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OZET

Sicanlarda Sisplatinin Meydana Getirdigi Testis Hasar1 Uzerine D Vitamini
Etkisinin Arastirilmasi

Amag: Calismamizda sisplatinin neden oldugu testis hasarina karsi VD’nin
etkilerini histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle arastirmay1
amagladik.

Gere¢ ve Yontem: 28 adet Wistar albino sigan kontrol ve VD grubunda 6,
sisplatin ve sisplatin+VD grubunda 8 adet olarak dort gruba ayrildi. Siganlarin deney
basinda ve sonunda viicut ve testis agirliklar1 6lgiildii. 10 gilinliik deney sonunda
ketamin/ksilazin anestezisi altinda siganlar sakrifiye edildi. Sag testisler biyokimyasal
analizlerde, sol testisler histolojik analizlerde kullanildi. Alinan dokular, rutin doku
takip islemlerinden gecirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan seri
kesitlere HE, PAS, kaspaz-3 ve VDR boyama metodlar1 uygulandi. Epididimis kauda
kismindan elde edilen semen Orneklerinden sperm vitalitesi ve morfolojisi
degerlendirildi. Ayrica sperm sayimi yapildi. Biyokimyasal olarak TOS, TAS, FSH,
LH, testosteron, ostrojen, VD, Ca ve P diizeyleri ELISA test kitleri araciligiyla
spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6l¢iildi.

Bulgular: Histopatolojik analizlerde; sisplatin grubunda seminifer tiibiil ¢ap1 ve
germinal epitel kalinliginda azalma, Johnsen skorunda diisme, germinal hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler gozlendi. PAS boyamada bazal membranda ondiilasyon ve
artmis pozitiflik izlendi. Kaspaz-3 immiin pozitiflik artarken, VDR immiin boyama
azalmig tespit edildi. Biyokimyasal analizlerde; sisplatin grubunda TOS da anlamli artig
goriiliirken TAS yoniinden anlaml bir fark tespit edilmedi. FSH, LH, Testosteron, VD
Ca ve P yoniinden kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark izlenmedi.
Ostrojenin ise kontrole gére anlamli diizeyde diistiigii goriildii. Sperm sayis1 ve sperm
vitalitesi kontrol grubuna gore azalmig, sperm anomalisi ise artmis tespit edildi. VD
uygulamasimin histolojik hasar1 azalttigi ve Johnsen skorunda anlamli yiikselmeye
neden oldugu goriildii. Bu grupta kaspaz-3 immiin boyanma azalirken VDR immiin
boyanmada artis izlendi. Biyokimyasal olarak TOS diizeyinde anlamli azalma ve VD
seviyesinde anlamli artig tespit edildi.

Sonuclar: Sonug¢ olarak bu calisma, sisplatin ile testis hasar1 olusturulan
sicanlarda VD uygulamasinin testikiiler hasari hafiflettigini gostermektedir. Bununla
birlikte, klinik tedavi protokollerine VD’nin eklenmesi ig¢in daha ileri ¢aligmalarin
yapilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: D Vitamini, Sican, Sisplatin, Testis



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Vitamin D on Testicular Damage Caused by Cisplatin
in Rats

Aim: In our study, we aimed to investigate the effects of VD against testicular
damage caused by cisplatin by histopathological, immunohistochemical and
biochemical methods.

Material and Method: 28 Wistar Albino rats were divided into four groups, 6 in
the control and VD groups, and 8 in the cisplatin and cisplatin+ VD groups. Body and
testicular weights of the rats were measured at the beginning and end of the experiment.
At the end of the 10-day experiment, the rats were sacrificed under ketamine/xylazine
anesthesia. Right testicles were used for biochemical analyzes and left testicles were
used for histological analyses. Tissues were taken through routine tissue follow-up
procedures and embedded in paraffin. HE, PAS, caspase-3 and VDR staining methods
were applied to serial sections taken from paraffin blocks. Sperm vitality and
morphology were evaluated from semen samples obtained from the cauda part of the
epididymis. Number of sperms was also counted. Biochemically, TOS, TAS, FSH, LH,
testosterone, estrogen, VD, Ca and P levels were measured by ELISA test Kits using
spectrophotometric methods.

Results: In histopathological analysis; a decrease in seminiferous tubule
diameter and germinal epithelial thickness, decrease in Johnsen score, and degenerative
changes in germinal cells were observed in the cisplatin group. In PAS staining,
corrugation and increased positivity were observed in the basement membrane. While
caspase-3 immune positivity increased, VDR immunostaining decreased. In
biochemical analysis; while a significant increase was observed in TOS in the cisplatin
group, no significant difference was found in terms of TAS. No statistical difference
was observed in terms of FSH, LH, Testosterone, VD, Ca and P when compared with
the control. It was observed that estrogen decreased significantly compared to the
control. Sperm count and sperm vitality were decreased compared to the control group,
and sperm anomaly was increased. It was observed that VD application reduced
histological damage and caused a significant increase in Johnsen score. In this group,
caspase-3 immunostaining decreased while VDR immunostaining increased.
Biochemically, a significant decrease in TOS level and a significant increase in VD
level were detected.

Conclusion: In conclusion, this study shows that VD administration alleviates
testicular damage in rats with cisplatin-induced testicular damage. However, further
studies are needed to add VD to clinical treatment protocols.

Keywords: Vitamin D, Rat, Cisplatin, Testis



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABP : Androjen Baglayici Protein
Ca : Kalsiyum
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VD : Vitamin D
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile seyreden bir hastalik olup tiim
diinyada en sik ikinci 6liim nedenidir (1). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi 2020
yilinda 19,3 milyon kanser vakasi oldugunu ve 2040 yili i¢in 6n goriilen vaka sayisinin
28,4 milyon olacagmi bildirmistir (2). Kanser tedavisinde; cerrahi, kemoterapi,

radyoterapi, immiinoterapi ve hormon tedavisi yer almaktadir (3).

Sisplatin, Rosenberg ve Vancamp tarafindan 1972 yilinda klinik kullanima
sunulan, platin bazli bir ajandir (4). Baslangigta bakteri iiremesini engelledigi
gosterilmis sonrasinda kemoterdpatik etkisi tespit edilmistir (5). Gilinlimiizde sisplatin;
bas-boyun, mesane, prostat, testis, meme, serviks, over kanserleri, osteojenik sarkom ve
noroblastoma gibi bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan, oldukca

genis spektrumlu kemoterap6tik bir ajandir (6).

Sisplatinin ~ sitotoksik etkisinin genel olarak DNA ile etkilesiminden
kaynaklandigi kabul edilir. DNA—platin kovalent eklentileri, temel hiicresel olaylar olan
DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ve protein translasyonu gibi siirecleri
baskilayarak apopitozisi tetikler (7). Ancak sisplatinin sitotoksik etkisi sadece tiimor
dokusu tizerine olmayip diger organlari da etkilemektedir. Bu nedenle sisplatin tedavisi
nefrotoksisite, hepatotoksisite, kardiyotoksisite, ndrotoksisite ve gonadotoksisite gibi
yan etkilere sebep olabilir. Bircok caligma sisplatinin testis {izerine toksik etkileri
oldugunu  goOstermistir.  Sisplatin  tarafindan  indiiklenen  testis  hasarmin
hiicresel/biyokimyasal mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da, dokuda artan
serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleriyle iliskili oldugu belirtilmistir. Ayrica,
biyokimyasal hasarin ilerleyici birikiminin hiicresel yaslanma ve kanser olusumunda rol

oynadigi bildirilmistir (4,8,9).

Giliniimlizde kemoterapétiklerin  kullanimi1 sirasinda olusan doku hasarinin
minimalize edilmesi i¢in en yaygin kullanilan alternatif tedavi yontemi antioksidan
maddelerin  kullanimidir. Bu nedenle sisplatin  kaynakli testis toksisitesinin

antioksidanlar ile azaltilabilecegi diisiiniilmektedir (8).

Vitamin D (VD), esas olarak giines 1s18in1n etkisi ile deride sentezlenen steroid
bir prohormondur. Aktif hale gelebilmesi i¢in karaciger ve bobrekte hidroksile edilmesi

gerekir (10). VD genel olarak kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) homeostazisini koruma ve



diizenleme isleviyle bilinir ancak bilinen mineral metabolizmasi etkilerine ek olarak
anti-fibrotik, anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkiler gibi ¢esitli sitoprotektif etkilere de
sahiptir. Ayrica hem erkek hem de disi lireme siire¢lerini modiile etmede rol oynadigi
gosterilmistir. Son on yilda hem erkek hem de disi lireme organlarinda D vitamini
reseptor (VDR) varligr gosterilmesiyle VD ve lireme sistemi arasindaki iligski giderek
daha fazla arastirllmakta ve yeni bilgiler bulunmaktadir. Son zamanlarda VD
eksikliginin erektil disfonksiyon, azalmis sperm konsantrasyonu ve diisiik sperm

motilitesi ile iliskili oldugu da ortaya konulmustur (10,11).

Calismamizin amaci VD’ nin sik kullanilan kemoterap6tik bir ilag olan sisplatine
bagl erkek tireme toksisitesi lizerine etkilerini histopatolojik, immunohistokimyasal ve

biyokimyasal degerlendirme ile ayrintili olarak arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Testisin embriyolojik gelisimi, gonodal kabartilarin olusumu ile baslar. Gonodal
kabartilarin  kokeni ise intermediyer mezoderme dayanmaktadir. Mezonefronun
ventromedial yiizeyinde bulunan sdélomik epitelin hiicre proliferasyonu, genital
kabartilarin olusumunu baglatir. Mezonefroz, mezonefrik kanali (Wolff kanali) igerir. Bu
yapi, erkek cinsiyet belirlendikten sonra epididim, seminal vezikiiller ve vas deferens

olusumuna katkida bulunan ilkel bir iirogenital yapidir.

Epiblast kokenli primordial germ hiicreleri 4.haftanin basinda yolk kesesinin
allantoise yakin duvarinda goriilmeye baslar. Primordial germ hiicreleri son barsak
duvarini gecer ve dorsal mezenter boyunca ilerleyerek 5. haftada her iki yanda bulunan
gonadal kabartilara ulagsmis olur. 6. haftanin sonunda primordiyal germ hiicreleri primer
cinsiyet kordonlarmma katilir. Testikiiler gelisim evreleri diyagrami Sekil 2.1.°de
gosterilmistir. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara ulasmasi, gonadlarin

farklanmasi lizerine indiikleyici etkiye sahiptir (12).

Genetik cinsiyet fertilizasyonda belirlenmistir. Erkek embriyo XY kromozom
kompleksine sahiptir. Erkeklerde, cinsiyet belirleyici proteinlerin {iretimini aktive
ederek cinsiyetin belirlenmesini baglatan cinsiyete 6zgii SRY geni vardir. Testis
belirleyici faktér (TBF), Y kromozomunun kisa kolunda (Ypll), testis tayini i¢in
gerekli tek gen olan SRY’nin cinsiyet belirleyici bolgesi olarak bilinir. Bu genin

yoklugu embriyonun disi yonde gelismesine neden olur (13).

SRY geni, SOX9 olarak bilinen ilgili bir otozomal genin testise yonelik
diferansiasyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. SOX9 geni,
destekleyici hiicre Onciilerinden Sertoli hiicre farklilasmasimin baslatilmas1 i¢in
gereklidir. Bu destekleyici hiicreler SOX9 gen aktivasyonu olmamasi halinde folikiil
hiicrelerine farklilasacaktir. SRY ve SOX9 genleri Sertoli hiicre farklilasmasinin
yanisira interstisyel hiicrelerin miyoid hiicrelere ve Leydig hiicrelere farklilagsmasi, germ

hiicrelerinin mitotik arresti ve testikiiler kordonlarin olusumundan sorumludur (13).

Insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) intrauterin 8-12 haftalik dénemde
pik yaparak Leydig hiicrelerinden testosteron ve androstenodion iretimini uyarir.

Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteron ve androstenodion hormonlari, sekizinci



haftadan itibaren dis genitallerin ve mezonefrik kanalin erkek cinsiyet yoniinde
farklanmasini saglar. Fetal donemde Sertoli hiicrelerinden salgilanan Anti-miillerian

hormon (AMH) ise paramezonefrik kanalin (Miillerian kanal) gelisimini inhibe eder.

mezonefrik kanal

\\ paramezonefrik
W \ kanal
W28

&

primer seks

kordonlari a
proliferasyona ugramakta
olan ¢élomik epitel
dejenerasyona ugramakta
olan mezonefrik tibul
duktus

mezonefrik kanal epididimis

Mezomym dejenerasyona

ugramakta olan
paramezonefrik
kanal

efferent duktll
rete testis

paramezonefrik
kanal

seminifer
kordon

seminifer tunika
kordonlar albuginea septum

Sekil 2.1. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami. a. 5 haftalik bir embriyoda
farklilagmamis gonad evresi, b. Primer cinsiyet kordonlarmin seminifer kordonlara

farklilasmasi, c. Testikiiler gelisiminin son evreleri (14).

26. haftada pelvisdeki biiylime ve embriyodaki boyut artisi ile birlikte testisler
inguinal kanalda ilerler ve skrotuma inmeye baslar. Bu siire¢ testisten skrotuma uzanan
fibroz bir yapt olan gubernakulum ve androjen hormonlarinin kontroliinde gelisir.
Peritonun parmaksi uzantisi olan processus vaginalis fetal gelisim siirecinde karin 6n
duvarn tabakalar ile birlikte testisin inis seyri boyunca skrotuma ulagir. Testisler 2-3
giin icinde skrotuma inmis olur. Term dogmus bebeklerin %97’sinden fazlasinda
testisler skrotum igerisindedir. Dogumda inmemis testis tespit edilen bebeklerin

cogunda ise testisler bir yasina kadar skrotuma iner.

Puberteye kadar testikiiler kordonlar Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlardan
olusan solid yapilar seklindedir. Puberte doneminde testikiiler kordonlarda liimen

olusumu goriilir ve bdylece seminifer tiibliller meydana gelir. Bu donemde



gonadotropinlerin (Liiteinizan hormon-LH, Folikiil stimiilan hormon-FSH) artisiyla

birlikte spermatogenez baslar (13).

2.2. Testis Anatomisi

Erkek {lireme organi testis, skrotal kese iginde bir c¢ift olarak asili haldedir.
Testislerin yanisira skrotumda funiculus spermaticusun alt ucu ve epididimis de
bulunur. Testisler skrotal kese iginde septum scroti denen bir parga ile birbirinden
ayrilir. Farklilik olabilmekle birlikte, testisler ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm
kalinliginda, 2,5 cm genisliginde ve 20-25 gr agirligindadir. Testis iist ucundan
spermatik kord ile iliskilidir. Alt ugta ise gubernakulumun bir kalintis1 olan skrotal

ligament ile skrotuma baglanir (15).

Skrotumun duvari distan ige dogru; deri, tunica dartos (m. dartos), fascia
spermatica externa, fascia cremastarica ve m. cremaster, fascia spermatica interna ve
periorchium tabakalarindan meydana gelmektedir. Aslinda deri ile tunica dartos’a
birlikte skrotum denilir. Ancak genelde skrotum denilince tiim tabakalar ile birlikte

testisin kilifi anlasilmaktadir.

Deri skrotal bolgede biraz farklilik gostermektedir. Cok incedir, fazla pigment
icerigi nedeniyle daha koyu renkte ve burusuk goriinimdedir. Ayrica bu bolgenin
derisinde kil kokleri, ter bezleri ve yag bezleri bulunur. Tunica dartos’un iginde bol
miktarda m. dartos denilen diiz kas lifleri bulunur. Bu kas lifleri septum scroti icerisine
de girerek, yukarida penisin alt yiiziindeki raphe penis’e tutunur. Tunica dartos
yapisinda yag dokusu bulunmaz ancak buna karsilik damardan zengindir. Septum
scrotici’de ise tunica dartos’un uzantisindan baska, deri harig, skrotumun tiim tabakalari
bulunur. Tunica dartos ile m. obliquus externus abdominis aponeurozu’ndan gelisen
fascia spermatica externa arasinda fasial bir aralik bulunur. Daha igte m. obliquus
internus abdominis’den gelisen fascia cremasterica ve m. cremaster yer alir. Uylugun ig
yliziiniin iist kismi hafif sekilde ¢izildiginde m. cremaster kontraksiyon yapar ve testisi
yukari ¢ekerek karin bosluguna yaklastirir. Bu reflekse kremaster refleksi denir. Fascia
tranversalis’in bir devami olan fascia spermatica interna, dis tarafindaki fascia
cremasterica’ya sikica, i¢ tarafindaki periorchium’a ise gevsek olarak tutunur.
Peritoneum’un lamina parietalisi olan periorchium skrotumun en i¢ tabakasidir. Bu
tabaka cavum scroti’yi distan sinirlar. Cavum scroti’yi ig¢ten smirlayan yapi ise

peritoneumun lamina visceralisi olan epiorchium’dur.



Testis distan ige dogru tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa ile
sarilidir. Peritoneumun lamina parietalisi olan periorchium ve peritoneumun lamina
visceralis’i olan epiorchium’un her ikisine birden tunica vaginalis adi verilir. Her iki
yaprak arasinda kalan kilcal araliga cavum serosum scroti denilir ve igerisinde bir
miktar kaygan sivi bulunur. Epiorchium, epididimisin biiyiik kismi ile arka kenarmin
medial boliimii harig testisi orter ve bu iki olusumu birbirine baglar. Tunica albuginea,
testisi saran mavimsi beyaz renkli, siki fibroz bir tabakadir. Tunica albuginea testisin
arka kisminda, igeriye dogru kalin vertikal bir uzanti1 génderir. Bu yapiya mediastinum
testis denir. Mediastinum testis’den damar ve kanallar girip ¢ikar. Tunica vasculosa,
tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde bulunan damar agi tabakasidir. Damarlar arasinda
kalan kisimlar1 da gevsek bag dokusu doldurmaktadir. Testis anotomisi Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Testis Anatomisi (16).

Mediastinum testis’den ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu yapilar
testisi 200-300 kadar lobuli testise boler. Her bir lopguk, tubuli seminiferi contorti adi
verilen 1-4 kadar kor uglu ve kivrimh tiiplerden olusur. Lopguklarin mediastinum
testis’e bakan tepe kisimlarinda bu kivrimli tiipler diizlesir ve birbirleriyle birleserek

tubuli seminiferi recti denilen 20-30 kadar kanali olusturur. Bu kanallar birbiriyle



anastomozlasarak rete testis adi1 verilen agi olusturur. Rete testis, mediastinum testis’in
ist boliimiinde 12-15 kadar kanala doniisiir. Ductuli efferentes testis denilen bu kanallar
testisin arka {ist kismindan tunica albuginea’yr delerek testisin disina ¢ikar. Ductuli
efferentes testis’ler ductus epididimis’e agilir. Ductus epididimis adi1 verilen kanallarin
olusturdugu yumaga epididimis denir. Epididimis testisin arka medial kenarina bir

periton plikasiyla baglhdir.

Skrotumun kanlanmasi, on taraftan a. pudenta externa’nin dali aa. scrotales
anteriores ile, arka taraftan ise a. pudenta interna’nin dali aa.scrotales posteriores ile
olur. Ayrca a. testicularis ve a. cremasterica’dan da besleyici dallar alir. Skrotumun
venleri arterlerine eslik eder. Tunica dartos’da bulunan ¢ok sayidaki ven bir damar agi
olusturur. Bu damar ag1 bolgenin isitilmasindan sorumludur. Lenfatik drenaji ise
periorchium da dahil olmak tizere nodi lymphatici inguinales siiperficiales’e olur.
Skrotumun innervasyonu, 6n kisimda n. ilioinguinalis’ten koken alan nn. scrotales
anteriores ve n. genitofemoralis’in genital dali ile, arka kismi ise n.perinealis’in dallari
olan nn.scrotales posteriores ve n.cutaneus femoris posterior’un perineal dali ile

saglanir.

Testislerin kanlanmasi abdominal aortanin dali olan a. testicularis’ler ile olur.
Testisin venoz sirkiilasyonu 6nce funiculus spermaticus’u saran vendz bir ag olan
pleksus pampiniformis’e olur. Daha sonra pleksus pampiniformis’ler v. testicularis’i
olusturur. Bunlardan sag taraftaki v. cava inferior’a, sol taraftaki ise v. renalis’e
dokiiliir. Testiste bulunan 4-8 adet lenfatik damar spermatik kord iginden gegerek ve
paraaortik lenf nodlarina drene olur. Testisin innervasyonu ise medulla spinalis’in
torakal 10-11 segmentlerinden gelen sempatik lifler ve n. vagus’tan gelen parasempatik

lifler ile saglanir (17).

2.3. Testis Histolojisi

Testis, spermatogenez ve steroidogenez olmak iizere baslica iki fonksiyona sahip
erkek genital organidir. Kalin ve siki bag dokusu yapisindaki tunika albuginea ile sarilt
haldedir. Kapsiiliin i¢ kismi1 olan tunica vaskiiloza kan damarlari igeren gevsek bir bag
dokusudur. Her bir testis kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar ile
yaklagik 250 lobiile boliiniir. Her bir lobiil yiiksek diizeyde kivrimli birkag seminifer

tiibiil ve Leydig (interstisyel) hiicrelerini i¢ceren bag dokusu stromadan olugmaktadir.



Her bir seminifer tiibiil mediastinum testiste tubulus rektus (diiz tiibiil) olarak

adlandirilan kisa ve diiz seyirli kanallar ile rete testise agilir (18).
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Sekil 2.3. Testis Histolojisi. A. Testis ¢ok sayida kivrimli seminifer tiibiil icermekte, B.

Testisin histolojik kesiti, C. Spermatogenezin sematik goriiniimii (19).

2.3.1. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tibiilller yaklasik 50 cm uzunlugunda ve 150-250 um capindadir.
Seminifer tiibiiller tunika propriya tarafindan ¢evrelenmis seminifer epitelden meydana
gelir. Seminifer epitel iki temel hiicre popiilasyonundan olusan ¢ok katli bir epiteldir.

Bu iki temel hiicre grubu Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicrelerdir. Testis

histolojisi Sekil 2.3.’de gosterilmistir.



Sertoli hiicreleri diger isimleriyle destek hiicreleri veya sustentakiiler hiicreler
olarak bilinir. Sertoli hiicreleri yaygin apikal ve lateral uzantilara sahip, seminifer
epitelin tiim kalinlig1 boyunca uzanan ve bdylece seminifer tiibiile desteklik saglayan
hiicrelerdir. Bu hiicreler puberteden sonra ¢ogalmazlar. Sertoli hiicreleri aktif bir hiicre
oldugu icin okromatik bir niikleusa sahiptir. Bazale yakin konumlanmig niikleusu oval
veya iiggen sekilli olup bir veya daha fazla derin ige katlantilara sahiptir. insanda bazal
sitoplazmada inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Béttcer) bulunmaktadir. Bu inkliizyon
cisimciklerinin kompozisyonlar1 ve fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir. Sertoli
hiicreleri birbirlerine zonula okludens tipi siki baglanti kompleksleri araciligiyla
baglanir. Bu baglantilar seminifer epiteli bazal epitelyal kompartman ve luminal
kompartman olmak {iizere iki epitelyal kompartmana ayirir. Spermatogonyumlar ve
erken primer spermatositler bazal kompartmanda yer alirken, daha olgun spermatositler
ve spermatidler luminal kompartmanda yer almaktadir. Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi
baglanti kompleksi bu tanimlanan fiziksel kompartman olusumuna ek olarak bir
gecirgenlik bariyeri de olusturur. Kan-testis bariyeri olarak da bilinen bu yap1 seminifer
epitelde iyon, aminoasit, karbonhidrat ve protein kompozisyonu bakimindan kan ve lenf
stvisindan farklilik olusturulmas: i¢in gereklidir. Plazma proteinleri ve antikorlar bu
bariyer sayesinde seminifer tiibiil liimeninin disinda tutulur. Sertoli hiicresinin androjen
baglayic1 protein (ABP) basta olmak iizere salgiladiklar1 ekzokrin salgi {iriinleri,
farklilagmakta olan spermatogenik hiicreler i¢in yiiksek konsantrasyonda testosteron
iceren bir mikro ¢evrenin devamliligimi saglar. Sertoli hiicresi ekzokrin salgi
fonsksiyonu yani sira endokrin salgi fonksiyonuna da sahiptir. Sertoli hiicresi tizerinde
FSH ve testosteron reseptorleri bulunmaktadir. Sertoli hiicresinin endokrin salgi tirlinii
olan inhibin, anterior hipofiz bezinden FSH saliverilmesini inhibe ederken, Sertoli
hiicresinin diger bir endokrin salgi iiriinii olan aktivin ise FSH saliverilmesini aktive
eder. Sertoli hiicresinden ayrica plazminojen aktivator, tranferrin, seruloplazmin,
miillerian inhibe edici faktor (MIF), kok hiicre faktorii ve norotropik faktor gibi
glikoproteinler de salgilanmaktadir. Ayrica Sertoli hiicrelerinin fagositoz yetenegi de
vardir. Spermiyogenezin son agamasinda olusan rezidiiel cisimcikleri ve farklilagsmay1
tamamlamay1 basaramayan spermatogenik hiicreler Sertoli hiicresi tarafindan fagosite

edilir.

Spermatogenik hiicreler diizenli olarak ¢ogalan ve olgun sperme doniisen hiicre

grubudur. Bu hiicre grubu komsu Sertoli hiicreleri arasinda periferden liimene dogru



maturasyon kazanan, belirgin olmayan tabakalar halinde diizenlenmistir. En immatiir
spermatogenik hiicre spermatogonyum olup bazal lamina {izerinde bulunur. Liimene
dogru sirasiyla primer spermatosit, sekonder spermatosit, erken spermatid ve geg
spermatid seklinde maturasyon kazanir. En matiir spermatogenik hiicre ge¢ spermatid
olup Sertoli hiicresi apikal boliimiine tutunmus durumdadir. Seminifer tiibiil liimenine

serbestlesmesiyle spermatozoan ismini alir.

Tunica (lamina) propriya tipik fibroblastlardan yoksun cok tabakali peritiibiiler
bag dokusudur. Tunica propriya’y1 olusturan yapilar; bazal lamina, 3-5 tabaka miyoid

hiicre ve kollajen fibrillerdir.

2.3.2. Interstisyel Doku Histolojisi

Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan ¢ok sayida kan ve lenf damarlarini, sinir
liflerini igeren gevsek bag dokusu oOzelligindeki alana interstisyel doku adi verilir.
Interstisyel dokuda normal bag dokusu hiicreleri olan fibroblastlar, mast hiicresileri,

makrofajlar gibi hiicrelerin disinda Leydig hiicreleri de bulunmaktadir.

Leydig hiicreleri interstisyel alanda tek tek veya gruplar halinde bulunur. Leydig
hiicreleri biiyiik, poligonal sekilli, eozinofilik hiicreler olup 6kromatik niikleusa sahiptir.
Bu hiicreler tipik olarak lipid damlaciklar1 igermesinin yani sira lipofuskin pigmenti ve
sitoplazmik kristaller olan Reinke kristalleri bulundurur. Leydig hiicreleri kolesterolden
testosteron sentezledigi i¢in, graniilsiiz endoplazmik retikulum ve tiibiilovezikiiler
kristali mitokondriyonlardan zengindir. Leydig hiicreleri erken fetal yasamda
testosteron salgilamaya baslar ancak fetal hayatin 5.ayindan baslayarak puberteye kadar
inaktif hale gecer. Leydig hiicreleri puberte doneminde artan LH seviyesiyle tekrar
aktive olur ve androjen sentezi baslar. Testosteron embriyoda gonadlarin ve dis genital
organlarin gelisimi i¢in Onemliyken, pubertede spermatogenezin baglatilmast ve
sekonder seks karakterlerinin gelisimi agisindan 6nemlidir. Yetigkinlik doneminde ise
testosteron spermatogenez ve sekonder seks karakterlerinin devamliligindan

sorumludur.

2.3.3. Intratestikiiler Kanallarin Histolojisi
Her seminifer tiibil diiz tiibiil veya tubuli rekti olarak bilinen kanallara acilir. Bu
kanallarin seminifer tiibiillere yakin kisimlar1 Sertoli hiicreleri tarafindan ddsenirken,

rete testise yakin olan kisimlari ise tek kath kiibik epitelle doselidir.
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Diiz tiibliller mediastinum testis icinde karmasik bir ag seklinde biribiriyle
baglantili kanallardan olusan rete testise bosalir. Rete testisin kanallar1 tek kath kiibik
veya algak prizmatik epitelle doselidir. Bu hiicreler bir apikal silyuma ve birkag¢ kisa

apikal mikrovillusa sahiptir.

2.3.4. Spermatogenez
Spermatogonyumdan sperm gelisim siirecine spermatogenez ismi verilir.
Puberteden kisa siire once hipofize ait gonadotropinlerin seviyesinin artmasi neticesi

baslar ve yasam boyu siirer. Ug farkl1 faza ayrilmaktadir.
Spermatogonyal faz

Spermatogonyal kok hiicreler ¢cok sayida mitoz gegirerek, niiklear goriiniimleri

farkli olan spermatogonyal soylar iiretirler.

Tip A koyu spermatogonyum, ince graniillii kromatinli, yogun bazofilik, oval
niikleuslu hiicrelerdir. Seminifer epitelin kok hiicreleri olan bu hiicreler diizensiz
araliklarla mitozla gogalarak bir ¢ift tip A Koyu spermatogonyum ve bir ¢ift tip A agik

spermatogonyum olustururlar.

Tip A agik spermatogonyum, acik renk boyanan ince graniillii kromatinli, oval
niikleuslu hiicrelerdir. Bu spermatogonyumlar spermi olusturan farklilagma siirecine

yonlenmislerdir. Ardisik birka¢ mitoz gecirerek sayilarini arttirirlar.

Tip B spermatogonyum, merkezi bir niikleolus ve onun ¢evresinde yogunlagmis
kromatin bulunan yuvarlak niikleuslara sahip hiicrelerdir. Spermatogonyal fazdaki son

agamadir.

Bir Tip A koyu spermatogonyum mitozla bolinerek tip A agik
spermatogonyumlar1 olustururken, alisilmadik olan kardes hiicrelerin ince sitoplazmik
bir kopriiyle birbirne bagli kalmasidir. Bu sitoplazmik baglantilar spermatid
maturasyonun son evresine kadar goriilmektedir. Boylece baslangictaki tip A agik
spermatogonyum ¢iftinin tiim soyu inci dizisi gibi birbiriyle sitoplazmik olarak

baglantilidir.
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Spermatosit Fazi

Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi primer spermatositleri meydana
getirir. Primer spermatositler mayoz I’e girerler. Insan primer spermatositlerinin birinci
mayotik profaz déonemi 22 giin kadar siirebilmektedir. Birinci mayotik boliinmenin
neticesinde olusan hiicreler sekonder spermatositlerdir. Bu hiicreler DNA replikasyonu
olmadan mayoz II’ye girerler bu nedenle birinci mayoz bolinmeye gore daha kisa

stirede gerceklesir. Sonucta haploid DNA igeren sprematidler olusur.
Spermatid Fazi

Bu donemde spermatidler olgun spermlere farklilasirken yiiksek diizeyde
yeniden sekillenmeye ugrarlar. Bu farklilasma siirecine spermiyogenez adi da verilir.

Dort fazdan olusmaktadir.
Golgi Faz

Spermatidin ¢ok sayida Golgi kompleksinde kiimelenen proakrozomal graniiller
bir araya gelerek akrozomal vezikiilii olusturur. Akrozomal vezikiil niiklear zarfa komsu
ve membranla sinirlandirilmis bir yap1 olup pozisyonu spermin 6n kutbunu belirler. Bu
donemde akrozomal vezikiil icerigi artar ve genisler. Sentriyoller spermatidin arka

kutbuna go¢ eder ve sperm kuyrugunun aksoneminin ingas1 baglar.
Kep Faz1

Bu donemde akrozomal vezikiil niikleusun 6n yaris1 tizerine yayilir. Bu yeniden
sekillenmis yapiya akrozomal kep ismi verilir. Akrozomal kepin altindaki niiklear

membran porlarin1 kaybeder ve kalinlagir. Bu donemde niiklear igerik de yogunlagir.
Akrozom Fazi

Bu fazda spermatid kendini yeniden hizalar. Bas Sertoli hiicresi igine iyice
gomiiliirken, gelismekte olan flajellum seminifer tiibiil liimenine dogru uzanir.
Spermatidin kondanse niikleusu yassilasir ve uzar. Niikleus ve onu ¢evreleyen akrozom
plazma membraninin 6n kismia komsu bir pozisyona taginir ve sitoplazma posteriora
dogru yer degistirir. Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomun arka kismindan spermatidin

arka kutbuna dogru uzanan manseti olustururlar.
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Flajellum olusumun baslatmis olan sentriyoller geriye yani niikleusun arka
yiizeyine tasinirlar. Baglant1 parcast veya boyun bolgesi olarak adlandirilan yapiyi

olusturmak {izere modifiye olurlar.

Plazma membram biiyliimekte olan flagellumu sarmak {lizere posteriora hareket
ederken manget kaybolur. Mitokondriyonlar boyun bodlgesinin hemen posterioruna siki,
heliks tarzda bir kilif olusturmak {izere go¢ ederler. Bu bolge sperm kuyrugunun orta
pargasini olusturur. Orta parcanin distalinde esas parca uzanir. En distalde uzanan kisa

segment ise son parcay1 olusturur.
Olgunlasma Faz

Bu son fazda flajella etrafindaki fazla sitoplazma atilir ve olgun spermatozoon
olusur. Rezidiiel cisimcik olarak adlandirilan bu yapilar Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir. Interselliiler kopriiler rezidiiel cisimciklerin icinde kaldigi igin

spermatidler artik birbirine baglh degildir.

Olgunlagsma fazinin sonuna dogru uzamis spermatidler, Sertoli hiicrelerinden

seminifer tiibiil limenine saliverilirler. Bu siirece spermiasyon ad1 verilir.

2.3.5. Matiir Sperm Yapisi

Olgun insan spermi yaklasitk 60 pm uzunlugundadir. Seprm bast yassi ve
sivridir. Niikleusun 6n {igte ikilik boliimiinii saran akrozomal kep, ovumun zona
pellusidasinin delinmesi i¢in gerekli enzimleri barindirir. Sperm kuyrugu boyun, orta
parca, esas parca ve son parca olmak iizere dort boliime ayrilir. Kisa olan boyun
segmenti kaba fiberlerin baslangiglarini ve sentriyolleri igerir. Orta parca yaklagik 7 um
uzunlugundadir ve mitokondriyonlar1 igerir. Esas par¢a yaklagik 40 um uzunlugunda
olup aksonemal kompleks, kalin fiberler ve bunlarin disindaki fibroz kilifi icerir. Son
parca flajellumun yaklagik 5 pm’lik son kismidir ve yalnizca aksonemal kompleksi

igerir.

Seminifer tliblilden yeni saliverilen sperm hiicreleri hareketsizdir. Epididimiste

islem goriir ve burada hareketlilik kazanip ileri olgunlasmaya ugrarlar.
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2.4. Testis Fizyolojisi
Erkekte tireme islevleri li¢ biiyiikk alt gruba ayrilabilir: Spermatojenez, ¢esitli
hormonlarla erkek iireme islevlerinin diizenlenmesi ve erkek cinsel davranislarinin

gerceklestirilmesi (18). Testis fizyolojik semasi Sekil 2.4.’de gosterilmistir.

2.4.1. Spermatojenez

Embriyo gelismi sirasinda primordiyal germ hiicreleri testise go¢ eder ve
seminifer tiibiillerin i¢ ylizeylerinde spermatogonyum adi verilen olgunlagmamis germ
hiicrelerine doniisiirler. Spermatogonyumlar puberteden baslayarak mitoz boliinmeye
ugrar ve stirekli bir proliferasyon gosterir, devaminda ise sperm olusumu icin gerekli

olgunlagma basamaklarindan geger.

Spermatojenez 6n hipofiz gonodotropik hormonlarin uyaris1 ile yaklagik 13
yasinda baglar ve yasam boyu devam eder. Fakat ileri yaslarda spermatojenez belirgin
sekilde azalir. Spermatojenez yaklasik 74 giin silirer. Seminifer tiibiil limenine
serbestlesen sperm hareketsizdir. Epididim tiibiillerine dogru yolculugu giinler siirer.
Epididimiste 18-24 saat kaldiktan sonra hareket yetenegi kazanirlar ama ejakiilasyona

kadar epididim s1visinda bulunan baskilayici proteinlerle hareketleri engellenir.

Geng erigkinlerin iki testisi bir giinde yaklasik 120 milyon sperm diiretir. Bu
spermlerin kiiglik bir boliimii epididimde depolanabilir ancak biiyilk bolimii vas
deferenste depolanmaktadir. Spermler fertilizasyon 6zelligini kaybetmeden en az bir ay
depolanabilirler. Depolanma siirecinde kanallarin sekresyon sivilarinda bulunan cesitli
maddeler spermlerin baskilanmis sekilde beklemesini saglar, ancak ejakiilasyondan

sonra spermler hareketli hale gelirler.

Spermler, epididimisten ayrildiktan sonra heniiz olgun halde degildir.
Ejekiilasyon sonrast disi genital kanalinda ilerlerken olgunlagma siireci gergeklesir.
Kapasitasyon adi verilen bu siire¢ 1-10 saat kadar siirebilir. Bu donemin sonunda

spermler ovumu fertilize edecek hale gelir.
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2.4.2. Erkek Ureme Islevlerinin Hormonlarla Diizenlenmesi

HipotalamusGnRH salgilar. GnRH,
@ on hipofizi FSH ve LH salgilamas:
icin uyarir.

#° GNHR <=
y o

inhibin, negatif
feedbackle on
@ hipofizden FSH C‘
salimmini ’
baskilar.

Testosteron,
hipotalamusve

J/

0D
Ay

H P
hipofizi negatif @ LH, Leydig hucrelerini

uyararak testosteron

feedbackle :
uyararak daha salgilatir. FSH, Sertoli
fazla GnRH, FSH hucreleriniuyararak ABP
ve LH salln;m|n| ----- . s/ intertisye salgilatir. ABP, seminifer
Gnler. SEER] O aralk tibillerde yiksek
konsantrasyondsa
¥ ' ” * . Seminifer testosteron dizeyisaglar.
( tiibi
Sertoli hixcresi

Sekil 2.4. Testis Fizyolojisi (20).

Testosteron

Testisler, testosteron, dihidrotestosteron ve androstenedion gibi androjenler
olarak bilinen erkek cinsiyet hormonlarini salgilar. Testosteron diger androjen
hormonlara gore daha fazla bulundugundan en 6nemli testis hormonu olarak kabul

edilebilir.

Testosteron, interstisyel Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir. Leydig hiicreleri
eriskin testis kiitlesinin yaklasik %?20’sini olustururken, testosteronun salgilanmadigi

cocukluk doneminde hemen hemen hi¢ goriilmezler.

Yeni dogan erkek cocukta yasamin ilk birka¢ ayinda ve puberte sonrasi eriskin
donemde testosteron salgilanir. Testosteron embriyonik hayatin yaklasik 7. haftasinda
testislerde goriilmeye baslar. Erkek embriyoda goriilen testosteron embriyonun erkek
viicut 6zellikleri gelistirmesinden sorumludur. Gebeligin son 2-3 ayinda yeterli diizeyde
testosteron salgilanmas testislerin skrotuma inmesini saglar. Puberte sonrasi testosteron
salgi miktarindaki artig ile birlikte penis, skrotum ve testislerde biiylime gerceklesir.

Buna ek olarak sekonder erkek cinsiyet 6zelliklerinin gelismesine neden olur.
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Bunlarin disinda testosteron viicut killarinin dagilimma etki eder, erkek tipi
kellige neden olur, larinks mukozasimin hipertrofiye ugramasiyla erkek ses tipi
kazanilmasini saglar, deri kalinligini arttirir ve sivilce olusumuna neden olabilir, protein
sentezini ve kas gelisimini uyarir, kemik biiyiimesini ve Ca depolanmasini arttirir, bazal
metabolizmay1 hizlandirir, eritropoezi arttirir, sodyum ve suyun bobreklerden geri

emilimini artirir.
Liiteinizan Hormon

Hipotalamustan gonadotropin serbeslestirici hormon (GnRH) sekresyonu ile

hipofiz bezi 6n lobundan LH veya FSH salgilanir.

Testislerde Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi yalnizca hipofiz
bezinden salgilanan LH uyarisi ile gerceklesir. Hatta salgilanan testosteron miktari ile
uyarict LH miktar1 dogru orantilidir. Testislerden sentezlenen testosteron hormonu
negatif geri bildirim ile hipofizden LH sekresyonunu baskilar. LH miktarindaki azalma

ise testislerden testosteron salgilanmasini azaltir.
Folikiil Stimiilan Hormon

Hipofiz bezinden salgilanan FSH, seminifer tiibiillerde Sertoli hiicrelerinde
bulunan reseptdriine baglanir. Bu olay hiicrelerin biiylimesine ve ¢esitli spermatojenik
maddelerin salgilanmasina neden olur. Ayni anda Leydig hiicrelerinden sentezlenen
testosteron hormonu da spermatojenez iizerine gii¢lii trofik etki gosterir. Bu nedenle

spermatojenez siireci icin FSH ve testosteron hormonlarinin her ikisi de gereklidir.

Seminifer tiibiillerde sperm tiretimi azaldiginda 6n hipofiz bezinden FSH salgisi
belirgin sekilde artar. Aksine artan spermatojenez siirecinde Sertoli hiicrelerinden
inhibin hormonu salgilanir ve 6n hipofiz bezi lizerine baskilayici etkisiyle FSH salgisini

azaltir.

2.5. Sisplatin

Sisplatin kare diizlemsel geometriye sahip, platin iceren bir bilesiktir. Sisplatinin
molekiiler yapisinin sematik diyagrami Sekil 2.5.°de gosterilmistir. Oda sicakliginda
beyaz, koyu sar1 veya sari-turuncu kristal toz yapidadir. Normal sicaklik ve basinglar

altinda stabildir.
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Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda Peyrone tarafindan sentezlenmis ve kimyasal
yapist ilk olarak 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan aydinlatilmistir. 1965°te
Rosenberg ve arkadaslari Escherichia coli'de hiicre boliinmesini engelleyebildigine
dikkat ¢cekmistir. Sonrasinda sisplatinin kanser kemoterapisinde olas1 kullanimina biiyiik
ilgi duyulmustur. 1970'lerin sonunda germ hiicreli kanserlerin sistemik tedavisinde
anahtar rol oynamustir. 1978'de ise kanser tedavisi igin FDA (Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi) onayli ilk platin bilesigi olmustur (6).

Sisplatin sitoplazmaya girdiginde, kloriir atomlar1 su molekiilleri ile yer degistirir
ve aktive olur. Sonugta proteinlerdeki siilfidril gruplarina ve niikleik asitlerdeki nitrojen

atomlarina afinitesi olan bir elektrofil meydana gelir (21).

Cl,  NH;
-
Ccl” ““NHa

Sekil 2.5. Sisplatinin Molekiiler Yapisinin Sematik Gosterimi (22).

Sisplatinin hiicre niikleusundaki genomik DNA'ya baglanmasinin, antitimor
ozelliklerinden biiylik 6l¢iide sorumlu oldugu kabul edilir. Sisplatinin genomik DNA'ya
baglanmasi iizerine indiiklenen hasar, normal transkripsiyon ve/veya DNA replikasyon
mekanizmalarini etkiler. DNA mekanizmasindaki bu bozulmalar ise kanser hiicresinin

oliimiine yol agan sitotoksik siireci tetikler (23).

Sisplatinin, mitokondri yoluyla dogrudan veya dolayli olarak reaktif oksijen
tirleri (ROS) {irettigi gosterilmistir. Malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon
yan trlnlerinin salinimi, proteinlerin karboksilasyonunu arttirir, hiicre zarlarinin
oksidatif hasarini indiikler ve sonunda apoptozu tetikler. Ayrica artan MDA {iretimi,
azalmis glutatyon (GSH) aktivitesi sonucu sisplatinin oksidatif stresi indiikleyerek de

DNA hasarina yol agtig1 6nceki calismalarda gosterilmistir.

Sisplatin ile indiiklenen apopitozisin molekiiler mekanizmasi, timor proteini
53%n (p53) aktivasyonunu, aktivator protein (AP-1) bileseninin fosforilasyonunu,
p21'in uyarilmasi yoluyla hiicre siklusunun durmasina yol agan siklin ve siklin bagiml

kinazlarin asag1 regililasyonunu igerir. Ayrica mitokondriyal membran potansiyelini
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degistirmesi neticesinde sitokrom C'min salinmasi ve kaspaz 3 aktivitesinin artmasi
sonucunda da apoptozis gergeklesir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar, sisplatin
kaynakli hiicre oliimiiniin sadece apoptozis yoluyla degil ayn1 zamanda nekroz ve

otofaji yoluyla ger¢eklestigini gostermektedir (21).

Sisplatin bas-boyun, mesane, prostat, testis, meme, serviks, over kanserleri,
osteojenik sarkom ve noroblastoma gibi farkli kanser tiirlerine karsi kemoterapotik bir
ajan olarak kullanilmaktadir. Bu tiir kanserler son zamanlarda daha iyi prognoza sahip
olmalarina ve bu nedenle yasami daha az tehdit etmelerine ragmen, tedavileriyle ilgili
onemli zorluklar devam etmektedir. Bu zorluklar ilacin kullanimi neticesinde goriilen
hepatotoksisite, nefrotoksisite, kardiyotoksisite, norotoksisite ve gonadotoksisite olarak

sayilabilir (6).

2.6. D Vitamini
Vitamin D, yagda eriyen vitaminler arasinda yer alir ancak ayni zamanda
endojen olarak uygun biyolojik ortamda sentezlenebildikleri igin steroid bir

prohormondur (24).

Vitamin D, oral yolla alinabildigi gibi giines ismlarmin etkisiyle deride 7-
dehidrokolesterol’den de sentezlenebilir. Daha sonra iki enzimatik adimla VD’nin
aktiflestirilmesi gerekir. Once karacigerde 25-hidroksilaz (CYP2R1 veya CYP27A1)
tarafindan  25-hidroksikolekalsiferol (25(OH)D, veya kasidiol)’e sonrasinda ise
bobreklerde  lo-hidroksilaz  (CYP27B1) tarafindan  aktif form olan 1,25-
dihidrosikolekalsiferol (1,25(0OH),D3 veya kasitiriol)’e doniistiiriiliir. Kalsitriol biyolojik
etkilerini hedef hiicre niikleuslarinda bulunan VDR’lerine baglanarak gosterir. VD ve
metabolitleri birgcok dokuda bulunan 24-hidroksilaz enzimiyle inaktive edilir ve safra

yoluyla atilir (24,25). VD fizyolojisi sematik diyagrami Sekil 2.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. D Vitaminin Fizyolojisinin Sematik Gosterimi (26).

Vitamin D’nin en bilinen etkisi Ca-P metabolizmasi ve kemik mineralizasyonu
tizerinedir. Ancak son yillarda sitoprotektif etkileri oldugu da gosterilmistir (27). Ayrica
VDR, Ca homeostazinda etkin gorev alan bagirsak, bobrek, paratiroid bezi ve kemik
gibi organlarda yliksek diizeyde goriilmesinin yani sira akciger, pankreas, hipofiz,
timus, meme bezi, testis ve prostat gibi organlarda da gosterilmesi VD’nin Ca

metabolizmasi diginda gorevleri olduguna igaret etmektedir (28).

Vitamin D reseptorlerinin testis, epididimis, prostat, seminal vezikiilde
gosterilmis olmasi ve Ca iyonunun Spermatogenez, sperm motilitesi ve akrozomal
reaksiyon ic¢in gerekliligi ve VD’nin erkek fertilitesi {izerine rol oynadigimni
diistindiirmektedir (25). Bu nedenle son zamanlarda arastirmacilar i¢in VD ile erkek
fertilitesi arasindaki iliski ilgi ¢ekmektedir (29). VD eksikligi olan erkek si¢anlarda
yapilan ¢aligmalar, sperm sayilarinda azalma oldugunu ve bu si¢anlardan alinan semen

ile tohumlanan disi sicanlarin dogurganlik oranlarinin daha diisiik oldugunu gostermistir
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(30,31). Diyabetik erkek ratlarda yapilan bir ¢aligmada ise VD takviyesinin testis
fonksiyonlarimi iyilestirdigi gosterilmistir (32). Yakin zamanda insanlarda yapilan bir
calismada ise diisiik VD seviyesinin kotii semen kalitesiyle iliskili oldugu goriilmiistiir

(29)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasallar
Sisplatin i¢in Kogsel’in Cipintu 100 mg/100 ml ve VD igin Deva’nin 300.000
IU/ml Devit-3 ampul kullanilmistir.

3.2. Deney Hayvanlan

Malatya Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden 230-300
gr agirh@inda 12 haftalik toplam 28 erkek Wistar albino Sigan temin edildi. Siganlar,
temiz plastik kafesleri olan iyi havalandirilmis bir odada 12/12 saat aydinlik/karanlik
dongiisiinde sabit oda sicakliginda (23°C—24°C) ve bagil nemde (%50-55) barindirildi.
Yem ve su giinliikk olarak degistirildi ve ad libitum olarak verildi. Tiim prosediirler,
Ulusal Saglik Enstitiisii'niin hayvan arastirmalari yonergeleri ile uyumlu olarak

gerceklestirildi.

3.3. Etik Beyan

Bu ¢alisma inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (HAYBIS NO:11409) ve inénii Universitesi Bilimsel
Arastirma Projesi Koordinasyon Birimi tarafindan TTU-2021-2533 proje koduyla

finanse edilmistir.

3.4. Deneysel Tasarim

Hayvanlar randomize olarak kontrol ve VD grubunda 6 adet, sisplatin ve
sisplatin+VD grubunda 8 adet olmak lizere toplamda dort gruba ayrildi (toksik bir
madde oldugu i¢in sisplatin verilen gruplarda biyoistatistigin belirledigi sayidan 2 fazla
hayvan kullanild1). Hayvanlarin deney baslangicindaki agirliklar1 kaydedildi ve 1

haftalik aligma siirecinden sonra gruplara asagida belirtilen uygulamalar yapildi.
Kontrol Grubu: Bu gruba ¢o6ziicii ajan uygulandi.

VD Grubu: Bu gruba giin asirt 1000 IU/kg intra peritoneal (i.p) VD uygulandi. VD
dozu ve uygulama siireleri i¢in Sepideh ve ark. ¢alismasi (27) ile BaSalamah ve ark.

caligmasi (10) referans alindi.

Sisplatin Grubu: Bu gruba iki doz halinde olmak iizere toplam 14 mg/kg sisplatin i.p

olarak uygulandi. Ayrica bu gruptaki siganlara giinasir1 ¢6ziicli ajan i.p olarak verildi.
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Sisplatin dozu ve uygulama siireleri i¢in Oztiirk ve ark. ¢alismas1 (33), Hassan ve ark.

(34) galismasi ile Ekmekgi ve ark. (35) galismasi referans alindi.

Sisplatin+VD Grubu: Bu gruba iki doz halinde olmak iizere toplam 14 mg/kg sisplatin
i.p ve giin asir1 1000 1U/kg i.p VD uygulandi.

3.5. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

10 giinliik deney siiresinin ardindan siganlarin viicut agirliklar 6lgiildii ve sonra
5 mg/kg xylazine ile 50 mg/kg ketamin i.p uygulandi. Genel anestezi altinda orta hat
insizyonuyla batinlar1 agildi. Vena cava inferiordan kan 6rnekleri alindi. Alinan kan
ornekleri ayn1 giin 3000 xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen serum
eppendorf tiiplere alindi ve biyokimyasal degerlendirmelerde kullanilmak iizere
-80 C°’de saklandi. Deneklerden alinan her iki testis dokusu tartildiktan sonra histolojik
analizler icin sol testis %10’luk formaldehit soliisyonuna alindi, sag testis ise
biyokimyasal c¢alismalarda kullanilmak tizere -80 C°’de muhafaza edildi. Sperm
parametre degerlendirmeleri i¢in epididimisin kauda kisimlarindan sperm 6rnekleri elde
edildi. Doku ve kan orneklerinin toplanmasi sonrasinda yiiksek doz anestezi ile

hayvanlara 6tenazi uygulandi.

3.6. Histolojik Doku Takip, Boyama ve Inceleme

Histopatolojik degerlendirme i¢in dokular tespit ve takip islemlerinden gegirildi.
Doku %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Doku &rnekleri daha sonra
trimlenerek plastik doku takip kasetlerine konuldu ve formaldehit soliisyonu yenilendi.
24 saatlik bu fiksasyon isleminin ardindan Tissue-Tek VIP/SAKURA marka doku takip
cthazinda rutin doku takip basamaklarindan gecirildi. Doku takip islemleri tamamlanan
doku Ornekleri parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka
mikrotom yardimiyla 4’er pm’lik kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiyr
gozlemlemek amaciyla hematoksilen-eozin (HE) ve bazal membran degisikliklerini
incelemek amaciyla periyodik acid schiff (PAS) boyama metodu uygulandi. Ayrica
kesitler kaspaz-3 ve VDR primer antikorlar1 ile immiinhistokimyasal olarak boyandi.
Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q (Leica Micros Imaging solution
Ltd, Cambrige, UK) goriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflari

cekildi.
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3.6.1. Histolojik Doku Takip islemleri
Tablo 3.1. Histolojik Doku Takip Islemleri

Histolojik Doku Takip Islemleri

2.%10’luk formaldehit 40 dakika

4.%96°lik alkol 1 saat

6.Absolii alkol 1 saat

8.Ksilen 1 saat

10.Ksilen 1 saat

12.Parafin 1 saat

14.Parafin 1 saat

3.6.2. Mayer’s Hematoxylen-Eozin Metodu
Tablo 3.2. Mayer’s Hematoxylen-Eozin Metodu

Mayer’s Hematoxylen-Eozin Metodu

2.Ksilen 5 dakika x 3 kez

3.%96°lik alkol 3 dakika

5.%70’lik alkol 3 dakika

7.Mayer’s hematoxylen 10 dakika

9.Eosin 2 dakika

11.Absolii alkol 3 dakika x 2 kez

N H
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3.6.3. Periodic Acid Schiff Boyama Metodu
Tablo 3.3. Periodic Acid Schiff Boyama Metodu

Periodic Acid Schiff Boyama Metodu

1.Periyodik asit (0.5 g + 100 ml distile su)

2.Distile su
3.Schiff
4.Cesme suyu
5.Distile su
6.Hematoksilen
7.Cesme suyu
8.Absolii alkol
9.Ksilen

5 dakika

3 dakika

20 dakika

15 dakika

3 dakika

10 dakika

3 dakika

3 dakika x 3 kez
3 dakika x 3 kez

3.6.4. Immiinohistokimya Boyama Metodu

Tablo 3.4. Immiinhistokimya Boyama Metodu

Immiinhistokimya Boyama Metodu

1.Rutin deparafinizasyon islemi
2.Antijen retrival

3.Distile su

4.PBS

5.Hidrojen peroksit blok

6.PBS

7.Protein blok (UV block)

8.Primer antikor (VDR & Kaspaz-3)
9.PBS

10.Sekonder antikor

11.PBS

12.Streptevadin peroksidaz (HRP)
13.PBS

14.AEC kromojen

15.PBS

16.Distile su

17.Hematoksilen

18.Musluk suyu

19.Distile su

Sitrat tamponu i¢inde, 121 °C, 15 dakika
1 kez yikama
1 kez yikama
10 dakika

1 kez yikama
5 dakika

1 saat

1 kez yikama
15 dakika

1 kez yikama
15 dakika

1 kez yikama
5 dakika

1 kez yikama
1 kez yikama
3 dakika

3 kez yikama

1 kez yikama
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3.6.5. Histolojik Degerlendirme

Seminifer Tiibiillerin Cap Ol¢iimii

Olgiim X200 biiyiitme altinda her bir preparattan yuvarlak veya yuvarlaga yakin
20 seminifer tiibiilde gerceklestirildi. Her tiibiil i¢in kisa ve uzun kenar uzunluklari

ol¢iildii ve ortalama deger kaydedildi.
Seminifer Tiibiillerin Epitel Kalinhig Olciimii

Olgiim X200 biiyiitme altinda her preparat igin 7-8.evrelerde olan 20 seminifer
tiibiiliin en ince ve en kalin yerleri dahil olacak sekilde 4 farkli yerden gergeklestirildi.

Her bir seminifer tiibiil i¢in bu 4 6l¢iimiin ortalamasi1 kaydedildi.
Johnsen Skoru

HE boyama yapilarak incelenen dokularin degerlendirilmesinde, Johnsen
testikiiler histolojik hasar skor metodu kullanildi (36). Calismamizda skorlara denk
gelen seminifer tiibiil 151k mikroskobik gortintileri Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.5. Johnsen Skoru

Skor Histolojik Bulgular

=

Seminifer tiibiilde hig hiicre yok

Germinal hiicreler yok sadece Sertoli hiicresi var
Germinal hiicrelerden sadece spermatogonia var
Spermatozoa ve spermatid yok, az sayida spermatosit var
Spermatozoa ve spermatid yok, cok sayida spermatosit var
Spermatozoa yok, az sayida spermatid var

Spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatid var

Seminifer tiibililde az sayida spermatozoa var

© 00 ~N o o1 A W DN

Cok sayida spermatozoa var ancak spermatogenezde organizasyon bozuk

=
o

Komplet spermatogenez
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Sekil 3.1. Seminifer tiibillerin Johnsen skoru (JS) 3-4-5-6’ya karsilik gelen
mikroskobik goriintileri. HE, X200.

/o R O L "?1 SRS ~alk N7 F5 et : '7"
Sekil 3.2. Seminifer tiibiillerin Johnsen skoru (JS) 7-8-9-10’a karsilik gelen
mikroskobik goriintiileri. HE, X200.
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Immiinhistokimyasal Degerlendirme
Testis dokusunda pozitif immiinoreaktiviteyi degerlendirmek icin her érnekten
10 farkli alan X400 biiyiitmede incelendi. Incelemede ortalama kaspaz-3 (SantaCruz) ve

VDR (SantaCruz) immiinpozitif hiicre sayisi 6lgiildii.

3.6.6. Sperm Morfoloji ve Vitalite Degerlendirmesi

Sperm analizi i¢in sag testisten ayrilan epididimisin kauda kismi kullanildi. 1
mililitre G-IVF soliisyonu igeren petri kabinda kiigiik pargalara ayrildi. Devaminda
pastor pipeti yardimiyla al-ver seklinde likefaksiyon olmasi saglandi. Rodajli lamin
rodajsiz kismina yakin pastor pipeti araciligiyla bir damla alindi. Bagka bir lam 30-40 °
actyla damlanin 6niine getirildi. Geriye dogru damlayla temas ettirildikten sonra damla
yayict lamin eni boyunca yayildi. Devaminda diizgiin ve hizli bir sekilde yayici lam
ileriye dogru siiriilerek yayma islemi tamamlandi. Bu ilk yayma kuruduktan sonra
VitalScreen sperm morphology boyasi ile prosediire uygun sekilde boyandi. Geriye
kalan semen 6rnegi VitalScreen eozin-nigrozin vitalite boyasi ile prosediire uygun
sekilde karistirildi. Bu karisimdan bagka bir rodajli lama pastor pipeti araciligiyla bir
damla alindi. Ve yukarida anlatildigi gibi bu karisim lama yayildi. Yaymalar

kuruduktan sonra 151k mikroskobik inceleme i¢in hazir hale geldi.

Morfolojik olarak spermler, kurutulmus semen yaymasi lamlarin sperm
morphology boyasi ile boyanmasiyla degerlendirildi. Inceleme X400’lik biiyiitmede
Leica DFC280 151k mikroskobunda yapildi. Her gruptan 6 6rnek olmak iizere her 6rnek
icin 100 adet sperm incelendi. Spermler morfolojik olarak; normal, bag-boyun anomalisi

ve kuyruk anomalisi olmak tizere 3 sinifa katagorize edildi.

Vitalite olarak spermler, eozin-nigrozin ile karigtirtlmis yaymalarin kurumasi
sonrast X400’lik biiylitmede Leica DFC280 151k mikroskobunda degerlendirildi.
Boyanmis spermler 6lii kabul edilirken, boyanmamis spermler canli kabul edildi. Sperm
vitalite degerlendirmesi Sekil 3.3.’de gosterilmistir. Her gruptan 6 6rnek olmak {izere

her 6rnek i¢in 100 adet sperm incelendi. Her 6rnek i¢in yiizde canlilik kaydedildi.
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Sekil 3.3. Sperm vitalite degerlendirmesi. Canli sperm (ok), 6lii sperm (ok bas1). Eozin-
nigrozin, X1000.

3.6.7. Sperm Sayim Yapilmasi

Sperm sayimi i¢in sol testisten ayrilan epididimisin kauda kismi kullanildi. 1
mililitre G-IVF soliisyonu igeren petri kabinda doku kiiciik pargalara ayrildi ve
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda pargalara ayrilan doku, G-IVF soliisyonuyla birlikte
eppendorf tiiplere alindi. 5000 xg de 1 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
kismindan mikropipet yardimiyla Thoma lamina 6rnek alindi. Sperm sayimi X400’ lik
biiylitmede Leica DFC280 1sik mikroskobunda yapildi. Her gruptan 6 ornek
degerlendirildi ve sperm sayis1 kaydedildi.

3.7. Biyokimyasal Tahlil

FSH, LH, Testosteron, Ostrojen, Ca, VD

Sicanlardan anestezi altinda alinan kanlar jelli biyokimya tiipline alinarak 3000
rpm 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi elde edilen serum, eppendorf
tiplere alinarak -80 °C’de saklandi. Calismada numunelerdeki sigan FSH, LH,

testosteron, Ostrojen, VD ve Ca seviyelerini test etmek i¢in cift-antikorlu sandvig
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teknigine dayanan SunRed marka rat spesifik ELISA kitleri kullanildi. FSH igin
SunRed marka rat spesifik 201-11-0183 katolog no’lu, LOT numaras1 202201 FSH
ELISA Kiti kullanildi. LH i¢in SunRed marka rat spesifik 201-11-0180 katolog no’lu,
LOT numarast 202201 LH ELISA kiti kullanildi. Testosteron i¢in SunRed marka rat
spesifik 201-11-0735 katolog no’lu, LOT numarasi 202201 testosteron ELISA Kiti
kullanildi. Ostrojen igin SunRed marka rat spesifik 201-11-0177 katolog no’lu, LOT
numarast 202203 ostrojen ELISA kiti kullanildi. VD igin SunRed marka rat spesifik
201-11-0016 katolog no’lu VD ELISA kiti kullanildi. Ca i¢in SunRed marka rat spesifik
201-11-0949 katolog no’lu, LOT numarast 202201 Ca ELISA kiti kullanildi.
Numuneler, oOlciilecek molekiiliin monoklonal antikoruyla kapli kuyucuklara eklendi
daha sonra olglilecek molekiiliin biotinle etiketli antikoru (sekonder antikor) ve
streptavidin-HRP kuyucuga eklendi. Immiin kompleks olusmasi icin inkiibe edildi.
Immiin kompleks kuramayan enzimler yikama ile uzaklastirildi. Kuyucuklara kromojen
A ve B ¢ozeltileri eklendi ve kisa bir inkiibasyon sonrasi renk maviye dondii. En son
olarak kuyucuklara asit eklenerek reaksiyon durduruldu ve renk maviden sariya dondii.
Olusan rengin siddetinin spektrofotometrede 450 nm'de verdigi absorbans, numuneden
Olciilecek molekiiliin konsantrasyonu ile dogru orantili kabul edildi ve her numune igin

sonuglar kaydedildi.
Inorganik Fosfat

Inorganik fosfat dlgiimiinde LOT numarast EK2101P olan Rel Assay markali kit
kullanildi. P tayini i¢in dogrudan bir yontem tercih edildi. P, asit ortaminda amonyum
molibdat ile reaksiyona girerek sari renkli bir fosfomolibdat kompleksi olusturur.
Olusan rengin yogunlugu 340 nm'de, numunedeki P konsantrasyonu ile orantilidir (37).

Her numune i¢in spektrofotometrede okunan deger kaydedildi.
Total Oksidan Seviye

Total oksidan seviye (TOS) 6lgiimiinde LOT numarast KM211360 Rel Assay
markali kit kullanildi. Kit ¢alisma prosediiriinde belirtilen sirali adimlar takip edilerek
uygulama gergeklestirildi. Kitin caligma prensibi, numune ortaminda bulunan
oksidanlarin  ferr6z iyon-selatér kompleksini ferrik iyona okside etmesine
dayanmaktadir. Asidik bir ortamda ferrik iyonlarin kromojen ile renkli bir kompleks
meydana getirmesi sonucu olusan rengin yogunlugunun spektrofotometrede 530 nm

dalga boyunda Ol¢iimii, numunede bulunan toplam oksidan molekiill miktarini litre
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basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri olarak vermektedir (38). Her numune igin

spektrofotometrede okunan deger kaydedildi.
Total Antioksidan Seviye

Total antioksidan seviye (TAS) 6lgliimiinde LOT numarast EK21122A olan Rel
Assay markal1 kit kullanildi. Kit calisma prosediiriinde belirtilen sirali adimlar takip
edilerek uygulama gergeklestirildi. Kitin ¢alisma prensibi, numune ortaminda bulunan
antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz indirgenmis ABTS
formuna doniistiirmesine dayanmaktadir. Spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda
absorbans degisimi, numunede bulunan toplam antioksidan molekiil seviyesini bir E
vitamini analogu olan Trolox Esdegeri ile vermektedir (39). Her numune igin

spektrofotometrede okunan deger kaydedildi.

3.8. Istatiksel Analiz

Sayisal veriler ortanca, minimum ve maksimum degerler ile Gzetlenmistir.
Bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili
karsilastirma yontemi kullamlmustir. 1ki bagimli 6lgiim, Wilcoxon eslestirilmis iki
orneklem testi ile karsilastirilmistir. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Agirhiklarimin Degerlendirilmesi

Deney baslangici ve deney sonu viicut agirliklar1 bakimindan sisplatin ve kontrol
grubu karsilastirildiginda, siganlarin viicut agirliklar1 arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (p=0.046). Sisplatin grubuna VD uygulanmasi sonucu
viicut agirlik kaybinda degisiklik gézlenmedi (p>0.05). Deney baslangic1 ve deney sonu
hayvan agirliklar1 Tablo 4.1.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney Baslangici ve Deney Sonu Hayvan Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Ik Agirhk Son Agirhk
Median ~ Minimum  Maximum | Median Minimum  Maximum | p
Kontrol * 220,00 195 230 246,50 209 254 0,075
Cis® 281,50 275 292 201,00 148 282 0,046
Cis+D Vit® | 247,00 223 267 203,50 156 242 0,028
DVvit? 228,50 210 239 243,50 221 271 0,116

*Farkl1 harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

4.2. Testis Agirhklarinin Degerlendirilmesi
Deney sonu testis agirliklar1 bakimindan sisplatin @ ve kontrol grubu
karsilastirildiginda, siganlarin testis agirliklart arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadigi tespit edildi (p>0.05). Testis agirliklar1 Tablo 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Testis Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Kontrol (n=6) Cis (n=6) Cis+D Vit (n=6) D Vit (n=6) p

Testis Agirhg 1,295 (1,08-1,44) 1,225 (0,7-1,35) 1,255 (1,02-1,39) 1,245 (1,06-1,29) 0,709

Gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).

4.3. Histopatolojik ve immiinhistokimyasal Bulgular

Kontrol Grubu

HE boyama metodu uygulanmis kesitlerde testis igerisinde yer alan seminifer

tiibiiller normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil 4.1,2).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu. Normal yapidaki seminifer tiibiiller (y1ldiz), interstisyel alan (ok)
ve spermatogenik hiicreler (¢izgi) izlenmekte. HE, X100.

Sekil 4.2. Kontrol grubu. Interstisyel alan, Leydig hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreler
normal histolojik goriiniimde izlendi. HE, X400.
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Tibiller belirgin bir bazal lamina iizerine oturmus seminifer epitelinden
olusmaktaydi. Seminifer epitelindeki Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri
belirgin olarak ayirt edilmekteydi. Seminifer tiibiillerin ¢ogunlugunda liimende

spermatozoa izlendi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu. Bazal membran iizerine dizilmis Sertoli (S) ve

spermatogonyum hiicreleri (Sg) ile limene yakin yerlesmis primer spermatosit (Ps),
erken (Es) ve ge¢ spermatidler (Gs) izlenmekte. HE, X1000.

Bu grupta ortalama seminifer tiibiil ¢aplar1 169,588 um ve ortalama germinal
epitel yiiksekligi ise 85,814 um olarak dl¢tildii. Ayrica Johnsen skoru ortalamasi 8,75
olarak tespit edildi. Gruplarin seminifer tiibiil cap1, germinal epitel kalinlig1 ve Johnsen

skoru karsilastirilmasi Tablo 4.3.”de gosterilmistir.

PAS boyanan kesitlerde, tiibiillerin arasindaki interstisyel bag doku igerisinde
Leydig hiicreleri bulunmaktaydi. Seminifer tiibiillerin bazal membranlar1 PAS pozitif
boyanmius, ince ve diizgiin olarak izlendi ve normal histolojik yapida degerlendirildi (Sekil

4.4.).
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Seminifer tiibiillerde 6zellikle spermatidlerin sitoplazmik artiklarinin kaspaz—3
ile pozitif boyandig1 goriildii (Sekil 4.5.). Bu grupta pozitif boyanan spermatogenik
hiicrelere rastlanmadi. Gruplarin kaspaz-3 pozitifliginin karsilastirilmasi Tablo 4.4°de

gosterilmistir.

VDR boyama metodu uygulanmis kesitlerde pozitif boyanmis seminifer tiibiiller
izlendi (Sekil 4.6,7.). Gruplarin VDR pozitifliginin karsilastirilmasi Tablo 4.4°te

gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. Kontrol grubu. Seminifer tiibiillerin bazal membranlar1 PAS pozitif boyanmuis,

ince ve diizglin olarak izlendi (ok). PAS, X400.
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-3 pozitif spermatogenik hiicrelere rastlanmadi. IHC,

Sekil 4.5. Kontrol grubu. Kaspaz

X400.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu. VDR boyama metodu uygulanmis kesitlerde pozitif boyanmig
seminifer tiibiiller izlenmekte (yildiz). IHC, X100.

Sekil 4.7. Kontrol grubu. VDR boyama metodu uygulanmis kesitlerde pozitif boyanmis
seminifer tiibiiller izlenmekte (y1ldiz). IHC, X200.
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VD Grubu

Bu grupta testis genel olarak normal histolojik goriinime sahipti. Kontrol
grubuna benzer sekilde seminifer tiibiillerin ¢ogunun sinirlarinin diizgiin oldugu ve
spermatogenik germ hiicrelerinin diizenli olarak dizildikleri goriildii. Tibillerde,
spermatogonyumlardan spermatide kadar spermatogenezin tiim evrelerindeki germ

hiicreleri yer altyordu

-

BN

Sekil 4.8. VD grubu. Kontrol grubuna benzer sekilde seminifer tiibiil sinirlarinin diizgiin
oldugu ve spermatogenik germ hiicrelerinin (¢izgi) diizenli olarak dizildikleri
izlenmekte. HE, X400.

Ortalama seminifer tiibiil ¢aplart 173,539 pum ve ortalama germinal epitel
yiiksekligi 85,508 pm olarak Ol¢iildii. Ayrica Johnsen skoru ortalamasi 7,55 olarak
tespit edildi. Seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinligi bakimindan kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05)
fakat Johnsen skorunun bu grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olarak diistiigii gozlendi (p<0,001).
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PAS boyanan kesitlerde, kontrol grubuna benzer sekilde interstisyel bag doku
icerisinde Leydig hiicreleri bulunmaktaydi. Seminifer tiibiillerin bazal membranlart PAS
pozitif boyanmis, ince ve diizgiin olarak izlendi (Sekil 4.9.).

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile kontrollere benzer olarak, seminifer
tiibiillerin liimeni icerisinde kiiciik sitoplazmik pargaciklar pozitif boyanmis olarak
izlendi (Sekil 4.10.). Bu grupta da kontrol grubuna benzer sekilde pozitif boyanan
spermatogenik hiicrelere rastlanmadi.

VDR boyama metodu uygulanmis kesitlerde pozitif boyanmis seminifer tiibiiller
izlendi (Sekil 4.11,12). Bu grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda pozitif boyanan

tiibiillerin sayisindaki artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlendi (p>0.05).
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Sekil 4.9. VD grubu. Kontrol grubuna benzer sekilde seminifer tiibiillerin bazal

y
b

membranlar1 PAS pozitif boyanmuis, ince ve diizgiin olarak izlenmekte (ok). PAS, X400.

X400.
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Sekil 4.11. VD grubu. VDR boyama metodu uygulanmis kesitlerde pozitif boyanmis
seminifer tiibiiller izlenmekte (yildiz). IHC, X100.

seminifer tiibiiller izlenmekte (yildiz). IHC, X200.
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Sisplatin Grubu

Bu grupta bazi seminifer tiibiil yapisinin diizensizlestigi ve seminifer tiibiiller

arasindaki interstisyel alanda genis bosluklar olustugu gozlendi (Sekil 4.13.).

alanda genis bosluklar (yildiz) izlenmekte. HE, X100.

Ortalama seminifer tiibiil ¢ap1 147,195 um ve ortalama germinal epitel
yiiksekligi 69,519 um olarak olgiildii. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bu grupta
tiibiil capimin ve epitel yiiksekliginin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig:
gozlendi (p<0.01). Bu gruba ait Johnsen skoru ortalamasi 7,07 olarak tespit edildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta Johnsen skorunun istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.001).

Bazi1 seminifer tiibiillerde spermatogenetik seriyi olusturan hiicrelerin azaldig1 ve

diizensiz yerlesim gosterdigi izlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Sisplatin grubu. Seminifer tiibiillerde spermatogenik seriyi olusturan

hiicrelerin azaldig: (y1ldiz) ve diizensiz yerlesim gosterdigi izlemekte. HE, X400.

Ayrica bazi seminifer tiibiillerde ¢ok sayida annuler kromatinli spermatidlere
rastland1 (Sekil 4.15,16).

Bazi tiibiillerde ise eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda
duraksamis ve farkli sekillerde izlenen dejenere hiicreler gozlendi (Sekil 4.17,18).

Dikkat ¢eken diger bir bulgu, tiibiillerde birden fazla sayida niikleus igeren dev
hiicrelerin goriilmesiydi (Sekil 4.19,20).

Ayrica baz tiibiillerde germinatif epitelden ayrilan ve gelisimini tamamlamamis
spermatogenik seriye ait hiicrelerin limen igerisinde biriktigi tespit edildi (Sekil

4.21,22).
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Sekil 4.16. Sisplatin grubu. Annuler kromatinli spermatidler izlenmekte (ok). HE,
X1000.
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Sekil 4.17. Sisplatin grubu. Eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda

duraksamis ve farkli sekillerde dejenere hiicreler izlenmekte (0k). HE, X400.
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Sekil 4.18. Sisplatin grubu. Eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda
duraksamis ve farkli sekillerde dejenere hiicre izlenmekte (0k). HE, X1000.
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Sekil 4.19. Sisplatin grubu. Birden fazla sayida niikleus i¢eren dev hiicreler izlenmekte

(oK) . HE, X400.

Sekil 4.20. Sisplatin grubu. Birden fazla sayida niikleus igeren dev hiicreler izlenmekte

(ok). HE, X1000.
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Sekil 4.21. Slsplatln grubu. Germinatif epltelden ayrilan ve gelisimini tamamlamamis

spermatogenik seriye ait hiicreler liimen icerisinde izlenmekte (y1ldiz). HE, X200.
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Sekil 4.22. Sisplatin grubu. Germinatif epitelden ayrilan ve gelisimini tamamlamamis

spermatogenik seriye ait hiicreler liimen igerisinde izlenmekte (yi1ldiz). HE, X400.
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PAS ile boyanan kesitlerde, seminifer tiibiil bazal membraninda ondiilasyonun
izlendigi ve PAS pozitifliginin arttig1 goriildi (Sekil 4.23.).

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanan kesitlerde pozitif boyanan spermatogenik
hiicrelerin yogunlugunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta istatistiksel
olarak anlamli derecede arttig1 gézlendi (Sekil 4.24.).

VDR boyama metodu uygulanan kesitlerde pozitif boyanan spermatogenik
hiicrelerin yogunlugunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta azaldigi ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (p>0.05) (Sekil 4.25,26).
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Sekil 4.23. Sisplatin grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ondiilasyon ve PAS

pozitifliginin arttig1 izlenmekte (0k). PAS, X400.
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Sekil 4.24. Sisplatin grubu. Kaspaz-3 pozitif hiicreler izlenmekte (0k). IHC, X400.
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Sekil 4.25. Sisplatin grubu. VDR pozitif seminifer tiibiil izlenmekte (yildiz). IHC,
X100.

Sekil 4.26. Sisplatin grubu. VDR pozitif seminifer tiibiil izlenmekte (yildiz). IHC,
X200.
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Sisplatin+VD Grubu

Bu grupta ortalama seminifer tiibiil ¢ap1 151,792 pm ve ortalama germinal epitel
yiiksekligi 71,662 pum olarak Ol¢iildi. Bu degerlerdeki artis sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Diger yandan
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tiibiil caplart ve germinal epitel yiiksekligi
bakimindan farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.01). Bu gruba ait
Johnsen skoru ortalamasi 7,42 olarak tespit edildi. Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
bu grupta Johnsen skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gdzlendi

(p<0.01).

Annuler kromatinli spermatidler ve mayozun belli agamalarinda duraksamis

spermatogenik hiicreler bu grupta da izlendi (Sekil 4.27.).
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sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda duraksamis ve farkli sekillerde dejenere

hiicreler (ok bas1) izlenmekte. HE, X400.

Sisplatin grubuna benzer sekilde bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik seriyi

olusturan hiicrelerin azaldig1 ve diizensiz yerlesim gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.28.).
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PAS boyanan kesitlerde, seminifer tiibil bazal membranlarda goriilen

ondiilasyon ve PAS pozitifliginin sisplatin grubuna benzer oldugu izlendi (Sekil 4.29.).

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanan kesitlerde pozitif boyanan spermatogenik
hiicrelerin yogunlugunun sisplatin grubu ile karsilastirildiginda bu grupta istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig: (p<0.001) gozlendi (Sekil 4.30.).

VDR boyama metodu uygulanan Kkesitlerde pozitif boyanan spermatogenik
hiicrelerin yogunlugunun sisplatin grubu ile karsilastirildiginda bu grupta istatistiksel
olarak anlaml derecede arttig1 gbzlendi (p<0.01) (Sekil 4.31, 32).
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Sekil 4.28. Sisplatin+VD grubu. Spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerin azaldigi ve

-.L'x

diizensiz yerlesim gosterdigi izlenmekte (yildiz). HE, X400.
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Sekil 4.29. Sisplatin+VD grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ondiilasyon ve
PAS pozitifligi izlenmekte (ok). PAS, X400.
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Sekil 4.30. Sisplatin+VD grubu. Kaspaz-3 pozitif hiicreler izlenmekte (0k). IHC, X400.
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Sekil 4.31. Sisplatin+tVD grubu. VDR pozitif seminifer tiibiiller izlenmekte (yildiz).
IHC, X100.

Sekil 4.32. SisplatintVD grubu. VDR pozitif seminifer tiibiiller izlenmekte (yildiz).
IHC, X200.
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Tablo 4.3. Seminifer Tiibiil Capi, Germinal Epitel Kalinligt ve Johnsen Skoru

Karsilagtirilmasi

Kontrol (n=6) Cis (n=6) Cis+D vit (n=6) D vit (n=6) p
Seminifer Tiibiil Cap1 169,588% 147,195° 151,792" 173,5639% 0,002
Germinal Epitel Kahnligi 85,814° 69,519" 71,662 85,508 <0,001
Johnsen Skoru 8.75° (8.4-9)  7.07°(5.42-7.36) 7.42°(7.28-7.56) 7.55°(7.12-7.7) <0.001

*Farkli harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

Tablo 4.4. VDR ve Kaspaz-3 immiinhistokimyasal Degerlendirme

Kontrol (n=6) Cis (n=6) CistD vit (n=6) D vit (n=6) p

VDR immiinhistokimya 1.05% (0.8-1.5) 0.925°(0.55-1.05) 1.4° (1.15-1.6)  1.375° (1.05-1.8) 0.008
Kaspaz-3 immiinhistokimya 0 (0-0) 9° (0-15) 6° (0-9) 0% (0-0) <0.001

*Farkl1 harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

Sperm Analiz Bulgular:

Tablo 4.5.°de gruplarin sperm sayimi, vitalitesi ve anormal sperm miktar
verilmistir. Sisplatin uygulamasinin sperm sayisini kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi goriildii (p<0.001). Sisplatin grubu, Sisplatin
+VD grubu ile karsilastirildiginda ise sperm sayis1 bakimindan istatiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi (p>0.05).

Sisplatin grubu kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda bu grupta sperm
vitalitesinin istatiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0.001). Buna
karsilik, Sisplatin+VD grubu ile Sisplatin grubu karsilastirildiginda sperm vitalitesinin
bu grupta istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi gozlendi (p<0.001) (Sekil 4.33.).
Sadece VD verilen grupta ise kontrol grubuna goére sperm Vvitalitesinde anlamli bir

azalma tespit edildi (p<0.001).
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C : D

Sekil 4.33. Sperm vitalite degerlendirmesi. A. Kontrol grubu, B. VD grubu, C. Sisplatin

grubu, D. Sisplatin+VD grubu. Eozin-nigrozin, X1000.

Sisplatin uygulamasinin anormal sperm miktarinda (Bas-boyun ve kuyruk
anomalisi) istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artisa sebep oldugu ve bu artisin VD
tedavisi ile azaldigi belirlendi (p<0.05). Bu azalmanin total sperm anomalisi ve bas-
boyun anomalisi agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu fakat kuyruk anomalisi
yoniinden farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlendi (p>0.05). Sadece VD
verilen grupta ise kontrol grubuna goére sperm anomalisinde anlamli bir artis tespit

edildi (p<0.05).
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=
Sekil 4.34. Spermlerin morfolojik degerlendirmesi. a. normal sperm, b. kisa kuyruk, c. kivrik
kuyruk, d. bassiz sperm, e. biikiik boyun, f. yumru bas, g. cengelsiz bas, h. igne bas, 1. amorf
bas, j. ¢ift bagli sperm. Sperm morphology stain, X400.
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Tablo 4.5. Sperm Analizlerinin Karsilagtirilmasi

Kontrol (n=6) Cis (n=6) Cis+D vit (n=6) D vit (n=6) p
Sperm Sayim 20? (16-150) 6°(4-10) 10° (5-12) 18.5% (13-200) <0.001
Sperm Vitalitesi 0.965% (0.95-0.99) 0.13°(0.11-0.24)  0.32°(0.24-0.57) 0.79° (0.63-0.82) <0.001
Sperm Total Anomalisi  0.085 (0.05-0.15)  0.23" (0.18-0.5) 0.16° (0.11-0.25)  0.21* (0.15-0.24) 0.003
Bas-Boyun Anomalisi ~ 0.01° (0-0.02) 0.095° (0.03-0.15)  0.015%(0-0.02)  0.005%(0-0.02)  0.002
Kuyruk Anomalisi 0.07%(0.05-0.14)  0.175°(0.08-0.4)  0.145° (0.1-0.23) 0.2°(0.14-0.24) 0.011

*Farkl1 harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

4.4. Biyokimyasal Bulgular
TOS, TAS, FSH, LH, testosteron, strojen, VD, Ca ve P diizeylerine ait degerler
Tablo 4.6. / Sekil 4.35., Tablo 4.7. / Sekil 4.36. ve Tablo 4.8. / Sekil 4.37.’de verilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda sisplatin verilen siganlarda oksidatif
hasarin gostergesi olan TOS kontrol ve diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (p<0.01). Bununla birlikte VD uygulamasinin
sisplatinin neden oldugu TOS artigini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit
edildi (p<0.01). Sadece VD verilen grupta ise kontrol grubuna gére TOS diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0.01). TAS yoniinden gruplar
arasinda fark gézlenmedi (p>0.05).

Serum FSH, LH, testosteron seviyesi yoniinden gruplar arasinda fark
gozlenmezken (p>0.05), serum 6strojen seviyesinin sisplatin verilen siganlarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi belirlendi (p<0.01). Bununla
birlikte VD uygulamasinin sisplatinin neden oldugu ostrojen diisiisiinii etkilemedigi
tespit edildi (p>0.05).

Serum VD seviyesinin sisplatin verilen siganlarda kontrol grubuna goére azaldigi
ancak istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: (p>0.05) goriildi. VD uygulanan gruplar
sisplatin ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda ise VD seviyesinin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.05). Serum Ca seviyesi yoniinden sisplatin ve
kontrol grubu arasinda fark gézlenmezken, VD uygulanan gruplar sisplatin ve kontrol
gruplariyla karsilagtirildiginda Ca seviyesinin arttigt gozlendi (p<0.05). Serum P

seviyesi yoniinden gruplar arasinda fark gozlenmedi (p>0.05).
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Tablo 4.6. TAS ve TOS analizlerinin karsilastirilmasi

Kontrol (n=6) Cis(n=6) CistDvit(n=6) Dyvit(n=6) p

TAS 1.034 1.025 1.119 1.004 0.637

TOS 3.963° 8.243° 5.296° 5.185° 0.001

*Farkli harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

Kontrol Cis Cis + D Vit. D Vit.
W TAS mTOS

OFRLrNWRAUIO N

Sekil 4.35. Gruplar aras1 TAS ve TOS analizlerinin degerlendirilmesi.
* Kontrol grubuna gore farkin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.
# Sisplatin grubuna gore farkin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

Tablo 4.7. FSH, LH, testosteron ve dstrojen analizlerinin karsilastirilmasi

Kontrol (n=6) Cis (n=6) Cis+Dvit(n=6) Dvit(n=6) p

FSH 11,008 11,01 10,922 11,591 0,398
LH 8,624 7,197 8,439 7,796 0,198
Testosteron 439,297 410,33 421,423 442,011 0,307
Ostrojen 29,938° 24,669°  26,77° 30,794° 0,001

*Farkli harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

1000

100

+* *
. | | T " h " T

Kontrol Cis Cis + D Vit. D Vit.
WFSH ®mLH Testosteron m Ostrojen

Sekil 4.36. Gruplar aras1 FSH, LH, testosteron ve 6strojen analizlerinin

degerlendirilmesi.
* Kontrol grubuna gore farkin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.
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Tablo 4.8. VD, Ca ve P analizlerinin karsilagtirilmasi

Kontrol (n=6) Cis (n=6)  Cis+D vit (n=6) Dvit(n=6) p

VD 879.865" 768.263°  845.244" 967.212° 0.015
Ca 2,458 2,528 2,884% 3,683° 0,016
P 8,304 8,904 8,475 8,412 0,765

*Farkli harfler gruplar arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

1000 # *#
100
10 — = =
) - - -
Kontrol Cis Cis + D Vit.

mDVit. mCa mP

Sekil 4.37. Gruplar aras1 VD, Ca ve P analizlerinin degerlendirilmesi.
* Kontrol grubuna gore farkin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.
# Sisplatin grubuna gore farkin istatistiki olarak anlamliligini ifade eder.

*H [

D Vit.
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5. TARTISMA

Kronik hastaliklardan biri olan kanser, giinlimiizde ¢ok fazla goriilmesi ve
6limle sonuglanabilen bir hastalik olmasi nedeniyle 6nemli saglik sorunlarindan biri
haline gelmistir. Antikanserojenik ilaglarin bulunmasi, yasam siiresinin uzamasi ve
hayat kalitesinin artmasi agisindan cok biliylilk Oonem tasimaktadir. Fakat iiretilen
ilaglarin yan etkileri ve erkek fertilitesi ilizerine yapilan c¢alismalar incelendiginde

gelecekte onemli bir infertilite sikintis1 yasanacagr muhtemeldir (40).

Sisplatin giiclii bir antineoplastik ajandir ve baslica bas-boyun, akciger, testis,
over ve meme olmak iizere bir¢ok solid organ kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir.
DNA-alkilleyici bir molekiil olan sisplatin, DNA ¢ift zincirlerini kirar ve DNA’nin
replikasyonunu ve transkripsiyonunu engelleyerek anti-tiimoral etki gosterir (41).
Ancak sisplatinin  anti-timoral  etkilerinin  yanisira  ototoksisite, norotoksisite,
nefrotoksisite, hepatotoksisite ve testis toksisitesi gibi yan etkileri bulunur (42). Kisa ve
uzun siireli sisplatin tedavisinin testis fonksiyonu iizerindeki olumsuz etkileri bir¢cok
calismada bildirilmistir (43). Sisplatin kemoterapisinin gonadotoksik etkisi neticesinde
uzun siireli azospermi ve kalic1 infertilite goriilebildigi rapor edilmistir (44). Ozellikle
spermatogenez siirecinde asir1 hiicre proliferasyonunun olmasi testisleri bu ajana karsi

daha duyarli hale getirmektedir (45).

Sisplatinin dogrudan DNA hasar1 olusturmasinin yanisira asirt reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) firetimine yol ag¢tigi yapilan calismalarda gosterilmistir (46). Bu
nedenle toksik maddelere karsi dokularin korunmasinda anti-oksidan kapasiteye sahip
maddeler denenmistir (47—49). VD’nin Ca ve P homeostazisini diizenlemesinin yanisira
anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkileri bulunmaktadir (50). Fakat VD nin sisplatin ile
indiiklenen testis ve epididimis hasar1 {izerine etkileri hakkinda yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sebeple calismamizda, VD ‘nin sisplatine bagl erkek ilireme
toksisitesi lizerine etkilerini histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal

degerlendirme ile ayrintili olarak arastirmayi amagladik.

Sisplatinin  ROS {iretimini arttirdig1, lipid peroksidasyonunu ve yapisal
proteinlerin denatiirasyonuna neden oldugu, antioksidan sistemin aktivitesini azalttig1 ve
p53 ‘i aktive ederek apoptozu destekledigi bildirilmistir (51). Oksidatif stres, ROS
tiretimi ile antioksidan enzim seviyeleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya

cikar (52). Azalan antioksidan enzimler sisplatinin toksik etkilerine karsi testisin
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savunmasiz kalmasina sebebiyet verir. Oksidatif stres, testis hasarina, apoptozise, DNA

hasarina ve infertiliteye yol agarak erkek tireme islev bozukluguna neden olur (53).

Sisplatinin testisde neden oldugu oksidatif hasarin ve VD’nin koruyucu
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in c¢alismamizda serumdan alinan Orneklerde oksidatif
hasar ve antioksidan etkinligin gostergesi olan TOS ve TAS parametreleri
degerlendirilmistir. Onceki ¢aligmalarda sisplatin uygulamasimin lipid peroksidasyon
diizeyinde artisa ve genellikle antioksidan parametrelerde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (54,55). Bizim ¢alismamizda, sisplatin grubunda TOS seviyesinin kontrol
ve diger gruplara gore anlamhi olarak arttigi, TAS seviyesinin ise diger gruplarla benzer
oldugu gozlenmistir. Sisplatin testis toksisitesinin hiicresel mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir ancak oksidatif streste artisa neden oldugu agiktir. Sisplatin
uygulamasinin TAS diizeyinde azalmaya neden oldugunu gdsteren ¢aligmalar olmasinin
yanisira TAS diizeyinde anlamli bir azalma yapmadigin gdsteren ¢aligmalar da vardir.
Yiicel ve ark. tek doz 7 mg/kg i.p sisplatin uguladiklar1 10 giinliik ¢alismada bizim
calismamiza benzer sekilde TAS diizeyinde gruplar arasi anlamli bir fark bulmazken,
TOS ve OSI diizeyinin sisplatin uygulanan grupta artmis oldugunu tespit etmislerdir.
Yiicel ve ark. TAS diizeyinde fark goériilmemesinin nedeninin hasarli testis dokusunda
yiiksek seviyelerdeki prooksidan molekiilleri dengelemek icin artan antioksidan
molekiiller olabilecegini diisiinmiislerdir (56). Mokhatari-Zaer ve ark. ii¢ farkli VD
dozu (100 IU/kg, 1000 IU/kg, 10.000 TU/kg) ile yapmis olduklar: 21 giinliik ¢alismada,
VD takviyesinin hasar grubunda artan MDA diizeyini disiirdiiglinli, antioksidadif
parametrelerden CAT ve SOD diizeylerini hasar grubuna gore arttirdigini
belirtilmislerdir (57). Bizim g¢alismamizda da benzer olarak sisplatintVD grubunda
sisplatin grubuna goére TOS seviyesinin anlamli olarak azaldigi tespit edildi. Bunun
yanisira yapilan bazi ¢aligmalarda VD, herhangibir toksik madde uygulanmamis
gruplara takviye olarak verildiginde lipid peroksidasyonunu arttirabildigi gosterilmistir.
Bu bulgu erkek fertilitesinin diizenlenmesinde optimal VD dozunun Onemini
gostermektedir. Jeremy ve ark. calismalarinda D-galaktoz verdikleri siganlarda farkli
VD dozlariin (40 IU/kg ve 400 IU/kg) lipid peroksidasyon gostergesi MDA diizeyini
azalttigin1 ancak VD uygulanan gruplar ile kontrol grubu kiyaslandiginda ise MDA
seviyesinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (58). Santos ve ark. 3000 1U/kg ve
10.000 TU/kg VD takviyeli yemler ile besledikleri sicanlarda 2 ay sonunda yapilan

degerlendirmede oksidadif stres parametrelerinden lipid hidroperoksit diizeyinin yiiksek
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doz VD alan grupta anlamli olarak arttigini gézlemlemislerdir (59). Bizim ¢alismamizda
da benzer sekilde sadece VD uyguladigimiz grupta kontrol grubuna gore TOS diizeyinin
anlamli olarak arttig1 gozlendi. Yiiksek doz VD takviyesinin hiicresel etki gosterdigi ve
bu etkiye mitokondriyal diizeyde sitoplazmik aktiviteyi etkileyen hiperkalseminin
aracilik ettigi bildirilmistir (60). Bizim ¢alismamizda da sadece VD uygulanan grup
diger gruplarla karsilastirildiginda bu grubun anlamli olarak en yiiksek VD ve Ca
degerine sahip oldugu tespit edildi. Bu bulgular sonucunda, VD grubunda artan TOS
diizeyinin hiperkalsemiye bagli olabilecegi diisiincesindeyiz. Sisplatin+VD grubunda
ise TOS diizeyindeki azalmanin sisplatin uygulamasi sonucu bozulmus VDR ve enzim
ekspresyonlar1 nedeniyle olabilecegi kanisindayiz. Bu sonuglara bakildiginda VD’nin
sisplatin ile indiiklenen testis hasarina kars1 koruyucu bir etki sagladigi ancak uygun VD

dozunun ayarlanmasi gerektigi s6ylenebilir.

Calismamizda HE ile boyanmis histolojik kesitlerde seminifer tiibiil ¢aplar1 ve
seminifer tiibiil epitel kalinlig1 Olciilerek gruplar arasi karsilastirma yapildi. Siganlara
sisplatin verilmesinin ardindan seminifer tiibiillerde hasar gelistigi birgok arastirmact
tarafindan gosterilmistir. Sisplatinin seminifer tiibiil capinda azalma, germinatif epitelde
organizasyon bozuklugu ve mayozun farkli basamaklarindaki germ hiicrelerinin liimene
dokiilmesine neden oldugu rapor edilmistir (61,62). Beytur ve arkadaslari tek doz 7
mg/kg i.p sisplatin uyguladiklar1 10 gilinlik ¢aligmada sisplatin uygulanan gruplarda
seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinliginda anlamli bir azalma oldugunu
bildirmislerdir (63). Jourabi ve ark. yapmis oldugu 7 giinliik bir ¢alismada tek doz 5
mg/kg i.p sisplatin uygulanmig ve sisplatin verilen grup kontrol ile karsilastirildiginda
seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinliginda anlamli bir azalma oldugunu rapor
etmiglerdir (64). Biz de ¢alismamizda benzer sekilde sisplatin uygulanan gruplarda
seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinliginda anlamli bir azalma oldugunu
gozlemledik. Bu azalmanin, hiicre c¢aplarinin azalmasiyla ve/veya sisplatinin direkt
yaptift DNA hasar1 nedeniyle olgunlasmadan liimene atilan seminifer epitel
hiicrelerinin yoklugundan kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz. Ancak sisplatin+VD
grubunda seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinlig1 yoniinden artis olsa da bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bizim sonuglarimizdan farkli olarak Yalgin ve
ark. metotreksat hasarima VD etkisini arastirdiklar1 ¢calismada VD’nin hasar grubuna
gore seminifer tiibiil capt ve germinal epitel kalinligim1 anlamli olarak arttirdiginm

bildirmiglerdir (65). Mohamed ve ark. torsiyon-detorsiyon testis hasari iizerine
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yaptiklar1 aragtirmada VD’nin hasar grubuna kiyasla seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal
epitel yiiksekliginde anlamli artisa neden oldugunu rapor etmislerdir (66). Diger ¢alisma
sonuglartyla olan bu farkliligin nedeninin, deney siiremizin 10 giin ile sinirli olmasi

veya sicanlarin ilag duyarliligindaki degiskenlik oldugu diisiincesindeyiz.

Mohammadnejad ve ark. sisplatinin testis tizerine etkisini arastirdiklari
calismada seminifer tiibiillerde atrofi, germinal epitelde hasar, bazal lamina ile
spermatogoniyumlar arasinda baglanti kayiplar1 ve peritiibiiler alanda inflamasyon
gozlediklerini bildirmislerdir (67). Biz ¢alismamizda seminifer tiibiil hasarin1 Johnsen
skoru ile degerlendirdik ve sisplatin uygulanan grupta Jonhsen skorunun anlamli
drecede distiiglinii tespit ettik. Ayrica histolojik olarak eozinofilik sitoplazmali,
mayozun belli asamalarinda duraksamis ve farkli sekillerde izlenen dejenere hiicrelere,
baz1 seminifer tiibiillerde ¢ok sayida annuler kromatinli spermatidlere ve birden fazla
sayida niikleus iceren dev hiicrelere rastladik. Ilbey ve ark. siganlara bes giin, giinliik 7
mg/kg i.p sisplatin uyguladiklar1 g¢alismalarinda, sisplatin uygulanan grup kontrol
grubuyla kiyaslandiginda spermatogenez siirecinin olumsuz etkilendigini ve Johnsen
skorunun anlamli olarak diistiigiinii rapor etmislerdir (68). Azarbarz ve ark. da tek doz 5
mg/kg sisplatin uyguladiklar 15 giinliik calismada sisplatinin Johnsen skorunda anlamli
diistise neden oldugunu ortaya koymuslardir (69). Bu ¢alismalara benzer sekilde
calismamizin histopatolojik bulgulari, sisplatinin seminifer tiibiillerde atrofiye, germinal
epitel kalinliginda azalmaya ve Johnsen skorunda anlamli bir diisiise neden oldugunu
gosterdi. Sisplatin+VD uyguladigimiz grup sisplatin grubuyla kiyaslandiginda Johnsen
skorunun anlamli olarak yiikseldigini tespit ettik. Bizim ¢aligmamiza benzer olarak
Yal¢in ve ark. metotreksat ile testis hasari olusturduklar1 calismalarinda VD

uygulamasinin Jonhsen skorunu anlamli derecede arttirdigini rapor etmislerdir (70).

Calismamizda, seminifer tiibiilleri c¢evreleyen bazal membran yapisi PAS
boyama metodu ile degerlendirildi. Sisplatin grubunda PAS ile boyanan kesitlerde,
seminifer tiibiil bazal membraninda ondiilasyon ve PAS pozitifliginin arttig1 gorildii.
Sakr ve ark. bizim ¢alisgmamiza benzer sekilde, sitotoksik madde uygulanmis siganlarin
seminifer tiibiil bazal laminalarinin ve interstisyel alanlarin giicli PAS pozitif
boyandigini raporlamislardir (71). Yapilan literatiir taramasinda VD’nin testis iizerine

etkisini PAS boyama ile degerlendiren ¢aligmalara rastlanmadi.
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Yapilan bir¢ok ¢alismada sisplatin uygulamasinin viicut ve testis agirliklarinda
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (56,72). Hamdy AA ve ark. yapmis oldugu 4
haftalik bir ¢alismada, si¢anlara haftalik 7,5 mg/kg i.p sisplatin uygulamis ve sisplatin
uygulanan grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda viicut agirliklar1 ve testis agirliklar
yoniinden anlamli bir azalma oldugunu bildirmislerdir (73). Koroglu ve ark. yapmis
oldugu 5 giinliik bir ¢alismada sicanlara tek doz 7 mg/kg i.p sisplatin uygulanmis ve
deney sonunda yapilan degerlendirmede sisplatin grubunda kontrol grubuna gore viicut
agirhiginin anlamli olarak daha diisiik oldugu ancak testis agirligi yoniinden gruplar
arasinda anlamli bir fark olmadigini bildirilmislerdir (74). Bizim g¢aligmamizda ise
deney Oncesi ve deney sonrasi viicut agirliklar1 kiyaslandiginda sisplatin uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir kilo kaybinin oldugu
ancak testis agirliklar1 yoniinden gruplar arasi anlamli bir farkin bulunmadigi tespit
edildi. Testis agirliklar1 yoniinden c¢alismalar arasindaki bu farkliligin, testis
agirlhig/viicut  agirligt  oran1  dikkate alinmadan yapilan degerlendirmelerden
kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz. Sisplatin uygulanan gruplarda viicut agirhigindaki
kaybin nedeninin ise ilacin gastrointestinal sistem iizerindeki toksik etkisi olabilecegi
disiiniilmektedir. Sisplatin olduk¢a emetojenik bir ajan olup bulanti, anoreksi, diyare ve
malabsorbsiyon gibi gastrointestinal degisikliklere neden oldugu bir¢ok calismada
gosterilmistir ~ (75). Calismamizda  sisplatintVD  grubu  sisplatin  grubuyla
kiyaslandiginda viicut agirhigr ve testis agirligi yoniinden anlamli bir fark olmadigi
tespit edildi. Yal¢in ve ark. metotreksat ile indiiklenen testis hasarina VD etkisini
arastirdiklar1  ¢alisgmada bizim c¢alismamiza benzer sekilde metotreksat ile
metotreksat+VD gruplart arasinda viicut agirliklart yoniinden anlamli bir fark

bulunmadigini bildirmislerdir (70).

Spermatozoalar sperm motilitesi ve fertilizasyon ic¢in gerekli olan plazma
membran akiskanligini saglamak amaciyla plazmalemmada yiiksek konsantrasyonda
¢oklu doymamis yag asidleri igermektedir. Bu nedenle spermatozoalar oksidatif
radikallere duyarlidir. Sperm hiicre membraninin zarar gérmesi sperm vitalitesinde ve
sperm sayisinda azalmaya neden olabilir (73,76). Kemoterapotik ajan olan sisplatin,
spermatozoonun bas kisminda anomalilere ve spermatozoon DNA’sinda hasara sebep
olan genotoksik bir maddedir (77) Yiicel ve ark. sisplatin tedavisinin testis dokusu ve
spermatogenez iizerindeki yikici etkilerinin retinoik asit uygulanarak azaltigin1 gosteren

calismalarinda, 7 mg/kg dozunda verilen sisplatinin siganlarda sperm hareketliligi ve
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sayisint belirgin sekilde azalttigini bildirmislerdir (8). Benzer sekilde Shati ve ark.
sisplatinin anormal sperm sayisini artirdigini, sperm hareketliligi ve sayisini ise
azaltigimi rapor etmislerdir (53). Ciftci ve ark. 5 mg/kg ve 10 mg/kg sisplatin
uyguladiklar1 on giinliik ¢alismada sisplatin uygulamasinin doza bagimli olarak sperm
konsantrasyonu ve motilitesinde anlamli azalmaya ve anormal sperm oraninda ise
anlamli artisa neden oldugunu bildirmislerdir (9). Atessahin ve ark. 7 mg/kg i.p sisplatin
uyguladiklar1 on giinliikk ¢alismanin neticesinde sisplatin uygulanan grupta sperm
konsantrasyonu ve motilitesinde anlamli bir azalma oldugunu, sperm anomalisinde ise
anlamli bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Anormal sperm oranindaki artisin
nedeninin ise esas olarak artan kafa anomalileri oldugunu bildirmislerdir (78). Biz de
calismamizda sisplatin uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla sperm sayisinin ve
sperm vitalitesinin anlamli olarak azaldigini tespit ettik. Ayrica 6zellikle bas-boyun
anomalisi olmak {iizere, sisplatin uygulanan grupta morfolojik anomaliye sahip sperm
oraninin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini gézlemledik. Sisplatin ile yapilan
hayvan calismalar1 gdsteriyor ki sisplatin uygulamasi anormal sperm ve 6lii sperm
oraninda artisa neden oluyor. Anormal sperm oranindaki artisin nedeni sisplatinin
mutajenik ve genotoksik etkisi olabilir. Olii sperm oranindaki artisin nedeni ise sisplatin
enjeksiyonunun viicutta serbest oksijen radikallerini arttirmasi ve plazma membraninda
yiiksek konsantrasyonda ¢oklu doymamis yag asidleri bulunduran spermatozalarin lipid
peroksidasyonuna ugramasi olabilir. Calismamizda sisplatin+VVD grubu sisplatin
grubuyla karsilastirildiginda sperm vitalitesinin arttigi, sperm bas-boyun anomalisinin
ise azaldigr tespit edildi. Abbaszadeh ve ark. kursun hasarina karst VD etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada ilave VD verilmesinin bizim sonuglarimiza benzer sekilde
semen parametrelerinde (sperm konsantrasyonu, motilite ve vitalite) iyilesmeye neden
oldugunu ortaya koymuslardir (27). Ding ve ark. diyabetin testis hasarina VD etkisi
tizerine yaptiklari ¢alismalarinda VD takviyesinin diyabet grubuna gore sperm miktarini
arttirdigin1 ve sperm anomalisini azalttigini rapor etmislerdir (32). Bunun sebebinin
sisplatintVD grubunda azalmig TOS diizeyi, VD grubunda ise yiikselmis serum Ca ve
TOS diizeyi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Spermatogenezin baglatilmasinda ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan
testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan salgilanir ve testosteron seviyesi direkt olarak
Leydig hiicre fonksiyonu ve sayisiyla iligkilidir (64). Germ hiicrelerinin aksine,

eriskinlerde ¢ogalmayan Sertoli ve Leydig hiicreleri sitotoksik ajanlara direngli hiicreler
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olup, ¢ogu sitotoksik terapi sonrasinda hayatta kalirlar. Ancak bu hiicreler fonksiyonel
hasara ugrayabilir (79). Yapilan Onceki c¢aligmalar sisplatin uygulamasinin serum
testosteron seviyesini azalttigimi gostermistir (62,80). Benzer sekilde, Afsar ve ark.
yaptiklar1 caligmalarinda sisplatinin Leydig hiicrelerinde hasar olusturup hiicre
sayisinda azalmaya ve testosteron seviyesinde diisiise neden oldugunu rapor etmislerdir
(81). Normal testosteron seviyelerine ragmen kemoterapinin Leydig hiicre hasarina
neden oldugu da bildirilmistir ancak tam bir Leydig hiicre yetmezliginden s6z etmek
icin testosteron seviyesinde diisme ve LH seviyesinde yiikselme beklenmektedir.
Atessahin ve ark. tek doz 7 mg/kg i.p sisplatin uyguladiklar1 10 giinliik bir ¢aligmada
testosteron hormonu yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigim
bildirmislerdir (82). Calismamizda Leydig hiicre hasarini belirleyebilmek amaciyla
serum testosteron seviyeleri Olclildii ve sisplatin grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, testosteron seviyesinin diistigii ancak azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadigir gozlendi. Ayrica FSH ve LH sonuglart degerlendirildiginde gruplar
arasinda fark olmadigr goriildii. Bizim sonuglarimiz 6nceki bazi calismalara benzer

sekilde sisplatinin tam bir Leydig hiicre yetmezligine neden olmadigini gostermis oldu.

Erkeklerde Ostradioliin esas olarak testosteronun ekstra gonadal doniisiimiinden
kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda Sertoli hiicresinin de
aromataz ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica VD’nin Sertoli hiicresinde
aromataz ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. Bu nedenle VD’nin aromataz enzim
ekspresyonunu diizenleyerek Ostrojen seviyelerini sistemik ve lokal olarak etkiledigi
diigiiniilmektedir (83). Caligmamizda sisplatin uygulanan grupta Ostrojen seviyesinin
kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigini tespit ettik. Sisplatin ve sisplatin+VD
grubu kiyaslandiginda ise 6strojen diizeylerinde artis oldugunu ancak anlamli bir farkin
bulunmadigini gozlemledik. Sisplatinin erkek ratlarda Ostrojen diizeyini azaltmasinin
nedeninin Sertoli hiicresinde hasara bagli olarak aromataz ekspresyonunda azalma
velveya sisplatin uygulanan hayvanlarda diigsen viicut agirligiyla beraber azalan yag
dokusu olabilecegi diisiincesindeyiz. Ciinkii bilindigi iizere yag dokusu aromataz enzim
ekspresyonuna sahiptir. Yapilan literatiir taramasinda erkek sicanlarda, sisplatinin
Ostrojen seviyesi lzerine etkisine yonelik caligmalarin bulunmamasi nedeniyle
mekanizmanin tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha ileri c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, testis germ hiicresi 6liimiiniin apoptoz yoluyla
meydana geldigini gostermistir. Spontan apoptoz, germ hiicrelerinin gelisimi esnasinda
olusan ve hasarli germ hiicrelerinin eliminasyonunu saglayan fizyolojik bir siire¢ olup
ayrica iyonizan radyasyon, kemoterapi ve hormonal manipiilasyonlar gibi bir takim dig
uyaranlar da apoptoza yol agmaktadir (84). Sisplatin tedavisinin hiicre apoptozuna
neden oldugu birka¢ molekiiler mekanizmadan bahsedilir (52,85). Bunlardan ilki
sisplatin toksisitesindeki en Onemli mekanizmalardan olan oksidadif strestir. Artan
reaktif oksijen tiirleri hem intrensek hem ekstrensek olarak apoptozu tetikler. Ikincisi ise
Ca hemostazisi lizerine etkisidir. Aktif hale gelen sisplatin oksidatif fosforilasyonda
ayrilmaya neden olarak mitokondriyal solunum inhibisyonu yapar. Bu durum
mitokondriden Ca akigina ve sonugta hiicre igi Ca seviyelerinde gegici bir artisa neden
olur. Sisplatinin Ca homeostazin1 bozmasi, oksidasyon basina lipid ve enzim
inhibisyonu gibi birincil olaylar1 baglatir. Sonugta apoptoz veya nekroz gergeklesir
(46,86). Apoptoz anormal sperm olusumunu Onlemek igin hasarli spermatogenik
hiicrelerin uzaklastirilmasinda kritik bir role sahiptir (87). Ayrica mitotik boliinmelerini
tamamlayamayan spermatositlerin apoptoz ile uzaklastirildigi gosterilmistir (88).
Spermatogonyal hiicrelerin birbirinden ve bazal laminadan ayrilmasi, niiklear
yogunlagsma ve annuler kromatinli spermatidlerin goriilmesi gibi bulgular seminifer
tiibiillerde apoptozun gostergesidir (67). Biz de ¢alismamizda 11k mikroskobik olarak
baz1 seminifer tiibiiller i¢erisinde ¢ok sayida apoptoza gidecek olan annuler kromatinli
spermatidlere rastladik. Ayrica calismamizda apoptotik hiicreler, immunohistokimyasal
yontemle kaspaz-3 aktivitesi kullanilarak belirlendi. Kaspazlar, hiicre intihar1 olarak
bilinen apoptoz olay1 esnasinda 6nemli rol oynayan sistein-proteinaz grubu enzimlerdir
ve apoptoz sirasinda meydana gelen bazi hiicresel degisiklikler bu enzimlerin
aktivitesine baghdir (89). Simsek ve ark. toplam 36 mg/kg sisplatin uyguladiklart 10
giinliik ¢calismada sisplatin verilen grupta kaspaz-3 pozitifliginin anlaml olarak arttigim
bildirmislerdir (4). Hamdy A.A ve ark. haftalik 7,5 mg/kg sisplatin uyguladiklar1 4
haftalik ¢alismada sisplatin uygulanan siganlarda kaspaz-3 aktivitesinde anlamli bir artig
oldugununu tespit etmislerdir (73). Jourabi ve ark. sisplatin hasarina metilen mavisinin
etkisini aragtirdiklart 7 giinliilk ¢alismada tek doz 5 mg/kg sisplatin uygulamis ve
sisplatin grubunda kaspaz-3 immiin boyanmada artis oldugunu rapor etmislerdir (64).
Bizim calismamizda da sisplatin grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda kaspaz-3
pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak arttig1 tespit edildi. Caligmamizda sisplatin ve

sisplatintVD grubu kiyaslandiginda ise kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin azaldigi
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gozlendi. Benzer sekilde Helal ve ark. yapmis olduklari 90 giinliikk calismada giinliik
1000 1U/kg VD takviyesi verdikleri si¢anlar hasar grubuyla karsilastirildiginda kaspaz-3
yoniinden anlamli bir azalma oldugunu bildirmislerdir (90). Ding ve ark. diyabetik
siganlarda VD takviyesi lizerine yapmis olduklari calismada VD takviyesi verilen
grupta hasar grubuna gore kaspaz-3 yoniinden anlamli azalma oldugunu rapor
etmiglerdir (32). Yine benzer sekilde Yalg¢in ve ark. metotreksat hasari iizerine VD
etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada metotreksat+VD grubu metoreksat grubuyla

kiyaslandiginda kaspaz-3 yoniinden anlamli bir azalma oldugunu tespit etmislerdir (65).

Vitamin D, Ca ve P homeostaz1 iizerine fonksiyonuyla bilinir ve esas olarak
deride gilines 1sinlarmin etkisiyle in vivo sentez edilmektedir. Ancak steroid hormon
reseptoriine baglanmasit nedeniyle atipik bir vitamindir ve prohormon olarak
degerlendirilir. VDR ve VD metabolize eden enzimlerin (CYP2R1, CYP27BI1 ve
CYP24A1) testiste Sertoli hiicreleri, germ hiicreleri, Leydig hiicreleri, spermatozoa ve
erkek genital yol epitel hiicrelerinde eksprese edildiginin gosterilmesi VD’nin
spermatogenez ve sperm i¢in dnemli olabilecegine isaret etmektedir. VD eksikliginin
semen kalitesini olumsuz yonde etkiledigi ve yapilan VD takviyeleriyle telafi
edilebilecegi bir¢cok c¢alismada ortaya konmustur (50,83,91). Jensen ve ark. VDR
seviyesinin sperm Kkalitesi i¢in pozitif bir isaret oldugu belirterek ve 1a,25-
dihidroksivitamin D3’ {in insan spermatozoasinda hiicre i¢i Ca konsantrasyonunun VDR
aracilig1 ile artigini tetikleyerek sperm hareketliligin artmasina neden olabilecegini rapor
etmiglerdir (92). Sood ve ark. VD eksikligi olan si¢canlarda Sertoli hiicre fonksiyonunda
diisiis, germinal epitelde dejeneratif degisiklikler ve Leydig hiicrelerinde azalma
oldugunu rapor etmislerdir (93). Bunun yanisira yiiksek VD diizeyinin semen
parametrelerini olumsuz etkiledigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir. VD ti¢ farkli
dozda intramuskuler uygulandigi hayvan deneyinde diisik doz VD enjeksiyonunun
yiiksek doz uygulamaya gore testis fonksiyonunu iyilestirdigi gosterildi. Bu calisma
hipervitaminoz D’nin intraseliiler Ca diizeyini arttirarak mitokondriyal aktiviteyi
degistirdigi ve spermatogenez siireci lizerinde olumsuz etkileri oldugu sonucunu
dogurdu. Bu bulgu erkek fertilitesinin diizenlenmesinde optimal VD dozunun 6nemini
gostermektedir (94). Calismamizda serum VD seviyesinin sisplatin verilen siganlarda
kontrol grubuna gore azaldigi ancak anlamli bir fark olmadigi, fakat VD uygulanan
gruplar sisplatin ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda VD seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli diizeyde arttigi gozlendi. Serum Ca seviyesi yoniinden sisplatin ve
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kontrol grubu arasinda fark goézlenmezken, VD uygulanan grup diger gruplarla
karsilastirildiginda Ca seviyesinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi gozlendi.
Serum P seviyesi yoniinden ise gruplar arasinda fark gozlenmedi. VD’ nin fizyolojik
etkisine uyumlu olarak calismamizda VD grubunda serum Ca seviyesi en yiiksek
diizeyde bulundu. Santos ve ark. VD takviyeli yemler ile besledikleri siganlarda 2 ay
sonunda yapilan degerlendirmede VD diizeyinde ve Ca iyon diizeyinde anlamli artig
oldugunu rapor etmislerdir (59). Helal ve ark. yapmis olduklar1 90 giinliik ¢alismada
giinliik 1000 IU/kg VD takviyesi verdikleri siganlarda VD diizeyinin anlamli olarak
arttigin1 tespit etmislerdir (90). Ding ve ark. diyabetik sicanlarda VD takviyesi {lizerine
yapmis olduklart ¢alismada gruplar arasinda Ca ve P iyonu yoniinden anlamli bir fark
olmadigim1 bildirmislerdir (32). Ayrica ¢alismamizda VD etkinligini gostermek
amaciyla kesitlere immiinhistokimyasal olarak VDR boyamasi uygulandi. Sisplatin
grubunda kontrol grubuna kiyasla VDR pozitifliginin istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldig1 tespit edildi. Sisplatin+VD grubunda ise sisplatin grubuna gére VDR
pozitifliginin anlamli derecede arttig1 izlendi. Benzer sekilde jeremy ve ark. D-galaktoz
ile indiiklenen sican grubunda VDR immiinboyanmasinin azaldigini, VD takviyesi
verilen grupta ise hasar grubuna gére VDR immiinboyanmasinda artis oldugunu rapor
etmislerdir (95). Liu ve ark. diyabetik sicanlarda VD etksini arastirdiklar1 ¢alismada
diyabet olusturulan grupta VDR ekspresyonunda azalma oldugunu, VD takviyesinin
diyabet grubuna kiyasla VDR ekspresyonunu anlamli olarak arttirdigini bildirmislerdir
(96). Sisplatin grubunda VDR azalmasi artan TOS diizeyi veya artan apoptoz ile
iliskilendirilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismanin sonucunda, histopatolojik olarak, sisplatin uyguladigimiz siganlarda,
seminifer tiibiillerin cap1 ve germinatif epitel yiiksekliginde azalma, Spermatogenik
hiicrelerde dokiilme, eozinofilik sitoplazmali, mayozun belli asamalarinda duraksamis
dejenere hiicreler, annuler kromatinli spermatidler ve c¢ok sayida multiniikleer dev
hiicreler gozlendi. Ayrica bu grupta Johnsen skorunun anlamli olarak azaldigi tespit
edildi. Immunohistokimyasal olarak, sisplatin grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin
arttigl, VDR pozitif hiicre sayisinin ise azaldigi izlendi. Ayrica sisplatin grubunda sperm
sayist ve vitalitesinin azaldigi, anormal sperm miktarinda ise artigin oldugu tespit edildi.
Biyokimyasal analizlerde, sisplatin grubunda TOS seviyelerinde artis gozlenirken,
Ostrojen seviyesinde azalma saptandi. TAS, testosteron, FSH, LH, VD, Ca ve P

seviyelerinde ise degisiklik izlenmedi.

Sisplatin uygulanan siganlara VD verilmesiyle testisde meydana gelen hasarin
hafifledigi gozlendi. Histopatolojik olarak VD verilen tedavi grubunda seminifer tiibiil
capt ve germinal epitel yiiksekligi yonlinden degisiklik gozlenmezken, Jonhsen
skorunun yiikseldigi tespit edildi. Immunohistokimyasal olarak, sisplatin+ VD grubunda
kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin azaldigi, buna karsin VDR pozitif hiicre sayisinin ise
arttigl gozlendi. Ayrica sisplatintVD grubunda sperm sayist yoniinden degisiklik
izlenmezken, vitalitenin arttigi, anormal sperm miktarinda ise azalmanin oldugu tespit
edildi. Biyokimyasal olarak caligmamizda VD uygulamasinin sisplatinin neden oldugu
TOS artisin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edildi. TAS, testosteron,

ostrojen, FSH, LH, Ca ve P seviyelerinde ise degisiklik izlenmedi.

Sonug olarak bu calisma, sisplatin ile testis hasart olusturulan siganlarda, VD
uygulamasinin, testikiiler hasar1 hafiflettigini gostermektedir. VD’nin Ca ve P
homeostazisini diizenlemesinin yanisira anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkileri ile
sisplatin  tedavisi alan hastalarda sisplatin ile kombine kullanilabilecegini
diistinmekteyiz. Bununla birlikte, klinik tedavi protokollerine VD’nin eklenmesi i¢in

daha ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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