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VI
RADYOTERAPI UYGULANAN RATLARDA TESTIiS HASARININ
ONLENMESINDE AMIiFOSTININ ROLU

OZET

Testis dokusu, radyasyondan oldukca yiiksek oranda etkilenen dokulardan
biridir. Amifostin radyoterapi ve kemoterapinin yan etkilerinin Onlenmesinde
kullanilan kimyasal ila¢tir. Bu ¢alismayla radyoterapinin testis dokusu ve sperm
hiicrelerinde  yaptigi etkide amifostinin Onleyici rolii TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick and labelling assay)
yontemi kullanarak degerlendirildi.

Agirliklart ortalama 245 + 22,89 gr olan 32 adet yetiskin Sprague-Dawley
cinsi erkek sican ¢alisma gruplarinda ve kontrol grubunda 8’er adet olmak tizere 4
gruba ayrildi. Radyoterapi (RT) testislere 2 Gy dozunda, 3 fraksiyonda uygulandi.
Birinci gruptaki (kontrol grubu) saglikli si¢anlara ne radyoterapi ne de amifostin
uyguland:. Ikinci gruptaki (amifostin grubu) siganlara 3 giin siiresince 200 mg/kg
amifostin intraperitoneal yolla uygulandi. Ugiincii gruptaki (RT-salin) sicanlara
deneysel olarak 2 Gy radyoterapi 3 fraksiyonda toplam 6 Gy uygulandi. Dordiincii
gruptaki (RT —amifostin) siganlara ise toplam 6 Gy radyoterapi ve 3 giin boyunca
200 mg/kg amifostin uygulandi. Sicanlar radyoterapi uygulamasindan 4 hafta sonra
histolojik degerlendirmeler i¢in sakrifiye edildi. Apopitozun belirlenmesinde
TUNEL yéntemi kullanildi. Histolojik degerlendirmelerden sonra Apopitotik Indeks
(Al) yiizdeleri, hazirlanan her bir kesitte rastgele seminifer tubuliin
degerlendirilmesiyle elde edildi. Radyoterapi uygulanmasindan dort hafta gegmesine
ragmen 6 Gy sonrasinda RT-salin ve RT-amifostin gruplarinda yiiksek miktarda
apopitotik cevap izlendi. Bu iki ¢alisma grubunun apopitotik indeksleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu izlendi. Radyoterapiden 30 dk. once
intraperitoneal olarak uygulanan amifostinin, siganlarda radyoterapi uygulanan germ

hiicrelerinde apopitoza kars1 bir koruyuculuk gosterdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Radyoterapi, Amifostin, Testis Dokusu, Germ Hiicresi



IX
THE ROLE OF AMIFOSTINE iN PREVENTION OF RADIOTHERAPY OF
TESTICULAR TiSSUE DAMAGE IN RATS

SUMMARY

Testicular tissue is one of the tissues which are affected by radiation quite
highly rate. Amifostine is a chemical drug used in prevention the side affects of
radiotheraphy and chemotheraphy. With this study, the preventive role of amifostine
in effect that radiotheraphy creates in testicular tissue and spermatogenic cells was
asssesed by using TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-
biotin nick and labeling assay) method.

32 adult,male rats (Sprague-Dawley) avarage weights are 245 + 22.89 gr are
separated into four groups , including eight each in study groups and control group.
Three fractions being 2 Gy were applied radiotheraphy to testes. Healthy rats in first
group (control group) were applied neither radiotheraphy nor amifostine. Rats in
second group (amifostine group) were applied 200 mg\kg amifostine with
intraperitaneal way. Rats in third group (RT-salin) were applied experimentally 2 Gy
radiotheraphy in 3 fractions, in all 6 Gy. Rats in fourth group were applied total 6 Gy
radiotheraphy and 200 mg\kg amifostine for 3 days. After four weeks of
radiotheraphy application, rats were sacrificed for histological examinations. TUNEL
method was used in being identified apoptosis. After histological examinations,
apoptotic index (Al) percentages were obtained by being evaluated seminiferous
tubules in each section prepared randomly. Although it has been four weeks after
radiotheraphy application, high apoptotic response was observed in RT-salin and RT-
amifostine groups. Between these two groups apoptotic index, that there is a
meaningfull distinction statistically was observed. In conclusion before 30 minutes
from radiotheraphy, the results was reached that amifostine applied intraperioneally

showed a protection against apoptosis in testes gem cells in rats.

Keywords: Radiotherapy, Amifostine, Testicular Tissue, Germ Cell



1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) birimi olan Global Cancer Statistic
(GLOBOCAN) kanser arastirma veri tabaninin bilgilerine gore Tiirkiye’nin de i¢inde
bulundugu 184 iilkede yapilan arastirmalar neticesinde 2011 yilinda 14.1 milyon
primer kanser vakasi olugsmus ve 8.2 milyon insan bu nedenden hayatin1 kaybetmis,
32.6 milyon insan da 5 yildir kanser tanisi ile yasamini siirdiirmektedir. Akciger,
karaciger, mide, kolorektal ve meme kanserleri kansere bagli 6liimler biitiin kanser
nedeniyle dliimlerin yarisindan fazlasini olusturmaktadir (Jemal ve ark. 2011).

Radyoterapi uygulamasindan sonra spermatogenezin 0.1-1.2Gy dozlan
arasinda etkilendigi, 4 Gy’ den yliksek dozda ise kalict hasar olusturdugu
bildirilmigtir. Leydig hiicreler ise 30 Gy’ den disiik dozlara maruz kaldig
durumlarda canliligin1 korudugu belirtilmistir (Bujan ve ark. 2013).

Casarett’in doku radyosensitivite (hassasiyet) siniflandirmasina gore doku
hasari ve hiicre 6liimii temel alindiginda hassasiyet derecesine gore radyosensitivite 3
gruba ayirmustir. I. grup dokular; radyosensitif (duyarl) dokular olup, fetus, kan

hiicreleri, lenf dokusu ve iireme hiicrelerini icermektedir. II. grup dokular;

radyoresponsif (cevap olusturabilen) dokular olup, sindirim sistemi epiteli ve deriden
olugmaktadir. III. grup dokular radyorezistif (direng gosterebilen) dokular olup, kas,
kemik, sinir dokularim igerir (Hall ve Giaccia 2006). Testislerin de radyoduyarh
doku olmalar 6zelliginden dolayr amifostinin olast koruyucu etkinliginin daha 1iy1
gbzlemlenebilecegi diisiintilmiistir.

Kanserle miicadeleki etkinliginden 6tiirii radyasyon ¢ok kullanilan bir tedavi
yontemidir. Bu nedenden dolayidir ki kanser tedavisi goren hastalarin yaklasik yarisi
tedavi siiresi boyunca radyoterapi (RT) gormektedir (Ringborg ve ark. 2003).
Radyasyon tedavisi uygulanmasi sonucunda tiimoral dokunun yani sira normal
dokularin da etkilenmesi kaginilmaz bir sonuctur (Barnett ve ark. 2015).
Radyoterapiye maruz kalan hastalarda normal doku yaralanmasi olarak adlandirilan
ve kisa siirede normal dokudaki yara iyilesmesini olumsuz etkileyen ve hiicre
Olimiine bagli olarak c¢esitli belirtilerle kendini gosteren rahatsizliklar meydana
gelmektedir (Stone ve ark. 2003). Radyoterapiye veya kazara radyasyona maruz

kalan kisilerde apopitoz ve nekrozun varligi tesbit edilmistir. Uygulanan doz ile
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apopitotik indeks arasinda baglanti oldugu ayrica radyasyonun hiicre Olimii
mekanizmasini etkiledigi bilinmektedir. Bu etkilerin azaltilmasinda bir takim sentetik
radyoprotektif ajanlar gelistirilmistir. Radyasyon i1simasima maruz kalinmasindan
sonra hiicrede serbest radikaller olarak bilinen molekiillerin olustugu gozlenmis ve
olusan bu serbest radikallerin indirgenmesinde antioksidanlarin  sentetik
radyoprotektiflerle paralel Ozellikler gostererek DNA {izerinde radyasyonun
olusturdugu oksidatif hasar1 indirgedigi neticesine varilmistir (Rinaldi ve ark. 2005).

Bu ¢aligmada radyoprotektif ajan olan amifostin (WR-2721)’nin radyoterapi
sonrasinda testis dokusunda meydana getirebilecegi hasarin ve sperm motilitesinde
olusturabilecegi degisiklerin deneysel olarak incelenmesi amaglanmaktadir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Testis

2.1.1.Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, X kromozomuna sahip ovumu ddélleyen sperm
hiicresinin X veya Y kromozomu i¢cermesine baglidir. Yedinci haftadan 6nce genital
sistemin goriiniimii her iki cinste de birbirine benzer. Testis belirleyici faktor igin
gerekli olan SRY geni (Sex-determinig region on Y) Y kromozomunun kisa kolu
tizerindeki cinsiyet belirleyici bolgesinde yer alir. Y kromozomu dollenmede etkin
olan kromozom gonadin tipini belirler yani farklanmamis gonadin testis ya da
ovaryum olarak kimlik kazanmasini saglar (Moore ve ark. 2008).

Gonadlar;

Mezodermal epitel (arka karin duvarin mezotel epiteli),

Embriyonik bag dokusu (mezensim),

Primordial germ hiicreleri. Olmak iizere ii¢ kaynaktan gelisir.

Gonadal gelisimin ilk agamalar1 gebeligin 5. haftasinda ortaya ¢ikar. Mezotel
epitelin ve altindaki mezensimin kendini yenilemesiyle mezonefrozun yakininda
gonadal (genital) kabarti olarak adlandirilan bir kabariklik belirir. Epitelyal kordonlar
parmak seklinde bir gorlinlim sergiler ve mezensim igerisine dogru kisa zamanda
bliytirler. Sayet embriyo XX kromozom bulunduruyor ise, farklanmamis gonadin
medullasi geriler, korteksi overe benzesir, embriyo XY kromozom bulunduruyor ise,

medulla testise benzesir, korteks bazi kalintilar diginda geriler ve kaybolur (Langman
1996).



3

Y kromozomu iceren embriyolarda testislerin gelisimi planlt bir dizi genin
tetiklenmesiyle saglanir. Primer seks kordonlari, testis belirleyici faktor tarafindan
uyarilarak medulla derinlerine dogru uzarlar ve dallanmalar gosterirler. Daha sonra
bu dallanmalar anastomoz yaparak rete testin olusumunu saglarlar. Testis, belli
araliklarla yikima ugrayan mezonefrozdan ayrilir ve asili hale gecer. Seminifer
kordonlar, seminifer tubullere, tubuli rekti ve rete testise doniisiirler (Moore ve ark.
2008).

Leydig hiicreleri sekizinci haftadan sonra androjen hormonlar olan testosteron
ve andosteron {liretmeye baglarlar. Bu hormonlar dis genital organlarin ve mezonefrik
kanallarin olusmasina yardimci olurlar. Insan koryonik gonodotropin hormonu
(hCG), testesteron yapimini uyarir ve hormon miktar olarak 8-12 haftalarda pik
yapar. Ayrica Antimiillerian Hormon (AMH) veya Miillerian inhibitér Madde (MIS)
ad1 verilen bir hormon da f6tal testisler tarafindan salgilanir. AMH, paramezonefrik
kanallarin gelisimini baskilar (Cumhur 2001).

2.1.2. Testisin Anatomisi

Testisler erkek iireme hiicrelerinin yapildigi, sagli ve sollu, oval sekilli,
yetiskin insanlar i¢in sayisal olarak degerlendirmek gerekirse yaklasik 2,5 cm eninde,
4-5 cm uzunlugunda, 20-30 gr. agirliginda ve skrotum iginde funiculus spermaticusa
asilt olarak yerlesmislerdir. Skrotumun i¢ yiizii septum skrotum ile iki ayr1 odaya
ayrilir ve normalde bu iki bélmede iki testis bulunur. Dis ylizii ise kivrimli kese
goriiniimiindedir ( Moore ve Dalley 2007). Abdominal boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisen testisler erken fetal donemde bobreklere yakin bir
yerlesim gosterirler. Fetus biiyiidiik¢e asagiya dogru inerler. Dogumdan once de
normalde kanalis ingunalisten skrotuma inmis olmalar1 gerekir. Testislerin
fonksiyonel olabilmeleri igin bu inis zorunludur. Inis sirasinda karm 6n duvari
tabakalarim1 da stiriikledikleri i¢in deri, Tunika dartos, Fasia spermatika eksterna,
Fasia kremasterika, Fasia spermatika interna, Tunika vaginalis testis tabakalariyla
cepe cevre sarilmistir (Arinct ve Elhan 2006).

Testisler icten disa dogru;

Tunica vasculosa,

Tunica albuginea,
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Tunica vaginalis olmak {izere li¢ tabaka ile ¢evrilidir (Cumhur 2001, Ozan
2006). Tabakalar arasinda kalan bosluk cavum serosum scroti olarak
isimlendirilmistir. Bu boslukta eklem sivisina benzeyen, testislerin rahat hareket
etmesini saglayan kaygan bir sivi bulunur (Arinci ve Elhan 2006, Moore ve Dalley
2007).

Mediastinum testisten testise dogru giden uzantilara septula testis denir (Ozan
2006). Septumlar, testisin derinliklerine dogru uzanarak organi 250-300 adet lobguga
(lobuli testis) ayirir. Her bir lobguk 1-4 seminifer tubul adi verilen kivrintili tiiplerden
olusur (Ozan 2006, Ross ve Pawlina 2006). Seminifer tubuller testise dogru
ilerleyerek birbirleriyle anastomoz yaparlar. Bu anastomozlar rete testisi (Haller ag1)
olustururlar. Mediastinum testisin iist boliimiinde sayilar1 12-15 arasinda degisen rete
testisler efferent kanalciklara agilir ve daha sonra bu efferent kanalciklar, tunica
albuginea’y1 delerek testis disina c¢ikarlar (Ross ve Pawlina 2006, Gartner ve Hiatt
2007).

2.1.3. Testisin Histolojisi

Testis skrotal kese i¢inde bulunur. Testislerin bu konumu viicut 1sisindan 2-
3°C daha diisiik 1s1da olmalarini saglar (Kierszenbaum 2006).

Kalin bir kapsiil halinde olan tunika albuginea yogun bag dokusundan olusur
ve her bir testisi bu kapsiil icinde bulundurur. Mediastinum testis, tunika albuginea
testisin arka yliziinde kalinlagsmasiyla olusturdugu bolgedir. Aralarinda genellikle
iletisim olan lobiilden biri gevsek bag dokuyla g¢evrelenmis 1-4 seminifer tubule
sahiptir. Bu bag dokuda ¢ok sayida lenf ve kan damarlari, sinirler, androjen {iireten
Leydig hiicreleri ve makrofajlar gibi interstisyel hiicreler vardir (Jangueria ve ark.
1998).

Seminifer tubul; erkek lireme hiicresi spermatozoonlari olusturur ve her biri
yaklasik 50 cm uzunlukta ve 150-250 um ¢apinda, uglar1 U bigiminde olan ve rete
testise agilan tiiplerdir. Cok kath olup, karmasik ve kivrimli bir yapidadir ve bu
yapidaki ilk agamalarda kor uclu olan seminifer tubul daha sonra dallara ayrilir,
sonlanirken de liimeni daralir ve diiz tubuller halinde bir olusum sergiler. Bu olusum
ise tubuli rekti adin1 alir. Tubuli rekti, seminifer tubulleri rete testise ulastirir. Rete
testiste spermatozoonu toplayan, epididimisin bas kismi ile 10-20 sayida duktuli

efferentes baglayan kanallar toplulugudur (Kierszenbaum 2006, Ross ve ark. 2003).
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2.1.4. Seminifer Tubuller ve Hiicreleri

Germ ve somatik hiicrelerden olusan 6zellesmis seminifer epitel ile doseli
merkezi limenden meydana gelen seminifer tubuller 150-200 mikron kalinliginda
30-70 cm uzunlugunda, kivrintili kanalciklardir. Seminifer epitel, kollajen lifler ile
bazal membran, fibroblastlar, kasilabilir miyoid hiicrelerden meydana gelen tunika
propria ile c¢evrilidir. Kivrimli tubuller lobiiliin tepesine dogru kivrimlarini yitirerek
diiz bir tiip seklini alir. Bu diiz tiip tubuli rekti olarak adlandirilir. Bosaltic1 kanallarin
ilki tubuli rektilerdir. Tubuli rektiler anostomozlasarak farkli bir kanal olusturup rete
testis diye isimlendirilir (Jangueria ve ark. 1998, Aktiimsek 2004).

Seminifer epitelde germ hiicrelerine destek olan ve besleyen sertoli hiicreleri
ve germ hiicreleri olan spermatogenik hiicreler vardir. Bazal membrana en yakin
olup, birbiri iizerine siralanmis, gelisim asamasindaki hiicreler
spermatogonyumlardir. Liimene en yakin bulunan spermatidler ise, daha olgun
hiicrelerdir (Jangueria ve ark. 1998, Esrefoglu 2009).

2.1.5. Sertoli Hiicreleri

Bazal laminadan liimene dogru uzanirlar, tepe kisimdaki uglari ise cogunlukla
tubuliin liimenine dogru uzanir. Sitoplazmalar1 eozinofilik, bazale yerlesmis, oval
bicimli, ¢entikli ¢ekirdekleri vardir ve c¢ekirdekeik belirgindir. Sertoli hiicresinin tist
ve yan membranlarinin smirlar1 diizensizdir. Elektron mikroskopu ile ¢ekirdekeik
genis, ¢ekirdek heterokromatin bulunduran iicgen bi¢iminde olukludur. Sitoplazma
cok miktarda endoplazmik retikulum igerir. Golgi aygiti iyi gelismis, ¢cok sayida
mitokondrion, vimentin ve lizozomlar, mikrotubul ve aktinlerden olusan zengin bir
hiicre iskeleti olarak goriintiilenir. Ozellikle radyasyon, enfeksiyon, kétii beslenme,
gibi olumsuz kosullara kars1 olduk¢a dayaniklidirlar (Ahmetoglu 2013).

Yakin sertoli hiicrelerinin uzantilar1 birbirlerine siki baglanmistir. Bu siki
baglantilar kan-testis bariyerini olusturur. Bu bariyer sayesinde gelismekte olan
spermatidler ve spermatositler otoimmiin reaksiyonlardan ve kandan gelen
tiriinlerden korunurlar. Gap- junctionlarla iligki kuran sertoli hiicreleri kimyasal ve

iyonik aligveriste etkindirler.
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Sertoli hiicreleri nemli fonksiyonlara sahiptir. Bunlar;

1. Gelismekte olan spermatogenik diziye ait hiicreleri desteklemek, beslemek ve
korumak.

2. Sertoli hiicrelerinin meydana getirdikleri bariyer ile sperm hiicrelerini
immiinolojik olumsuzluklara kars1 korumak.

3. Seminifer tubul llimenine sperm hiicrelerinin kolaylikla taginmasi igin sivi
salgilamak.

4. Spermatogenez i¢in sart olan testosteronunu kivamlagtiran Androjen-
Baglayici Proteini salgilamak.

5. Testosteronu oOstradiol’e ¢evirmek.

6. Spermatidler tarafindan atilan artik {riinler, hiicrelerin fazla olan
kisimlariinin fagosite edilmesi.

7. Folikiil Situmiile Hormon (FSH) salinmasi ve sentezi iizerine olumlu etki
gosteren aktivini salgilamak.

8. Embriyonun gelisimi sirasinda Anti Miillerian Hormon (AMH)’u salgilamak.
(Glikoprotein olan Anti Miillerian hormon erkek fetusta, embriyonik gelisme
sirasinda  Miiller kanallarin gerilemesini saglar. Testosteron da Wolf
kanallardan koken alan olusumlarin gelismesine yardime1 olur.)

9. Erkek iireme hiicrelerine demir tasidigi diisiiniilen testikiiler transferinin
salgilanmasinda ve sentezlenmesinde gorev almak (Bozdogan ve Uzoglu
2012, Ahmetoglu 2013).

2.1.6. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal tabakada yerlesik bazal lamina ile dogrudan
iliskide olan diploid spermatogenik hiicreler olup, ortalama 12 um c¢apindadir. Sertoli
hiicreleri arasinda bulunan tikayici baglantilarin altinda olmalarindan dolay: kan-
testis bariyerinin disinda yer alir. Spermatogonyal kok hiicreleri erkek iiremesinde
etkindir. Kok hiicreler kismen, sessiz hiicreler olmalari nedeniyle radyasyon ve
kemoterapiye direnglidirler. Spermatogonyumlar, kromatin dagilimi, c¢ekirdegin
biytikligi gibi 6zelliklerine gore iki tiptir (Gartner ve Hiatt 2003).

1. Tip A (Ko6k hiicre) : Yassi sekilli, ¢cekirdegi seminifer tubuliin bazal laminasina

oturmus gibi goriiniir. Kromatin igerigine gore acgik ve koyu olarak gozlenir. Koyu

renkte olanlar rezerv hiicreler olarak kabul edilir. Mitozla ¢ogalirlar, cogalma



sirasinda yaris1 Tip A olarak kalir, diger yaris1 biiyiiyerek Tip B’ye doniisiir. Bunlar
spermatogenik serinin kok hiicreleridir.
2. Tip B: Ana spermatogonyumlara nisbeten daha biiyiik hiicrelerdir. Cekirdegi, koyu
renkte boyanir ve yuvarlak sekillidir. Tip B’de mitozla ¢ogalir (Yakan ve ark. 2011).

2.1.7. Primer ve Sekonder Spermatositler

Seminifer tubul epitelinin orta bdliimiinde bulunan primer spermatositler,
oval veya yuvarlak big¢imli, hacim olarak en biiyiik hiicrelerdir. iki tane sekonder
spermatosit olusturmak icin birinci mayoz boliinmeye giderler. Bu mayoz bdliinme
ile olusan haploid kromozomlu kiiciik hiicreler sekonder spermatositlerdir. Sekonder
spermatosiler higbir hiicre boliinmesi gostermeden sperm hiicresi bigiminde
olgunlagan iki tane spermatid olustururlar. Olusan bu spermatidler haploidtirler ve
karmasik bir faklilagma stireci olan spermiyogenezin baslamasina zemin hazirlarlar
(Kierszenbaum 2006).

2.1.8. Erken ve Ge¢ Donem Spermatidler

Spermatidler seminifer tubulde konumlanmig, mayoz bdliinme sonrasinda
meydana gelen haploid hiicrelerdir ve spermatogenez sirasinda spermatozoanin
olusumundan onceki hiicrelerdir. Erken spermatidler sertoli hiicreleri tarafindan
beslenirler (Kierszenbaum 2006). Poligonal ve yuvarlak sekillidirler ve Golgi
aygitlar1 belirgindir. Akrozom reaksiyonunun kep sathasinda Periyodik Asit Schiff
(PAS) ile pozitif reaksiyona girerek yuvarlak sekilli goriiniirken ge¢ spermatidler ise
yine PAS pozitif reaksiyona girdiklerinde akrozomlarinin uzamis oldugu goriliir
(Cooper ve ark. 2007).

2.2. Spermatozoa

Gorevlerini yerine getirebilmek i¢in oldukga 6zellesmis bir yapiya sahip olan
sperm hiicresi bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana boliimden olusur (Zhengwei
ve ark. 1990).

2.2.1. Bas

Sperm hiicresinde basin fonksiyonlari; DNA’y1 bulundurmasi, korumasi ve
fertilizasyon esnasinda igeriini oosite aktarmasi seklinde siralanabilir. Bu

gorevlerini de ancak bag kisminda bulundurdugu niikleus, akrozom ve postakrozomal
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kilif olarak siralanan organelleri sayesinde gerceklestirebilir. Normal bir sperm
hiicresinde bas yaklasik 3 um genisliginde ve 4—5 um uzunlugundadir (Siegel 1987).

Akrozom reaksiyonu sonrasinda ekvatoryal bolge bozulmadan kalir.
Ekvatoryal bolgenin {izerini 6rten membran, sperm-oosittaninmasinin ve fiizyonunun
olustugu alandir. Bu yiizden akrozomun ekvatoryal bolgesinde yerlesmis bu énemli
membran bolgesi, ozellikle zona pellusida penetrasyonu sirasinda dikkat ¢eken
yapidir (Morales 2004).

Plazma membrani sperm hiicresinin baginin 6n tarafin1 gevreler ve zona
pellusiday1r tanima ve baglanma ile dis akrozomal membranla birlesme gibi iki
onemli olayda yer alir. Bu gorevlerin her ikisi de kapasitasyonla birlikte gerceklesir
(Elgavish ve Shaanan 1997). Sperm hiicresiyle oositin birlesmesinin tek gergeklestigi
bolge ekvatoryal bolgedir ve birlesme sadece akrozom reaksiyonu tamamlandiktan
sonra gergeklesebilir (Yanagimachi 1988).

Sperm hiicresinin niikleusunda bulunan kromatini DNA ile arjinin ve
sisteinden denilen bazik proteinler igerir (Kolk ve Samuel 1975).

2.2.2. Boyun

Sperm hiicresinde bas ve kuyruk arasindaki kisimdir. Yaklasik 0,5um
uzunlugundadir. Baglant: pargasi olarak da isimlendirilir (Curry 1995).

2.2.3. Kuyruk

Sperm hiicresinin enerji iiretim bolgesidir ve hareketlilikten sorumludur.
Fertilizasyonun ger¢eklesmesi i¢in hareketlilik onemli bir kriterdir. Epididimiste
hareketli hale gelen sperm hiicresi, hareketi sayesinde serviksi, uterusu, tubalarin bir
kismini gecerek oosite ulasir. Dinein kollar1 adi1 verilen mikrotubul ¢iftleri bulunur.
Bu kollar filamanlara benzer bir mekanizma gostererek kuyruk hareketinin
olusumunu saglar (Farrel 1982).

2.3. interstisyel Alan ve Hiicreleri ( Leydig Hiicreleri)

Testis yapisinin  %25-30’unu gevsek bag dokusu olusturur. Seminifer
tubullerin arasinda bulunan interstisyel bag dokusu; kan ve lenfatik damarlar,
kollajen lifler ve sinirlerden zengin gevsek bag dokusudur. Bu dokuda makrofajlar,

mast hiicreleri, fibroblastlar ve farklilasmamis mezensimal hiicreler bulunur.
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Interstisyel hiicreler veya Leydig hiicreleri olarak ta adlandirilan hiicreler
yuvarlak, bazende poligonal sekilli, asidofil sitoplazmali, yuvarlak niikleuslu,
hiicreler bag dokusu igerisinde tek tek ya da gruplar halinde gézlenirler (Esrefoglu
2009). Leydig hiicreleri testosteron hormonunun iiretiminden ve salgilanmasindan
sorumludurlar ve bu hormonun yaklasik % 95' i Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir
(Kim ve ark. 2004, Fujisava 2001).

Leydig hiicreleri steroid sentezleyen hiicre 6zelligindedir. Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalar1 ¢ok miktarda endoplazmik retikulum bulundurur ve eozinofiliktir.
Sitoplazmada ayrica ¢ok sayida, lipofuksin pigmenti, mitokondri, Reinke Kristalleri
goriiliir. Yasla birlikte lipokrom pigmentinin ve Reinke kristallerinin miktar1 artar
(Leeson ve ark. 1988 ). Leydig hiicreleri salgisini, testosteron hormonunun ihtiyacina
gore ayarlar ve biriktirmeden salgilar. Bekletilmeden kana salgilandigindan salgi
grantilleri yoktur ( Moore 2002, Gartner ve Hiatt 2003).

Leydig hiicrelerinin diger bir gorevi; spermatogenezin devami i¢in ikincil
seks karakterlerinin gelismesini saglamaktir. Leydig hiicrelerinin hem miktarlar1 hem
de aktiviteleri hormonal uyarimlara baglidir (Guyton ve Hall 1996 ). Olgun Leydig
hiicreleri dogumdan sonraki ilk birkag¢ haftada erkek ¢ocuk testisinde bulunur. Bunun
haricinde, 10 yasma kadar bulunmaz. Insterstisyel hiicrelerin sayilari, ergenlikle
orantil1 olarak artarken, yasin ilerlemesiyle azalir (Ertugrul ve Kurtdede 2013).

2.3.1. Miyoid Hiicreler

Hareketsiz olan sperm hiicrelerinin rete testise dogru ilerletilmesini, kasilma
hareketleriyle miyoid hiicreleri saglar. Bu yetenekleri sayesinde hareketsiz haldeki
sperm hiicreleri once duktus epididimise ulasir, daha sonra da hareket etme
ozelliklerini kazanirlar. Bag dokusundan olusan lamina propriya seminifer tubulii
cevreler. Lamina propriyanin kemirgenlerde tek katli miyoid hiicrelerden olustugu
bildirilmistir (Kierszenbaum 2002).

Elektron  mikroskobuyla  yapilan c¢aligmalarda miyoid hiicrelerin
sitoplazmasinda aktin filamentlerinin oldugu ve zarinin olmasi nedeniyle de diiz kas
hiicrelerine benzedigi ifade edilmistir. Graniillii endoplazmik retikulumlari arciligiyla

kollajen sentezinde fonksiyoneldirler (Ross ve ark. 2003).
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2.4. Spermatogenez

Puberte doneminden sonra erkek germ hiicrelerinin  olusmasina
spermatogenez denir. Spermatogenez; spermatogonyumdan sperm hiicresi olusumu
esnasindaki hiicresel degisikleri ve cogalmay1 kapsamaktadir. Spermatogenez siireci
iki asamada gerceklesir. Ilk asama olan spermatositogenez spermatogonyumlarin
primer spermatosite doniismesi ve mitozla ¢ogalmasi donemine denir (Atabenli
2002, Ross ve ark. 2003). ikinci asamada da spermatositler pes pese iki boliinme
gecirerek DNA miktarini ve kromozom sayilarini yariya disiirerek spermatidleri
olusturdugu evre mayoz adini alir. Spermatid hiicreler haploid kromozom ve DNA
icerigine sahiptirler. Spermatidin bi¢im degistirerek sperm hiicresi olusturmasina ise
spermiyogenez denir. Sertoli hiicreleri spermiyogenezde énemli rol oynar (Esrefoglu
2009).

2.5. Sperm (Semen, Ejekulat) Analizi

Semen analizi hem infertiliteyi saptama kriterlerinden hem de tedaviye yon
vermek i¢in yapilan bilimsel arastirmadir. Bu arastirma i¢in en az 48 saatlik (insan
icin) cinsel perhizden sonraki zamanda elde edilen semen mikroskobik ve
makroskopik degerlendirmeye tabi tutulur. Degerlendirme sonucunda sperm
hiicresinin hareketliligi, sayis1 ve morfolojisi degerlendirilir. Semen analizi, infertil
erkek canlinin fertilite yetenegini belirlemede Onemlidir ve klinikte tedavinin
planlanmasinda kullanilmaktadir. Bilimsel incelemelerde sperm hiicresinin sayist,
hareketliligi ve sekli ile ilgili detayli ¢alismalar bulunmaktadir (Carrell ve ark. 2003,
Irvine ve ark. 2000).

Semen analizinde genellikle, ejekulat alindiktan sonra maksimum 60
dakikaya kadar likefikasyonu (sivilagsma) icin beklenir, daha sonra incelemeye
gecilir. World Heath Organization (2010) (WHO) ‘un mantiel degerlendirdigi semen
analizinde referans araliklar1 agagidaki gibidir.

Hacim : >2,0 ml

Likefikasyon siiresi: 60 dk iginde

Ph:>7.2

Sperm konsantrasyonu: ml’de > 20 milyon

Total sperm sayisi: ejakiilatta > 40 milyon

Hareketlilik: 30 ve 60 dk sonra hareketlilik orani sirasiyla, > %50, > %25
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Canlilik : %75 veya daha fazla canli
Lokosit: ml’de 1 milyondan daha az
Normal morfoloji: en az > %30

2.5.1. Sperm Hiicrelerinin Morfolojik A¢cidan Siniflandirmasi

Normal fertil ejakulatta sperm hiicreleri biiyiikliik, sekil, bas ve akrozom
sekli bakimindan farklilik gosterebilirler (Ombelet ve ark. 1994). Bir
spermatozoonun normal veya anormal oldugunu belirleyen kriterleri standardize
etmek i¢in bircok calisma yapilmistir (Guzick ve ark. 2001). Sperm hiicresi
morfolojisinin degerlendirilmesinde Diinya Saghk Orgiiti (WHO: World Healt
Organisation, 1980)’niin siniflamasi yol gosterici olmugtur. Daha sonra Dusseldorf,
Haider ve Hofmann (1985) siiflamasi1 da yeni bir siniflama tanimlamistir. 1987’ deki
WHO’nun ikinci bir siniflamasi ile semen analiz kriterleri yenilenmistir. 1992°deki
ticinci WHO  smiflamasinda da sperm hiicresinin  morfolojik  olarak
degerlendirilmesi daha ayrintili bir sekilde ele alinmustir. Kruger ve Menkveld,
sperm hiicresi morfolojisine yonelik kesin olarak Tygerberg kriterlerini tanimlamistir
(Aydos 2005). Bu siniflandirmada spermatozoon biitiin olarak incelenip ve diizensiz
hatlar1 ve ¢ok az derecedeki normal olmayan sperm baslart bile anormal olarak
degerlendirilir.
Tygerberg kriterlerine gore, morfolojik olarak degerlendirme sonuglart:
1. Normal morfolojiye sahip grup (%14’den fazla normal olusum var),
2. Iyi prognozlu grup (%4-14 aras1 normal olusum var),
3. Kétii prognozlu grup (%4’den az normal olusum var) olmak iizere ii¢ grupta ele
almabilir (Aydos 2005).

2.5.2. Sperm Hiicrelerinin Morfolojik Bozukluklarinin Onemi

Kruger siniflamasina gore sperm hiicresnin kuyruk, orta boliim ve bas
yapisindaki bozukluklari temel 6lgii alan bir degerlendirme yapilmaktadir. Ozellikle
bas yapisindaki ¢ift bas, makrosefali gibi baz1 bigimlerin baskin olusu bu spermlerin
mikro enjeksiyon uygulamalarinda basarisizligin yliksek olacagimna isarettir. Clinkii
anormal bas bulunan sperm hiicrelerinin DNA yapisinda da anormallikler oldugu
tespit edilmistir. Sperm hiicresinin kuyruk yapisindaki bir takim bozukluklar da

(0rnegin; kisa kuyruk gibi) spermin hareket yetenegini bozarak infertiliteye neden
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olur. Bu bilgiye parelel olarak kisa kuyruk anomalisi fazla goriilenlerde
mikroenjeksiyon sonrasi basar1 sans1 diisiik olmaktadir. Sperm hiicresinin morfolojik
bozukluklar; kii¢iik bash, biiyiik bash, ¢ift bash, ¢ift kuyruklu, uzamis bash gibi
anomali ve akrozom hasarlari olarak siiflandirilabilir (Aydos 2005).

2.6. Radyoterapi

Radyoterapi kanser tedavisinde en ¢ok tercih edilen tedavi yontemlerinden

biridir (Steel 2003). Kanser hastalarinin %50-60’1, cerrahi veya kemoterapi tedavisi
yaninda radyoterapi de gormektedir (Kiziler 1999). Invazif kanser teshisi konulan
hastalarin %30’u metastatik, %70’1i ise lokorejyonal (belli bir alanla simirli)
evrededir. Radyoterapi esasen 2 hedefe yonelik planlanir. Hastaligi tedavi etmek
maksadiyla kiiratif olarak veya hastaligi tamamen yok etmenin miimkiin olmadig
durumlarda hastaligin etkilerini miimkiin oldugunca azaltmak ve yasam siiresini
uzatmak amaciyla palyatif (gecici) olarak kullanilir (Uzal 1995).
Bir molekiil veya atomdan, bir veya daha ¢ok sayida elektronun kopartildig: islem
iyonizasyon olarak isimlendirilir. Radyasyon da; ortam ile etkilestiginde, indirekt
veya direkt olarak iyonizasyon meydana getiren partikiiller ve fotonlara iyonizasyon
yapmasidir (Yaren ve Karayilanoglu 2005).

Iyonize radyasyonlar, fotonlardan veya partikiillerden olusmasina gore 2
gruba ayrilir ve bu iki grubun enerji seviyeleri (frekanslari) birbirlerinden farklhidir
(Cox ve Ang 2010). Iyonize radyasyonlar canli dokularda tahrip edici yapidadir. Bu
etkisini kromozomlarda gosterir (Citrin 2010).

2.6.1. Tyonize Ismlarin Etki Mekanizmasi

Iyonize 151n belli bir dokuya niifuz ettiginde kimyasal ve fiziksel reaksiyonlar
bir zincir halinde gerceklesir. Bir molekiil ya da atom elektronun molekiil ya da atom
yapisindan atilmadan Once {ist enerji seviyesine ulagmasi olayma eksitasyon
(uyarilma) denir. Uyarilmis bu molekiil ve atomlar kimyasal reaksiyonlara oldukga
kolay girebilecek yapidadirlar. Uyarilmis bu molekiillere serbest radikaller denir
(Riley 1994). Isima sonrasinda hiicre igerisinde kontrolsiiz bir sekilde olusan bu
fiziksel olaylar kimyasal ve daha sonra da biyolojik etkilerin olusmasina zemin
hazirlar. Fiziksel etkilesim sonrasinda ortaya cikan kimyasal etkilesim, ortamdaki

mevcut sekonder elektronlar ve molekiiller arasinda gergeklesir (Uzal 1995).
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Iyonize radyasyonun hiicredeki etkisi direkt ya da indirekt bicimde olur.
Bunun yaninda DNA iizerinde radyokimyasal lezyonlar ayni bigimde direkt veya
indirekt sekilde gergeklesir (Cox ve Ang 2010). Radyasyona maruz kalma sonucunda
lipid peroksidasyonu (LPO) gerceklesir. Lipid peroksidasyonu kisa zincirli yag
asitlerinin, protein-protein, lipid-lipid ve lipid-protein ¢apraz bag olusumuna ve
protein denatiirasyonunu, aminoasit oksidasyonu ve proteinlerde bulunan disulfid
baglarinin yikilmasina da sebep olur (Joshi 2010).

2.6.2. Radyoprotektorler

Radyoterapinin amaci; normal hiicrelerde olusabilecek en az hasar1 yaparak,
kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasidir. Radyasyon hiicre DNA’sina hasar verir
ve radyoterapinin kurali hiicreyi oldiirebilecek yeterli hasarin olusturulmasidir. Eger
hasar gormiis hiicre, DNA’sin1 yenileyemezse yasamini siirdiiremez ve ¢ogalamaz.
Radyasyon, normal hiicrelerde de hasara sebep olur ve bu durum istenmeyen yan
etkilere yol acabilir (Sancar 2004).

Radyasyon yaralanmalarindaki serbest radikal indirgeyicilerinin etkisi ilk
olarak, bilim adamlarinin viicut 1simalarinda organizmadaki toplam antioksidan
biinyesindeki diisiisii, lirik asit ve askorbik asit gibi antioksidanlarin tiikkendiginin
fark edilmesiyle anlasilmistir ( Karbownik ve Reiter 2000).

Radyoprotektif kimyasallar temel olarak dort grupta incelenirler. Bunlar;

1. Anestezik ilaglar, analjezikler,

2. Thiol ve siilfiir bilesikleri, trankilizanlar gibi farmakolojik ajanlar,

3. WR-2721 (amifostin) ve WR-1065 (amifostin benzeri radyoterapinin
etkilerini azaltmak i¢in kullanimda olan ajan),

4. Vitamin E ve C ve glutatyon gibi diger radyoprotektif bilesiklerdir
(Benkovig ve ark. 2009).

En 1y1 bilinen radyoprotektorler siteamine ve sistein gibi siilfidril iceren
bilesiklerdir ama bunlar bulanti, kusma gibi basit yan etkilerine ilaveten daha 6nemli
bir yan etki olan toksik degere sahip olabilmektedirler. Radyoterapi ya da radyasyona
maruz kalinmasi sonucunda ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin azaltilmasi, kullanilan
radyoprotektiflerin 6zelliklerine ve kullanim sekline baglidir (Uzal 2012).

Ideal radyoprotektif ajanin sahip olmas: gereken kriterler asagidaki gibidir;

(a) Radyasyonun sebep oldugu yan etkilere karsi etkili bir koruma saglamalidir.
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(b) Organin genelinde koruyucu 6zelligi olmalidir.
(c) Kabul edilebilir uygulama yontemi olmalidir.
(d) Kabul edilebilir toksisite ve protektif aralik 6zelligi bulunmalidir.
(e) Hesaplanan miktar ve aktif {irlin agisindan sabit 6zellik tagimalidir.
(f) Hasta ve uygulayan personel i¢in diger muhtemel ilaglarla genis bir uyumlulukta
olmalidir.

2.7. Amifostin

1950' lili yillarda Amerika Birlesik Devletleri’ne bagli Walter Reed Ordu
Arastirma Enstitiisii’nde kesfedilen Amifostin (WR-2721), niikleer savas tehtidine
karsi toksisitesi ve radyoprotektif etkisi goz oniinde bulundurularak, korunma amaci
tastyan bir calisma neticesinde iiretilmistir. Giliniimiizde de kemoterapi ve
radyasyonun yan etkilerinden korunmada kullanilmaktadir.

Amifostin uygulanan hayvan deneylerinde, amifostinin normal dokularda
timorli dokuya kiyasla daha hizli konsantre edildigi gosterilmistir (Peters ve Vjigh
1995). Ayrica Alkalen Fosfataz (ALP) ekspresyonun malign dokularda azaldigi
bilinmektedir. Ortaya ¢ikan bu tablo tiimor hiicrelerinde aktif ila¢ emiliminin diigiik
olmasimi saglamaktadir. Bu sebeple tiimorli dokuya kiyasla normal dokular1 100 kat
kadar daha fazla koruyabilmektedir (Yuhas 1980).

Amifostinin oral kullanildiginda etkin olmadigi belirtilmistir. Normal
dokularin korunmasinda ideal cevabin alinabilmesi i¢in kemoterapi ya da radyoterapi
uygulamasindan 20-30 dk. once uygulanmasi gerektiginin alt1 ¢izilmistir (Kouvaris
ve ark. 2007).

Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi, koruyucu olarak kullanilan amifostinin
giinliik 200 mg/kg dozda, en az 3 dakikada, intraven6z uygulama ile, her radyoterapi
veya kemoterapi uygulamasindan 15-30 dk. 6nce verilmesini tavsiye etmislerdir. Doz
ile orantili olarak goriilen gecici yan etkiler; bulanti, kusma, tansiyon diisiikligi,
higkirik, uyusukluk, uygulama esnasinda agizda metalik tat hissi, viicut 1s1sinda artis,
dokiintii ve anafilaktik sok gibi alerjik reaksiyonlar olarak siralanmistir (Radford ve
Murphy 1994).

Amifostin genellikle 1yi tolere edilmektedir. Preklinik caligmalar gostermistir ki;
amifostin radyasyon hasarindan koruyucu etkisinin yani1 sira nefrotoksik,

myelotoksik, norotoksik etkileri lizerine de ayni koruyucu etkiyi gostermistir.
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Amifostinin kemoterapiye bagli karsinojen ve mutajen etkilerden de koruyucu

oldugu belirtilmistir (Schuchter 1996).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma Atatiirk Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
2/41 etik kurul numaras1 ve 27.02.2015 tarihinde onaylanarak, Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ’inde (ATADEM) yiiriitiilmiistiir.
Denekler, ATADEM‘de yetistirilen 12 haftalik Sprague-Dawley siganlar arasindan
rastgele secildi. Bu arastirmada viicut agirh@ 245 + 22,89 gr agirhiginda toplam 32
adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Calisma siiresince denekler giin
15181 alan bir odada (12 saat 151k, 12 saat karanlik) istedikleri zaman ulasabilecekleri
sekilde (ad libitum) pelet yem ve musluk suyu ile beslendi. Deney baslamadan 6nce
ve deney tamamlandiktan sonra tiim gruptaki hayvanlar tartildi.

Amifostin Uygulamasi; Amifostin maddesi, RT-amifostin ve amifostin
gruplarma 3 giin boyunca intraperitoneal olarak 200 mg/kg canli agilik dozunda
verildi (Andrieu ve ark. 2004).

Calisma Gruplar:

Calisma Gruplar1 her grupta 8 adet sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve
gruplar asagidaki gibi belirlendi.

Birinci grup (kontrol grubu); Saglikli siganlarin olusturdugu grup. Bu gruptaki
sicanlara herhangi bir uygulama yapilmadi (n:8).

Tkinci grup (amifostin grubu); Bu gruptaki siganlara 3 giin siiresince 200mg/kg
dozunda sadece amifostin intraperitoneal yolla uyguland: (n:8).

Ugiincii grup (RT-salin grubu); Bu gruptaki siganlara deneysel olarak giinliik
tek fraksiyonda 2 Gy olmak iizere 3 gilinde 3 fraksiyonda toplam 6 Gy dozunda
sadece radyoterapi uygulandi (n:8).

Dordiincii grup (RT-amifostin grubu); Bu gruptaki siganlara deneysel olarak
giinliik her fraksiyondan yarim saat dnce proflaksi olusturmak amaciyla 200 mg/kg
miktarinda once amifostin intraperitoneal yolla uygulandi. Bu uygulamadan yarim
saat sonra giinliik 2 Gy dozunda radyoterapi uygulandi. Bu iglemler 3 giin boyunca

ayni miktar ve sekilde tekrarland1 (n:8).
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3.1. Dokularin AliInmasi

Tim gruplardaki si¢anlar 10 mg/kg xylazine (Rompun, Bayer) ve 40 mg/kg
ketamine (Ketalar, pfizer) enjeksiyonu ile derin anesteziye alinip servikal
dislokasyon yoluyla tesitis dokulari iki tarafli olarak alindi. Alinan testislerden sol
testis dokulart histolojik incelemeler i¢in % 10°luk formol soliisyonuna alindi. Sag
testis dokular1 ise sperma muayenesi i¢in ayrildi.

3.2. Histolojik incelemeler

Sol testis, %10’luk formolde tespit edildikten sonra rutin histolojik
islemlerden gecirilerek parafinde bloklandi. Bu bloklardan 5 um kalinliginda kesitler
alindi. Alinan kesitlerden bir kismina dokunun genel goriiniimiinii incelemek
amactyla Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamas1 uygulandi.

3.2.1. TUNEL Yo6ntemi

Testis doku kesitleri hiicrelerindeki kromozom kiriklarini belirlemek amaciyla
TUNEL yontemiyle boyandi. DNA kiriklarini belirlemek amaciyla Roche Applied
Science (Penzberg, Germany) marka in-situ hiicre 6liimiinii belirleme kiti kullanildi.
Elde edilen kesitler boyama islemi oOncesi ksilol ve dereceli alkol serilerinden
gegirilerek distile suya alindi. Proteinaz K enzimi (Recombinant PCR Grade, Catno:
03.115.844.001, Roche, German) damlatilarak 10 dakika beklenildi ve daha sonra 5
dk siire ile 3 kez PBS soliisyonuyla yikandi. Endojen peroksitlerin bloklanmasi igin
%?3’liik H202 soliisyonunda 10 dk bekletildi ve 5 dk siire ile 3 kez PBS soliisyonuyla
yikandi. Tunel soliisyonunda 60 dakika bekletilerek 5 dk stire ile 2 kez PBS
soliisyonuyla yikandi. Daha sonra Converter-POD soliisyonunda 30 dakika bekletildi
ve 5 dk siire ile 3 kez PBS soliisyonuyla yikandi. DAB kromojende 7 dk bekletildi ve
daha sonra 3 kez 5 dk siireli PBS ile yikandi. Cekirdek boyamasi i¢in Harris’in
Hematoksilen soliisyonunda 5 dk bekletildikten sonra dereceli alkol ve ksilol
serilerinden gegirilip entellan (Merck, Germany) ile kapatildi.

3.2.2. Tunel Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tunel boyama sonuglarinin gruplar arasi kiyaslamalarini yapabilmek icin
“Stereolojik  Fractionator Frame” metodu kullanildi. Bu analizler stereoloji
workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000controller system) ve stereoloji
software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Colchester, VT)

atagcmanli 151k mikroskop (Leica DM4000 B, Tokyo, Japan) altinda yapildu.
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Calismamizda testis dokusu tunel pozitifligi “Unbiased Counting Frame and
Fractionator” metodu kullanilarak tiim gruplara ait her bir preparattaki pozitif hiicre
yogunlugu asagidaki formiile gére hesaplandi.
PHY = PHS/(CA x CS) (Unal ve ark. 2010).
PHY; pm? alana diisen pozitif hiicre yogunlugu, PHS; pozitif hiicre sayisi,
CA; cergeve alan1 (um?) ve CS; gerceve sayisi.
Elde edilen veriler her bir grup i¢in iki tekrarl 6lgiime dayanmakta olup, her
gruptan 2 paralel preparat boyandi.
3.2.3. Johnsen Kriteri
Testis dokular1  histopatolojik  degerlendirmede  Johnsen’nin  kriteri
uygulanarak spermatogenez durumu belirlendi (Johnsen 1970). Bunun i¢in 1 ile 10
arasinda bir skor degeri olusturuldu. Bu degerlendirmede;
1= Germ hiicresi ve sertoli hiicresi yok.
2= Germ hiicresi yok ama sertoli hiicresi var.
3= Sadece spermatogonyum var.
4= Sadece birkag tane spermatid var.
5= Spermatozoon veya spermatid yok ama birkag¢ spermatosit var.
6= Sadece birkag tane spermatid var.
7= Spermatozoon yok ama birkag¢ spermatid var.
8= Sadece birka¢ spermatozoon var.
9= Cok miktarda spermatozoon ve kiimelenmemis germ hiicresi var.
10=Tubulus seminiferus kontortuslar normal histolojik yapidadir.
3.3. Sperm Motilite ve Yogunluk Tayini
Sperm motilite tayini i¢in biitin gruplardaki hayvanlarin canli agirlik, testis
agirhigi ve kauda epididimal agirliklart 6l¢iildii. Daha sonra diseke edilen testis
dokusundan kauda epididimisler etrafindaki yag yastiklar1 dikkatlice diseke edilerek
ayrildi ve kurutma kagidi ile kurutulup ayr1 ayri tartildi. Kurutma islemi testis agirligi
Ol¢iilirken de yapildi. Sperma muayenesi i¢in yapilan iglemlerin hepsi 35,5+0,5°C
1sitma tablasi {izerinde ve su banyosu icerisinde gerceklestirdi. Sperm muayenesinde
kullanilacak tiim malzemeler 1sitma tablas1 {izerinde ve soliisyonlar ise su

banyosunda 1s1tild1.
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Tartim sonrasi, 1sitma tablasi iizerinde, sperm muayenesinde aksakliklar
yasanmamas1 i¢in kauda epididimis’lerin kilcal damarlar1 igerisindeki kan disar
cikarilip kurutma kagidi ile uzaklastirilip tek kullanimlik plastik petri kutusu
icerisine alindi. Kauda epididimisler {izerine Iml/kauda epididimis olacak sekilde
35°C’deki %0,9’luk fizyolojik tuzlu sudan (FTS) ilave edildi. Kauda epididimisler
bir makas yardimiyla 5-7 yerinden kesilerek 15 dk inkiibasyona birakilarak
spermatozoonlarin FTS igerisine diffiize olmas1 beklendi ve bu siire sonunda bir pens
yardimiyla pargalanan kauda epididimis iyice sikistirilarak spermanin serum
fizyolojik igerisine ge¢mesi saglandi. Inkiibasyon sonrasinda motilite muayenesi i¢in
1 kisim sperma ependorf tiip icerisine alinip iizerine 4 kisim serum fizyolojik ilave
edildi. Kauda epididimal spermanin motilite muayenesi temiz bir lam ve lamel
arasinda, 1sitma tablasi tizerinde x20 objektifte mikroskop (Zeiss AxioScope Al) ile
2 saymm sahasinda en az 10’ar bolge motil sperm ac¢isindan degerlendirildi.
Degerlendirme (Akman ve Aksoy 2008)’ye gore yapildi.

Olii ve anormal sperm muayenesi icin lam iizerine 5ul eosin boyasi, Spl
nigrosin boyast ve 5Sul spermadan alinip lamel yardimiyla nazikce birbirine
karistirildi. Zaman kaybetmeden froti ¢ekilerek 1sitma tablasi tlizerinde kurumaya
birakildi. Bu preparattan 2 adet hazirlandi ve daha sonra 6lii sperm muayenesi
Akman ve Aksoy (2008)’de belirtildigi gibi yapildi. Buna gore bas kismi1 tamamen
veya postakrozomal bolgeye kadar boya almis rat spermleri oOlii  olarak
degerlendirildi. Hem olii hem de anormal sperma muayenesi i¢in iki preparatta
toplam 200 spermatozoon sayildi. Yogunluk muayenesi (Tiirk ve ark. 2006) yontemi
kullanilarak yapilda.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen bulgularin degerlendirilmesi i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) sonras1 Duncan Post hoc testi ile analiz edildi. Istatistiksel dnem p< 0.05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunun testis dokusu incelendiginde tubuli seminiferus
kontortusun oval ve normal yapida oldugu goriildii. Tubuli seminiferus kontortusun
gevsek bag doku ile ¢evrelenmis oldugu gozlendi. Bu bag dokuda ¢ok sayida lenf ve
kan damarlari, sinirler, Leydig hiicreleri ve makrofajlar gibi interstisyel hiicreler
vardi. Karmasik ve kivrimli bir yap1 goériinlimiinde oldugu goriildii. Baz1 yerlerde
dallara ayrildigini, sonlanirken de liimeninin daralip diiz tubuller halinde oldugunu
gbzlemlendi.

Tim gruplara ait kesitlerin histolojik degerlendirmesinde Johnsen
skorlamasindan yararlanildi. Skorlama degerleri Tablo 1’de sunuldu. Johnsen
skorlama sonuglarina gére hem kontrol grubunda hem de Amifostin grubunda testis
dokularinin normal histolojik yapida oldugu goriildii. Radyoterapi-salin grubunun
histolojik incelemelerinde ise en diisiik skor degerinin bu grupta oldugu belirlenirken
Amifostin uygulamasi ile testis dokusunda olusan RT etkisinin azaldigi ve bu farkin

skor degerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0.05).

Resim1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii,

L; Tubulus Seminiferus Kontortus Lumeni, ST; Tubulus Seminiferus

Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamas.



21

Resim 2. Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimi,
L; Tubulus Seminiferus Kontortus Lumeni, Sg; Spermatogonyum,
Ps; Primer Spermatosit, Ss; Sekonder Spermatosit, Ok basi; Spermatosit,

Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamast.

Resim 3. AMF grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimi,

L; Tubulus Seminiferus Kontortus Lumeni, Sg; Spermatogonyum,
Ps; Primer Spermatosit, Ss; Sekonder Spermatosit, Ok basi; Spermatosit,

Crossman’nin Modifiye Uclii Boyamasi.
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Resim 4. AMF grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimi,
L; Tubulus Seminiferus Kontortus Lumeni, SE; Tubulus Seminiferus
Kontortus Epiteli, Lg; Leydig Hiicreleri,

Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamast.
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Resim 5. RT grubuna ait testis dokusunun histolojik gériintimii,

L; Tubull Seminiferus Kontortus Lumeni, St; Tubulus Seminiferus,

Ok basi; Leydig hiicreleri, Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamast.
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Resim 6. RT grubuna ait testis dokusunun histolojik gériiniimii, L; Tubulus
Seminiferus Kontortus Lumeni, Sg; Spermatogonyum, Ps; Primer Spermatosit,
S; Spermatid, agik ok; dejenere olmus alan, Ok basi; bazal membran,

Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamast.

Resim 7. RT-AMF grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii, SE;

Tubulus Seminiferus Kontortus Epiteli, ST; Tubulus Seminiferus, Ok bas;

Leydig Hiicreleri, Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamasi.
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Resim 8. RT-AMF grubuna ait testis dokusunun histolojik goriiniimii,

L; Tubulus Seminiferus Kontortus Lumeni, Sg; Spermatogonyum,
Ps; Primer Spermatosit, Ss; Sekonder Spermatosit, S; spermatid,

Ok bas1; Spermatosit, Crossman’nin Modifiye Uglii Boyamasi.

4.2. Tunel Analizi

Tunel pozitif hiicrelerin stereolojik degerlendirmesi sonucunda kontrol ve
Amifostin gruplar1 arasinda hiicre yogunlugu bakimindan anlamli bir farklilik
goriilmezken pozitif hiicre yogunluklari benzerdi (p< 0.05). Diger taraftan RT-Salin
gurubunun pozitif hiicre yogunlugunun kontrol ve amifostin gruplarina gére anlamhi
oranda arttig1 gorildii. Ayrica RT-amifostin grubunda ise Tunel pozitif hiicre
yogunlugunun RT-Salin grubuna gore anlamli oranda azaldigi belirlendi (P<0.05).
Tiim gruplara ait Tunel pozitif hiicre yogunlugu ve karsilastirmalar1 Tablo 2’de

gosterilmistir.
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Tablo 1. Tiim gruplara ait Histolojik Johnsen kriteri

skor degeri sonuglari

Gruplar Johnsen’s Kriteri
kontrol 8.2+0.82
amifostin 8.3+.72
rt-salin 6.5+0.9°
rt-amifostin 7.6+0.92

Harflendirmeler gruplar arasindaki istatistiksel

farkliligr gostermektedir. P degeri (p<0.05) olarak kabul edildi.

Tablo 2. Tiim gruplara ait Tunel boyamasi

Stereolojik pozitif hiicre yogunlugu sonuglari
Gruplar Tunel pozitif hiicre
yogunlugu
(n/1000 um? alan)

kontrol 0,315+0.042
amifostin 0,301+0.052
rt-salin 0,543+0.06°
rt-amifostin 0,402+0.06"

Harflendirmeler gruplar arasindaki istatistiksel

farkliligi gostermektedir. P degeri (p<0.05) olarak kabul edildi.
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Resim 9. Kontrol grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi goriiniimii,

St; Tubulus Seminiferus, A¢ik ok; Tunel pozitif hiicre, Tunel Boyamasi.

Resim 10. Kontrol grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi goriiniimii,

St; Tubulus Seminiferus, Ag¢ik ok; Tunel pozitif hiicre, Tunel Boyamasi.
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Resim 11. AMF grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi gériiniimii,
St; Tubulus Seminiferus, A¢ik ok; Tunel pozitif hiicre,

Tunel Boyamast.

Resim 12. AMF grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi gériiniimii,

St; Tubulus Seminiferus, agik ok; Tunel pozitif hiicre,

Tunel Boyamasi.
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Resim 13. RT grubuna ait testis dokusu Tunel boyas1 goriiniimi,
St; Tubulus Seminiferus, A¢ik ok; Tunel pozitif hiicre,

Tunel Boyamasi.

Resim 14. RT grubuna ait testis dokusu Tunel boyas1 goriiniimi,

St; Tubulus Seminiferus, Acik ok; Tunel pozitif hiicre,

Tunel Boyamasi.



Resim 15. RT-AMF grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi goriiniimii,

St; Tubulus Seminiferus, A¢ik ok; Tunel pozitif hiicre, Tunel Boyamasi.
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Resim 16. RT-AMF grubuna ait testis dokusu Tunel boyasi goriintimii,

St; Tubulus Seminiferus, Acik ok; Tunel pozitif hiicre, Tunel Boyamasi.



Resim 17. Stereolojik “Fractinator” metodu ile tunel pozitif hiicrelerin hesaplanmasina
ait ekran goriintiisii, A; Testis dokusu iizerine atilan sistematik kare igerisindeki tunel
pozitif hiicrelerin sayimi, B; Pozitif hiicre yogunlugu hesaplanacak olan testis dokusu

icerisine atilan sistematik ¢ergeveler.

4.3. Sperm Motilite ve Yogunluk Analizleri

Tablo 3. Tiim gruplara ait motilite (x10°), yogunluk (x10°) ve bas (%) degerleri

Gruplar Motilite
(x10°%)
Kontrol 53,80+1,502

Amifostin 35,17+3,83P
RT-Salin 32,1242,59P

RT-Amifostin ~ 33,89+2,59"

Yogunluk
(x10°%)

54.93+5.632
42.354+5.24%

35.07+2.92P

52.58+4.412

Bas
anormalileri
(%)
7,000,95°
13,57+1,432
14,25+1,712

14,48+1,29

Harflendirmeler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

(P< 0.05) olarak kabul edildi.
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Motilite (%0) :
Kontrol grubunda elde edilen motilite (%) diger gruplardan istatistiki olarak

onemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 1. Tiim gruplara ait sperm motilite degerleri

Yogunluk (spermatozoon/ml) :

Her kauda epididimis’te bulunan sperm sayist kontrol grubunda diger
gruplardan yiiksek ¢ikmistir. Ancak kontrol grubu erkek rat spermatozoon yogunlugu
radyoterapi uygulanan gruptan 6nemli derecede yiiksek ¢ikmisken (p<0.01), diger

gruplarla benzer olarak bulunmustur (p< 0.05).
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Kontrol Amifostin RT-Salin RT-Amifostin

Sekil 2. Tiim gruplara ait sperm yogunluk degerleri
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Bas anomalisi (%) :
Amifostin, Radyoterapi-Salin ve Radyoterapi-Amifostin gruplarinda elde
edilen bas anomalisi (%) kontrol grubundan istatistiki olarak 6nemli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.05).
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Kontrol Amifostin RT-Salin RT-Amifostin

Sekil 3. Tiim gruplara ait bag anomali degerleri

Resim 18. RT grubuna ait Sperma Frotisi. Sperm hiicresinde kopuk bas anomalisi.

Eozin-Nigrozin Boyamasi.
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Resim 19. Kontrol grubuna ait Sperma Frotisi. Normal sperm hiicresi.

Eozin-Nigrozin Boyamasi.

Resim 20. RT-AMF grubuna ait Sperma Frotisi. Canl1 (siyah ok) ve 6li (kirmizt ok)

sperm hiicresi. Eozin-Nigrozin Boyamasi.
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5.TARTISMA VE SONUC

Radyoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir tedavi yontemi
olmakla birlikte timdral dokuya segici olmadigindan tiimoér komsulugundaki saglikli
dokulara da hasar vermekte, akut ve ge¢ donemde olusan yan etkiler yasam kalitesini
etkilemektedir. Sag kalim siirelerinin giderek uzadigi kanser hastalarinda ortaya
cikan bu yan etkileri 6nlemek igin sitoprotektif (hiicrelerin zedeleyici ve Oldiiriicii
etkenlere kars1 direncini artiran hiicre koruyucu etken) ajanlar gelistirilmistir (Cox ve
Ang 2010).

Kromomozomal mutajen olan radyasyonun fertilite tizerindeki etkileri
bilinmektedir. Bu nedenle radyoterapi uygulanan ve uzun siire yasayan gen¢ erkek
hastalarda iireme sisteminde olusan yan etkiler ayr1 bir 6nem tagimaktadir (Carrel ve
ark. 2003).

Bu c¢alismada testis dokusunun secilme nedeni testislerin disik doz
radyasyon uygulamalarina karsi olusan hasarin saptanmasina olanak saglayacak
kadar radyosensitif duyarli bir doku olmasidir. Casarett’in doku radyosensitivite
(hassasiyet) siniflandirmasina gore doku hasari ve hiicre 6liimii temel alindiginda
hassasiyet derecesine gore radyosensitivite 3 gruba ayrilmaktadir. 1. grup dokular;
radyosensitif (duyarli) dokular olup, fetus, kan hiicreleri, lenf dokusu ve tireme
hiicrelerini igermektedir. II. grup dokular; radyoresponsif (cevap olusturabilen)
dokular olup, sindirim sistemi epiteli ve deriden olusmaktadir. III. grup dokular
radyorezistif (direng gosterebilen) dokular olup, kas, kemik, sinir dokularini igerir
(Hall ve Giaccia 2006). Testislerin de radyoduyarli doku olmalarindan otiirii
amifostinin olas1 koruyucu etkinliginin daha 1yi gézlemlenebilecegi diisliniilmiistiir.

DNA fragmantasyonu degerlendirmesinin  yapildigt bir ¢aligmada
(Karakoyun-Celik ve ark. 2004) c¢alisma gruplarinda 12’ser adet sigan, kontrol
grubunda 10 adet olmak iizere toplam 3 grup olusturmuslar. Radyasyon testislere 2
Gy dozunda uygulanmis. Birinci gruptaki siganlara sadece radyasyon, ikinci gruptaki
sicanlara radyasyondan 15 dk. 6nce 200 mg/kg amifostin intraperitoneal olarak
uygulanmis, kontrol grubundaki sicanlara ise hicbir islem yapilmamis. Sicanlar
radyasyondan 10 hafta sonra histolojik degerlendirme icin sakrifiye edilmis. Al
saptanmasinda TUNEL yontemini tercih etmisler. Kontrol grubundaki normal

seminifer tubullerde apopitozun diisiik oranlarda oldugunu belirtmis ve bunun
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spontan apopitoz oldugunu ifade etmisler. Amifostinin, siganlarda radyasyonun
indiiklendigi germ hiicresi apopitozuna karst bir koruyuculuk gostermedigi
bildirilmislerdir. Bu ¢alismadan Casarett’in siniflandirmasina gore grup I’de yer alan
yiiksek radyosensitif testisteki germ hiicrelerinde 2 Gy 1gimaya karsin 200 mg/mg
amifostin uygulanmasinin koruyucu olmadigi sonucuna ulasilmaistir.

(Andrieu ve ark. 2004) yaptiklar1 ¢alismada; deney hayvanlar1 4 gruba
ayrilmig, kontrol grubuna hig¢bir islem uygulanmamis, 2.grup olan radyoterapi
grubuna tek doz 6 Gy testikiiler radyasyon, 3. grup olan amifostin grubuna ise sadece
200 mg/kg amifostin uygulanmig ve 4. grup olan rt-amifostin grubuna ise
radyoterapiden 6nce 200 mg/kg amifostin uygulamasindan 15 -30 dk. sonra 6 Gy
dozunda radyoterapi uygulamasi yapilmistir. Ug hafta sonra sakrifiye edilen dokular
tunel yontemiyle; testis dokusu agirlik, uzunluk, genislik yoniinden degerlendirilmis,
sonug olarak viicut agirliklarina orantili olarak kontrol grubuna kiyasla radyoterapi
grubunun anlamli bir sekilde kiiglilmeye gittigi, radyoterapi-amifostin grubunun da
radyoterapi grubuna kiyasla kontrol grubuna daha yakin degerlerde oldugu
belirtilmistir.

Bagka bir ¢alismada 10 Gy gama 1simay1 takiben 72 saat sonra spinal kordta
mono-niikleer infiltrasyon, konjesyon, nekroz, hiicresel vezikiilasyon ve
demyelinizasyon (sinir liflerinin etrafini saran myelin tabakasinin kaybi) gibi
histopatolojik bulgular gézlenmistir (Aghazadeh ve ark. 2007).

(Caloglu ve ark. 2012) ince bagirsakta 20 Gy lik 1s1ma sonrasi dokularda
diffiiz hemorajik infiltrasyon, vakuolize ve piknotik ¢ekirdekli hiicrelerde artis, fokal
nekroz, plazmoliz ve karyoliz gozlemistir. Ayrica ayni ¢aligmada amifostin (200
mg/kg) on tedavi uygulanan grupta kan damarlarinda orta dereceli dilatasyon ve
sitoplazmik graniiller oldugu, radyasyon grubuna gore morfolojik hasarin azaldigi
belirtilmistir.

Amifostin’in radyoprotektif etkisine yonelik (Segreto ve ark. 1995) yaptiklar
calisma sonucu 7 Gy’lik radyasyon 1simasi yapilan deney hayvani kemik iliginde
radyoterapiye bagli parenkimal dejenerasyonlar belirtilmis amifostin (400 mg/kg)

tedavisi uygulanan grupta bu dejenerasyonlarin azaldigi bildirilmistir.
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18 Gy gama i1simasi uygulayan (Serin ve ark. 2007) deney hayvanlari
akcigerinde makrofaj aktivitesinde artis, intra alveolar 6dem, hyalin arteroskleroz ve
alveol duvarinda kalinlagsma oldugu bildirilmistir.

Arteriyolar endotel ve bobrek proksimal tubul hiicre membranina bagiml
alkalen fosfatazin amifostini defosforile ederek aktif tiyol metaboliti olan WR-
1065’e doniistiirdiigii bilinmektedir (Schuchter, 1996).

Bizim g¢alismamizda toplam 6 Gy iyonize radyasyonu kullanmis olmamizin
nedeni, Kokawa ve arkadaslarinin yaptiklari ¢caligsma yol gosterici olmustur. Kokawa
ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada 9 Gy 1s1ma sonrasi fragmantasyon oraninin pik
yaptigin1 2 farkli metotla tespit edilmis, 36.9 Gy 1s1ma yapilan deneklerde ise
fragmantasyonun azaldigini1 nekrozun artig gosterdigini belirtmislerdir (Kokawa ve
ark. 1999). Ayrica yiikksek dozda radyasyonun apopitotik indeks yerine nekroza
neden oldugu bu nedenle DNA fragmantasyonu degerlendirmesinde TUNEL Assay
kullaniminda hataya sebep olabilecegi one siiriilmektedir (Kokawa ve ark. 1999 ).

Testikiiler dokuda hem spontan hem de hasarlanmaya bagli germ hiicresi
6limiinde esas mekanizma apopitotik hiicre dliimiidiir ( Sinha Hikim ve ark. 1997).

Calismamizda, TUNEL teknigiyle, radyoterapi uygulanmayan kontrol
grubuna ait siganlardaki ortalama apopitotik indeks degeri, toplam 6 Gy radyasyon
uygulanan calisma gruplarma gore oldukg¢a farkli bulunmustur. Altt Gy radyasyon
uygulanan siganlarin seminifer tubullerinden elde edilen apopitotik indeks oranlar
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmustir.
Radyasyona bagli apopitoz sican seminifer epitel siklusunun belirli bir evresine
0zgilil olmaksizin spermatogonium, mayotik olarak boliinen spermatosit ve
spermatid’lerin tiimiinde benzer sekilde gozlenmistir. Amifostin uygulamasinin
apopitozis yaninda testis dokusu iizerinde koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi
kanisina varilmistir.

Testikiiler germ hiicrelerinde apopitotik yanitin radyoterapi ya da
kemoterapétik ilaglar ile indiiksiyonunda saatler sonra maksimum seviyede
izlendigini gosteren calismalar mevcuttur (Yuki ve ark. 2000). Calismamizda
iyonizan radyasyonu takiben dort hafta sonra radyasyon hasarmma bagli apopitotik
Olimler gozlemlememiz germ hiicrelerinde radyasyona bagli apopitotik yanitin

yalniz akut donemde gerceklesmedigini ortaya koymaktadir. Gozlemlenen bu geg
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apopitoz bazi germinal kok hiicrelerinin radyasyon hasarindan sonra hemen 6lmeyip,
bunun yerine hiicre siklusuna devam ettigini, potansiyel apopitozun aktivasyonundan
once DNA hasarmmin tamir edilmeye c¢alisildigimi ve biriken kromozomal
anormallikler nedeniyle bir dizi farkli apopitoz mekanizmalart sonucunda hiicrelerin
6limiiyle sonug¢landigini diisiindiirmektedir.

Dewey ve arkadaglar1 tarafindan kromozomal aberasyonlar sonucunda klasik
mitoza bagli apopitoz (MCA: Yalniz kromozomal aberrasyonlara sahip bir hiicrede
boliinmeden sonra meydana gelen apopitozis) tanimlanmistir. Geg apopitozda tetigi
¢eken mekanizmanin kromozomal aberasyonlar oldugu (MCA) ifade edilmistir
(Delanian 2007).

Radford’un ac¢iklamaya ¢alistigina benzer sekilde ¢alismamizda da oldukca
radyoduyarli olan germ hiicrelerinde iyonizan radyasyondan 4 hafta sonra gozlenen
apopitotik yanitin kromozomal aberasyonlar ile tetiklenebilecegini akla getirmektedir
(Mitsuhashi ve ark. 1993). Bu goriis igin heniiz daha ileri aragtirmalar
yapilmadigindan oldukg¢a radyosensitif olan germ hiicrelerinde radyasyona bagh
apopitozis mekanizmalarinin agiga kavusmasini saglamak icin daha fazla veriye
ihtiyag vardir.

(Jahnukainen ve ark. 2000) ¢alismasinda antrasiklinlerin (kemoterapik ajan
smifidir) toksik etkilerine karsi amifostinin koruyucu etkinligi apopitoza giden
hiicrelerin ~ degerlendirilmesiyle kiiltiirde spermatojenik hiicreler kullanilarak
arastirilmastir.

Amifostinin tek fraksiyon yiiksek doz radyoterapiye karsi testis dokusu
tizerindeki protektif etkisi Milas ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir (Milas ve
ark. 1982). Ancak arastirmacilar takip eden ¢alismalarinda diisiik radyasyon dozlari
uyguladiklarinda amifostinin koruyucu etkisinin azaldigim1 goérmisler, 2 Gy ve
altindaki dozlarla fraksiyone radyoterapi ile birlikte uygulandiginda ise amifostinin
germ hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden oldugunu saptamislardir (Meistrich ve ark.
1984). iki Gy esik tolerans doz olarak nitelenmistir (Rubin ve ark. 1998).

Genel anlamda yapilmis c¢alismalar 1s18inda ve bizim bulgularimiz
dogrultusunda amifostinin koruyucu etkisi dokudan dokuya, uygulanan doz ve

fraksiyon sayisina bagl olarak degisiklik gosterdigi sonucuna varilmigtir.
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Randomize kontrollii yiirlittigimiiz deneysel c¢alismamizda Co60 kaynakli
teleterapi cihazi kullanilarak radyoterapi amagli iyonize gama radyasyonu diger
dokularda oldugu gibi testisler iizerinde dejeneratif profilde degisimlere ve DNA
fragmantasyonunda artisa neden olmaktadir. Isima oncesi amifostin uygulamasinin
bu bozunmay1 azalttig1 kanisindayiz.

Calismamizda sigan testisi germ hiicrelerinde radyasyonun olusturdugu
apopitotik ~ Oliimlere karst1 amifostinin  koruyucu etkinlerinin  olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak bunun daha ileri ¢alismalarla da dogrulanmasi gereklidir.
Eger radyoterapi sirasinda germ hiicrelerinde radyasyona bagli apopitozu onleme
yetenegine sahip hiicre koruyucu bir ajan kullanilabilirse radyasyona bagli azospermi
ve infertilitenin Onlenebilecedi ve definitif radyoterapi alan geng¢ erkek hastalarda

yasam kalitesi tizerinde olumlu bir etki saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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