamli derecede dusuk
bulundu. Kontrol grubuna gore Alfa Lipoik Asit grubunda anlamli derecede yuksek
bulundu. Busulfan grubuna goére ALA+BUS grubunda GSH degeri anlamli derecede
yuksek bulundu.

GPx degerleri, kontrol grubuna gore Busulfan grubunda anlamli derecede dusuk
bulundu. Kontrol grubu ile Alfa Lipoik Asit ve ALA+BUS gruplari arasinda anlaml bir
fark olmadigi gozlendi. Busulfan grubuna goére ALA+BUS grubunda GPx degeri
anlamli derecede yuksek bulundu.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda Busulfan’in testis de doku hasari
olusturdugunu ve apoptozu arttirdigini gozlemledik. Ancak koruyucu ajan olarak
kullanilan Alfa Lipoik Asit'in Busulfanla birlikte kullaniminda kotuyucu/tedavi edici

etkisini gozlemleyemedik.

Anahtar Kelimler: Busulfan, Alfa Lipoik Asit, Testis



THE EFFECT OF ALPHA LIPOIC ACID ON TESTICAL DAMAGE CAUSED BY
BUSULFAN ON PREPUBERTAL RATS

Merve AKSOY

Dokuz Eylul University Medicine Faculty Department of Histology and
Embriyology, IZMIR

ABSTRACT

Objective:
In this study we aimed to investigate protective effects of Alpha Lipoic Acid, a strong
antioxidant, against possible negative effects of busulfan, on testes of male rats

histolochemically, imunohistochemically and biochemically.

Method:

21 Wistar albino rats were divided into 4 groups (n=7). l.control goup: rates were
givin normal saline orally for 35 days. Il.Busulfan group : rates were given busulfan
twice daily for 21 days in a dose of 10mg/kg , intraperitoneally. lll.alpha lipoic acid
group: rates in this group were given alpha lipoic acid orally in a dose of 35mg/kg for
5 weeks. IV.alpha lipoic acid + busulfan group: in this group rates were given the fisrt
dose of busulfan in a dose of 10mg/kg on the first day . on the seconde day alpha
lipoic acid started to be given in adaily dose of 35mg/kg for 5 weeks. the seconde
dose of busulfan was given in a dose of 10mg/kg on 21.day of the experiment.

At the end of the experiment, all subjects were sacrificed. the left testests of the rates
were prepared for hematoxylene & eosine (H&E), periodic acid schiff (PAS), TUNEL
and active caspase-3 painting. The right testeses of the rates were evaluated
biochemically by Glutathion (GSH), glutathion peroxidase (GPx) and
malondialdehyde (MDA).

Result: According to histologic and morphometric evaluation on testicles, it is
observed that Busulfan group is damaged when compared to control and Alpha



Lipoic Acid group, however in ALA+BUS group Alpha Lipoic Acid is not able to
prevent the damage. The positive cells are counted immunohistochemically with
Tunel and Active Caspas-3 coloring. It is observed that the apoptotic cell amount
has risen significantly in Busulfan and ALA+BUS groups when compared to the
control group. It is also observed that there is no significant difference between
Busulfan and ALA+BUS groups in terms of apoptotic cell amount. The
measurements have been conducted biochemically by MDA GPx and GSH Kkits.
MDA values are found significantly higher in busulfan group than in control group
and Alpha Lipoic Acid group. No significant difference is observed between
control and Alpha Lipoic Acid groups. Compared to Busulfan group, the MDA
value is found significantly high in ALA+BUS group.

GSH values are found significantly low in Busulfan group when compared to
control group. And when compared to control group, GSH values are found
significantly high in Alpha Lipoic Acid. GSH values are found significantly high in
alabus group when compared to Busulfan group.

GPx values are found significantly low in Busulfan group when compared to
control group. It has been also observed that there is no significant difference
between control group alpha lipoic acid group and ALA+BUS group. When
compared to Busulfan group, GPx value is found significantly high in ALA+BUS

group.

Conclusion: According to our results, it has been been observed that Busulfan
rises apoptose and causes testicle damage while Alpha Lipoic Acid has no

protective/curing effect on testicle damage when used with Busulfan.

Key Word: Busulfan, Alpha Lipoic Acid, Testis



1.GIiRIS VE AMAC

Gelismis ulkelerde, ¢ocuklarda, kazalardan sonra 6lum nedenleri arasinda ikinci

sirada yer alan neoplastik hastaliklarin gorulme sikhigi 15 yas altinda milyonda 110-
150 arasindadir. Ulkemizde ise on bes yas altinda her yil 2500-3000 civarinda yeni
kanser vakasi gorulmektedir (1,2). Son bes yil icinde pediatrik maligniteler igin
iyilestirici tedavilerin gelismesi konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Tani ve
tedavideki yeniliklere bagh olarak kanser tanisi almis ¢ocuklarda 5 yillik sag kalim
orani da %80’i gegmektedir (3). Ancak sag kalim orani arttikgca uygulanan
radyoterapi, kemoterapi ya da kemik iligi transplantasyonunda kullanilan alkilleyici
ajanlara bagli olarak tedavinin ge¢ yan etkileri daha belirgin hale gelmektedir (4,5).
Cocuk ve ergenlerde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan alkilleyici ajanlarin;
ikincil malign neoplazmlar, endokrinopati, erkek ve kadin infertilitesi, yumurtalik
yetmezligi ve erken menopoz dahil olmak Uizere birgok yan etkisi vardir. Ozellikle de
siklofosfamid, prokarbazin, melfalan, busulfan ve tiyotepa gibi alkilleyici ajanlarin iyi
bilinen yan etkisi gonodotoksisitedir (6).

Busulfan, 1959 yilindan gunumuze kadar klinikte kullanilan bifonksiyonel
alkilleyici antineoplastik bir ilagtir. Gegmiste Kronik Miyeloid Losemi (KML)
tedavisinde kullanilirken ginimiizde Kemik iligi Transplantasyonu (KiT) yapilacak
hastalarda hazirlik rejiminde kullaniimaktadir (7). Uygulanmasi intraventz veya oral
yoldan gergeklestiriimektedir. Emilimi iyi olup, biyoyararlanimi %100°dur. Kapsamli bir
sekilde karacigerde metabolize edilmekte ve yarilanma omru de yaklasik 2.5 saattir.
Uygulanan dozun %30 kadari 48 saat iginde ve bunun %1’i degismemis halde idrarla
atilmaktadir. Busulfan’nin ana yan etkisi myelosupresyon etkidir. Bunun yani sira
immunolojik, hematolojik, hepatik, gonadal atrofi ve solunum sistemi Uzerinde de yan
etkileri vardir (8,9,10). Busulfa’nin etki mekanizmasi ise huicre siklusunun her
evresindeki hucreye etki ederek; hucre replikasyonu, DNA tamiri ve gen
transkripsiyonunu bozar. DNA sarmal i¢i veya sarmal arasi guanin ile busulfan
reaksiyonu sonucu DNA-DNA c¢apraz baglari gergeklesir ve bu sekilde sitotoksik
etkisini gosterir. Ayrica guc¢li mutajenik etkisi ile kromozomal aberasyonlara yol
acabilir (11).



Alfa-Lipoik Asit (ALA) kimyasal okunugu (1-2-ditiyolan-3-pentatonik asit) ya da
(1,2-ditiyolan-3-valerik asit) olan ve tiyoktik asit olarak da adlandilan, disulfit
yapisinda sekiz karbonlu bir endojen kofaktérdiir (12). ilk olarak 1937'de
Lactobacillus turlerinin, patates ekstraktinda bulunmustur, bakterilerin gelisimlerinde
rol oynayan bir madde oldugu gozlenmis ve “patates buyume faktord” olarak da
adlandinlmigtir (13). 1951 yilinda Redd ve ark.lari tarafindan sigir karacigeri
ekstraklarindan elde edilmistir ve krebs siklusunda kofaktor olarak gorev alan bir
molekul olarak tanimlanmigtir (14). Yari 6mru 30 dakikadir (15). 1980’lerde guglu bir
antioksidan olarak tanimlanmigtir (16). Testislerde pestisit intoksikasyonuna karsi

lipoik asidin koruyucu etkisi gosterilmigtir (17).

Bugune kadar yapilan galismalarin gogunda, farkh patolojik durumlarda ALA’'nin
antioksidan etkisi Uzerinde durulmustur. Ancak Busulfan’in testis ve spermatogenez
uzerine vermis oldugu olasi hasarlar ve bu hasarlar Uzerine uzun donem (35 gun)
kullanilan ALA’'nin antioksidan koruyucu etkisi ile ilgili bir calisma literatirde
bulunmamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda, bizde c¢alismamizda Busulfan’in
olusturdugu testis hasarina karsi ALA'nin etkisini histokimyasal,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelemeyi amagcladik. Calismamizin

literature ve tedavi yontemlerinin gelistiriimesine katkisi olacagi inancindayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek Ureme sistemi; spermatozoa uretimi, beslenmesi ve depolanmasini
saglayan ayni zamanda da androjenlerin sentezlenip salinmasindan sorumlu olan bir
sistemdir. Bu sistem; bir ¢ift testis, genital bosaltim kanallari, bu kanallara agilan
yardimci bezler ve erektil dokudan olusan kopulasyon organi penisten olusur (Sekil
1). Testisler, endokrin ve ekzokrin 6zellikte, bilesik tibuler bir gift bezdir. Endokrin
fonksiyonu olan testosteron hormonu; spermatogenez olayi, erkek embriyonun
fenotipik erkek fetise gelisimi ve seksuel dimorfizmi saglayan fiziksel ve davranissal
karakteristiklerin gelisiminde onemlidir. Ekzokrin fonksiyonu ise canl spermiyumdur.
Spermatozoanin tagsinmasindan sorumlu olan bosaltim kanallari ise epididimis, vas
deferens, ejekulatuar kanal ve duretradir. Yardimci bezler, seminal vezikuller,
bulboulretral bezler ve prostattir. Bu bezlerin salgilari ve spermatozoa, semeni
olusturmaktadir. Semen ise hem spermatozoonlarin beslenmesini hem de digi genital
sisteme ulagmasini saglar. Penis ise kopulasyonu saglayarak semenin disi genital
sisteme iletiimesi ve idrarin da disari atilmasinda gorevlidir (18,19,20).

Ureter ™
dexter

M. levator ani ©
Glandula ©

vesiculosa
dextra

Sekil 1:Erkek pelvisi, parasagital kesit sag ryandan gorunus (21).



2.1.1 Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen spermatozoa
cesidi ile fertilizasyon sirasinda belirlenir. Ancak disi ve erkek morfolojik
karakteristikleri, embriyonik 7. haftaya kadar gelisime baslamazlar. Bu donem
sekstiel gelisimin farklilasmamis evresi olarak adlandirilir. insan embriyosunun 10-
12. dorsal segmentleri arasindan primordiyal gonadin mezenkimal kismi gelisir.
Gelisimin Uguncu haftasinda yolk kesesi duvarinin endoderm hucrelerinden gelisen
primitif germ hucreleri, ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerler ve gonadlarin gelisecegi bolgeye dogru go¢ ederler. Bu sirada vucut
boslugunun arka duvarinda ve mezonefrozun medialindeki s6lom epitelinin prolifere
olup alttaki mezengime dogru gelismesiyle gonadal kabariklik olugur. Besinci haftanin
basinda Primordial germ hucreleri gonadal kabariklik bdlgesine ulasir ve altinci
haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler. Bu bolgedeki hicreler, primitif germ
hdcrelerinin indukleyici etkisiyle gogalip alttaki mezengim igerisine dogru ilerleyen
primitif seks kordonlarini olusturmaya baglarlar. Altinci haftadan itibaren de
Primordial germ hucreleri primitif seks kordonlari igine girmeye baslarlar (22,23,30).
Primitif seks kordonlari ile sarilmayan Primordial germ hucreleri dejenere olurlar (30).
Seks kordonlari puberteye kadar solid haldedirler ve lumenleri yoktur. Ancak
puberteyle birlikte liminalize olurlar ve seminifer tubulleri olustururlar. Sonrasinda
seminifer tubdller de rete testis ve duktili efferentesle devam ederler.Bunun
sonucunda da henuz farklilagsmamig fotal gonad gebeligin altinci haftasinda ortaya
cikmig olur (22,23,30).

Gonadlarin erkek ya da disilige farkhlagsmalarinda Yp11.3 kromozomu
uzerindeki SRY geni (Y kromozomu (zerindeki cinsiyet belirleyen bdlge=sex
determining region on Y) etkilidir. SRY proteini testis belirleyici faktordur bu faktorin
varliginda farklilasmamig gonad testis yonunde geligir. Leydig hucreleri farkhlagarak
testosteron uretirken Sertoli hucreleride farklilasarak Muller-inhibe edici faktoru (MIF)
uretir. Sonugtafetus erkek fenotipinde geligir (24). XY genetigine sahip embriyoda Y
kromozomu Uzerindeki Testis Belirleyici Faktorin ekspresyonu gonadal kordonlari
uyarir. Bunun sonucunda da primitif cinsiyet kordonlari medullanin i¢ kisimlarina

dogru ilerleyip gonadin hilusunda ince ve daha kuguk kordonlara pargalanip ag



sekline donuserek “rete testis”i olustururlar. Gelisim ilerledikge gonadal kordonlarin,
kalin fibroz bag dokusu kapsulu olan tunika albugineanin geligsiminin ardindan yuzey
epiteliyle olan baglantisi kesilir. Bu durumdaki testisin seks kordonlari, primitif germ
hiicrelerinden ve sdlom epitelinden gelisen Sertoli hiicrelerinden olusur. interstisyel
Leydig hucreleri ise cinsiyet kordonlarinin arasini dolduran mezengimden gelisir ve
gebeligin 8. haftasindan itibaren testosteron ve androstenedion hormonlarini
uretmeye baslar. Mezonefrik kanallarin ve dig genital organlarin gelisimi de bu
hormonlar sayesinde olmaktadir. Gebeligin ortasina gelindiginde, bu hucreler testisin
%50’sini olustururken doguma dogru sayilari giderek azalir (22,25,30). Sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanan Miillerian inhibitér Madde (MIF) yani antimdillerian
hormon paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilayarak uterus ve tuba uterinalarin
gelisimini engeller. Bu hormonun salinimi puberteye kadar devam eder puberteden
sonra ise salgilama fonksiyonu azalir (22,30).

Mezonefrozun kranial kismindaki tubulleri dejenere olurken, epigenital tubulleri
rete testisle iligki kurarak duktuli efferentesi olusturur. Mezonefrik kanalin proksimal
kismi da uzayip kivrilarak duktus epididimisi yapar. Epididimisin distalinde kalin bir
duz kas kilfi belirir ve duktus deferens adini alir. Mezonefrik kanallarin kaudal
uclarinin lateralinden de seminal bezler gelismeye baslar. Seminal bezlerin kanali ile
Uretra arasinda kalan mezonefrik kanal bélimi ejakilator kanali olusturur. Uretranin
prostatik pargasindan gelisen endodermal gikintilardan prostatin epiteli geligir. Bu
epitele iligkili olan mezensimden de prostatin stroma ve duz kaslari olusur.
Bulbouretral bezler ise Uretranin spongidéz kismindan digsari dogru gelisen
hucrelerden farklilagir (22,23,30).

Gelisimin dorduncu haftasinda her iki cinste de kloakal membranin gevresinde
mezensimal hucreler, kloakal katlanti denilen bir ¢ift kabariklik olustururlar. Bu
katlantilarin da kloakal membranin kranialinde birlesmesi sonucu genital tuberkul
olusur. Altinci haftada kloaka, urorektal septum tarafindan ikiye ayrilir ve membranin
ventraline drogenital membran, dorsaline ise anal membran denir. BolUunme sonucu
urogenital membranin etrafindaki kabarikhda Uretral katlanti, anal membranin

etrafindaki katlantiya ise anal katlanti denir. Bu sirada udretral katlantilarin her iki



yaninda genital sigkinlik (labiaskrotal sigkinlik) denilen bir ¢ift ylkselti belirir. Bu

yukselti erkekte skrotal siskinligi, diside ise labium majorlari olusturur.

Erkek fetuste testislerden salinan androjenlerin etkisiyle genital tiberkul uzayip
fallusu olusturur. Fallus uzarken uretral katlantilarin da 6ne dogru c¢ekerek Uretral
olugun yan duvarlarinin olusmasini da saglar. Uglinci ayin sonunda da Uretral
katlantilar Uretral olugun etrafini tamamen kapatacak sekilde birleserek penil Uretrayi
olustururlar. Glans penisin ucundaki ektodermal hucreler de igeriye dogru penetre
olarak kisa bir epitelyal kordon olustururlar. Daha sonra bu kordonun Iiminalize
olmasiyla da fossa navikularis olugur. Genital sigkinlikler de birleserek skrotumu
olustururlar (22,29,30).

Baslangigcta lomber bolgede bulunan testisler, dguncu fotal aydan itibaren
skrotuma dogru inmeye baslarlar. Hutson hipotezine gore testisin inisinin iki evresi
vardir: ilki transabdominal evredir. Bu evre androjenden bagimsizdir ve inis, anti
Mullerian hormon etkisiyle olur. Testis karin arka duvari boyunca inise geger;
gebeligin 17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin 28. haftasina
kadar burada kalir. ikincisi inguinoskrotal evre olarak adlandirilir. Testis bu dénemde
inguinal kanal yoluyla karin 6n duvarini gegerek skrotuma iner. Testis gebeligin
yedinci ayindan sonra inguinal kanali ge¢gmis, ve dogumdan hemen once de geligimini
tamamlamig, halde skrotumdaki yerini alir (25,26). inguinoskrotal iniste, androjenler,
gubernakulum, epididim, epidermal buyumefaktoru, desendin, kalsitonin genle iligkili
peptid (CGRP), genitofemoral sinir ve karin i¢i basinci gibi faktorlerin rol oynadigi
disundlmektedir (27,28).

2.1.2 Erkek Genital Sistem Anatomisi

2.1.2.1 Testis Anatomisi

Kisiden kisiye degismekle birlikte yetiskin bir erkekte testisler, 20-25 gr
agirhginda, 4-5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde oval sekilli bir ¢ift organdir.
Testisler karin boslugunun disinda scrotum igine yerlesik olup birbirinden septum
scroti denen bir bélme ile ayrilmistir ve funiculus spermaticus’a asili olarak vicut

boslugunun diginda bulunurlar. Her testis iki yuze (facies medialis ve lateralis), iki
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kenara (margo anterior ve posterior) ve iki uca (extremitas superior ve inferior)
sahiptir (31).

Testis distan ice tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa denen
uc tabaka ile sanlidir. Tunica vaginalis iki yapraklidir. Digta lamina parietalis, icte ise
ductus epididimisi gevreleyen testisin Uzerine yapisik kisim lamina visceralisdir.
Tunica albuginea siki bag dokusu yapisindadir ve testisi bir kapsul gibi sararak arka
kenar boyunca mediastunum testis olarak kalinlasir ve testis igerisine bdlmeler
gonderip testisi 200°Un Uzerinde loblle ayirir. Spermatozoa ise lobuller igerisinde

bulunan ¢ok sayidaki kivrimli tlpler olan tubuli seminiferi contorti’de Uretilir (21).

Tubuli seminiferiler yaklagik 50 cm uzunlugunda ve 250 ym ¢apindadir. Kivriml
tubuli seminiferiler ug kisimlarinda duzleserek mediastinum testis’in fibréz dokusu
icerisine uzar ve anastomozlar yaparak rete testis (Haller agi) olarak isimlendirilen
genital kanah olugtururlar (32). Rete testis mediastinum testis’in Ust boélumunden
yaklagik 20 efferent kanal olan ductus efferentes ile devam eder. Ductus efferentes
testisin arka Ust kisminda tunica albuginea igine yapisir ve kivrimli tubdller igine
dogru uzanir. Burada virgul seklini alarak testisin Ust boluminden gecip asagiya
dogru uzanarak ductus epididimis adini alir. Ductus epididimis bag, govde ve kuyruk
olmak Uzere 3 kisma ayriir ve bag dokusu icine gomauludar. Yaklasik 6 m
uzunlugunda c¢ok kivrimli bir yapiya sahiptir. Ductus epididimis’in kuyruk kisminda
tubuller genisleyip azalarak ductus deferens ile devam eder. Ductus epididimis
spermatozoalarin olgunlagsma sureci olan 10 gun ile 4-5 hafta boyunca olgunlagsma
ve depolanmasi i¢in uygun ortami saglar. Ayni zamanda spermatozoalarin testisten
ductus ejaculatorius’a gegisini de gercgeklestirir. Depolanan spermatozoalar ductus
epididimis yapilar tarafindan beslenir ve ductus epididimis’in sirkuler ve kas liflerinin

peristaltik kasiimalariyla olgun spermatozoalarin penise ulasmasi saglanir (22,32).

Arteriyal ve Ven6z Dolagim: Testis kan akimi 100 mg doku i¢in yaklasik 9 ml/dk’dir.
Kremasterik ve deferential arterler arteria hipogastrika’nin dallaridir ve testisin
kanlanmasina katkida bulunur. Testikuler arter testise posteriyordan girer. Tunika

albugineay! gectikten sonra anteriyorda testis parankimi Uzerinden transvers olarak
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gececek sekilde dallanir, sonra posteriyora ve inferiyora dogru seyreder. Testisin
anterior ve inferior bolgeleri, medial ve lateral bolgelerine oranla daha ¢ok damar
icermektedir. Posteriyordan ilerleyen venler, mediastenden gelen kuguk venlerle ve
vas deferens venleri ile birlesir ve pleksus pampiniformisi olusturur. Pleksus
pampiniformis spermatik kordun iginde kanalis inguinalis’den gecgerek sagda vena

kava inferiora, solda ise vena renalis’e dokulur.

Lenfatik Akim: Testisin lenfatik drenaji 4-8 lenfatik damar ile spermatik kord iginden
gecerek paraaortik lenf nodlarina dokalur.

Sinirsel innervasyonu: Testis, medulla spinalisin torakal 10-12 segmentlerinden
kaynaklanan sempatik ve nervus vagustan kaynaklanan parasempatik liflerden
olusan pleksus testikularis ile innerve edilir. Pleksus testikularise ait sinirler arteria

testikularis ve deferential arter etrafinda testise ulagir (33).

2.1.2.2 Scrotum Anatomisi

Scrotum, deri ve fibromusculer yapida, torba seklinde bir organdir. igerisinde
testis’ler, epididymis, ductus defferens ve funiculus spermaticus’un alt kismi yer alir.
Yerlesimi; Symphysis pubica’nin ve penisin asagisinda, perineum’un 6nunde, her iki
uylugun arasinda asagiya dogrudur. Scrotum gelisiminde sag ve sol taraf ayri
gelismeye baglar ve gelisim slUrecinde orta hatta sagittal olarak kaynasir. Digtan
gOzuken bu kaynasma yerine raphe scroti denir. Bu kaynasma arkada raphe perinei,
onde raphe penis olarak devam eder. Sol taraf, saga oranla daha asagida olup
septum scroti adi verilen bir bolme ile iki kisma ayriimistir.

Scrotum’un katlari (distan ice dogru)

. Deri (ince, pigmentli ve killr)

. Tunica dartos (duz kas lifleri)

. Fascia spermatica externa (m.obliquus externus abdominis’i saran
fascia’nin devami)

. Fascia cremasterica ve m.cremaster

. Fascia spermatica interna (fascia transversalis’in devamidir)

. Tunica vaginalis (periton uzantisi)
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Scrotum derisi pigmentli, ince ve seyrek killidir. Ter bezleri iyi gelismigtir. Ter
bezlerinin goklugu 1si1 ayarinda énemlidir. Deri alti yag dokusu bulunmaz. Scrotum’un
derisi sogukta kirigir. Bunun nedeni tunica dartos tabakasindaki duz kas lifleridir.
Boylece isiya kargi ¢ok hassas olan testislerin 1s1 ayarinda rol alirlar. Scrotum’un isisi
karin igi 1sisindan yaklasik 2-3 derece daha dusuktur. Bu 1si farki, spermatogenez
icin uygun ortami sagdlar. Deri ve tunica dartos tabakalari her iki testis ve funiculus
spermaticus’larin scrotum iginde kalan kisimlarini kismen sarar. Alttaki tabakalar ise
(tunika vaginalis diginda) funiculus spermaticus’un katlari olarak yukari dogru devam
eder. M. cremaster, m. obliquus internus abdominis’den ayrilan bazi kas lifleridir ve

kontraksiyon yapinca testisleri yukariya gceker (34).

Arteriyal ve Venoz Dolagsim: Scrotum’un arterleri aa. scrotales anteriores
(a.pudenda externa), aa. scrotales posteriores (a. pudenda interna), a. cremasterica
(a. epigastrica inferior) ve a. testicularis‘in dallari tarafindan beslenir.

Venleri arterleri takip eder. Bu arada ¢ok sayida venin bibiri ile anastomozu s6z
konusudur. Bir kisim venler, v. pudenda internaya bir kismi ise v. saphena magna’ya

dokaldr.

Lenfatik Akim: Scrotum’un lenf damarlari nodi lymphatici inguinales superficiales’e

acilr.

Sinirsel innervasyonu: Scrotum’un én kisminin sensitif sinirleri n. ilioinguinalis ve n.
genitofermoralis’in genital dali; arka kismi n. perinealis’in rr. scrotales posteriores’i ile
n. cutaneus femoris posterior’'un perineal dallarinca tasinir. Ayrica m. dartos plexus

ductus deferentis’den otonom lifler tarafindan innerve edilir (31).

2.1.2.3 Penis ( Phallus) Anatomisi
Penis, deri ve fibroz doku ile sarili Gg silindirik erektil doku iceren bir organdir.

Uretra araciligi ile idrar ve semen sivisinin dis ortama atiimasinda rol oynar.
Boyutlari kisiye gore degisiklik gosterir. Normal durumda 8-10 cm uzunlugunda ve 3
cm capindayken ereksiyon durumunda ise 14-15 cm uzunlugunda ve 4 cm

capindadir.
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Penis iki bolumden olusur: Corpus penis (pars libera, copulatrix), penis’in
digaridan gorulebilen serbest kismidir. Radix penis (pars fixa, pars perinealis) ise
penis koku olup sabit kisimdir. Corpus penis, silindirik Gg¢ erektil cisimden olusur.
Bunlar sagli sollu dorsalde iki tane corpus cavernosum penis, ventralde de Uretrayi
cevreleyen ve tek olan corpus spongiosum penis’dir. Bu yapl en son genigleyerek
glans penis’i olusturur ve bunu saran deri de kendi etrafinda katlanarak preputium
penis’i (sunnet derisi) olusturur (31). Corpus kavernozumlar, tunika albuginea denen
ve siki bag dokusu yapisindaki dayanikh bir kilif ile sarihdir. Penis ve Uretranin
corpus cavernozumlari erektil dokusu, endotel hucreleri ile doseli ve bag dokusu lifleri
ile diz kas hucrelerinden olusan trabekdullerle birbirinden ayrilan ¢ok sayida venoz
bosluk igerir. Penil Uretranin da buyuk bolumu yalanci ¢ok kath silindirik epitel ile
doselidir; glans penis de bu ¢ok kath yassi epitele donusur. Mukus salgilayan Littre

bezleri ise penil Uretra boyunca bulunur.

Penisin Arteriyel Kan Akimi: i¢ pudental arterlerden gelir ve bunlardan da
penisin derin arterleri ve dorsal arterleri ¢ikar. Derin arterler dallanarak besleyici ve
sarmal arterleri olusturur. Besleyici arterler trabekullerle gerekli oksijen ve besin
maddelerini saglar. Sarmal arterler ise dogrudan kaverndz bosluklara (erektil doku)
actlirlar ve bu arterler ile derin dorsal venler arasinda arteriyoven6z gegis baglantilar
bulunur (18).

Cinsel yanit olan ereksiyon, emisyon ve ejakulasyon, sempatik, parasempatik ve
somatik uyarilarla gergeklesir.

Ereksiyonda; normalde sempatik uyarilarla arterlerin kasilip daralmasi
saglanirken, parasempatik uyariyla engellenir ve arterler gevser, bunun sonucunda

da kaverndz bogluklar kan ile dolar.

Emisyonda; parasempatik uyari ile vesicula seminalis, glandulae bulbourthrales
ve prostattan semen sivisinin salgilanmasini saglar. Sempatik uyari, glandula
vesicalis’ler ve ductus deferens’in ritmik hareketlerini baglatarak semeninin
kanallardaki hareketi olan emisyona sebep olur. Sonug olarak semeni pars prostatica
uretra’ya ilerler ve burada prostatin kasilmalariyla diger salgilarda eklenir.
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Ejakulasyonda ise pars prostatika uretra’'ya gelen semeni ritmik kasilmalar

sonucunda pars spongiosa Uretradan digari atilir (21).

2.1.3 Erkek Genital Sistem Histolojisi

2.1.3.1 Testis Histolojisi
Her bir testis skrotumun altinda, 3 tabakali bir kapsul ile sarihdir. Bu yapiya

testikuler kapsul denir ve tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskuloza
tabakalarindan olusur. Oldukga kalin, siki bag dokusu yapisindaki tunika albuginea
testisin posterior yuzunde kalinlagsarak mediastinum testisi olusturur. Burada tunika
albugineanin i¢ yuzunden c¢ikan fibroz septalar testisi yaklagik 250 adet piramit
bicimli lobullere ayirir ve bunlarin her birine testikuler lobul denir. Her lobul iginde
spermatozoa Uretilen 1-4 adet tubuli seminiferi contorti ve bunlari saran gevsek bag
doku yapisindaki stroma bulunmaktadir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf

damarlari, sinirler ve interstisyel (Leydig) hicreler bulunur (18,20).

Sitoplazmik kopruler
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Sekil 2:Seminifer tubul interstisyel doku ve seminifer epitel sematik gorinumu.
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2.1.3.1.1 Iinterstisyel Doku

intertisyel bag doku testis dokusunu %30’unu olusturur. Leydig hiicreleri, kan ve
lenf damarlari, sinirler, makrofajlar ve mast hucrelerini igerir. Testikller kapillerler
pencerilidir ve kan proteinleri gibi makromolekullerin serbest¢ce gecmesine izin

verirler.

Leydig hucreleri hucresel olarak santral yerlesimli, yuvarlak ya da poligonal
bigimli tek bir nukleusa, gubuk sekilli ayirt edici stoplazmik kristaller olan Reinke
kristallerine ve kuguk lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir stoplazmaya
sahiptirler. Steroid salgilayan hucreler gibi lipid damlaciklari, tubuler kristali
mitokondriyonlar ve iyi gelismis diz endoplazmik retikulumlari bulunan bu hucreler
sekonder seks karakterlerinin gelisiminden sorumlu olan testosteron hormonunu
uretirler. Testosteron salgilanmasi erken fetal donemde Leydig hucrelerinin
farklilagmasiyla gergeklesir. Testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasini,
embriyoda gonadlarin gelisimini, pubertede spermatozoa uretiminin baslatiimasini,
aksesuar cinsiyet bezlerinin salgilamasini ve sekonder seks karakterlerinin geligimini,
yetigskinde ise spermatogenezi, genital bogaltim kanallari ve aksesuar cinsiyet
bezlerinin devamhligini saglar. Leydig hucrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlar
on hipofizin iki hormonu ile duzenlenmektedir. LH, testosteron uretimini uyarir.
Prolaktin, LH reseptdr ekspresyonunu baglatir. insanda hamilelik sirasinda (retilen
plasental gonodotropik hormon maternal kandan fetusa gecer ve androjenik
hormonlar Ureten bol miktardaki fetal testikuler interstisyel hicreleri uyarir. Gebeligin
8. ve 18. haftalari arasinda testiste fetal Leydig hucreleri steroidogenik olarak
inaktiftirler. Bu donemde fetal Leydig hucreleri tarafindan uretilen androjenler,
embriyonik farklilagsmada erkek genital organlarin gelisiminde 6nemlidir. Daha sonra
gebelik suresince ve hipofizden salinan LH uyarimi altinda testosteron sentezini

yeniden yapmaya bagladiklari prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar (18,20).

2.1.3.1.2 Tubuli Seminiferi Contorti
Her bir seminifer tubul yaklasik 150-250 um ¢apinda ve 50 cm uzunlukta iki ucu
U seklinde olan ve rete testise acgilan tuplerdir. Seminifer tubul epiteli somatik Sertoli

hacreleri ve spermatogenik hucre popullasyonundan (spermatogonyumlar,
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spermatositler ve spertmatidler) olusan 6zellesmis bir epiteldir. Seminifer tubul epiteli
bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hucrelerden
olusan tunika propria ile c¢evrilidir. Miyoid hucrelerin ritmik kasilma aktiviteleri ile
hareketsiz spermatozoalarin rete testise iletiimesi saglanir. Spermatozoalar ileri

motilite 6zelliklerini epididimal kanallardan gegctikten sonra kazanir (18,20).

A) Sertoli Hiicreleri

Sertoli hucreleri, seminifer tubulin bazal kismindan limene dogru uzanan
bolinme yetenedi olmayan, spermatogenik serideki hucreleri kismi olarak saran
uzamis piramidal bigimli hicrelerdir. Puberteye kadar seminifer epiteldeki en belirgin
hicrelerdir. Puberteden sonra seminifer epiteldeki tam hicrelerin %10’unu

olustururlar.

Sertoli hucrelerinin; sitoplazmalari saydam, nukleuslari bazale yakin, ince uzun,
oluklu hiucrenin uzun eksenine paralel ve kromatince fakirdir. Bu yluzden nukleolus
belirgindir. Sitoplazmalarinda bol miktarda mitokondri, lizozom, endoplazmik
retikulum (bol agranuler, az miktarda granuler tip), iyi gelismis golgi kompleksi ve
ribozomlar bulunur. Bu yapisal Ozellikleri sertoli hucrelerinin yogun metabolik
aktiviteye sahip oldugunu gosterir. Ayrica Sertoli hucrelerinin bazal stoplazmasinda
10-25 ym uzunlugunda, 1um genigliginde, inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Boéttcer)
bulunur. Kimyasal yapi ve fonksiyonu bilinmemekle birlikte son yapilan ¢aligmalarda
lipoprotein reseptor (CLA-1) proteinlerinin birikimi belirlendigi i¢in bu cisimciklerin lipid
transportunda ve Sertoli hlcreleri tarafindan lipidlerin kullaniminda gorevli oldugu
dusunulmektedir (20). Sertoli hucreleri, zengin bir hucre iskeletine (vimentin, aktin ve
mikrotubul) sahiptir. Bu da gelisen germ hucreleri igin yapisal destek saglamasinda
6nemlidir (19,20,32).

Sertoli hucreleri, taban ve yan yuzlerindeki siki baglanti kompleksleriyle (zonula
okludens) birbirlerine tutunurlar. Bu durum seminifer tibul epitelini bazal ve adluminal
kompartman olarak 2 kompartmana ayirir. Bazal kompartman daha dardir ve
spermatagonyumlari igerir. Adluminal kompartman daha genis ve lumene yakindir.
primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatidleri icerir. Bazal
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kompartmandaki Sertoli hucreleri arasinda bulunan bu siki baglantilar, zonula
okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2), okludin, klaudin “Kan-Testis Bariyeri”
ni olusturur. Bu bariyer sayesinde plazma proteinleri ve dolasimdaki antikorlarin
gelismekte olan spermatogenik hucrelere ulasmasi ve immun yanitin olusmasi
engellenir (35). Spermatogenezis immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir sure
sonra meydana geldigi icin farklilagsmakta olan germ hucreleri yabanci olarak
algilanabilir ve germ hucrelerini yok edebilecek bir bagisiklik yanita ve sekonder
infertiliteye neden olabilir. Kan-Testis Bariyeri seminifer epitelde iyon, amino asit,
karbonhidrat ve protein igerigi bakimindan fizyolojik bir kompartmanlagmanin

olusturulmasi igin gereklidir.

Sertoli hucrelerinin bir cok 6nemli fonksiyonu vardir bunlar;

. Spermatogenik hicrelerin desteklenmesi, korunmasi ve seminifer tibul boyunca
ilerleyerek intratestikuler kanallara gegisini kolaylasgtiran siviyi salgilar,

. Androjen Baglayici Protein (ABP) salgilarlar. Bu protein gelismekte olan olan
spermatozoanin normal olgunlagsmasi igin gerekli olan testosteronun konsantre
olmasini saglar,

. inhibin gibi anteriyor hipofizden FSH sentez ve salinmasini énleyen endokrin
maddeleri salgilar,

. Plazminojen aktivator, transferrin ve seruloplazmin sentezler. Ayrica Mullerian-
inhibe edici faktor (MIF), kok hucre faktoru ve gliyal hicre hatti kaynakli
norotropik faktor gibi buylume faktorleri salgilar,

. Sertoli hicrlerinin koruma, destek, salg! disinda fagositoz yetenekleri de vardir.
Spermiyogenez sirasinda olusan fazla sitoplazma artiklari sertoli hicrelerindeki
lizozomlar tarafindan fagosite edilir (18,20).

B) Spermatogenik Hiicreler
Seminifer epiteli olusturan hicreler, bazal lamina ve tubul lGmeni arasinda 4-8
tabaka halinde duzenlenmiglerdir. Sirasiyla;
. Spermatogonyumlar (Tip A, Tip B)
. Spermatositler (Primer Spermatosit, Sekonder Spermatosit)

. Spermatitler
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. Spermiumlar (Spermatozoa)’dir.

Spermatozoalarin olugsmasina kadar gegen huicre olgunlagma sureci spermatogenez
olarak adlandirilir. Puberteden kisa sure once, hipofiz bezinden salgilanan
gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisiyle baglar ve erkeklerde yasam boyu
devam eder.Ug farkl faza ayrilir. Bunlar:

. Spermatogonyal Faz (Spermatositogenezis)

. Spermatosit Fazi

. Spermatid Fazi (Spermiyogenez)

1-Spermatogonyal Faz

Spermatogonyumlar; bazal kompartmanda bazal lamina ile direk iliskide olan
diploid spermatogenik hucrelerdir. Puberte ile baslayan mitotik hucre bolunmeleri
gegirirler.Ug tip spermatogonyal hiicre vardir:
- Dark Tip A (Ad) spermatogonyum; ince granullu kromatinli, yogun bazofilik ve oval
nukleuslari vardir. Heterokromatin yogunlugundan koyu gorundrler. Mitoz bolinmeleri
sonucu hem Ad tip hem de Ap tip spermatogonyumlari olusur.
- Pale Tip A (Ap) spermatogonyum; agik renk boyanan ince granulli kromatinli oval
nukleuslarr vardir. Nukleuslart Okromatik oldugundan soluk gorunarler. Mitoz
bolinmelerle hem Ap tip hem de B tipi spermatogonyumlari olustururlar.
-Tip B spermatogonyumlar; yogunlasmis kromatin iceren yuvarlak nukleuslari vardir.
Mitoz bolinmeler sonucu primer spermatositler olusur.
Tek bir Ap tip spermatogonyumundan olusan germ hucreleri, ince sitoplazmik
koprulerle birbirlerine baghdir. Boylece surekli iletisim halindedirler ve gelisimleri de
es zamanhdir (20,22,23,36,37,38).

2-Spermatosit Fazi

Tip B spermatogonyumlarin  mitoz bolinmesi sonucu olusan primer
spermatositler bazal kompartimandan adluminal kompartimana go¢ ederler. Primer
spermatositler seminifer tubul epitelindeki en buyuk hucrelerdir ve iki mayotik
bolinme gegirirler. Mayoz bolinmeden hemen oOnce replikasyona ugrarlar. Bunun

sonucunda normal sayida 2n kromozom ve iki kati miktarda 4n DNA igerirler.
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|. Mayoz bélunmenin profaz agamasi dort evreden (Leptoten, Zigoten, Pakiten,
Diyakinez) olusur ve 22 gun surer. Bu ylzden histolojik preparatlarda primer
spermatositler daha fazla goérular. I. Mayoz boélunme sonucunda kromozom sayisi ve
DNA miktari yariya indigi icin olugan Sekonder spermatosit n sayida kromozom ve 2n
DNA miktarina sahiptir. 1l. Mayoz bolinmeden once DNA replikasyonu
gerceklesmedigi icin bu bolinme sonucunda n sayida kromozoma sahip spermatidler
olusur (20,38).

3-Spermatid Fazi

Sekonder spermatositlerin bolinmesi ile olusan spermatidler 7-8 um ¢apta,
diger hiucrelerden kuguk, yogunlagmis kromatin igceren nukleuslari ve seminifer tabul
[Gmeninin yakininda bulunmalariyla karakteristiktirler. Spermatidler spermiyogenez
denen karmasik bir farklilasma sureci gegirirler. Bu suregte, akrozom olusur, ¢ekirdek
yogunlasir ve uzar, flagellum geligir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonugta
seminifer tubulun limenine salinan olgun sperm meydana gelir (39). Spermiyogenez:

Golgi fazi, Akrozomal faz ve Maturasyon fazi olmak Uzere ug faza ayrilir.

a) Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasinda bol miktarda gER, mitokondri ve iyi
gelismis Golgi aygitt bulunur. Spermiyogenezisin bu fazinda gER’da hidrolitik
enzimler olusturulur. Bu enzimler, Golgi de modifiye edildikten sonra membranla
cevrili kicuk PAS(+) preakrozomal granuller haline getirilir sonrada bu granuller
birleserek tek bir akrozomal vezikul olusur. Vezikul igcinde akrozin, hyaluronidaz,
proteaz, noOraminidaz, asitfosfataz gibihidrolitik enzimler bulunur. Akrozomal
vezikulun pozisyonu gelismekte olan spermatozoanin 6n kutbunu belirler. Bu fazda
nukleusa yakin olan sentrioller akrozomun tam aksi yonu olan arka kutba hareket
ederler. Arka kutupta olgun sentriol, spermatozoa kuyrugunun aksonem yapisinin
olusumunu bagslatir. Daha sonra sentriyoller yeniden nukleusa dogru geri doner.
Akrozomal vezikulun boyutlarinin artmasiyla birlikte nukleusun c¢evrelemeye baslar
ve buyuyebilecedi en son noktaya gelince de akrozomal kep olarak adlandirilir
(18,20).
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b) Akrozomal Faz: Bu evrede spermatidin boyu uzar, nukleusu yogunlagir ve
mitokondrileri yer degistirir. Kromozomlar siki bir gekilde paketlenir. Kromozomal
hacim azaldigindan nukleus hacmi de azalmis olur. Ayrica nukleus duzlesir ve
spermatide 6zgu morfolojisi olusur. Mikrotubdller, spermatidin uzamasina yardimci
olur ve manget adi verilen silindirik bir yapi haline gelir. Mitokondriler ise kuyrugun
orta pargasinda, dokuz dig yogun liflerin gevresinde sarmal bir kilif olustururlar.
Boylece kuyruk icin gerekli olan enerjiyi saglarlar (18,20).

c¢) Maturasyon Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hucreleri tarafindan
fagosite edilir ve spermler tubulin limenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin
bolinmesi sirasinda ortaya c¢ikan hdcreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik
koprulerle birbirlerine bagh kalirlar. Hucreler arasindaki kopruler, tek bir
spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid
arasindaki iletisimi saglar. Hicreden hucreye bilgi aktarimina izin vermesi sebebiyle
bu kopriler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda onemli bir rol
oynar. Spermatogenez sureci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik koprulerin
artik cisimcikler olarak dokulmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olusur (18).

Sonucgta olugsan spermatozoa morfolojik olarak matir ancak fonksiyonel olarak
immatur hareketsizdir ve bir oositi dolleme yetenegi yoktur. Hareket yetenegini
epididimisden gecerken, dolleme yetenegini de disi genital sisteme girdikten sonra

kazanir.

Olgun (Maturr) Spermatozoa Yapisi

Spermatozoalar hareketli olup bas ve kuyruktan olugurlar. Bas 4-5 mikrometre
uzunlukta 2,5-3,5 mikrometre genigliginde oval sekillidir. Buyuk bir kismi ¢ekirdek
olusturur. Kromatini yogun olup hacimce kugulmustur. Bu spermatozoaya hareketlilik
kazandirir (37). Kuyruk 55 mikrometre uzunluktadir. Kalinhk ve tabakalanma
farkhligiyla 4 pargadan olusmustur. Bunlar:
Boyun; kisa bir par¢ca olup segmentli kolonlardan olusan baglanti pargasi ve
proksimal sentriyolden yapilmigtir.
Orta parca; kuyrugun 9+9+2 mikrotibul dizenini dairesel olarak saran ve ucuca
duzenlenerek bir halka olugturmus mitokondriyon tabakasindan yapilmigtir. Orta
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parcanin uzunlugu 5-7 mikrometredir.

Esas parca; 45 mikrometre uzunlugunda 0,5 mikrometre kalinhgindadir. Bu parca
9+0+2 mikrotubul duzenini kapsar. Elektron mikroskopta, kuyrugun enine kesiti
incelendiginde dorsal ve ventral uzunluguna duzenlenmis kolonlar izlenir. Bu
uzunluga kolonlar, her biri yarim yol seyreden iki dairesel gubukla birbirlerine
baglanirlar. Dorsal kolondan baglayan ikinci dairesel ¢ubuk yine yarim yol dondukten
sonra dorsal kolona baglanir.Bu yapi enine kesitlerde buyuk ve kuguk iki
kompartmana bolunmids olarak go6zlenir. kugluk kompartmanda 3, buydk
kompartmanda 4 kalin koyu dis fibril bulunur.

Son parga; Esas parga kuyrugun ucuna 5-7 mikrometre kala sona erer. Bu noktanin
distalinde kalan kisim, son parcadir. Son par¢cada ortada aksonem ve Uzerinde hucre

zari bulunur (40).

2.1.3.2 Genital Kanallar
Genital kanallar; intratestikiler kanallar ve ekstratestikiiler kanallar olmak Uzere

ikiye ayrilir:

1- intratestikiiler Genital Kanallar
Testislerin icinde yer alan intratestikuler genital kanallar, seminifer tubullerle
epididimisi birbirine baglar. Bu kanallar; tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentestir.

a) Tubuli Rekti: Seminifer tubullerin mediastinum testis i¢erisinde devami olan kisa,
duz kanallardir. Tubuli rekti, seminifer epitelde olusturulan spermatozoayi rete testise
iletir. Seminifer tubudllere yakin olan ilk yarisi Sertoli hucreleriyle, rete testise yakin
olan kismi ise basit kubik epitelle doselidir. Bu kubik hucreler kisa, kit mikrovilluslara
ve tek bir flagelluma sahiptir (18,19,36,37).

b) Rete Testis: Mediastinum testis igerisinde yer alan, tek kath kubik epitelle dogeli
labirent sekilli bosluklardan olugur. Tubuli rektideki gibi kubik hicreler ¢ok sayida

kisa, kut mikrovilluslara ve tek bir flagelluma sahiptir (19,36,37)

c) Duktuli Efferentes: Rete testisten gikan 10-20 kisa kanalcik seklindeki yapilardir
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ve tunika albugineayi! gecerek spermatozoalari epididimise iletir. Her bir kanalcigin
[Umenini gevreleyen epitel silsiz kubik hucrelerden silli prizmatik hucrelere dogru
degisim gosterir. Epitel hlcrelerinin bu dizilimi kanal IlUmenine kavisli bir gérinum
kazandirir. Silli kibik hucreler sayesinde spermatozoonlar epididimise iletilir. Tum
duktus sisteminde kinosilyanin goéruldugu tek yer duktuli efferentes epitelidir
(18,19,36,37,41).

2- Ekstratestikuler Genital Kanallar
Testislerin disinda bulunan ekstratestikiler genital kanallar; epididimis, duktus

deferens ve ejakulator kanaldir.

a)Epididimis: Testisin Ust ve arka yuzeyleri boyunca ilerleyen 7 cm uzunlugunda
oldukga kivrimli ince uzun tibdler yapilardir. Ug bélimden olugur. Bunlar; bas
(kaput), govde (korpus) ve kuyruk (kauda)dur. 10-20 adet duktuli efferentesin
birlesmesiyle olusan bas kisim oldukc¢a kivrimlidir ve gévde kismi ile devam eder. Bu
kiviimli yapisi kuyrugun distal kisminda kaybolur ve duktus deferens ile devam eder.
Epididimisin lumenini psoddostratifiye epitel olusturur ve iki farkli tip hlcre igerir.
Bunlar Bazal Hucreler ve Esas Hucrelerdir.

Bazal Hucreler; epitelde bulunan kisa boylu hucrelerdir. Sekilleri piramidalden

polihedrale dogru degiskenlik goOsterir.  Nukleuslart yuvarlak ve yogun
heterokromatiktir. Stoplazma miktari ve organel sayisi azdir bu yuzden soluk renkli
goOzukurler. Epitelin kok hucreleri olan Bazal hucrelerin bolinmeleri sonucu esas
hdcrelere de kaynak saglarlar (19,36,37)

Esas Hucreler; epitelde bulunan uzun boylu hucrelerdir. Bas bdlgesinde bulunan

Esas hucreler gcok uzunken kanal boyunca kademeli olarak azalarak govde kisminda
algak prizmatik kuyrukta ise kubik sekillidir. Bu hucrelerin serbest yuzeyinde uzun
boylu mikrovillus demetleri vardir. Bunlar hareketsizdirler ve stereosilya olarak
adlandirihirlar. Nukleuslari oval gekilli, bir veya iki nukleolus igerirler. Bazal hucrelere
gore nukleuslari daha soluktur. Sitoplazmalarinda nukleus ve bazal plazmalemma
arasina yerlegsmis bol miktarda duz endoplazmik retikulum bulunur. Ayrica Golgi
kompleksi, ¢cok sayida apikal yerlesimli granulli endoplazmik retikulum, endolizozom
ve multivezikuler cisimler de vardir (19,20,36,37).
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Esas hucrelerden salgilanan gliserofosfokolin ve sialik asit gibi glikoproteinler
spermatozoon kapasitasyonunu engelleyerek disi genital kanala girene kadar
sekonder bir oositi dollemesini engellemis olur. Testisten ayrildiginda fizyolojik
acidan tam olgunlagsmamis olan spermatozoonlar Epididimisde toplanir, olgunlasir ve
depolanir. Ug ile bes gunlik sire igerisinde epididimisin bas ve gdvde kisimlari
boyunca ilerlerken hareketlilik ve dolleme yetenedi kazanir (20,36,42). Epididimis
epiteli altindaki gevsek bag dokusu, dairesel olarak duzenlenmis duz kas
hdcrelerinden olusan bir tabaka ile sarilidir. Bu tabakanin peristaltik kasiimalari ile
spermatozoonlarin duktus deferense iletiimesi saglanir (19,37,40).

b) Duktus Deferens (Vaz Deferens): Epididimisden duktus deferense gegiste limen
genisler ve duvar kalinlagir. Her bir duktus deferens kuguk, diuzensiz sekilli bir
[Umene sahip kalin duvarli, yaklasik 45 cm uzunlugunda muskuler birer kanal
seklindedir. Bu kanal epididimisin kuyruk kismindan ejakulator kanala dogru

spermatozoonlari tasir.

Duktus deferensin epiteli sterosilyali psodostrafiye kolumnar epiteldir. Epididimis
epiteline benzer ancak esas hucreler daha kisadir. Epitelin altindaki fibroelastik
gevsek bag dokusu kalin duz kas tabakasi ile ¢evrelidir. Bu duz kas tabakasi icte ve
dista longitudinal yerlesimli, ortada ise dairesel yerlesimlidir. Her bir duktus
deferensin genislemis olan son kismi oldukga kivrimh kalin bir epitele sahiptir ve bu
kisim ampulla olarak isimlendirilir. Ampullanin seminal vezikulle birlesme yeri de
ejakulator kanal olarak adlandirilir (18,19,20,36,37).

c) Ejakiilator Kanal: Duktus deferensin ampullasi ile seminal vezikil kanalinin
birlestigi yerde bulunan yaklasik 2 cm uzunlugundaki bu kanallar, prostat bezi ile
cevrelenmis ve onun igine girmis olan kisa duz tubullerdir. Ejakulator kanalin lGmeni
basit prizmatik epitelle doselidir. Supepitelyal bag dokusu kivrimhidir, bu yizden
[imen duzensiz sekillidir. Bu kanalin duvarinda hig duz kas yoktur.
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2.1.3.3 Yardimci Genital Bezler
Erkek genital sistemde bulunan yardimci bezler; bir ¢ift vezikula seminalis, bir

cift glibulbouretralis bez ve prostat bezidir.

1- Seminal Vezikul: Cift olarak bulunan seminal vezikuller yaklasik 15 cm
uzunlugunda, cok kivrimli tibudllerdir. Prostat bezi ile idrar kesesinin boyun kisminin
arka yuzu arasina yerlesim gosterirler ve prostat bezinin tam Uzerinde duktus

deferensin ampulla kismina katilirlar (36,37,43).

Seminal vezikullerin mukozasi ¢ok sayida katlantilar igerir. BOylece salgi yuzey
alani artar. Katlantilarin olusturdugu duzensiz bolmeler lumen ile iletisim halindedir.
Seminal vezikul epiteli yalanci gok kath prizmatiktir. Epitel uzun, silyumsuz prizmatik
hucreler ve bazal lamina Uzerine oturan kisa, yuvarlak hucrelerden olusur. Prizmatik
hacreler, apikal sitoplazmalarinda bulunan bluyuk salgi vezikllleri ve iyi gelismis
granulli endoplazmik retikulum ile protein salgilayan hicrelerin yapilarina sahiptirler.

Semen hacminin %70’ni olugturan seminal vezikul salgisi beyazimsi sari renkte
viskOz yapidadir. Salgi basta fruktoz olmak Uzere spermatozoa icin gerekli olan basit

sekerler, aminoasitler, askorbik asit ve prostaglandinleri igerir (19, 20).

2- Prostat Bezi: Yaklasik 20 gr agirhgindadir. Prostat; symphysis pubica’nin alt
kisminin arka tarafinda ve septum rectovesicale’nin éniinde yer alr. Ust yiizi direk
olarak mesanenin altina oturur ve apeksi asagi doru olup m.sphincter urethrae
externus ile temas halindedir (21). Prostat bezi, Uretra ve ejakulator kanallarin
acildigl en buyuk yardimci bezdir. Bez pelvis igerisinde, mesanenin altinda yer alir ve
uretranin prostatik parcasini c¢evreler. 30-50 kadar tubulloalveolar bezden olusur.
Prostat bezinin elemanlar tek katli veya yalanci ¢ok kath prizmatik epitelle doselidir.
Hucrelerde bol miktarda granullt endoplazmik retikulum, buyuk bir Golgi, ¢cok sayida
salgi granulu ve lizozom vardir. Temel fonksiyonu, seminal sivinin olugsumuna
katkida bulunan seffaf, serdz lipitlerden, proteolitik enzimlerden, asit fosfatazdan,
kalsiyumdan, fibrinolizinden ve sitrik asitten zengin hafif alkali (pH 7,29) salgiyi
salgilamaktir (19,20,36). Alkali olmasi doéllenme olay! igin dnemlidir. Cunku erkek

genital kanalin diger salgilari ve vajinal salgilar asidik Ozellige sahiptir.
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Spermatozoalarin hareket yetenegi kazanabilmesi i¢in de ortam pH’sinin 6,0-6,5
arasinda olmasi gerekir. Bu yuzden de prostat sivisi ejakulat igerisindeki diger
sivilarin asiditesini notralize eder. Boylece spermatozoa motilitesi ve fertilizasyon

yetenegi artmig olur (42).

3- Bulbouretral Bezler (Cowper’s Bezleri): 3-5 mm c¢apinda olan bulbouretral
bezler penis kokune ve membrandz Uretranin tam baslangi¢c kismina dogru yerlesim
gosterirler. Bezler, yapisal olarak mukus salgilayan bezlere benzeyen bilesik
tubuloalveolar bezlerdir. Epitel tek kath prizmatiktir ve boyu bezin fonksiyonuna bagli

olarak degisir.

Bulbouretral bezlerin salgisi, Uretranin lumenini kayganlastirmada rol oynayan
koyu kaygan bir sividir. Salgisi, berrak mukus benzeridir ve bol miktarda galaktoz ve
galaktozamin, galakturonik asit, sialik asit ve metilpentoz igerir. Tum yardimci
bezlerin salgilari, penis ereksiyonunu takiben salinmaya baslar (18,19,20,36,37).

2.1.4 Erkek Genital Sistem Histofizyolojisi

Vucut ici sicakliginin (37°C) altindaki sicakliklarda olugsan spermatogenezin
regulasyonunda 1si ¢ok onemlidir. Testikuler 1s1 yaklasik 35°C’dir, bu birkag
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir venoz pleksus (pleksus pampiniformis) her bir
testikuler arterin etrafini sarar, testikuler 1sinin surduridlmesinde 6nemli olan bir karsi
Isi akimi saglar. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kaybi ve
spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasiimasi ile testislerin daha yuksek bir
Isida kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir.

Spermatogenez Uzerinde en o©Onemli etkiyi endokrin faktorler olusturur.
Spermatogenez, hipofizin foliktler stimulan (FSH) ve luteinizan hormonlarinin (LH)
testiktler hucreler Uzerindeki etkilerine baghdir. LH intertisyel hicreler Uzerine etki
ederek spermatogenik seri hicrelerinin normal gelisimi igin gerekli olan testosterone
yapimini stimile eder. FSH'In ise Sertoli hicrelerini etkileyerek adenilat siklaz
yapimini stimale ettigi ve sonugta cAMP’nin artigina yol acgtigi ve ayni zamanda
ABP’nin sentez ve salgilanmasini sagladigi bilinmektedir. Bu protein testosteron ile
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baglanir ve testosteronu seminifer tuabdllerin lUmenine tasir. Spermatogenez
testosteron ile uyarilir, ostrojen ve progesteronla da inhibe edilir. Spermatozoonlar
epididimise, uygun bir medyum olan testikuler sivi iginde tasinirlar. Testikuler sivi
Sertoli hucreleri ve rete testis tarafindan uretilir; bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar
ve testosteronla birlesmis ABP igerir (18,44).

2.2 KANSER VE ALKILLEYiCi AJANLAR

Kanser; hicre buyumesi ve bolunmesindeki donguyud duzenleyen
mekanizmalardaki bozukluk sonucu ortaya c¢ikan patolojik bir durumdur. Kanser
hdcrelerinin kontrolstiz bir bigcimde bolunup ¢ogalmasi sonucu, normal doku ve
organlara metastaz yaparak tum viucuda yayilir. Kanserler (¢ ana grupta toplanir:
karsinomlar, sarkomlar ve |6semi veya lenfomalar. insan kanserlerinin yaklasik
%90’ In1 olusturan karsinomlar epitel hiicrelerinden kaynaklanan tiimérlerdir. insanda
az gorulen sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve fibr6z doku gibi bag dokusunda gelisen
solid timérlerdir. insan kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan I16semi ve lenfomalar
ise siraslyla kan ya da immun sistem hucrelerinden geligir. Tumorler ayrica geligtikleri

organa ve ilgili hucrenin turine gore de siniflandirilir (45).

Gunumuzde kanser tedavilerine her gegen gun yenileri eklenmektedir. Klasik
tedavi yontemleri; cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapidir. Bu tedavi
yontemlerine ek olarak alternatif tedaviler, lazer tedavisi, gen tedavisi, immunoterapi,
anjiogenez inhibitorleri, kemik iligi transplantasyonu ve kok hicre nakli uygulamasi

gibi tedavi yontemleri bulunmaktadir (46).

Kemoterapide kullanilan antineoplastik tedavinin amaci normal hicrelere zarar
vermeden kanserli hucrelerin bluyume ve ¢ogalmasini durdurmak veya yok etmektir.
Ancak antineoplastik ilaglarin kanser hucresine karsi selektiflikleri azdir. Bu ylzden
kanser hucresine karsi sitotoksik etki gosterirken ayni zamanda gastrointestinal
sistemdeki hacreler, kil follikilleri ve spermatozoalar gibi hizli bolinen normal
hdcrelere de etki etmektedir (47,48). Antineoplastik ilaglar etki mekanizmalarina gore;
alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, serbest radikaller, mitotik inhibitorler seklinde
siniflandinimaktadir (49).
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2.2.1 Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar cesitli kimyasal bilesiklerden olusan ve hucre siklusuna bagh
olmayan on ilaglardir. Genel olarak 16semi, lenfoma gibi hastaliklar ve kemik iligi
transplantasyonu oncesi hazirlik rejiminde kullaniimaktadir. Bu ajanlarin  ¢ogu
kanserli hucrede kendilerine uyan etilenimonyum turevlerine ve daha sonra pozitif
yukle yuklla karbon iceren karbonyum turevlerine donugmektedirler. Etkilerini, DNA
molekulinde genellikle bir plrin bazi olan guaninin yedi numarali azotuna bagl
nukleofilik gruplari alkilleyen, once etilenimonyum tlrevlerine sonra da pozitif yuklu
karbon iceren karbonyum tdrevlerine donusurler. Sonugta da bazlarin c¢apraz
baglanmasina, anormal baz ciftlerine ve DNA zincir kiriklarina neden olurlar (50).
Akut yan etkiler diger ilaglarla benzer olmakla beraber; gonadal atrofi, pulmoner
fibrozis, renal toksisite, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etki gibi uzun dénemli
kalici yan etkiler de gorulur (51). Kimyasal yapilarina gore siniflandiriimasi;
- Azotlu hardallar (mekloretamin, siklofosfamid, klorambusil, melfalan)
- Nitrozureler (busulfan, tiyotepa, karmustin,lomustin,streptozotosin)
- Non-klasik alkilleyici ilaglar (prokarbazin, dakarbazin ve altretamin)
- Platin bilegikleri (sisplatin, karboplatin) (52).

2.2.1.1 Busulfan

Busulfan ilk defa 1954 yilinda kronik myeloid I6semi tedavisinde kullaniimigtir

(53). GUnumuzde kullanimi devam eden Busulfan, erigkin ve pediatride siklofosfamid
ya da fludarabin/klofarabin ile birlikte kemik iligi transplantasyonu hazirlik rejiminde
kullaniimaktadir. Ayica kronik myeloid |0semi ve diger l6semiler, lenfoma ve
myeloprpliferatif hastaliklarda da kullaniimaktadir (7). Kemik iligi transplantasyonu ile
ciddi immun yetmezligi olan hastalarda iglevi bozulan B hucreleri ve kaybedilen T
hdcrelerinin de yerine konmasi saglanmaktadir. Hastada bulunan hasarli B
hdcrelerinin uzaklastiriimasi amaciyla nakil 6ncesi Busulfan gibi immunosupresan bir

ajan kullanilir (10).
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2.2.1.1.1 Busulfan Kimyasal Yapisi

Busulfan (1,4-bis[metansulfonilil] butan), alkil stlfonat ailesine ait ¢ift fonksiyonlu
anti-neoplastk, alkilleyici bir ajandir. Molekul agirligi 246,3 dalton olup doért karbonlu
alkil zincirinin zit kutuplarina iki metansulfonat grubunun eklenmesiyle olusur.
Beyazimsi kristalize toz yapisindadir. Su, alkol ve eterde hafifce, aseton ve
kloroformda serbestge ¢oziinir. iritan bir maddedir. Eriyik halde oda sicakhginda 4
saat, 4°C’de 30 gun stabilitesini korur (53,54).

O O
AR

/S\O/\/\/O\S/
A

Sekil 3:Busulfanin kimyasal yapisi a (1,4-butanediol dimethanesulphonate) (55)

2.2.1.1.2 Busulfan Metabolizmasi

Busulfan kiuguk ve ileri derecede lipofilik bir molekuldur. Proteinlere minimal
baglanir. Kan-beyin bariyeri ve plasentayi asar. Beyin omurilik sivisi ve plazma orani
1.3:1.0 yani benzer oranda bulunur. Esas olarak karacigerden metabolize edilir
(53,11). Busulfanin yarilanma omru yaklasik 2,5 saattir. Toplam plazma klirensi ise
2.25-2.74 mL/dk/kg’dir. Uygulanan dozun %30 kadari 48 saat icinde ve bunun %71’i
degismemis halde idrarla atilir. Major idrar metaboliti metan sulfonik asittir (8,56).
Busulfan doku dagiliminda en fazla karacigerde bulunur, glutatyon-S-tranferaz (GST)
enzim ailesi tarafindan inaktif metabolitlerine metabolize edilmektedir (11). Glutatyon-
S-tranferaz enzimleri farkli kromozomlarda yer alan bir sipergen ailesidir. Bu
enzimler, busulfan ve siklofosfamid gibi kimyasallarin metabolitleri ve reaktif oksijen
radikalleri gibi guclu elektrofilleri glutatyon ile konjuge ederek detoksifikasyona
ugratirlar. Busulfan karacigerde GST tarafindan sulfonyum iyonuna metabolize edilir,
bu da lipofilik olan tetrahidrotiofene parcalanir. Tetrahidrotiofen hepatositlere ve
sinusoidal endotel hucrelere toksiktir (57). Glutatyon-S-tranferaz agiri ekspresyonu
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kemoterapdtiklerin sitotoksik etkisine dirence neden olurken; aksine daha az iglevsel

oldugu bireyler kemoterapotik ajanlarin toksisitesine duyarli olurlar (11).

2.2.1.1.3 Busulfanin Yan Etkileri

Hucre siklusunun her evresindeki hlcreye etki edebilir; hicre replikasyonu,
DNA tamiri ve gen transkripsiyonunu bozar. Temel biyolojik aktivitesini hucre igi
nukleofillerin alkilasyonu yolu ile olusturur. Diger alkilleyici ajanlar reaktif ara
metabolit olusturarak etki ederken, busulfan, bimolekuler yer degistirme reaksiyonu
olusturur. Sarmal i¢i veya sarmal arasi guanin ile busulfanin reaksiyonu sonucu DNA-
DNA capraz baglari gerceklesir. Bu sayede diger alkilleyici ajanlardan farkli olarak
myeloid prekursorler Uzerine olan derin etkisi agiklanabilir. Busulfanin olusturdugu
DNA-protein ¢apraz baglari ise sitotoksisitede rol oynar. Ayrica guglia mutajenik etkisi
ile kromozomal aberasyonlara yol agabilir (11,53,58).

Busulfanin yapilan insan ve hayvan ¢alismalarindaki raporlara gore karsinojenik
etkisi, mutajenik ve teratojenik etkileri bulunmaktadir. Busulfan igeren rejimler
sirasinda birgok toksisite gorulmektedir. Bunlar;

Veno-okluziv_hastalik (VOH); Busulfan, ozellikle siklofosfamid veya melfalan ile

birlikte uygulandiginda hepatik toksisiteye neden olmaktadir. Genellikle hematopoetik
kok hicre nakli sonrasi ilk 3 hafta icinde %5-31 oraninda ¢ocuk ve eriskinlerde VOH
gorulebilir, mortalite oran1 %50’ye kadar gikabilir (68,59). Hassas hepatomegali, sivi
retansiyonu, kilo artigi ve serum bilirubin yuksekligi ile karakterizedir. Karacigerde
sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin nekrozu sonucu intrahepatik venullerin non-
trombotik obstriksiyonu VOH’a neden olmaktadir (11).

Gastrointestinal Sistem; bulanti, kusma ve istahsizlik diger kemoterapoétik ilaglarda

oldugu gibi busulfanin en sik gorulen yan etkilerindendir. Ayrica evre Il ve Ill mukozit
gorulme sikhgi sirasiyla %44 ve %26 olarak bildirilmigtir (60).
Norotoksisite; hematopoetik kok hicre nakli hazirlama rejiminde kullanilan busulfan

ensefalopatinin sik nedenlerinden biridir. Rutin antikonvilzan profilaksisi dncesinde
yuksek doz busulfan alan erigkin hastalarin yaklasik %10’'unda, c¢ocuklarin
%7,5’unda nobet gorulmektedir. Bu ndbetler genellikle jeneralize; nadiren ¢ok sayida
ve komplike karakterlidir (61).
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Gonadal Yetmezlik; alkilleyici ajanlarin 6zellikle hizli bolunen hucreleri etkilemeleri

nedeniyle Ureme hucreleri Uzerine de negatif etkileri bulunmaktadir. Ovum ve
primordial folikil sayisinda azalma (62), testikuler histolojik hasar ve atrofi,
spermatozoa sayisi ve hareketliliginin azalmasi ve kalici sterilite de dahil olmak Uzere
ureme sistemi Uzerinde olumsuz etkileri vardir. Meydana gelen bu infertiliteye yonelik
yetiskin erkek hastalarda tedavi dncesi spermatozoa ya da testis kriyoprezervasyon
islemi  gerceklestirilirken prepubertal donemdeki erkek hastalarda henuz
spermatozoa uretimi olmadigindan yalnizca spermatogonial hiucrelerin dondurulmasi
mumkundur. Fakat prepubertal testis dokusunun dondurulmasi henuz deneysel
asamadadir. Ayrica dondurulan hucrelerin genetik hasarindaki yuksek risk de henuz
Olculebilir degildir (63).

2.3 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Canlilar icin gerekli olan oksijen belli kosullar altinda insan saghgini olumsuz
etkiler. Bu etki, oksijenin molekuler durumu ile ilgili olup, aerobik metabolizma
surecinde oksijenin molekuler formunun azalmasindan dolayi potansiyel olarak
reaktif molekullerin olugsmasindan kaynaklanir. Serbest radikaller enzimlerin gesitli
etkileri ile olugabilir ve asiri derecede Uretilmesi sonucu serbest radikaller lipitlere,
proteinlere, sekerlere ve DNA'ya oksidatif hasar yukler. Serbest radikallerin bu zararl
etkilerine kargi organizmada bulunan koruyucu maddelere ‘Antioksidan’ maddeler,
olaya da ‘Antioksidan savunma sistemi’ denir (64). Normal sartlarda serbest
radikallerin konsantrasyonlari fizyolojik antioksidanlarla dengelenir. Ancak serbest
radikallerin asiri derecede Uretilmesi sonucu antioksidanlarin tUkenmesine neden
olur. Bu reduksiyon oksidasyon esitsizligi oksidatif stres olarak tanimlanir ve bu
durum doku hasari sureci ve gelismesine neden olarak, c¢esitli hastaliklarin
patolojisinde onemli rol oynar (65). Fizyolojik antioksidanlarin yetersiz kaldigi
durumlarda bu zararl etkiler enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan dengelenir.
Bu antioksidan koruma sistemleri serbest radikalleri direk olarak ortadan kaldirdiklar
igin biyolojik sistemler icin yuksek dizeyde koruma saglarlar. Antioksidanlar etkilerini
baslica iki sekilde gOsterirler (66):
1. Serbest radikal olusumunun énlenmesi:

a) Baslatici reaktif tirevleri uzaklastirici etki,
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b) Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,
c) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getiriimesi:

a) Temizleme (scavenging) etkisi: Oksidanlari daha zayif bir molekule
donusturerek etkisizlestirmedir. Antioksidan enzimler ve Mikromolekuller bu yolla etki
ederler.

b) Baskilama (quencher) etkisi: Oksidanlara bir proton ekleyerek aktivitelerini
azaltma veya inaktif hale donustirmedir. Flavinoidler ve vitaminler etkilerini bu yolla
gosterirler.

c) Onarma (repair) etkisi: Oksidatif hasar gormus biyomolekulleri onarmadir.

d) Zincir koparma (chain breaking) etkisi: Oksidanlari kendilerine baglayarak
fonksiyonlarini engellemedir. Bazi agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin ve E
vitamini ise etkilerini bu sekilde gosterirler (67).

Antioksidanlar; endojen ve ekzojen kaynakli olmak Uzerebaglica iki grupta
siniflandinlir (Tablo 1).
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Tablo 1: Antioksidanlarin siniflandiriimasi (66).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Makromolekiiller

Mikromolekiiller

Superoksit Dismutaz (SOD) Seruloplazmin Vitamin E
Katalaz (CAT) Transferin Vitamin C
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ferritin Vitamin A
Glutatyon Reduktaz (GR) Hemoglobin Tiyol icerenler:
Glutatyon-S-transferaz (GST) Miyoglobin * Glutatyon

Mitokondrial sitokrom oksidaz

» N-asetil sistein

Hidroperoksidaz

* Metiyonin

« Kaptopril

Glukoz

Urik asit

Bilirubin

Albumin

Ubiquinon

Melatonin

Selenyum

Lipoik asit

33




EKSOJEN ANTiOKSiDANLAR

Ksantin oksidaz inhibitorleri

Trolox-C

Allopurinol Endojen antioksidan aktiviteyi artiran
Oksipurinol maddeler.

* Ebselen, Asetilsistein
Folik asit Non-enzimatik serbest radikal

- NADPH oksidaz inhibitorleri

toplayicilar
* Mannitol, DMSO

Adenozin

Lokal anestezikler

Kalsiyum kanal blokdorleri

Demir selatorleri
» Desferroksamin
* Dimetiltiyoure

Non-steroid antiinflamatuarlar

- Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler
* TNF, _nterlokin-1

- Soya fasulyesi inhibitorleri

Barbituratlar

- Rekombinant human-SOD

Flavonoidler

2.3.1. Enzimatik Antioksidan Savunma

Superoksit Dismutaz (SOD): Superoksit dismutaz enzimi ilk kez 1969 yilinda
McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanmistir. Bu enzim, slUperoksit anyonunu

hidrojen perokside ve molekuler oksijene donusumunu katalizler (68,69).

202+ 2H+ H202+ O2

Enzimatik sistemler sitozolik, mitokondrial ve ekstraselliler olmak Uzere SOD’un 3
tipini icerir (70). insanda SOD’ nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar sitoplazmada
bulunan Cu ve Zn igceren SOD ve mitokondride bulunan Mn igeren SOD’ dir.
Superoksit dismutaz enzimi, oksijeni metabolize eden hucreleri serbest radikallerinin
zararli etkilerine karsi korurken hicre membranini da lipit peroksidasyonundan korur
(71).
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Katalaz (KAT): Katalaz enzimi, H202’ yi, oksijen ve suya parcalar (72).
2 H202 — H20 + O2

Yapisinda 4 tane hem grubu igerir. Cogunlukla hucrelerin peroksizomlarinda bulunur
ve peroksidaz aktivitesi gosterir ancak buyuk molekullt lipit peroksitlerine etki etmez
(73).

Glutatyon Peroksidaz (GPX): Sitozolik bir enzim olan GPx tetramer yapidadir. Dort
selenyum atomu icerir. GPx asagidaki reaksiyonlar katalizleyerek, hidrojen
peroksidin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar:

H202+2 GSH — GSSG + 2 H20

ROOH + 2 GSH = GSSG + ROH + H20

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz da (PLGPer) monomerik, selenyum
atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere
indirgeyerek, ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi

korunma saglar.

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma

Redukte Glutatyon (GSH): Glutatyon, basta karaciger olmak Uzere pek ¢ok dokuda
yuksek miktarda bulunan glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptit olup
aktif bir (-SH) grubuna sahiptir. Suda ¢ozunebilen bir antioksidan ve indirgeyici
ajandir. Pek c¢ok metabolik aktiviteye sahiptir. Glutatyon, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri oksidan hasara karsi korur. Ayrica protein
yapisindaki -SH gruplarini indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. Amino asitlerin membrandan transportunu saglar.
Hemoglobinin methemoglobine donusmesini Onler. Glutatyon peroksidaz, GSH
reduktaz ve GSH transferaz gibi enzimlerin substrat veya kosubstratidir (74).
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C Vitamini (Askorbik Asit): C vitamini (askorbik asit), kapal formula CeHsOse olan bir
ketolaktondur. Suda eriyebilen bir vitamin olan C vitamini, insanlarda
sentezlenemediginden diyetle alinmasi gerekir (75). Ozellikle yesil renkli taze sebze,
meyve ve turuncgillerde bol miktarda bulunan C vitamini ince barsaklardan kolayca
emilir. Isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya ise dayaniklidir. Dokularda ve plazmada
askorbat iyonu seklinde bulunur. Askorbik asidin organizma igin dnemi, indirgeyici
gucunun yuksek olmasindan kaynaklanir. Bu 0zelligi ile hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Guglu indirgeyici ozelliginden
dolayi gug¢lu bir antioksidandir. Sulu fazda bulunmasina karsin lipit peroksidasyonunu
baglatici radikalleri temizleyerek, lipitleri ve zarlari da oksidan hasara karsi korur. C
vitamini antioksidan 6zelliginin yaninda oksidan Ozellige de sahiptir. Fe+3'i Fe+2’e
indirgeyen superoksit radikali disindaki tek hucre i¢i molekuldur (76). Ancak bu
etkisini dusik konsantrasyonlarda gosterir, yuksek konsantrasyonlarda ise

antioksidan etkiye sahiptir. Sulu fazda énemli bir zincir kirici antioksidandir (77).

E vitamini (a-tokoferol):E vitamini tokoferoller ve tokotrienoller olarak
siniflandinimig bir vitamindir (78). Alfa, beta, gama ve delta olarak adlandirilan dort
tokoferol karigimindan olugmaktadir (79). Antioksidan aktivitesi en ylksek olani
alfatokoferoldur. E vitamini avokado, asparagus, bitkisel yadlar, findik, lifli yesil
sebzelerde yuksek oranda bulunur. Lipit peroksidasyonuna kargi koruyucu serbest
radikal temizleyicilerindendir. Zincir kirici bir antioksidandir. Ayni zamanda singlet
oksijenin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica hidroksil radikali, peroksil radikali ve
superoksitle direkt olarak reaksiyona girmektedir. Okside olan E vitamini,
pargalanmadan once askorbik asit ve glutatyon tarafindan tokoferole geri gevrilir (80).

2.3.2.1 Alfa Lipoik Asit (Ala)

Alfa lipoik asit (ALA) ya da “thioctic” asit, fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol

grubu iceren ve antioksidan aktivitesi olan dogal bir molekuldar. Hem lipofilik hem de
hidrofilik ortamlarda etkinlik gosterir. Ayni zamanda radikal metabolit Uretiminin
onlenmesi, uUretilimis radikallerin supurulmesi, hicre haraplarinin onarilmasi ve

endojen antioksidan kapasitesinin artiriimasi gibi antioksidan savunma sisteminin
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batin basamaklarinda da etkili oldugu igin evrensel bir antioksidan olarak adlandirilir
(81,82).

Alfa lipoik asit ilk kez Reed ve ark. tarafindan 1951 yilinda izole edilmis
olmasina ragmen aslinda 1937 yilinda Laktobasillus’'un gelisimi igin gerekli olan
‘potato growth factor” denilen patates ekstresinin bir bileseni olarak bulunmustur
(13,14). Memeli dokular1 5-25 nmol/g Alfa Lipok Asit icermekle birlikte, bunun buyuk
bir kismi proteine bagh olarak bulunur ve disaridan verilmedigi surece hucrede gok
az miktarda serbest Lipoik Asit bulunur (82). Cesitli meyve, sebze ve hayvansal
dokular farkli miktarda lipoik asit igerir. En fazla Alfa lipoik asit igeren bitkiler sirasiyla
Ispanak, brokoli, domates, bezelye, Bruksel lahanasi ve piringtir. Hayvansal dokular
icerisinde ise bobrek, kalp ve karaciger Lipoik asit agisindan zengin kaynaklardir
(83).

2.3.2.1.1 Alfa Lipoik Asitin Kimyasal Yapisi

Alfa lipoik asitin; 1,2 dithiolane-3-pentanoic acid, 6,8 thioctic acid ve 1,2
dithiolane-3-valeric acid gibi birgok kimyasal ismi vardir. Sekiz karbonlu bir molekul
olan Alfa lipoik asit icerdigi besli halka yapisinda iki sulfur atomu ve bir karboksilik
asit grubu bulundurur ve bu disulfit yapidan dolay: tiyol bilesikleri grubunda yer alir
(84).

Alfa lipoik asit iki formda bulunur. Bunlardan okside formuna Alfa lipoik asit ya
da lipoik asit, redukte formuna ise Dihidrolipoik asit (DHLA) denir. Okside Lipoik asitte
6. ve 8. pozisyonlarda bulunan kukurtler kapali bir halka meydana getirirken, redukte
DHLA acik zincir seklinde olup 6. ve 8. pozisyonda bulunan kukurtler sulfidril grubu
halinde bulunur. Alfa lipoik asit icerdigi asimetrik karbon atomundan dolay! da, R-
lipoik asit (R-ALA) ve S-lipoik asit (S-ALA) olarak iki optik izomere sahiptir (Sekil 4). R
formu dogal olarak olugurken S formu sentetiktir. Gerek redikte gerekse okside
formu biyolojik aktivite gostermesine karsin Alfa lipoik asitin en aktif formunun DHLA
oldugu belirtilir (85).
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Sekil 4: Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asidin R- ve S- Formlari

2.3.2.1.2 Alfa Lipoik Asitin Metabolizmasi

Alfa lipoik asit diyetle alindiginda %93’Unden fazlasi barsaklardan hizla
emildikten sonra, basta karaciger olmak Uzere ¢esitli dokularda daha aktif formu olan
DHLA'’ e indirgenerek metabolize olur (86). Alfa lipoik asit hucreye girdikten sonra
sitozolik enzimler olan GSH Reduktaz ve tiyoredoksin reduktaz ve mitokondrial enzim
E3 tarafindan indirgenir. Mitokondrial enzim E3, NAD(P)H harcayarak Alfa lipoik asiti
DHLA'de indirger ve sonugta da idrarla atilir (87). Alfa lipoik asitin hem redukte hem
de okside formu guglu bir antioksidan isleve sahiptir (88).

insanlar igin Alfa lipoik asitin kullanilabilir Gst siniri belilenmemis olmasina
karsin hayvanlarda LDS50 dozlari hayvan turune baglh olarak farklihk gOsterir.
Kopeklerde 400-500 mg/kg, kedilerde 30 mg/kg, farelerde 500 mg/kg ve ratlarda
>2000 mg/kg olarak belirlenmistir (89,90,91,92). insanlarda intravendz olarak 600
mg/kg/gun dozunda 3 hafta boyunca ve oral olarak ginde 3 defa (600 mg) olmak
Uzere 6 ay boyunca 1800 mg Lipoik asit uygulamasi sonucu herhangi bir yan etki
gozlenmemistir (93,94).
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2.3.2.1.3 Alfa Lipoik Asitin Antioksidan ve Antiinflamatuvar Etkileri

Alfa lipoik asit suda ve yagda ¢ozunebilen bir antioksidandir. Serbest oksijen,
superoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri, hipoklorit ve peroksinitrit gibi serbest
radikalleri notralize eder (95). Metalleri selasyon yapma yetenekleri sayesinde vucut
icin oldukga tehlikeli olan mangan (Mn+2), ¢inko (Zn+2), bakir (Cu+2), kursun (Pb+2)

gibi toksik metalleri yakalar, baglar ve notralize eder (96).

Lipoik asit sahip oldugu antioksidan etkilerinin yaninda diger antioksidanlari
yenileyici ve hucre igi duzeylerini artirici etkileri de vardir. Cunki bir antioksiadan
serbest radikali notralize edince antioksidan 6zelligini kaybeder. Ancak baska bir
antioksidan yardimi ile yenilenebilir. Lipoik asit de glutatyon, GSH, vitamin C,E ve
mitokondriyal antioksidan koenzim Q10 (ubikinon) gibi bir ¢ok iyi bilinen antioksidani
radikal veya okside formlarini indirgeyerek yenileyebilir (97).

E VITAMINI | Dihidrolipoik asit |
A A

( Ubisemiquinone
v Ubiquinol
. ROO | : | NAD(P)'

Cmi-dehidroaskorbat

[ Askorbat r
ROCH NAD(P)H

C———
v v

E VITAMINI « | R-Lipoik asit |

Sekil 5: E ve C Vitamini, Ubikinol, Glutatyon ve R-Lipoik Asitin Redoks Siklusunda
Aralarindaki Etkilesimi Gosteren Antioksidan Ag (98).
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Tablo 2: Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asitin Stupurtulmesinde Etkili Olduklari Reaktif
Oksijen Turleri (98).

OKSIDAN LIPOIK ASIT DIHIDROLIPOIK ASIT
Hidrojen peroksit (H202) Evet Evet

Singlet oksijen (-02) Evet Hayir

Hidroksil radikali (OH-) Evet Evet

Nitrik oksit radikali (-NO) Evet Evet

Superoksit radikali (O2-) Hayir Evet

Hipokloroz asit (HOCI) Evet Evet

Peroksinitrit (ONOO-) Evet Evet

Peroksil radikali (ROQO*) Hayir Evet

Serbest radikaller aktive DNA, lipid ve proteinler gibi maddelerde hasar
olustururken Lipoik asit okside olmus molekul hasarinin onariminda rol alir (95).
Ayrica Lipoik asit spesifik proteinlere kovalent olarak baglanarak kofaktor olarak
gOrev yapar. Bu sebeple de enerji metabolizmasinda 6nemli bir yeri vardir. Piruvatin
asetil koenzim A (koA)ya donugsumunu katalize eden piruvat dehidrogenaz,
suksinilko A olusumunu katalize eden alfa-ketoglutarat dehidrogenaz ve nukleik asit
sentezinde gorev yapan glisin dekarboksilaz gibi enzimlerde agil gruplarini baglar ve
onlari enzim kompleksinin bir yerinden diger bir yerine transfer etmektedir (99).

Klinikte lipoik asit, diyabetik noropati igin endikasyon almig olmakla birlikte
Lipoik asit takviyesi insanlarda gesitli hastaliklarda denenmektedir (100,16). Bunlar
arasinda diyabette kan gsekerinin dusurulmesi, damar hastaliklari, metabolik
sendrom, multipl skleroz, Alzheimer, demans sayilabilir (101,102,96,103). Yapilan
hayvan calismalarinda ise iskemi-reperfuzyon hasari, katarakt olusumu,
norodejenerasyon, yaslanma, kolit, radyasyon hasari ve c¢esitli ilag (adriamisin,
siklofosfamid, siklosporin A) toksisitelerine kargi yararli oldugu gosterilmistir
(104,105,106,107,108,109,110).
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Yukaridaki bilgiler 1siginda gugli bir antioksidan ve diger antioksidanlarin
aktivasyonunu tetikleyici bir molekil olan ALA'nin, alkilleyici bir ajan olan Busulfan’in
olusturdugu toksisiteye karsi etkili olabilecegi dusuncesiyle galismamizi planladik.

2.4 APOPTOZ

Batun hucreler dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve olur.
Hucre Olumuanun iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur. Nekroz, genellikle
dokunun biitiiniinde bir arada gorilir. En sik sebebi iskemidir. iskemi disinda toksik
maddeler, agir metaller, fiziksel ve kimyasal hasarlayicilar da nekroza sebep olabilir.
iskemide hiicrenin ATP’siz kalmasi ve buna bagl olarak Na/K/ATPaz pompasinin
devre digl kalmasi, hucre icindeki iyonik denge surdurulemedigi icin hicrenin sigmesi
ve pargalanmasiyla hucre igeriginin dokuya sagilmasi izlenir. Hucre igeriginin dokuya
saclimasi diger hucrelerde hasara ve enflamasyon cevabina sebep olur.
Enflamasyon surecinde dokuya Iokositler infiltre olur, pargalanmis hucreler
temizlenirken serbest radikal hasari nedeniyle dokudaki hasar daha da artar ve sureg
fibrozisle sonuclanir (111,112) (Tablo 3) .
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Tablo 3: Apoptoz ve nekrozda gorulen temel farkliliklar (126).

APOPTOZ

NEKROZ

Buyume faktoru eksikligi
Hucre yaglanmasi, HIV

iskemi, Hipertermi,
Hipoksi, Viral enfeksiyon,

edilirler. inflamasyon gériilmez.

Yol agan Kanser ilaglari, radyasyon Toksik maddelerin yuksek
nedenler Yuksek doz glukokortikoid Konsantrasyonlari,

Fas veya TNRF-1 reseptorlerinin Siddetli oksidatif stress

aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

intakt hiicre membrani fakat Hucre membrani

membrandan “bleb”lerin olusumu batanlagunan kaybi
Morfolojik Kromatinin nukleer membran Kromatin “flocculation”u
Ozellikler civarinda toplanmasi ve Hucre sismesi Organellerin

yogunlasmasi, hucre kugulmesi disintegrasyonu

Organellerde disintegrasyon yok Endoplazmik retikulumun

Hucrenin intakt mitokondri, ribozom, Dilatasyonu Buyuk

nukleus pargalari ve diger organelleri | vakuollerin olusumu Hucre

iceren membranla kapli apoptotik lizisi

cisimciklere pargalanmasi

Kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve Bozulmus iyon hemostazisi

Enzimatik basamaklarin olmasi ATP gerekmez. +4°C’de
Biyokimyasal | ATP gereklidir gerceklesebilir. DNA
ozellikler +4°C’ de gerceklesmez rastgele pargalanir (agaroz

DNA internukleozomal alanlarda 180 | jel Elektroforezinde “smear”

kb ciftinin katlari olacak sekilde kirihr | goruntusu) Postlitik DNA

mono ve oligonukleozomlara ayrilir fragmentasyonu

Prelitik DNA fragmentasyonu (6lumun geg safhasinda)

Hucreler tek tek veya birkacgi birarada | Hucreler gruplar halinde

olur. Fizyolojik sartlarda da olur Fizyolojik olmayan
Diger gerceklesebilir. Komsu hucreler veya | etkiler sonucu gergeklesir.
ozellikler makrofajlar tarafindan fagosite Lizozomal enzimler salinir.

inflamasyona neden olur.
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Apoptoz tek hucreli organizmalarda hiucrenin yasaminin sonlanmasinin
alternatifsiz tek yoludur. Geligmis organizmalarda ise hucreler arasi iligkilerin geregi
olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hucrelerin, gevreye zarar
vermeden olumudur. Programlanmig hdcre olumd, hucre intihari, fizyolojik hicre
olumu apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir. Hucre olumayle ilgili ilk
bilgiler 1920 yilinda 1s1k mikroskopunun ve yeni boya yontemlerinin kesfiyle baslamis
ve ilk olarak nekroz tanimlanmigtir. 1972 yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun
etrafinda nekrozdan daha farkl hucre 6lumu gosterilmis ve buna, agac yapraklarinin
govdeden ayrilmasi anlamina gelen “apoptozis” adi verilmigtir. Yunancada
apopitozis, apo (= ayri) ve ptozis (= dusen) kelimelerinin birlestiriimesi ile olugsmustur
(113,114,115,116).

Hormonal olarak aktif hale gelen cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve
kemoterapiyi igceren travmatik ajanlar araciligiyla gergeklesen hucresel hasarlar ya da
genetik faktorlerle baglatilan hucresel sure¢ apoptoza sebep olur. Vucutta fizyolojik
bir durum olan apoptoz, anormal olmayan hucrelerin yok edilmesinden de
sorumludur. Cok hucreli organizmalarda genetik olusumlu hucre hasarinin
durdurulmasi ya da hdcrenin tamamen ortamdan kaldirilmasi apoptoz araciligiyla
olur. Bu sekilde hasarli hicrenin yayillmasi ve tumor olusumu gibi zararli olasiliklarin

onune gegcilmig olur (117).

Apoptoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda gerceklesir.

Fizyolojik olaylar

+ Embriyogenez ve metamorfoz surecinde (Mduller ve Wolf kanallarinin
involUsyonu, kalp gibi bazi i¢i bosluklu organlarin [imenlerinin olusmast)

+ Barsak kripta epiteli gibi surekli proliferasyon gosteren hucre gruplarinda
hdcre sayisinin dengelenmesinde)

* Menstruel siklusta endometriyum hucrelerinde (menapozda folikul atrezisi,

laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda)
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* T lenfositlerinin kontrolinde (matur T lenfositlerinin antijene bagimli
duzenlenmesinde, immatur B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin
dizenlenmesinde)

+ Epidermisin en Ust tabakasi olan stratum korneumun surekli dokulup

yenilenmesinde goralur.

Patolojik olaylar

* Her turl neoplastik olusumda (hipertermi, dusuk doz sitotoksik ilaclar,
iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gibi hafif giddette fiziksel ve toksik
uyaranlara maruz kalan dokularda)

* Hormonlara bagh olarak dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklarda
sitotoksik T hucreleri ile olusturulan hicre 6lumunde

+ Pankreasta ve bobrek gibi parankimden zengin dokularda duktus tikanmasi
sonrasi patolojik atrofide apopitoz gorulur (118).

2.4.1 APOPTOTIK HUCREDE GERGEKLESEN DEGISIKLIKLER
Apoptotik hlcrede gergeklesen degisiklikler morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler olarak ikiye ayrilr.

Morfolojik Degisiklikler

Yiizey Organellerinin Kaybi; apopitozise ugrayan hucrenin komsu hucrelerle

baglari kesilir. Hucre yuzeyindeki mikrovilluslar ve diger hucrelerle yaptiklari ozel
baglar ortadan kalkar, hucre yuzeyi yuvarlaklasir (119,120).

Hiicre Biizilmesi; apopitotik hucre komsu hlcreye gore daha kuguk ve

sitoplazmasi daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hucre organelleri
yapilarini korur (121). Sitoplazma yogunlugu arttigi i¢in organeller kalabalik gorunur.
Hucre zari saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon
gézlenmez (113,119,120).
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Kromatin Yogunlasmasi; cekirdek apopitoziste odak noktasidir. Hicreden

hucreye degismekle birlikte genellikle gekirdek buzugur (121). Kromatin ¢ok yogun bir
hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlari segilemez. Cekirdek
sekli duzensizlesir ve ileri evrede kuguk cekirdek pargalarina bolunur. Cekirdekgik
genigler ve granulleri kaba granuller halinde dagilir (113,120).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi; hicrede o©Once

yuzeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar sitoplazma pargaciklari
iceren ve siki bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apopitotik
cisimlere donugur (113,119).

Apopitozis icin  morfolojik dedisimler olan hucre buzdlmesi, kromatin
yogunlagsmasi, hicre membran tomurcuklanmasi gelisirken fosfotidilserin agiga ¢ikar.
Saglikli hucrelerde plazma membraninin iginde bulunan fosfotidilserin apopitotik
hicrelerde plazma membraninin dig yuzunde bulunur ve fagositik hicreler igin sinyal

gorevi gorir (122).

Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu; hedef proteinlerden biri olan DNA, endonukleaz ile

capraz bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonukleazi
serbestlestirir. Cekirdek igine giren Ca+2 Mg+2 bagimh endonukleaz, DNA kiriklar
olusturur. Kiriklar nukleozomlarin arasindan mono veya oligonikleozomal olarak
meydana gelir. 180 baz c¢ifti ve katlari seklinde kirilma olusur ve merdiven basamagi
adiyla karakterizedir (123).

Hiicre Iskeletinin Yikilmasi; kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise hiicre

iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin filamanlarinin yikimi

ile hucre normal seklini kaybeder (124).

Hiicre Membrani Dedgisiklikleri; Kaspazlarin etkisiyle hlcre zarinin asimetrisi

bozulur. Plazma zarinin i¢ yuzundeki fosfatidilserin yer degistirerek zarin dig yuzune
yerlesir. Ayrica bazi apopitotik hucreler hucre zarlarinda thrompospandin adli
adheziv bir glikoprotein ve bazi hucrelerin adhezyon molekullerini (ICAM 3) igerirler.
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Bu membran degisiklikleri apopitotik hucrelerin gevre fagositler tarafindan fark edilip
fagositozlarini saglarken, transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde
olusan capraz baglanmalar membranlarin pargalanmasini ve apopitotik cisimlerin
olusmasini saglarlar. Hucreler 6zellesmis yapilarini ve diger hucrelerle olan temas
yuzeylerini kaybederler. Su kaybederek kugulup buzusurler. Sitoplazmanin

yogunlastigi ve organellerin birbirine yaklastigi gozlenir (125).

Fagositoz; apopitotik cisimler c¢evredeki parankim hucreleri ve fagositler
tarafindan fagosite edilerek dokulardan temizlenir (125).

2.4.2 APOPITOZ MEKANIZMASI
Apopitoz sureci; hucre membrani tarafindan 6lim sinyallerinin alinmasiyla
(ekstrensek), DNA hasarina genlerin yanitiyla (intrensek) veya proteolitik enzimlerin

dogrudan hucreye girisiyle (Perforin—Granzim) 3 farkl sekilde gelisebilir (126).

Ekstrensek / Reseptor Aracili Yol

Hucre disindan kaynaklanan ve hucre ylzeyindeki olim reseptdrlerinin
tutulmasi ile duzenlenen apopitozdur. Apopitozun dig yolu Tumoér Nekroz Faktor
(TNF) ailesi hucre yuzey reseptorlerinin ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir.
Hucre dlumund duzenleyen mekanizmalarin belki de en iyi anlagiimig 6rnegi sitokine
bagli disg apopitozis yoludur. TNF-alfa, TNF ile iligkili apopitozis uyarici ligantlar
(TRAIL) ve Fas ligantlar, bazi malign ve normal hucrelerde kendilerine 6zgu
reseptorlerle birleserek 6lume neden olurlar (126). Bu proteinlerin hicre digi kisimlari
ligant baglanmasi i¢in dnemlidir. Sitoplazmik kisimlarinda kismen korunmus olan bir
olum bolgesi (DD) bulunur. Bu bdlgeler sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglanarak
apopitozisin bagladigi yerlerdir. Ligandlar baglandiginda 3 Tumor Nekroz Faktor
Reseptoru (TNFR) ya da Fas molekili kompleks olusturur. TNFR ve Fas
trimerlerinin sitoplazmik bolumleri sirasiyla TNFR’e bagh olum bolgesi (TRADD) ve
Fas’a bagl 6lum bodlgesi (FADD/Mort-1) denen adaptor proteinlere baglanir. Bu
proteinlerin hem DD hem de proteazlarin 6lum olugturan kisimlarina (DED) baglanan
bolgesi vardir. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve proteazlar
0lumu baglatan sinyalleme kompleksini (DISC) olugtururlar (123).
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intrensek (mitokondrial) Yol

Apopitozun yaygin yolu olan i¢ yol hiucrenin kendi i¢cinden, sitotoksik ilaglar gibi
hasar yapici ajanlarla baslar. i¢ sinyaller ile olusan apopitozda mitokondri énemli rol
oynamaktadir. Dig zar gegirgenliginde artis sonucu mitokondri zari potansiyelinin
bozulmasi dis zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli
proteinlerin hlcre sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar. Temel olarak mitokondrideki
solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, apopitoz indukleyici faktor
(AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim, sitoplazmaya dagilir. Sitokrom c,
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apopitotik proteaz aktive
eden faktor) molekuline baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu
saglar (127). Apoptozom, kaspaz 9 u aktiflestirmek Uzere keser, kaspaz 9, diger
kaspazlari proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek apopitozun gergeklesmesini
saglar (Tablo 4).

Tablo 4: Apoptozu baskilayan ve indukleyen genler.

Apopitozu baskilayan genler Apopitozu indukleyen genler
Bcl-2 ailesi grubundan; Bcl-2 ailesi grubundan;
* BHRL-1, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, * Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bik, Hrk1
* mcl-1, A1 * C-myc
* C-ab1 geni * p53, p21
* A20 * Fas (CD95/APO1) FADD/MORT,
* Cozunebilir fas * RIP, FAST
e P35 * interldkin dénistiiriicii enzim
* Ras onkogeni * benzeri proteinler (ICE)
* LOH ( MTS1/CDK41)

4.2.3 APOPTOZ VE SPERMATOGENEZ

Apopitoz testislerde spermatogonia, spermatositler ve spermatidlerde yaygin
olarak arastiriimig ve birgok apopitotik faktor tanimlanmigtir. Normal spermatogenez
sirasinda hucre gelisimi ve farklilanmasina ilave olarak germ hucre 6lumu de gorulur
ve bu spermatozoon olusumunda kritik rol oynar. Sonugta spermatozoon potansiyel
sayisi tahminen %75’i kadar azalir. Testikiler germ hucre apopitozisi fizyolojik ve
devamli olarak hayat boyu meydana gelir. Apopitozisin normal spermatogenez
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surecinde iki onemli rolu vardir. Bunlardan ilki Sertoli hucreleri tarafindan
desteklenebilecek sayida germ hucre populasyonunu sinirlandirmak, ikincisi de
anormal spermatozoonun azaltiimasinda segici olmaktir. Sperm maturasyonu ve
fonksiyonu fertiliteyle korelasyon gosterir ayrica anormal spermatogenezde bir genin
disfonksiyonel ekspresyonu sonucu olur (128).

Sperm apopitozu ve sperm DNA’sinda hasar; erkek infertilitesinin potansiyel
belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitoz ile ortaya ¢ikan germ hucre kaybi,
spermatogenez sirasinda olusur ve p53, p21, Kaspaz, Bc1-2 ve Fas duzeyleriyle

degisik yollarla saptanabilir (129).

Bazi calismalarda germ hucrelerinin apopitozunda testosteronun da etkili
oldugu bildirilirken, spermatogenez sirasinda apopitozun baglatiimasinda etken bir
baska faktor de germ hucreleri ve lIokositlerden kaynaklanan ROS yapimi ve
miktaridir. insan spermi ile yapilan ¢ok sayidaki calismada, hiicre élimi ile ROS
uretimi arasinda siki iliski bulundugu vurgulanmistir (130).

Hipofizektomize immatur ratlarda, hem germinal hem de somatik hucrelerde
apopitozun ortaya c¢iktigi ve bu olgularda FSH ya da insan karyonik gonadotropin
hormonu (Human Chorionic Gonadotropine Hormone, hCG) tedavileri ile bu yogun
programlanmig hiucre 6lumunun engellenebildigi gosterilmistir (131).

Seminifer tubul epitelinin 1s1, kemoterapdtik ajan, toksik madde, radyasyon veya
soguk gibi faktorlere olan duyarliigi da germ hacrelerinin programlanmig hicre
olumlerini artiran diger bir faktordur. Sonugta, testikuler fizyolojiyi bozan ekzojen
stimdlanlarin varliginda fizyolojik olmayan duzeyde apopitoz gergeklesir ve klinik

olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite olugsma ihtimali yuksektir (132).
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TiPi:
Prospektif deneysel bir arastirma.

3.2. ARASTIRMANIN YERIi VE ZAMANI:

Arastirma Subat 2016'da literatur taramasi ile baglamigtir. Mart 2016’'da etik
kurul onayi alindiktan sonra deneysel asama DEU Tip Fakultesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda, histokimyasal ve immunohistokimyasal incelemeler Dokuz Eylil
Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji ve Emriyoloji Anabilim Dal’'nda, biyokimyasal
degerlendirmeler ise Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim

Dali’'nda deney yoluyla veri toplanmig Mart 2017’de tez savunmasiyla sonlanmistir.

3.3.ARASTIRMANIN EVRENi VE ORNEKLEMIi/CALISMA GRUPLARI
Arastirmada 4 deney grubu olmak Uzere toplamda 28 deney hayvani (sigcan)
kullaniimigtir ve deney gruplari asagidaki gibi duzenlenmisgtir.

GRUP I; KONTROL GRUBU (n=7)

Bu gruptaki deneklere yalnizca oral gavaj ile serum fizyolojik (SF) uygulanip 5 hafta

sonunda sakrifiye edilmistir.
GRUP II; BUSULFAN GRUBU (n=7)

Bu gruptaki deneklere 21 gln ara ile iki doz 10 mg/kg Busulfan (Busilvex) uygulanip

5 hafta sonunda sakrifiye edilmigtir.
GRUP llI; ALA GRUBU (n=7)
35mg/kg ALA (Sigma-Aldrich) 5 hafta boyunca oral gavaj yontemiyle uygulanip 5

hafta sonunda sakrifiye edilmigtir.
ALA’nin Hazirlanigi; 35 mg/kg ALA o6nce SF ile karistirlip sonrasinda 1M NaOH
eklenip ardindan pH’si 1 M HCl ile 7.4’e ayarlanmistir.

GRUP 1V; BUS+ALA GRUBU (n=7)
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21 gun ara ile iki doz 10 mg/kg Busulfan (Busilvex) uygulamasindan 1 gun sonra 35
mg/kg ALA (Sigma-Aldrich) ayni sekilde hazirlanip 5 hafta boyunca oral gavaj

yontemi ile verilmigtir.

Busulfan'in  Hazirlanigi; Busilvex prospektisunde yer alan teknige gore
hazirlanmistir. Busulfan ve Busulfan+ALA gruplarindaki her bir denek ayri ayri tartilip
agirliklarina gore 10 mg/kg Busulfan miktari hesaplanmigtir. Her denege toplamda
1ml intraperitonel enjeksiyon vyapilacak gsekilde hesaplanan Busulfan miktari
enjeksiyon ignesine c¢ekilip SF ile 1 ml'ye tamamlanarak deneklere i.p. olarak
verilmistir. 21 gun sonra Busulfan ve Busulfan+ALA gruplarindaki denekler tekrar
tartilarak gerekli busulfan miktari hesaplanip ikinci doz busulfan ayni sekilde
uygulanmistir. Ornegin 10mg/kg Busulfan, 100 gr agirigindaki denek igin 1mg’dir.
Busilvex 60mg/10ml oldugundan 1,66 ml Busulfan flakondan gekilmelidir. Ancak
yogun formundan dolayi once 8,34 ml SF enjeksiyon ignesine ¢ekilip Uzerine 1,66 ml
Busulfan ¢ekilmelidir.

5 hafta sonunda her bir denegin agirliklari alinarak ketamin ksilazin anestezisi
(80-100 mg/kg ketamin — 5-10 mg/kg ksilazin) uygulandi. Anestezinin derinlesmesini
takiben ratlar operasyon masasina sabitlendi. Skrotal bolge tras edilip temizlendikten
sonra povidon-iyot solisyonu ile dezenfekte edilerek skrotal orta hat insizyon
uygulandi. insizyon sonrasi tunika vajinalise ulasildi. Tunika vajinalis iki pens
yardimiyla tutup kaldirilarak bir makas yardimiyla keskin diseksiyonla gegilerek
testise ulasidi. Testis skrotumdan dogurtularak parmakla kiunt diseksiyonla kord ve
gubernakulum serbestlestirildi ve spermatik kord kesilerek sol testislere orsiektomi
uygulandi. Sol testis dokusu histolojik analizler i¢cin %10’luk formaldehit solisyonu
iceren doku kaplarina alindi. Sag testis ise biyokimyasal analizler igin ependorf

tuplere alindi ve dokular, derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edildi.
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3.4. GALISMA MATERYALI

Arastirmada DEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi'nden temin edilen 5
haftalik, 28 adet Wistar-Albino susu erkek sigcan kullaniimistir. Rastgele olarak
secilen sicanlar, her kafeste 7 adet olacak sekilde ayrilmisg ve kafesler etiketlenmisgtir.
Tam hayvanlar deney sonlanincaya kadar sicakligi 21°C+1, %50-60 nisbi nem ve 12
saat gunduz/ 12 saat gece aydinlatma periyotlarinda bulunan standart hayvan oda ve
kafeslerinde barindirilmigtir. Denekler adlibitum olarak dinlendirilmis su ve pellet yem
ile beslenmistir. Hayvanlara uygulanan deneysel uygulamalar ve sakrifikasyon, DEU
Tip Fakultesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda gercgeklestirilmistir.

3.5. ARASTIRMANIN DEGISKENLERI
Bagimsiz degisken: Madde uygulamalari (SF, ALA, Busulfan )
Bagimli degisken: Olgiilen triinler ( MDA, GPx, GSH, doku histolojisi)

3.6. VERi TOPLAMA ARAGLARI

3.6.1 Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Aragtirmada hayvan agirliklarini dlgmek icin hassas terazi; deneklerden elde
edilen dokularin takibinde etuv, kesitlerin alinmasinda mikrotom, boyamalarda
kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immunohistokimyasal
incelemeler icin humidity chamber ve otomatik mikropipetler, biyokimyasal
incelemeler igin sogutmali santrifuj cihazi, vorteks cihazi, inkubatér, homojenizator,

eliza cihazi ve buzluk kullanilimistir.
3.6.2. Arastirmada Kullanilan Busulfan ve Alfa Lipoik Asit’in Hazirlanmasi

3.6.2.1. Busulfanin Hazirlanmasi

Busulfan (Busilvex 6mg/ml) BRK Kimya’'dan temin edilmistir. Busulfan 21 gun
ara ile 10 mg/kg iki doz olacak sekilde intra peritonel yolla deneklere uygulanmigtir.
Busulfan ve Busulfan+ALA gruplarindaki her bir denek ayri ayr tartihip agirliklarina
gore 10 mg/kg Busulfan miktari hesaplanmigtir. Her denege toplamda 1ml
intraperitonel enjeksiyon yapilacak sekilde Busulfan miktari, ¢ozucusu olan SF ile 1

ml’'ye tamamlanarak deneklere verilmistir. 21 gun sonra Busulfan ve Busulfan+ALA
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gruplarindaki denekler tekrar tartilarak gerekli busulfan miktari hesaplanip ikinci doz

busulfan uygulanmistir.

3.6.2.2. Alfa Lipoik Asit’in Hazirlanmasi
Alfa Lipoik Asit ((x)-a-Lipoic acid BioReagent, cell culture tested, 299% Sigma

Aldrich) kullanilmigtir. ALA ve Busulfan+ALA gruplari igin belirlenen 35 mg/kg ALA
dozu her gun tartilan deneklerin ortalama agirliklarina gore hesaplanarak oral gavaj
yontemiyle verilmigtir. Ortalama 100 gr gelen denek i¢in, ALA miktari 3.5 mg olacak
sekilde tartihp SF icerisinde 1M NaOH ile c¢ozulerek 1M HCI ile Ph'st 7.4°e
ayarlanmigtir. Cozelti tazeligini korumasi amaciyla gunluk olarak hazirlanip oral gavaj

yontemiyle verilmigtir.

3.6.3. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku oOrneklerine rutin doku takibi proseduru
uygulanmig, ince kesitleri alinmig, gesitli histokimyasal ve immunohistokimyasal boya
uygulamalarina tabi tutulmustur. Arastirmada histokimyasal degisiklikler igin
Hematoksilen &Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS), immunohistokimyasal
olarak apoptozun belirlenebilmesi igin TUNEL ve Aktif Kaspaz-3 boyamalari
yapilmistir. Biyokimyasal olarak MDA, GPx VE SOD duzeyleri dlgulmustur.

3.6.3.1. Denek Agqirliklari Ve Testis Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Deney baslangicindan itibaren 5 hafta boyunca denek agirliklari duzenli olarak
takip edilmistir. Veriler SPSS 22,0 programinda degerlendirilmis ve gruplar arasi
karsilastiriimasinda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Deney sonunda sakrifiye edilen deneklerin testis agirliklari alinmig. Sonuglar SPSS
22,0 programinda degerlendirilmis ve gruplar arasi kargilastirimasinda p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.6.3.2. Histolojik Boyama
Sakrifikasyon sonunda alinan sol testis histolojik incelemeler igin %10’luk

formaldehit solisyonunda fikse edildi. Sag testis ise biyokimyasal incelemeler icin
ependorf tuplere alinarak 6rnekler -80 °C’ ye kaldirildi.
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3.6.3.2.1 Rutin Doku Takibi

Alinan testis dokusu %10’luk formaldehit solisyonunda 3 gun fikse edildi. Daha
sonra fiksatifin uzaklagtirlmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi.
Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80, %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflandirma
amaciyla 30’sar dakika iki farkl ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik iki kez parafin ile
immersiyonu saglandi. Tum bu iglemler 60°C’lik etlv igerisinde gergeklestirildi. Daha
sonra dokular parafin bloklar icerisine gdmduldi (Tablo 3). Rotary mikrotom (RM 2255,
Leica) araciligiyla bloklardan 5u’luk parafin kesitler poly-L lysine kaph lamlara alindi.

Tablo 5:Doku Takip Protokoll
ISLEM

Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklagtirma WALCIET 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’lik alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Ksilen 1-2 30’ser dakika

Erimis Parafin 1-2 1’er saat

Bloklama Sert parafin

3.6.3.2.2 Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etlvde) diger ikisi de 20’ser dakika oda i1sisinda olan ug farkl
ksilende bekletildi. Daha sonra rehidratasyon islemi icin 2 kere absollu alkol, %96,
%80 ve %70’lik azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan
sonra 10 dakika Hematoksilen (Bio-Optica 05-06002/L) ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 10 dakika akarsuda
yikanan kesitler, 15 saniye Eozin-y (Bio-Optica 05-10003/L) boyasi ile boyandi.
Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolu alkolden gegirilen
kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika t¢ degdisim ksilende tutulduktan sonra
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 4).
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Tablo 6: Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolu

ISLEM
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Rehidratasyon
Yikama

Boyama

Yikama

Boyama
Dehitratasyon
Seffaflagtirma
Seffaflagtirma
Seffaflagtirma

Kapama

60°C etlivde

Ksilen 1 (etlivde)

Ksilen 2 (oda 1sisinda)

Ksilen 3 (oda 1sisinda)

%100-100-96-80-70 ’lik alkol

Distile Su
Hematoksilen
Akarsu

Eozin

%70-80-96-100-100’ltik alkol

Ksilen 1
Ksilen 2
Ksilen 3

Entellan

1 Gece
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika
Calkalama
Calkalama
10 dakika
10 Dakika
15 Saniye
Calkalama
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika

3.6.3.2.3 Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokolii
Alinan kesitler deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildi.

Ardindan ilki 20 dakika (etlvde) diger ikisi de 20’ser dakika oda i1sisinda olan ug farkl

ksilende bekletildi. Daha sonra rehidratasyon islemi icin 2 kere absollu alkol, %96,

%80 ve %70’lik azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan

sonra 2 dakika Periyodik asit (Merc) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin

fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi icin saf su ile iyice yikandi. Ardindan Schiff

solusyonu ile (Merc) 20 dakika karanlikta bekletildi. Boyamadan sonra kesitler 10

dakika cesme suyunda yikandi ve nukleuslar 15 saniye Mayer's Hematoksilen ile

boyandiktan sonra ¢gesme suyunda yikanip daha sonra da dehidratasyon iglemi igin

sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absoll alkolden gegirilen kesitler seffaflastirma

amaciyla 20’ser dakika U¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,

Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 5).
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Tablo 7: Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama ProtokolU

ISLEM

Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etlvde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1sisinda) 20 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’lik alkol  Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Periyodik Asit 2 Dakika
Yikama Distile Su 1-2 Dakika
Boyama Schiff Solisyonu 20 Dakika
Yikama GCesme suyu 10 Dakika
Nukleus Boyamasi Hematoksilen 15 Saniye
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflagtirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflagtirma Ksilen 3 20 Dakika

Kapama Entellan

3.6.3.3 Histolojik Skorlama

3.6.3.3.1 Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Kesitler PAS ile boyandiktan sonra her bir denek icin ayri ayn 100 adet tibdl
degerlendirilerek her bir tiblle Johnson Testikller Biyopsi Skorlamasi yapildi. Skor
tablosu Tablo 7‘de gosterilmigtir. Degerlendirilen tubul skorlamalarinin ortalamasi
alinip gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi Testi,
gruplarin ikili karsilastiriilmasinda Mann-Whitney U Testi kullanildi. P<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 8: Johnson Testikuler Biyopsi Skorlamasi

HISTOLOJIK BULGULAR

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenesiz

Birgok spermatozoa var, germinal epitelyum bozuk ve [limen oblitere
Yalniz birka¢ spermatozoa var (<5-10)

Spermatozoa yok, birka¢ spermatid var

Spermatozoa yok, yalnizca birka¢ spermatid var (<5-10)
Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatid var

Yalnizca birkag spermatosit var (<5), spermatid, spermatozoa yok
Germ hcresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

Tabdller igerisinde germ hticresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

Tubduller igerisinde hlcre yok

3.6.3.3.2 Seminifer Tiibiil Cap Olgiimii

PAS ile boyanan kesitlerden her denek igin rastgele secilen 3 farkli alanda her
alanda 10 tubdl olacak sekilde toplamda 840 tubul de, 10x’lik buyutme kullanilarak
Image J goruntu analiz programinda ¢ap olgumleri yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi Testi, gruplarin kil
kargilagtirimasinda Mann-Whitney U Testi kullanildi. P<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.3.3.3 Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhgi Olgiimii

PAS ile boyanan kesitlerden her denek igin rastgele secilen 3 farkli alanda her
alanda 10 tubdl olacak sekilde toplamda 840 tubul de, 10x’lik bayutme kullanilarak
Image J goruntu analiz programinda bazal membran kalinlik 6lgimu yapildi. Gruplar
arasi istatistiksel kargilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi Testi, gruplarin ikili
kargilagtirimasinda Mann-Whitney U Testi kullanildi. P<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.3.4 immunohistokimyasal Incelemeler

Apoptoz (fizyolojik hucre oluma), hdcre intihar olarak da bilinen fizyolojik bir
olaydir. Apoptoz icin sinyal alindiktan sonra hucrede bircok biyokimyasal (DNA
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pargalanmasi, fosfotidilserin molekullerinin hicre membranin dis yuzeyine gikmasi)
ve morfolojik degisim (hicre kugulmesi, kromatin yogunlagmasi, apoptotik
cisimcikler) gozlenir. Bu degisimleri saptamak igin ¢ok gesitli yontemler geligtirilmigtir.
DNA fragmentasyonu ve apoptozun incelenmesi igin immunohistokimyasal olarak

TUNEL ve Caspase-3 antikoru kullanildi.

3.6.3.4.1 Aktif Kaspase-3 Protokolii

Doku kesitleri deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etivde) diger ikisi de 20’ser dakika oda isisinda olan ug farkli
ksilende bekletildi. Daha sonra rehidratasyon islemi igin 2 kere absolu alkol, %96,
%80 ve %70’lik azalan alkol serilerinden gegirildi, distile su ile galkalandi. Daha sonra
1/9 oraninda hazirlanan sitrat solisyonu (Bio-Optica)igerisinde, 600 watta 5 dakika
kaynatilip 20 dakika sogumasi beklendi. Ardindan dokular pap pen (invitrogen) ile
sinirlandirihp 3 kez PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin
%10’luk H202 (Merck) ile 10 dakika oda isisinda bekletildi. Stire sonunda kesitler 3
kez PBS ile yikanip doku etrafindaki fazla su alindiktan sonra sekonder kit
(invitrogen) icerisindeki A (blocking Solution) ile 20 dakika bekletildi. Ardindan
yikama islemi yapmadan PBS ile 1/100 oraninda hazirlanan Aktif Caspase-3
(Millipore) antikoru ile +4'de 1 gece bekletildi. Ertesi gun PBS ile yikanan kesitler B
(Broad Spectrum Second Antibody) ile 20 dakika bekledikten sonra PBS ile yikanip
ardindan C (HRP-Streptavidin) ile 20 dakika bekletilip PBS sollisyonu ile yikandi.
Reaksiyonun gorundrlGgunt saglamak amaciyla DAB (Roche) ile muamele edildi.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra mayers Hematoksilen ile artalan boyamasi
yapilip akarsuda yikandi. Ardindan artan alkol serilerinden gegirilip seffaflandirmak
icin de 3 seri ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

3.6.3.4.2 Terminal Deoxynucleotidyl Transferase- Mediated Deoxyuridine

Triphosphate DNA Nick-End Labelling (TUNEL) Boya Protokolii

Doku kesitleri deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etivde) diger ikisi de 20’ser dakika oda isisinda olan ug farkli
ksilende bekletildi. Daha sonra rehidratasyon islemi igin 2 kere absolu alkol, %96,
%80 ve %70’lik azalan alkol serilerinden gegirildi, distile su ile ¢alkalanip dokularin
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etrafl pap pen ile sinirlandirildi. Ardindan distile su ile 1/20 oraninda hazirlanan
Proteinase-K (Millipore) ile 15 etivde bekletilip sure sonunda PBS ile yikandi.
Ardindan TUNEL kit (Roche) igerisinde reaksiyon solusyonu ve TdT enzim solisyonu
seklinde ayri ayri bulunup kullanmdan dnce ikisinin karigtiriimasiyla taze bir sekilde
hazirlanan TdT enzim karisimi (%70 reaksiyon solusyonu + %30 TdT enzim
solusyonu) ile muamele edilen kesitler 1 saat 37°C’lik etlivde bekletildi. Reaksiyonun
gorunarligunt saglamak amaciyla DAB ile muamele edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra mayers Hematoksilen ile artalan boyamasi yapilip akarsuda
yikandi. Ardindan artan alkol serilerinden gecirilip seffaflandirmak igin de 3 seri

ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

3.6.3.5 Biyokimyasal Analizler

3.6.3.5.1 Homojenizasyon

Tum deneklerden sakrifikasyon sonrasi soguk zemin Uzerinde sag testis
disseke edildi, soguk serum fizyolojik ile hemen yikandi ve yarisi buz dolu kap ile
lipid peroksidasyon urunu olan malondialdehit (MDA), antioksidan Glutatyon (GSH)
ve antioksidan enzim Glutatyon Peroksidaz (GPx) dlgumu icin homojenize edildi.
Doku ornekleri ultrasonik homojenizatorde (Bandelin Sonopuls, Germany) 0.15 M
KClI igcinde homojenize edildi.
Homojenizasyon islemleri buzla sogutulmus ortamda yapildi.
Homojenatlar +4°C’de 600 g’'de 10 dk santriflij edilerek MDA o6lgiimi igin ependorf
tiplne ayrildi, geri kalan homojenat +4°C’de 10000 g'de 20 dk siireyle santrif(j
edildi. Santriflj sonucu elde edilen sUpernatan enzim ve protein Olgumleri igin

ayrilarak -80°C’de saklandi. 30 giin iginde olglimler yapildi.

3.6.3.5.2 Enzim aktiviteleri ve MDA diizeylerinin saptanmasi

MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari kiti ile
spektrofotometrik yontemle olguldu. Sonuglar uM olarak ifade edildi. Kitin ¢alisma
yontemi kromojenik bir reaktif ile MDA'nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline
dayanir. 586 nm’de absorbans Olgulerek standart egrisinden MDA degerleri
belirlendi.

58



GSH ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri kullanilarak
spektrofotometre (T80, PG instruments, UK) ile dl¢uldu. Enzim aktiviteleri hazirlanan
supernatanlardan olguldu, GSH sonuglari yM, GPx sonuglari Gnite/mg protein (U/mg
pr) = Standart Hata (SH) olarak gosterildi. GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis
International, USA) Kkiti ile Olguldu. Kitin galisma yontemi chromophoric thione
olusumu temeline dayanir. Tamponla Kkaristirilan supernatana indirgeyici ajan
eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma donustarular. Daha sonra kromojen
eklenip pH arttirlarak chromophoric thione olusturulur. 420 nm’de absorbans
Olculerek GSH konsantrasyonu belirlendi.

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptanmistir.
Bu kit Paglia ve Valentine'in tanimladigi yonteme gore hazirlanmistir. GPx, kimen
hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon reduktaz
(GR) ve NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH)
cevrilir, bu sirada NADPH okside olarak NADP'ye donusur. Spektrofotometrede 340
nm'de absorbansdaki azalma dlc¢uldu.

Doku protein dlgumleri RANDOX'un U/CSF protein kitiyle yapildi. Kitin ¢alisma
prensibinde 6nce ornek magnezyum iyonlarini uzaklastirmak ve proteini ¢oktirmek
amaciyla EDTA iceren alkalin solisyonla karistirilir, sonra benzethonyum klorid
eklenir, turbidite olusturarak spektrofotometrede 600 nm’de absorbans okundu.

3.7 ARASTIRMA PLANI VE TAKViMI
* Tez Konusunun Belirlenmesi ve Literatur Taramasi
» Etik Kurul, Yénetim Kurulu Onayi ve Tez Oneri Formunun Hazirlanmasi
* Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne (BAP) Basvuru Yapilmasi
(Agustos 2016)
* Deneysel Verilerin Toplanmasi ve Deneyin Yapilmasi (Haziran 2016-Kasim
2016)
* Verilerin Analizi ve Tez Yazimi (Kasim 2016—-Subat 2017)
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3.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

istatistiksel analizier SPSS versiyon 22.0 yazilimi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak incelendi. Tanimlayici analizler normal
dagilan degiskenler igcin ortalama ve standart sapma ya da standart hata, normal
dagilim gostermeyen degiskenlerde medyan (ortanca) ve minimum-maksimum
kullanilarak verildi. Bagimsiz gruplarda (ikili gruplar arasi kargilastirma) normal
dagiimayan degiskenlerin karsilastirlmasinda Mann-Whitney U testi, normal dagilan
degiskenlerin kargilastirlmasinda bagimsiz gruplarda t testi kullanildi. Bagimh
gruplarin (grup ici once-sonra karsilastirmalarda vb.) kargilagtirmalarinda normal
dagilim gostermeyen durumda Wilcoxon igaretli siralar testi kullanildi. Tanidaki
(Kontrol, Busulfan, Alfa Lipoik Asit, ALA+BUS) gruplarin birbiriyle degiskenler (denek
agirhgi, testis agirligi, bazal membran kalinligi, tibdl ¢apir 6lgimi, Johsen Skoru,
TUNEL pozitif ve Kaspaz pozitif hiicre sayimi) arasinda karsilastirlmasinda tek yonlu
ANOVA testi kullanildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasinda anlamh farkhlik bulunan durumlarda, ikigserli post-hoc
karsilastirmalar Tukey testi kullanilarak yapildi. p-degerinin 0,05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamlidir.

3.9 ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Calismada hasar olusturmak icin kullanilan Busulfanin literatirde c¢ok farkli
dozlarda uygulanmis olmasindan dolay!r doz optimizasyonunu saglamak ve DMSO
icerisinde ¢ozmeyip Kklinikte kullanilan hazir Busilvex flakon kullanilarak doz
belirlemek amaciyla 6n galisma yapilmigtir.

3.10 ETiK KURUL ONAYI

Arastirma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 01/06/2016Gundem No/Toplanti No/Yil ve 15 Mart 2016 toplant
tarihinde 44/2015 Protokol no ile etik agidan uygun bulunmusgtur.
Etik kurul onayi Ek-1 olarak teze eklenmigtir.
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4. BULGULAR

Busulfan kullanimi sonrasinda alfa lipoik asit uygulamasinin testis Uzerine

etkisinin incelendigi bu g¢alismanin sonuglari; Kontrol, Bulsulfan, Alfa Lipoik Asit ve

Busulfan+Alfa Lipoik Asit olmak Uzere dort grup seklinde degerlendirildi.

Tablo 9: Gruplar arasindaki tanimlayici istatistik

Degiskenler Gruplar N Ortalama Ortanca Min Max
+ (Medyan)
Standart Sapma
Bazal Kontrol 7 12,8710,44 2,809 2,3 3,6
Membran |, A 7 |1,9840,26 1,908 1,7 2,4
Busulfan 7 |1,32£0,13 1,358 1,1 1,5
ALA+BUS |7 |1,62:0,18 1,551 1,4 2,0
Cap Kontrol 7 [315,13+44,31 303,243| 2833 412,4
ALA 7 |308,33£22,55 319,556| 266,0| 327,9
Busulfan 7 |242,56+27,91 240,650 202,55 281,0
ALA+BUS |7 |233,80+15,26 233,445 216,8| 2598
Testis Kontrol 7 |[1,24+0,14 1,190 1,1 1,5
Agirlik ALA 7 |1,58+0,06 1,590 15 17
Busulfan 7 |0,88:0,12 880 7 1,1
ALA+BUS |7 |0,89:0,06 900 8 1,0
ik Kontrol 7 |83,85:9,67 84,000 73,0 98,2
Agirlik ALA 7 |113,07+14.96 108,800| 100,1| 1450
Busulfan 7 |137,85225,10 135,000| 105,5| 174,0
ALA+BUS |7 |135,85£16,92 127,500| 121,0| 1655
Son Kontrol 7 |221,77+18,09 219,000| 197,0] 247,0
Agirlik ALA 7 |250,60+18,88 258,000| 2150| 267.4
Busulfan 7 |260,92+31,25 270,500 200,0| 2975
ALA+BUS |7 |259,35+29,73 246,000 233,0| 316,0
Delta Kontrol 7 [137,91£12,55 142,200 113,0| 14838
Agiriik ALA 7 [137,52£19,60 142,400 1024 1594
Busulfan 7 |123,07+24,04 120,500 945 160,5
ALA+BUS |7 |123,50+13,35 120,500 110,5|  150,5
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4.1 DENEK AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI
Deney baslangi¢c ve bitisinde tartilan deneklerin agirliklart SPSS 22,0 paket
programinda Wilcoxon Siral isaretler Testi kullanilarak degerlendirildi ve p<0,05 den

kuguk olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplarin deney baslangi¢ agirlik ortalamalari;
Kontrol grubunda 83,9+9,67 gr
Busulfan grubunda 137,9+25,10 gr
Alfa Lipoik Asit grubunda 113,1+14,96 gr
ALA+BUS grubunda 135,9+16,92 gr olarak bulundu.

Deney bitig agirlik ortalamalari ise
Kontrol grubunda 221,8+18,09 gr
Busulfan grubunda 261+31,25 gr
Alfa Lipoik Asit grubunda 250,6+18,88 gr
ALA+BUS grubunda 259,4+29,73 gr olarak bulundu.

Bu degerler g6z 6nunde bulunduruldugunda;

»  Kontrol grubunda basglangic ve son agirliklari arasinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis gozlendi. (p=0,018)

» Busulfan grubunda baslangic ve son agirliklari arasinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis gozlendi. (p=0,018)

»  Alfa Lipoik Asit grubu baslangi¢c ve son agirliklari arasinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis gozlendi. (p=0,018)

» ALA+BUS grubunda baglangi¢c ve son agirliklari arasinda istatistiksel olarak
anlaml sekilde artig gozlendi. (p=0,018) (Sekil 6).

Grup icinde deneklerin kilo artigini degerlendirmek igin (son agirlik ve ilk agirlik

arasindaki farki) ‘A’ delta agirlik degerleri hesaplandi. Her grubun delta degerleri

incelendiginde anlamli bir fark yoktur (Tablo 7).
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Denek Agirliklari
300,00

250,00
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

ar

KONTROL BUSULFAN ALA ALA+BUS
uD. ik Agr. 83,86 137,86 113,07 135,86
=D. SonAgr. 221,77 260,93 250,60 259,36

Sekil 6: Deneklerin deney baslangi¢ ve sonundaki ortalama agirliklari.

(A) Anlamli artis.

4.2 TESTIS AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI

Deney sonunda deneklerin testis agirliklari arasindaki farklar SPSS 22,0 paket
programinda Mann Whitney U Testi kullanilarak degerlendirildi ve p<0,05 den kuguk
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplarin testis agirlik ortalamalari;

Kontrol grubunda 1,35+0,16 gr

Busulfan grubunda 0,88+0,12 gr

Alfa Lipoik Asit grubunda 1,58+0,14 gr

ALA+BUS grubunda 0,89+0,08 gr olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastiriidiginda 4 grup arasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi

ile anlaml fark bulundu (p=0,00). Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann

Whitney U testi ile incelendi.
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> Kontrol grubu ve Busulfan grubunu kargilastirdigimizda testis agirhdi Busulfan
grubunda anlamh olarak azalmisti (p=0,002).

> Kontrol grubu ve ALA grubunu karsilagtirdigimizda testis agirhginda anlamh
fark gézlenmedi (p=0,094).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubunu karsilagtirdigimizda testis agirhig
ALA+BUS grubunda anlamli olarak azalmigti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunu karsilastirdigimizda testis agirhgi
Busulfan grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda testis agirhidginda
anlamh fark gézlenmedi (p=0,94).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubunu Kkarsilagtirdigimizda testis
agirliginda ALA+BUS grubu anlamli olarak azalmisti (p=0,002) (Sekil 7).

Testis Agirliklari

1,40
1,20
| O o
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

KONTROL BUSULFAN ALA ALA+BUS
= Testis Agr. 1,25 0,89 1,58 0,90

ar

Sekil 7: Deneklerin deney soundaki ortalama testis agirliklari.

(®) Kontrol grubuna gére anlamli azalis.
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4.3 ISIK MiKROSKOBIK BULGULAR
Isik mikroskobik inceleme igin kesitler Hematoksilen&Eozin boyamasi ile boyandi,
goruntiler Olympus Bx51 mikroskobu ve Olympus DP71 kamerasi kullanilarak elde
edildi.

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde seminifer tubul gaplarinin birbirine
yakin oldugu goruldu. Tubdl igerisinde koyu nukleuslu spermatagonyumlarin bazal
membranin hemen Uzerinde yer aldigi, tubul epitelini olusturan spermatogenik hicre
serilerinin duzgun olarak siralandigi ve tubul limeninde de gelismekte olan
spermiumlar gériildi. intertisyel alanda ise leydig hiicreleri, bag doku hiicreleri ile kan

ve lenf damarlar1 goruldu (Sekil 8).

Busulfan grubuna ait kesitler incelendiginde tubul ¢aplarinda azalma ve bazal
membran ondulasyonu gozlendi. Tubul epitelini olusturan spermatogenik huicre

diziliminde duzensizlik, kayip ve bazal membrandan ayrilma goruldu (Sekil 9).

Alfa Lipoik Asit grubuna ait kesitler incelendiginde seminifer tubdl ¢aplarinin
birbirine yakin oldugu goruldu. Tubul igerisinde koyu nukleuslu spermatagonyumlarin
bazal membranin hemen Gzerinde yer aldigdi, tubdl epitelini olusturan spermatogenik
hdcre serilerinin dizgun olarak siralandigi ve tubdl lGmeninde de gelismekte olan
spermiumlar gériildi. intertisyel alanda ise leydig hiicreleri, bag doku hiicreleri ile kan

ve lenf damarlari goruldu (Sekil 10).
ALA+BUS grubuna ait kesitler incelendiginde tubul caplarinda ve bazal

membran kalinliginda azalma goéraldu. Tubdl epitelini olugturan spermatogenik hicre

diziliminde duzensizlik, kayip ve bazal membrandan ayrilma goruldu (Sekil 11).
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(=== )Seminifer Tubdl Limeni, ( = )Spermatogenik Seri Hicreleri,

(=== ) interstisyel Alan

(=== ) Seminifer Tubdl Lumeni, (== ) Spermatogenik Seri Hicreleri,

(=== ) interstisyel Alan, (=== ) Vakuolizasyon olusumlari
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Sekil 10: Alfa Lipoik Asit grubuna ait testis kesiti. A; H&E x20 B; H&E x40 buylitme.

(=== ) Seminifer Tubll Lumeni, (== ) Spermatogenik Seri Hucreleri

(=== ) interstisyel Alan

"‘ C‘ 3y 7 ok % «4~ 705 ” n‘ . " cos ‘,,,V

ot e T s Y Y SRR o T

Sekil 11: ALA+BUS grubuna ait testis kesiti. A; H&E x20 B; H&E x40 blyutme.
(=== ) Seminifer Tubdl Lumeni, (=== ) Spermatogenik Seri Hicreleri,

(=== ) interstisyel Alan. (== ) Vakuolizasyon olusumlari
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4.3.1 Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

Calismamizda gruplar arasi seminifer tubul ¢ap Olcimua karsilastirimasinda
One Way ANOVA testi kullaniimistir. p<0.05 ten kiguk olan degerler istatistiksel
olarak anlamh kabul edildi.

Gruplarin ortalama seminifer tibul ¢ap 6lciim ortalamalari;

Kontrol grubunda 300,84+12,26 um

Busulfan grubunda 233,00£23,71 uym

Alfa Lipoik Asit grubunda 311,65£16,05 ym

ALA+BUS grubunda 233,80+15,26 uym olarak bulundu.

istatistiksel olarak kargilastirildiginda 4 grup arasinda Kruskal Wallis Varyans
Analizi ile anlaml fark bulundu (p=0,00). Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigi ise

Mann Whitney U testi ile incelendi.

®0 0 ImageJ
Olojc|o|~<]4]« |\ Al&] @/ o=

x=1091.89, y=267.57, value=142,124,164 (#8e7cad)

glo]7)_|_|»

Szk'

|Area [Mean  [Min [Max |Angle [Length |
1 774288 175.400 111 204.433 -114.852 282.959

Sekil 12: Image J programinda seminifer tubal gap 6lgima.
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> Kontrol grubu ve Busulfan grubunu karsilastirdigimizda seminifer tibul ¢ap
Olgimu Busulfan grubunda anlamli olarak azalmigti (p=0,002).

> Kontrol grubu ve ALA grubunu karsilastirdigimizda seminifer tibul cap
Olgimunde anlamli fark gézlenmedi (p=0,110).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda seminifer tibul ¢cap
Olcimi ALA+BUS grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunu karsilastirdigimizda seminifer tabal
¢ap Olcimi Busulfan grubunda olarak azalmisti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda seminifer tibal cap
Olgimu anlamh fark gézlenmedi (p=0,848).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda seminifer
tibdl cap 6lcimd ALA+BUS grubunda anlamli olarak azalmigti (p=0,002) (Sekil 12).

Tubdl Capi

400,00
350,00

300,00 PY
250,00
E 200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

KONTROL BUSULFAN ALA ALA+BUS
= Tiibiil Gapi 315,13 242,57 308,33 233,80

Sekil 13: Gruplarin ortalama seminifer tlibil ¢ap dlgimleri.

(®) Kontrol grubuna goére anlamli azalis.

69



4.3.2 Bazal Membran Ol¢iimii

Calismamizda gruplar arasi bazal membran kalinliklarinin karsilastirimasinda
One Way ANOVA testi uygulanmistir. P<0.05 ten kiglk olan degerler istatistiksel
olarak anlamh kabul edildi.

Gruplarin bazal membran 6lgiim ortalamalari;

Kontrol grubunda 2,73+0,30 pm

Busulfan grubunda 1,32+0,13 um

Alfa Lipoik Asit grubunda 2,40+0,42 uym

ALA+BUS grubunda 1,62+0,18 pym olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda 4 grup arasinda Kruskal Wallis Varyans

Analizi ile anlaml fark bulundu (p=0,00). Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigi ise
Mann Whitney U testi ile incelendi.

l

"More Tools" menu (switch toolsets or add tools)

183.77x138.37 mikro (1360x1024); RGB; 5.3M8B

f‘. & '?"
L T

00 Results
|Area [Mean  |Min  |Max |Angle [Length |
1 0.146 100.612 50.889 125.937 0 0.901

Sekil 14: Image J programinda bazal membran dlgimui.
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> Kontrol grubu ve Busulfan grubunu karsilastirdigimizda bazal membran
Olgimu Busulfan grubunda anlaml olarak azalmisti (p=0,002).

> Kontrol grubu ve ALA grubunu kargilastirdigimizda bazal membran élgimunde
anlamh fark gézlenmedi (p=0,180).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda bazal membran
Olgimu ALA+BUS grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunu karsilastirdigimizda bazal
membran 6l¢imu Busulfan grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,002).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubunu kargilastirdigimizda bazal membran
Olgimu Busulfan grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,04).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda bazal
membran dlgimi ALA+BUS grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,002).

Bazal Membran Kalinligi

KONTROL BUSULFAN ALA ALA+BUS
®Bazal Mem. 2,87 1,32 1,98 1,63

3,50

3,00

2,50

2,00

um

0,50

0,00

Sekil 15: Deneklerin seminifer tibdl bazal membran dlgimleri.

(®) Kontrol grubuna goére anlamli azalis.
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Sekil 16: PAS boyamasi goruntileri (A) Kontrol Grubu, (B) Alfa Lipoik Asit Grubu,
(C) Busulfan Grubu, (D) ALA+BUS Grubu

4.3.3 Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Deney gruplarindaki her bir denek igin ayri ayri 20 adet tubul degerlendirilerek
her bir tabile Johnsen Testikiler Biyopsi Skorlamasi yapildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalar i¢cin Post Hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden olan Tukey
HSD testi kullanild. istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Kontrol grubu skor ortalamasi 9,64+0,07

Busulfan grubu skor ortalamasi 2,67+0,07

Alfa Lipoik Asit grubu skor ortalamasi 9,50+0,07

ALA+BUS grubu skor ortalamasi 5,17+0,07 olarak bulundu.
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Johnsen Testikuler Biyopsi Skorlamasi
12,00

10,00

8,00

6,00

Skor

4,00

2,00

0.00 KONTROL BUSULFAN ALA+BUS

mJohnsen Testikiler Biyopsi Skorlamasi 9,64 2,67 9,50 5,16

Sekil 17: Johnsen Testikuler Biyopsi Skoru

(®) Kontrol grubuna gére anlamli azalis.

> Kontrol grubu ve Busulfan grubu karsilastirildiginda Johnsen Testikiler
Biyopsi Skorlamasi Busulfan grubunda anlamli olarak azalmisti (p=0,001).

> Kontrol grubu ve ALA grubu karsilastirildiginda Johnsen Testikliler Biyopsi
Skorlamasi istatistiksel olarak anlamali bir fark goértlmedi. (p=0,25).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubu karsilastirildiginda Johnsen Testikuler
Biyopsi Skorlamasi ALA+BUS grubunda anlaml olarak azalmisti (p=0,001).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubu karsilastinldiginda Johnsen
Testikuler Biyopsi Skorlamasi Alfa Lipoik Asit grubunda anlamli olarak artmisti
(p=0,001).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubu karsilastirildiginda Johnsen Testikuler
Biyopsi Skorlamasi ALA+BUS grubunda anlaml olarak artmisti. (p=0,001).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubu Kkargilastinidiginda Johnsen
Testikiler Biyopsi Skorlamasi ALA+BUS grubunda anlamh olarak azalmisti
(p=0,001).

73



4.4 IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Seminifer tubdllerde bulunan spermatogenik hicrelerin DNA
fragmantasyonunun ve apoptozun degerlendiriimesi igin TUNEL ve Aktif Kaspaz-3
boyamasi yapildi. Deney gruplarindaki her bir denek i¢in on ayri tubuldeki TUNEL
pozitif ve Kaspaz pozitif hucreler sayildi. Sonuglarin karsilastirlmasinda One Way
ANOVA testi kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 10: Kaspaz ve Tunel pozitif hlcre sayimlari igin gruplarasi istatistik verileri.

KONTROL | BUSULFAN | ALFA LIPOIK ASIT | ALA+BUS

KASPAZ 5,63+0,10 | 30,01+0,28 6,13+0,15 29,57+0,17

TUNEL 9,97+0,21 | 34,36+0,43 10,13+0,19 33,60+0,16
KASPAZ TUNEL
Kontrol-Busulfan p= 0,001 p= 0,001
Kontrol-ALA p= 0,072 p= 0,21
Kontrol-ALA+BUS p= 0,001 p= 0,001
Busulfan-ALA p= 0,001 p= 0,001
Busulfan-ALA+BUS p= 0,064 p= 0,23
ALA - ALA+BUS p= 0,001 p=0,001

4.4.1 Aktif Kaspaz-3 Boyamasi

Seminifer tubullerindeki Kaspaz pozitif hicre sayimi yapildiginda;

Kontrol grubu ortalama 5,63+0,10,

Busulfan grubu ortalama 30,01+0,28,

Alfa Lipoik Asit grubu ortalama 6,13+0,15,

ALA+BUS grubu ortalama 29,57+1,81 olarak bulundu.
> Kontrol grubu ve Busulfan grubu karsilastirildidinda Kaspaz pozitif hucre
sayisi Busulfan grubunda anlamli olarak artmigti. (p=0,001).
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> Kontrol grubu ve ALA grubunu karsilastirdigimizda Kaspaz pozitif hicre
sayisinda anlamli fark gézlenmedi (p=0,072).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda Kaspaz pozitif hiicre
sayisi ALA+BUS grubunda anlamli olarak artmisti (p=0,001).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunu karsilastirdigimizda Kaspaz pozitif
hicre sayisi Busulfan grubunda anlamh olarak artmisti (p=0,001).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda Kaspaz pozitif
hicre sayisinda anlaml fark gézlenmedi (p=0,06).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda Kaspaz

pozitif hlicre sayisi ALA+BUS grubu anlamli olarak artmisti (p=0,001) (Tablo 10).

A, N | P : 0.-
Sekil 18: Aktif Kaspaz-3 boyamasi (A) Kontrol Grubu, (B) Alfa Lipoik Asit Grubu,
(C) Busulfan Grubu, (D) ALA+BUS Grubu

(=== ) kaspaz pozitif hicreler.
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44.2 TUNEL Terminal (Deoxynucleotidyl Transferase - Mediated
Deoxyuridine Triphosphate DNA Nick - End Labelling)

Seminifer tubullerindeki TUNEL pozitif hicre sayimi yapildiginda;

Kontrol grubu ortalama 9,97+0,21,

Busulfan grubu ortalama 34,36+0,43,

Alfa Lipoik Asit grubu ortalama 10,13+0,19,

ALA+BUS grubu ortalama 33,60+0,160larak bulundu.

> Kontrol grubu ve Busulfan grubu karsilastirildiginda TUNEL pozitif hucre
Busulfan grubunda anlamli olarak artmisti. (p=0,001).

> Kontrol grubu ve ALA grubunu karsilagtirdigimizda TUNEL pozitif hucre
sayimi anlamh fark goézlenmedi (p=0,21).

> Kontrol grubu ve ALA+BUS grubunu kargilastirdigimizda TUNEL pozitif hucre
sayimi ALA+BUS grubunda anlamli olarak artmisti (p=0,001).

> Busulfan grubu ve Alfa Lipoik Asit grubunu karsilastirdigimizda TUNEL pozitif
hdcre sayimi Busulfan grubunda anlamli olarak artmigti (p=0,001).

> Busulfan grubu ve ALA+BUS grubunu karsilastirdigimizda TUNEL pozitif
hdcre sayimi anlamli fark gézlenmedi (p=0,23).

> Alfa Lipoik Asit grubu ve ALA+BUS grubunu kargilastirdigimizda TUNEL
pozitif hiicre sayimi ALA+BUS grubu anlamli olarak artmigti (p=0,001) (Tablo 10).
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Sekil 19: TUNEL boyamasi (A) Kontrol Grubu, (B) Alfa Lipoik Asit Grubu,
(C) Busulfan Grubu, (D) ALA+BUS Grubu

(=== ) kaspaz pozitif hicreler.
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4.5 BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.5.1 Enzim aktiviteleri ve MDA duzeylerinin saptanmasi

MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari kiti ile
spektrofotometrik yontemle olguldu. Sonuglar uM olarak ifade edildi. Kitin ¢alisma
yontemi kromojenik bir reaktif ile MDA'nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline
dayanir. 586 nm’de absorbans Olgulerek standart egrisinden MDA degerleri
belirlendi.

GSH ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri kullanilarak
spektrofotometre (T80, PG instruments, UK) ile dl¢uldu. Enzim aktiviteleri hazirlanan
supernatanlardan olguldu, GSH sonuglari yM, GPx sonuglari tnite/mg protein (U/mg
pr) =+ Standart Hata (SH) olarak gosterildi. GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis
International, USA) Kkiti ile Olguldu. Kitin galisma yontemi chromophoric thione
olusumu temeline dayanir. Tamponla Kkaristirilan supernatana indirgeyici ajan
eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma donustarular. Daha sonra kromojen
eklenip pH arttirlarak chromophoric thione olusturulur. 420 nm’de absorbans
Olculerek GSH konsantrasyonu belirlendi.

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptanmistir.
Bu kit Paglia ve Valentine'in tanimladigi yonteme gore hazirlanmistir. GPx, kimen
hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon reduktaz
(GR) ve NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH)
cevrilir, bu sirada NADPH okside olarak NADP'ye donusur. Spektrofotometrede 340
nm'de absorbansdaki azalma dlg¢uldu.

Doku protein 6lgumleri Intron BCA protein kitiyle yapildi (SMART BCA Protein
Assay Kit, 21071). Kitin ¢alisma prensibi total proteinin kolorimetrik tayininde BCA
(bisinkoninik asit) kullaniimasina dayanmaktadir. iki molekil BCA bir bakir iyonu ile
selatlanarak morumsu renkte reaksiyon olusturmaktadir. Spektrofotometrede 620
nm’'de absorbans okunarak standart egrisinden protein konsantrasyonu

belirlenmektedir.
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Biyokimyasal degerlendirmede tum veriler ortalamat+SH olarak gosterildi.
Gruplarin ortalamalari arasindaki farklar SPSS programinda one-way ANOVA post

hoc LSD testi kullanilarak degerlendirildi. p< 0.05 anlamlilik dizeyi esas alindi.

4.5.1.1 MDA degerleri
Tam gruplarin MDA degerleri Tablo 1'de, ortalama MDA sonuglari Grafik 1'de

gosterilmektedir. Busulfan grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak yuksek bulunmustur (p<0.005). ALA grubunda MDA degerleri Busulfan ve
ALA+Busulfan gruplarina goére anlamli olarak dusuk bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve
ALA gruplari arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05). Busulfan grubunun
MDA degerleri ALA+Busulfan grubuna gore anlamli olarak dusuk bulunmustur
(p<0.05).

MDA

3,5 1 * 4
; T

2,5
2
=
=1
1,5
1

0,5

0
B KONTROL B BUS B ALA CJALA+BUS

Sekil 20: MDA degerleri

*Kontrol grubuna goére anlamli olarak farkli; # Busulfan grubuna gore anlamli olarak
farkli

79



4.5.1.2 GSH degerleri
Tdm gruplarin GSH degerleri Tablo 1’de, ortalama GSH sonuglarn Grafik 2’de

gOsterilmektedir. Busulfan grubunda GSH degerleri kontrol grubuna goére anlamli
olarak dusuk bulunmustur (p<0.05). ALA+Busulfan grubunda GSH degerleri Busulfan
grubuna gore anlamli olarak ytksek bulunmustur (p<0.001). ALA ve ALA+Busulfan
gruplari arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

GSH

600 * 4

500
400

= 300

200

100

0
M KONTROL B BUS SALA B ALA+BUS

Sekil 21: GSH degerleri

*Kontrol grubuna gére anlamli olarak farkli; # Busulfan grubuna gdre anlamli olarak
farkli

4.5.1.3 GPx degerleri
Tdm gruplarin GPx enzim aktivitesi degerleri Tablo 1’de, ortalama GPx enzim

aktivitesi sonugclari Grafik 3'de gosterilmektedir. Busulfan grubunda GPx degerleri
kontrol grubuna goére anlamli olarak disuk bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu ile
ALA ve ALA+Busulfan gruplari arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05).
ALA+Busulfan grubunda GPx deg@erleri Busulfan grubuna gére anlamli olarak ytiksek
bulunmustur (p<0.05). ALA ve ALA+Busulfan gruplari arasinda anlamh fark
bulunmamistir (p>0.05).

80



GPx

18
16 -
14

| %

[y
o
1

U/mgpr

o N B OO

M KONTROL W BUS SALA OALA+BUS

Sekil 22: GPx degerleri

*Kontrol grubuna gére anlaml olarak farkli; # Busulfan grubuna gdre anlamli olarak
farkli

Tablo 11: MDA, GSH ve GPx degerlerinin gruplar arasi istatistik verileri.

GRUP n MDA GSH (uM) GPx U/mg pr
Kontrol 7 1.6410.02# 469.95 £ 9.47# | 12.49+1.15#
Busulfan 7 1.64+0.02# 423.62+16.61* | 7.79+£0.80*
Alfa Lipoik Asit | 7 1.67+0.11# 520.98+3.03*# | 10.43+£2.00
Ala+Bus 7 2.9510.21*# 512.55+4.86*# | 14.4+1.78#
p <0.001 <0.001 0.031

* Kontrol grubuna goére anlamli olarak farkli
# Busulfan grubuna goére anlamli olarak farkli
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5. TARTISMA

Son yillarda gocukluk c¢agi kanser tedavilerindeki kapsamli gelismeler bu

malignitelerde hayatta kalma oranini artirdi. Bu nedenle vakalardaki yasama
beklentisi de artti (133). Uygulanan kanser tedavileri hizla bolinip ¢ogalan kanser
hdcreleri Uzerinde oldukga etkilidir. Ancak bu tedaviler timor hucrelerini spesifik
olarak hedefleyemezler. Bu da gesitli ikincil malignitelere neden olmaktadir. Onkolojik
tedavilere baglh en énemli sorunlardan biri de infertilitedir. Sitotoksik kemoterapi ilaci
olan alkilleyici ajanlar (siklofosfamid, sisplatin, busulfan vb) , germinal epitel hasari
olusturarak oligospermi veya azoospermiye neden olabilir. Bu nedenle kanserli
kisilerin infertilite tedavisi icin birgok girisim uygulanir. Ozellikle spermatozoa
dondurma yaygin bir klinik uygulamadir ve intra stoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
ile basarli sonuglar alinmaktadir. Ancak bu yontem hentz gocukluk ¢aginda olan
hastalar igin uygulanabilir degildir (134).

Busulfan klinikte kullanilan bifonksiyonel alkilleyici antineoplastik bir ilagtir.
Kronik Miyeloid Losemi ve Polisitemia Vera gibi c¢esitli malign hastaliklarin
tedavisinde kullanilir. Busulfan, hematolojik, sinir ve uUreme organlari gibi cesitli
biyolojik organlarda hem akut hem de kronik gesitli olumsuz etkilere neden olabilen
yuksek toksisiteye sahiptir. Kemoterapide kullanilan alkilleyici ajanlar germ hucreleri
ve somatik hucrelerde alkil gruplarini gesitli hicresel bilesenlere aktararak hucresel
mekanizmalarda sitotoksik etkilere neden olur (134). Simone ve ark. Yaptiklari
calismada Busulfan’in serbest radikaller Ureterek hucreleri  6ldurdaguni
aciklamiglardir (135). Antioksidanlar ise hem serbest radikalleri hem de bunlardan
kaynaklanan oksitadif reaksiyonlari notralize ederler (134).

Alfa lipoik asit, fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igceren antioksidan
aktivitesi olan dogal bir molekuldur. Hem lipofilik hem de hidrofilik ortamlarda etkinlik
gOsterir. Ayni zamanda radikal metabolit Uretiminin dnlenmesi, Uretilmis radikallerin
supurulmesi, hucre haraplarinin onarilmasi ve endojen antioksidan kapasitesinin
artinlmasi gibi antioksidan savunma sisteminin butin basamaklarinda da etkili
oldugu icin evrensel bir antioksidan olarak adlandirilir (81,82). Klinikte Lipoik asit
takviyesi insanlarda cesitli hastaliklarda denenir. Bunlar arasinda diyabette kan
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sekerinin dusurdlmesi, damar hastaliklari, metabolik sendrom, multipl skleroz,
Alzheimer, demans sayilabilir (101,102,96,103). Hayvan deneylerinde ise iskemi-
reperflUzyon hasari, katarakt olusumu, nérodejenerasyon, yaglanma, kolit, radyasyon
hasari ve gesitli ilag (adriamisin, siklofosfamid, siklosporin A) toksisitelerine karsi
yararli oldugu gosterilmigtir (104,105,106,107,108,109,110).

Bu tez calismasinda Busulfan uygulanan prepubertal erkek ratlarda olusan
testis hasarina kargi guglu bir antioksidan olan Alfa Lipoik Asit'in etkisini incelemeyi
amacladik ve elde ettigimiz verilerin literatlre katkisi olacagini diguinmekteyiz.

Deneysel galismalarda Busulfan uygulanan erkek ratlarda testis agirligi, denek
agirhklar, apoptoz Dbelirtegleri ve biyokimyasal parametreler ile c¢alismalar
desteklenmigtir. Bizim ¢alismamizda da bu oOgeler tubul hasarini ve antioksidan

etkinligini degerlendirmek amaciyla kullaniimigtir.

Isik mikroskobik bulgular; Calismamizda intraperitoneal olarak 21 gun ara ile iki
doz 10 mg/kg Busulfan uygulanan prepubertal erkek ratlarda olugan testis hasarina
karsi Alfa Lipoik Asit'in tedavi edici etkisini degerlendirdik. Bu degerlendirmeyi
yaparken tum gruplarda testisin histolojik yapisini koruyup korumadigini incelemek
icin ve seminifer tubul ¢cap olgumu i¢in H&E, bazal membrandaki degisimler i¢cin PAS
boyasi, apoptozun degerlendiriimesi amaciyla da TUNEL ve aktif kaspaz-3 antikoru
immunohistokimyasal olarak uygulandi. Ayrica testiste olugsan hasar semikantitatif

olarak skorlanarak degerlendirildi ve histomorfometrik dlgumler yapildi.

Busulfan dozu, yapilan literatur taramasi sonucunda arastiricilarin ¢ok farkh
miktarlar ve ¢ozucu olarak da DMSO kullanmalarindan dolay: ticari olarak satilan ve
klinikte kullanilan Busilvex ile 6n galisma yapildi. Optimizasyon i¢in denenen; 14 gun
ara ile 15 mg/kg, 21 gun ara ile 10 mg/kg, tek doz 40 mg/kg ve tek doz 20 mg/kg
dozlardan 21 gun ara ile 10 mg/kg’in ¢alismamiz i¢in en ideal doz oldugu tespit
edilmistir (63,136,137,138).
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Perez-Crespo ve ark.lari Busulfan grubunda testis ve epididimis agirliklari,
spermatozoa konsantrasyonu ve motilitesinde azalma oldugunu gostermislerdir.
Histolojik analizlerinde seminifer tubdllerin ¢aplarinda azalma ve seminifer tubul
epitelinde vakuolizasyon, dejenere spermatosit ve germ hucrelerinde kayip oldugunu

gOzlemistir.

Mehrabani ve ark. calismalarinda Sprague-Dawley ratlara 21 gun ara ile 10
mg/kg iki doz Busulfan’i (Busilvex®), i.p olarak uygulamiglardir. Deney sonunda
busulfan uygulanmig denek testislerini histolojik olarak incelediklerinde bir g¢ok
seminifer tubulde, seminifer tubuler atrofi ve dejenaratif germinal epitel gozlenmistir.
Seminifer tubdllerin lumenlerinde genis vakuolazisyonlar izlenmistir ve seminifer
tubdllerin periferik zonlarinda ince bir tabaka halinde atrofik germinal epitelle
kaplandigini belirtmistir (136).

Panahi ve ark. Sprague-Dawley rat kullandiklari ¢alismalarinda ilk gruba tek
doz 10 mg/kg Busulfan (Busilvex®), ikinci gruba 21 gun ara ile iki doz 10 mg/kg
Busulfan’i i.p olarak uygulamis ve bu iki grubu higbir igslem uygulanmamis kontrol
grubuyla kargilagtirmistir.

Tek doz Busulfan grubunda hipo-spermatogenezis  gozlemislerdir.
Calismalarinda, germ hucrelerinde (spermatagonia, spermatosit ve spermatidler)
azalma oldugunu belirtmiglerdir. Spermatogenezis agamasinda ise spermatogonia ile
spermatid hicre tabakalari arasinda histopatalojik bulgular tespit etmislerdir ve
spermatogenezisin  sinirlandigi, tubul maturasyonunda duraksama oldugu

gOzlenmistir. Ancak Leydig hicre miktari normal olarak gozlenmistir.

iki doz Busulfan grubunda sadece germ hiicreleri ve sertoli hiicrelerinde aplazi
izlenmistir. interstisyal alanda ve bazal membran kaliniginda goérinir bir artis
gozlenmemigtir. Tubul ¢aplarinin normal veya kismen azaldigi ve tubullerin sadece
sertoli hiicreleri igerdigini belirtmiglerdir. interstisyal alanda ise leydig hiicre miktari

normal olarak izlenmigtir.
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Khanlarkhani ve ark. vyaptklari c¢alismada morfolojik degisikliklerin
degerlendiriimesi igin testis agirliklarini d6lgmuslerdir. Kontrol grubu ile Busulfan
grubunun testis agirliklari karsilastirildiginda, busulfan grubunda neredeyse iki kat
azaldigini ve H&E boyamasinda da yuksek oranda seminifer tubullerin bos oldugunu
belirtmiglerdir (63).

Dehghani ve ark. yaptiklari g¢alismada Bulsufan uyguladiklari grupta testis
agirhgi, germinal epitel kalinhd@r ve seminifer tubul ¢apinda anlamli azalmanin

oldugunu belirtmislerdir (139).

Mirhoseini ve ark.lari yaptiklari g¢alismada Busulfan grubunda testis
dokusunda duzensizlik, ayriimis seminifer tubul yapisi ve bazal membrana komsu
kuguk germinal hicreler disinda dejenaratif germinal hucreler gézlenmistir. Kontrol
grubuna gore Busulfan grubunda seminifer tubul kalinliginda anlamli azalma tespit
etmistir (134).

Bordbar ve ark.lari yaptiklari c¢alismada testis ve vacut agirliklarini
degerlendirmiglerdir. Vicut agirliklarinin kontrol grubuna gore Busulfan grubunda
anlaml derecede azaldigi gozlenmistir. Testis agirligi ve hacmi yine kontrol grubuna
gore Busulfan grubu ile karsilastirildiginda azaldigini belirtmislerdir. Tabul hacmi ve
interstisyal dokunun da Busulfan grubunda anlaml derece azaldigini
belirtmistir(140).

Choi ve ark.lar yaptiklari ¢galismada deney asamasinda Busulfan grubunda
vucut agirliklarinda hayvanlarin vacut agirliklarinda artis oldugunu belirtmiglerdir.
Testis agirliklarinda ise azalma go6zlenmigtir. Germ hucrelerinde azalma ve
spermatogonia hucrelerin  aksine c¢ogunlukla spermatogenik htcrelerin yoklugu
izlenmigtir (137).

Biz de yaptigimiz calismada arastirmacilarin yaptiklari c¢alismalara benzer

olarak Busulfan grubunda; testis agirliklari, seminifer tubdl ¢api, bazal membran

kalinhgi ve germinal epitel kalinliginda azalma goézlemledik. Caligmamizda vucut
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agirliklarini degerlendirdigimizde, Choi ve arkadaslarinin elde etmis oldugu vucut
agirhgr artisini diger calismacilarin aksine bizde galismamizda benzer olarak arttigini
gozlemledik. Seminifer tubul epiteli germ hucreleri arasinda ve tubdl lGmeninde
vakuolizasyon ve germinal epitel hucre kaybi oldugunu go6zlemledik.
Spermatogonyumlar ve tubul [limeninde spermiyum sayilarinin az oldugu hatta bazi
[Gmenlerin ise bog oldugunu gozlemledik. Sertoli hlcre yapisi da normal olarak
izlendi. Ancak Bordbar ve arkadaslarinin aksine biz intertisyel alanda herhangi bir

degisiklik gozlemlemedik.

Dehghani ve ark.lari yaptiklari galismada Busulfa’nin oksidatif hasarla
spermatogenezisi inhibe ettigini belitrmiglerdir. Arastirmalarinda serbest radikallerin
direkt olarak DNA kiriklarina veya genom’un yikimina neden olarak, harabiyet

olusturdugunu gozlemlemisler (139).

Nasimi ve ark.lari yapmig olduklari ¢calismada Busulfan’in yapmis oldugu testis
hasarina karsi Satureja khuzestanica (SKEO) bitkisi esansiyel yaginin koruyucu
etkisini degerlendirmiglerdir. Busulfan uygulamasindan bir gin sonra SKEO verdikleri
grubu kontrolle karsilastirdiklarinda TUNEL pozitif spermatoza yuzdesinde anlamli
artis oldugunu gozlemlemiglerdir. Fakat SKEO verilip ardindan Busulfan
uygulamasindan sonra tekrar SKEO verilen grupda TUNEL pozitif spermatozoa
yuzdesinin kontrol grubuna gore anlaml bir farkliligin olmadigini tespit etmistir (7).

Mirhoseini ve ark.lari yaptiklari ¢galismada Busulfan grubunda TUNEL pozitif
germ hucrelerinde oldukga anlamh bir artisin oldugunu gostermiglerdir. Bulsufanin
spermatogenezise vermis oldugu hasarin iyilestiriimesinin ise zor olabilecegini
belirtmiglerdir (134).

Dalia ve ark.lar1 yaptiklari ¢calismada Busulfan grubunda aktif-kaspaz 3 pozitif
hdcrelerin kontrol grubuna gore arttigini tespit etmislerdir. Germ hulcre tabakasi
kalinhginin azaldigini belirtmiglerdir. Bu bulgular dahilinde arastirmacilar, sitotoksik
ilaglarin, germinal epitelin mitotik aktivitesinden dolay! hedef alindigini belirtmektedir
(141).
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Li ve ark.lar1 yaptiklari calismada Bulsafinin serbest oksijen radikallerinde artisi
indukledigi gosterilmigtir.

Bizde calismamizda Dalia, Mirhoseini ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalara
benzer olarak Busulfan grubunda DNA fragmentasyonunda artis ve pozitif apoptotik
hicre sayisinda ki artig nedeniyle spermatositogeneziste duraksama ve

spermatogenik hicre serisinde azalma gozlemledik.

Mirhoseni ve ark.lar yaptiklari ¢alismada, farelerde Busulfan grubunda i1sik
mikroskobi goruntuleme ile testikller hasar ve spermatogenezisi degerlendirmistir.
Johnsen’s skorlama teknigi spermatogenezis degerlendiriimesinde kullanmistir.
Johnsen skorlamasi x40°hk buyatmede, her bir testis dokusunda 100 tabdl
sayllmistir. Her bir tubule 1°den 10 kadar deger vermiglerdir. Skor 1 inaktivite
gosteren tubul, skor 10 ise maksimum aktivite (lumende en az 5 veya daha fazla
spermatazoa) gOsteren  tubdldur. Busulfan grubunda  Johnsen  skoru
(ortalama=15.50) kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigini
belirtmistir (134).

Panahi ve ark.lan vyaptiklart g¢alismada spermatogenik hucreleri
degerlendirmek icin spermatogenik indeks skalasina gore sonuglari degerlendirmistir.
Bu indeks, semifer tubulde spermatogenik hucre varligi-yoklugu , germ hucre miktari,
hiacre tipleri, ve ge¢ spermatid varligi-yokluguna bakilarak kantitatif olarak
degerlendiriimektedir. Arastirmacilar skorlama i¢in O ‘dan 6 kadar deger vermislerdir.
Her bir tubdlde, 0 skor= spermatogenik hucre yoklugu, 1 skor= sadece
spermatogonia varligi, 2 skor = spermatogonia, spermatosit, 3 skor= spermatogonia,
spermatosit, erken spermatidler ve 25 ten az ge¢ spermatidler varhgi, 4 skor=
spermatogonia, spermatosit ,erken spermatidler ve 50 den fazla ge¢ spermatid
varligr , 5 skor= tum germ hucre tipleri ve 50 ile 100 arasinda ge¢ spermatidler, 6
skor= tum germ hucre tipleri ve 100 den fazla ge¢ spermatidler varligi olarak

skorlanmistir. Arastirmacilar seminifer tubullerin spermatogenezis indeksin, 2 doz 10
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mg/kg Busulfan i.p enjeksiyon uygulanan Busulfan grubunda anlamli olarak

azaldigini gostermistir (142).

Mehrabani ve ark.lan yaptiklari calismada Panahi ve arkadaslarinin
calismasinda da yer alan spermatogenik indeks skalasi ile potansiyel spermatogenik
hlcre sayisi kantitatif olarak degerlendirmistir. Ancak skorlamada O ile 5 kadar olan
deger araligi secilmistir. Her bir tubulde; 0 skor= spermatogenik hicre yoklugu, 1
skor= sadece spermatogonia varligi, 2 skor= spermatogonia, spermatosit, 3 skor=
spermatogonia, spermatosit, erken spermatidler ve 50 den az ge¢ spermatidler
varligi, 4 skor= spermatogonia, spermatosit, erken spermatidler ve 50 ile 100
arasinda ge¢ spermatidler, 5 skor= tum germ hucre tipleri ve 100 den fazla ge¢
spermatidler  gosterilmigtir. Bulsulfan grubu skorlama sonuglari, kontrol ile
karsilastinldiginda anlaml olarak azaldigini belirtmistir (136).

Bizde c¢alismamizda tubullerde spermatogeneziste ki degisiklikleri kantitatif
olarak gostermek icin Mirhoseni ve arkadaslarinin yaptiklari gibi Johnson Skorlama
Teknigini kullandik. Elde ettigimiz veriler SPSS 22.0 proramina yuklenerek One
Way Anova programinda Tukey testi ile degerlendirdigimizde Busulfan grubu
skorlama sonuglarinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalig oldugunu tespit ettik.

Selvakumar ve ark.lari yaptiklari calismada Siklofosfamid ile olusturulan testis
hasarinda Alfa Lipoik Asit'in koruyucu etkinligini biyokimysal olarak incelediklerinde;
GPX degerlerinde azalis ve GSH degerlerinde ise kontrol grubuna goére artis
oldugunu belirtmistir (143).

Lebda ve ark.lar yaptiklari ¢alismada Akrilamid ile olusturulan testis hasarina
Alfa Lipoik Asit'in etkinligini biyokimyasal olarak incelediklerinde MDA degerinin
kontrol grubuna gore Lipoik Asit grubunda azaldigini, GSH ve GPX degerlerinin ise
kontrol grubuna gore Lipoik Asit grubunda arttigini belirtmislerdir.
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Biz de calismamizda biyokimyasal analiz sonuglarini degerlendirdigimizde,
Lebda ve arkadaslarinin galismalarina benzer olarak Alfa lipoik Asit grubunun kontrol
grubuna gore GPX, GSH degerlerinin artisini tespit ettik. Lebda ve arkadaglari Alfa
lipoik asit grubunun kontrol grubuna gore MDA degerlerinde azalig tespit ederken
Selvakumar ve arkadaslari ise MDA degerlerini kontrol grubuna yakin olarak tespit
etmistir. Bizim ¢alismamizda ise, MDA degerlerinin Lebda ve arkadaslarinin aksine

biz analiz sonuglarimizda anlamli olmasada artis oldugunu tespit ettik.

Yaptigimiz literatir taramasina gore daha 6nce Busulfan'in biyokimyasal
olarak MDA, GPX ve GSH analizleri agisindan degerlendiriimemistir. Prepubertal
sicanlarda busulfan ile olusturulan testis hasarina Alfa Lipoik Asitin etkisini
degerlendirdigimiz ¢alismamizda, Busulfan grubumuzda MDA degerlerinde anlamli
derecede artis, GPX ve GSH degerlerinde ise anlamli derecede azalis oldugunu

tespit ettik.
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6. SONUC VE ONERILER

Busulfan verilen grupta spermatogonium ve spermatositlerdeki DNA hasarina

ugrayan hucre sayilari yuksek bulunmustur. Bu da Busulfan’in testis Gzerinde DNA
hasarina neden oldugunu kanitlamaktadir.

Busulfan grubundan elde ettigimiz yuksek seviyedeki MDA duzeyi ve dusuk
seviyedeki GPX ve GSH duzeyleri Busulfan'in oksidatif strese de neden oldugunun
bir kanitidir.

Gruplar arasindaki seminifer tubul c¢aplarini karsilastirdigimizda Busulfan
seminifer tubul c¢aplarinda daralmaya, bazal membran kalinliginda azalmaya,

spermatogenik hucre kaybina ve tubulde vakuolizasyona neden olmustur.

Immunahistokimyasal olarak TUNEL ve Aktif Kaspaz-3 IHC boyamalarinda

Busulfan grubunda pozitif boyanan hucre sayilari anlamli derecede artmistir.

Calismamizda kullandidimiz dozdaki Alfa Lipoik Asit'in Busulfan’in neden
oldugu hasari anlaml bir sekilde engellemedigi ancak tek basina uygulandiginda
antioksidan etkisini korudugu ve herhangi bir hasar vermedigini gorduk.

Guglu bir antioksidan olan Alfa Lipoik Asit'in daha onceki ¢calismalarda testiste
olusturulan hasarlar Uzerinde koruyucu etkisi oldugu literatirde gosterilmigtir.
Busulfan’la olugturulan hasarda ilk kez uygulanan Alfa Lipoik Asit, elde ettigimiz
veriler dogrultusunda 35 gunlik suregte beklenen etkiyi gostermedi ancak farkli sure
ve dozlar belirlenerek calisiimasinin literature katki saglayacagini dugtniyoruz.
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