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OZET

Radyasyonun Neden Oldugu Testikiiler Doku Hasar1 Modelinde Selenyum L
Metiyonin’in Koruyucu Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, radyasyon uygulanmasi ile testis dokusunda olusturulan hasar iizerine
Selenyum L Metiyonin’in radyoprotektif etkinliginin arastirilmasi1 amaglandi.

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 200-250 gr agirliginda 16-24 haftalik Wistar albino tiirii 40 adet
erkek sican kullanildi. Denekler 4 gruba randomize edildi. Grup 1 (n=10) Kontrol
grubu; herhangi bir islem yapilmadi siganlara, Grup 2 (n=10) Rad grubu; ¢alismanin
2. giinii 10 Gy radyoterapi uygulanan siganlar, Grup 3 (n=10) Sel grubu; 6 giin boyunca
4 mg/kg (intraperitoneal) Selenyum L Metiyonin uygulanan siganlar, Grup 4 (n=10)
Rad+ Sel grubu; 6 giin boyunca 4 mg/kg Selenyum L Metiyonin ve ¢alismanin 2.
giintinde Selenyum L Metiyoninden 30 dk sonra 10 Gy radyoterapi uygulanan si¢anlar
olmak tizere 4 grup olusturuldu. Calismanin 7. Giiniinde gruplardaki siganlar iglem
sonunda ksilazin (10 mg/kg canli agirlik intraperitonal) ve ketamin (60 mg ketamin
hidrakloriir’kg canli agirlik, intraperitonal) ile genel anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi, doku drnekleri ve kanlar1 biyokimyasal ve histolojik
olarak incelenmek iizere alindi.

Deney sonunda grublarin testikiiler histolojik analizi, seminifer tiibiil ¢aplari, Johnsen
Testikiiler Biyopsi Skoru, epididim sperm konsantrasyonu, epididim sperm motilitesi,
protein ifadelerinin (MMP9, connexin43, mTOR, hsp70, PCNA ve StAR)
immiinohistokimya (ihc) analizi ve elisa analizi (Katalaz (CAT), Malondialdehit
(MDA), Siiperoksit dismiitaz (SOD), Tiimér nekroz faktdr alfa (TNF-a), Interlokin 6
(IL6) ve Transforme edici biiylime faktor-beta (TGF-B1)) yapilarak degerlendirildi.
Radyasyon uygulanan gruplarin testis dokularinda, deforme olmus anormal seminifer
tiibiil yapilar1 yani sira, germinal hiicre miktarinda azalma ve liimene dokiilmiis tiibiil
epitel hiicreleri goriildii. Radyasyon uygulanan grupta seminifer tiibiil caplari,
Johnsen’in testikiiler biyopsi skoru, epididim sperm motilitesi, Connexin43, HSP70,
PCNA, StAR, CAT ve SOD diizeyinin azaldigi, TGFBI1, IL6 ve MMP9 diizeyinin
arttig1 saptandi. Epididim sperm konsantrasyonu, MDA, TNF-a ve mMTOR diizeyinde
anlaml farklilik yoktu.

Sonug olarak radyasyon uygulamasi, testis dokusunda histopatolojik degisikliklere
neden oldugu ve radyoproteksiyon amaciyla verilen Selenyum L Metiyonin’in bu
hasarlarin iizerinde anlamli farklilik olusturdugu (hiicresel hasar1 hafiflettigi)
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Selenyum L Metiyonin; Sican; Testis; Radyasyon



ABSTRACT

The Evaluation of the Protective Effect of Selenium L Methionine on Testicular

Tissue Damage Induced by Radiation

This study aimed to investigate the radioprotective efficacy of Selenium L Methionine
on damage induced in testicular tissue due to radiation exposure.

Forty male Wistar albino rats, weighing 200-250 grams and aged between 16-24
weeks, bred at the Experimental and Clinical Research Center (DEKAM) of Erciyes
University, were used for this experiment. The subjects were randomized into four
groups. Group 1 (n=10) served as the Control group, where no procedure was
performed on the rats. Group 2 (n=10) was the Rad group, subjected to a 10 Gy
radiotherapy on the second day of the study. Group 3 (n=10) was the Sel group,
receiving 4 mg/kg Selenium L Methionine intraperitoneally for six days. Group 4
(n=10) was the Rad+Sel group, receiving 4 mg/kg Selenium L Methionine for six days
and undergoing a 10 Gy radiotherapy 30 minutes after the second day's administration
of Selenium L Methionine. Thus, four distinct groups were formed. On the 7th day of
the study, rats in each group were euthanized under general anesthesia induced by
xylazine (10 mg/kg body weight intraperitoneally) and ketamine (60 mg ketamine
hydrochloride/kg body weight intraperitoneally), via cervical dislocation. Tissue
samples and blood were collected for biochemical and histological examinations.

At the end of the experiment, testicular histological analysis of the groups was
conducted, evaluating seminiferous tubule diameters, Johnsen Testicular Biopsy
Score, epididymal sperm  concentration, epididymal sperm  motility,
immunohistochemical analysis of protein expressions (MMP9, connexin43, mTOR,
hsp70, PCNA, and StAR), and ELISA analysis (Catalase (CAT), Malondialdehyde
(MDA), Superoxide dismutase (SOD), Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),
Interleukin 6 (IL6), and Transforming growth factor-beta (TGF-B1)). In the testicular
tissues of the groups exposed to radiation, deformed abnormal seminiferous tubule
structures were observed, along with a decrease in germ cell quantity and shed tubular
epithelial cells. It was found that seminiferous tubule diameters, Johnsen's testicular
biopsy score, epididymal sperm motility, Connexin43, HSP70, PCNA, StAR, CAT,
and SOD levels decreased in the radiation-exposed group, while TGFB1, IL6, and
MMP9 levels increased. There were no significant differences in epididymal sperm
concentration, MDA, TNF-a, and mTOR levels.

In conclusion, radiation exposure caused histopathological changes in testicular tissue.
Selenium L-Methionine administration with the aim of radioprotection performed, a
statistically significant difference (mitigated) in these damages.

Key Words: Selenium L Methionine; Rat; Testis; Radiation
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1.GIRIS VE AMAC

Uluslararasi kanser ajansina gore 2020 yilinda diinya ¢apinda tahminen 19,3 milyon
yeni kanser vakasi ve yaklasik 10 milyon kanser oliimii gergeklesmistir (1).
Radyoterapi, kanser tedavisinin en eski tedavi bi¢imlerinden biridir. Radyosensitif
ozelligi olan testislerin radyasyondan etkilenmeleri eskiden beri bilimsel ¢aligmalarin
konusu olmustur (2). Gonadal doku iizerindeki etkiler, seminifer epitelyumdaki
radyoterapinin sitotoksik etkisine baglanmistir; farklilasmada spermatogonia'nin
ortadan kaldirilmasina ve spermatogenezin sonraki agamalarinda spermatojenik hiicre
sayilarinda 6nemli bir azalmaya neden olur (3). Germinal epitel radyasyona bagli yan
etkiler yoniinden ileri derecede duyarhdir. Clifton ve ark. (4) testislerinin 1sinlanmasini
kabul eden goniillii mahktGmlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada, 0,11 Gy ve iizerindeki
dozlarin sperm sayisinda 6nemli bir baskilanmaya neden oldugunu, 3-5 Gy dozlarinda
ise kalici infertilitenin gozlemlendigini gosterdi. Radyasyon hizli ¢ogalan (mitotik
indeksi yiiksek) hiicreleri daha siddetli etkilemektedir. Spermatogonia testisin
radyasyon duyarliligi en yiiksek olan hiicresidir. Spermatogonialar radyasyon
uygulamasindan sonra hizla azalmaya baslarlar. Spermatogonia’nin yasam siiresi
fertilite icin dnemli bir faktordiir. Iyonize radyasyon germinal hiicrelerde disosiasyon
ve deskuamasyona sebep olurlar (5). Erkek germ hiicreleri radyasyona karsi son derece
hassastir ve kismi veya tiim viicut 1sinlama sonrasi infertilite yaygin bir sorun haline
gelebilir (6). Apopitoz ve nekroz tedavi amaciyla kullanilan ya da kaza ile alinan
radyasyon sonucunda da gézlenebilmektedir. Bu nedenle radyasyonun toksik etkilerini
azaltmak icin sentetik radyoprotektif ajanlar gelistirilmistir (7). Kanser tedavisinin
amac1 tlimorii ortadan kaldirmaktir. Radyoterapi veya kemoterapi gibi antineoplastik
rejimler viicuttaki bir¢ok saglikli doku i¢in toksiktir. Bu toksik etkiler doz sinirlayict

olarak tedavideki basariy1 azaltabilir. Ayrica son 20 yilda iyi prognozlu, kanser tanisi



almis ve basaril bir sekilde tedavi edilmis olgularin, ge¢ yan etkileri daha biiyiik bir
farkindaliga yol agmustir (8). Normal doku toksisitelerini azaltmak igin cesitli
radyoprotektif ajanlar Onerilmistir (9). Bu radyoprotektif ajanlar hastanin
radyoterapiye toleransin1 artirmanin yaninda; hayat kalitesini yiikseltir, doz
eskalasyonuna izin verir ve tedavi komplikasyonlarin1 azaltarak destekleyici bakim

icin gereken maliyetleri azaltabilir.

Testis kanserleri, prepubertal donemde lenfoma tedavisi, alt batina radyoterapi
gerektiren c¢esitli kanserler ve hematolojik kanserler sebebiyle total viicut 1sinlamasi
yapilan hastalarda, yasamin sonraki donemlerinde infertilite saptanmistir. Sonug
olarak radyoterapinin infertilite gibi toksik etkilerini azaltmak igin radyoprotektif
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismanin amaci siganlarda radyasyon ile
indiiklenmis testikiiler doku hasari modelinde Selenyum L Metiyoninin koruyucu
etkisinin ortaya c¢ikarilmasidir. Yapilan bu deneysel c¢alisma ile klinik agidan

radyoterapinin yol acabilecegi infertilitenin oniine ge¢ilmesi amaglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. TESTISIN EMBRIiYOLOJiSi

2.1.1. Gonadlarin Gelisimi

Dordiincii haftanin basinda primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesi duvarinda,
endodermal hiicreler arasinda ortaya ¢ikar. Yaklagik 10-100 adet primordiyal germ
hiicreleri, ameboid hareketler yaparak embriyonik gelisimin 4. ve 6.haftalar1 arasinda
gonadal bolgeye dogru gocii gerceklestirirler. Yaklasik olarak 10. torasik vertebra
seviyesine civarinda, ortalama 2500-5000 kadar primordiyal germ hiicresi mezensim
icinde bulunur ve bir ¢ift genital kabariklik olusturmak i¢in, mezonefroz hiicreleriyle
birlikte s6lomik ortii epitelinin hiicrelerinin proliferasyonu igin uyarirlar (sekil 2.1).
So6lomik epitelyal kordonlar farklilasmamis gonadin dista korteks ve igcte medulla
bolgelerini meydana getirmek tizere, gonadal kabarikligin mezensimi igine dogru
biiyiirler. Fetal gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar farklilasmamis bir sekilde

bulunur.

Testis belirleyici faktér (TBF) igin gerekli olan SRY geni (Y kromozomu iizerinde
bulunan, cinsiyet belirleyici bolge), erkek fenotipinin gelisimi  igin gerekli olan Y
kromozomunun kisa kolunda yer almaktadir. Y kromozomu ile diizenlenen ve
testikiiler farklilig1 saglayan TBF etkisi altinda embriyoda erkek bireyi olusturmak
tizere farklilasmamig gonadin medullasi testisi meydana getirir, korteksi ise dejenere
olarak ortadan kaybolur (10,11).

2.1.2. Cinsiyetin Belirlenmesi

Dollenme tamamlandiktan sonra, embriyo XY kromozomuna sahip ise cinsiyet

erkektir (12). Yedinci haftadan itibaren fenotipik cinsiyet farklilasmasi baslar ve dis



cinsel organin 6zellikleri on ikinci haftadan sonra taninabilir duruma gelir. Gonadlarda
baslayan fenotipik cinsel farklilagma gelisimin yirminci haftasinda tamamlanir (Sekil
2.2). Sonrasinda ise dig genital primordiyalarin ve genital duktusun gelisimi ile devam
eder (13). Normal erkek cinsiyet gelisimini, fetal testisler tarafindan iretilen

antimiilleriyan hormon (AMH), dihidrotestosteron ve testosteron belirler (11).
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Sekil 2.1: A: Ug haftalik embriyoda vitellus kesesi duvarinda, allontoise yakin primordial

germ hiicreleri. B: Primordial germ hiicrelerinin, gog yolu (12)

2.1.3.Testislerin Gelisimi

Testikiiler farklilasmay1 saglayan testis belirleyici faktdr (TBF), Y kromozomunun
tizerinde yer alan SRY geni tarafindan diizenlenir (11). Farklilasmamis stromal
hiicrelerdeki SRY ’nin bir transkripsiyon faktorii olan SOX9’u indiiklemesiyle, sertoli
hiicreleri farklilagma igin uyarilir (14). Gonodal kordonlar TBF faktoriiniin etkisi ile,
seminifer kordonlara farklilagir. Yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur ve kalin
fibroz yapida bir kapsiil olan, tunica albuginea gelisir. Gonodal kordonlarin i¢
kisimlar1 dallanip anastomoz yaparak rete testisi, dis kisimlar1 ise seminifer tiibiilleri
meydana getirir (11). Puberteye kadar solid halde olan testis kordonlari, pubertedenden
itibaren liimenleri agilarak seminifer tiibiillere farklilasirlar. Seminifer tiibiiller
kanalize yapiya farklilagtiktan sonra rete testis tiibiilleri ile birlesir ve duktuli
efferenteslere girerler. Mezonefrik sistemin bosaltim kanallar1 olan bu efferent
kanallar duktus defferens olarak bilinir ve rete testis ile Mezonefrik (Wolffian)
kanallar1 baglarlar (12). Intertisyel/Leydig hiicreleri seminifer tiibiiller arasindaki
mezodermden kdken alirlar ve sekizinci haftadan sonra testosteron ve androstenedion

salgilamaya bagslarlar (11).
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Sekil 2.2: Erkek cinsiyetin farklanmasinda gonadlarin roli (12)

2.1.4.Genital Kanallarin Gelisimi

Genital sistem gelisimin besinci ve altinci haftalar arasinda farklilagmamaigtir. Genital
kanallar Mezonefrik (Wolffian) ve Paramezonefrik (Miillerian) olmak iizere iki ¢ift
olarak bulunmaktadir. Disi tireme sisteminin gelisimi ve olusumunda paramezonefrik
kanallar, erkek tireme sisteminin gelisiminde ise mezonefrik kanallar etkili olmaktadir
(15). Paramezonefrik kanallar, altinc1 haftada hem erkek hem de disi embriyolarda
mezonefrik kanallarin yan taraflarinda olugmaya baslar (13). Mezonefrik kanallar ise
duktus deferens, seminal vezikiil, epididim ve ejakiilatér kanali olusturmaya devam
ederken testisteki birka¢ mezonefrik tiibiil ise testislerin eferent kanallarin1 olusturur

(12).

AMH Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilip salgilanir ve gelisimin altinc1 ve yedinci
haftalar1 arasinda paramezonefrik kanallarin dejenerasyonunu saglar. Testosteron
leydig hiicreleri tarafindan sekizinci haftada iiretilip salgilanir ve hiicrelerin i¢ine girip

kalabilir ya da dihidrotestosteron hormonuna déniisebilir. Dihidrotestosteron erkek dis



genitallerinin  farklilagsmasinda etkiliyken, testosteron mezonefrik kanallarin
virilizasyonunu saglar (12). Testosteronun etkisiyle bu donemde, her bir mezonefrik
kanalin proksimal kisimlart kivrintilt hale gelerek duktus epididimisi meydana getirir.
Mezonefik kanallar dejenere oldugunda ise bu kanallardan bazilari kalicidir ve duktuli
efferentesi olustururlar. Bu duktuslar epididimise agilir, epididimisin distalinde

mezonefrik kanala kalin diiz kas tabakas1 eklenir ve duktus deferens olusur (11).

2.1.5.Testislerin Inisi

Testisler, ikinci aym sonunda mezonefroz karin arka duvarina iirogenital mezenter ile
bagli durumda bulunur. Bu baglar Mezonefroz dejenere olduktan sonra, gonadin
mezenteri haline gelir. Bu mezenterin kaudali ligament haline gelir ve kaudal genital
ligamet olarak adlandirilir. Ektraseliiler matriksten zengin, testisin kaudalinden ¢ikan,
yogun mezengimal yapiya ise gubernakulum adi verilir (12). Gubernakulum yedi ve
on ikinci haftalar arasinda testislerin skrotuma inisine araci olarak, testisin skrotum
icine inmesini saglar. Prosessus vajinalisi olusturmak i¢in periton gubernakulum ile

ac1ga ¢ikar ve testisler tunica vajinalis adi1 verilen kese olusumuna katilir (13,16).

Gestasyonun yaklasik on ikinci haftasinda testisler inguinal bdlgeye iner, yirmi
sekizinci haftada inguinal kanaldan geger, androjenler ve¢ AMH gibi hormonlarin
etkisiyle otuz tiglincii haftada skrotuma yerlesir (12). Yenidoganlarin %3’iinden daha
azinda testisler skrotum icine inmemis olabilir. Inmemis testislerin cogunun,
dogumdan sonraki ilk {i¢ ay i¢inde skrotuma inisi gergeklesir. Testisler posterior
abdominal duvar seviyesindeyken testikiiler damarlarin olusumu meydana gelir.
Testisler skrotuma inisi sirasinda, duktus deferensi ve damarlari da birlikte gotiiriirler,

daha sonra fasiyal uzantilari ile gevrilirler (11).

2.2. TESTISIN ANATOMISI

Testisler (orcis) skrotum igerisinde oblik pozisyonda ve funiculus spermaticus’a

asilmis sekilde bulunurlar. Her bir testis ortalamal0-14 gr agirhigindadir. Testislerden



sol testis sag testise gore genellikle 1 cm daha asagida yer alir. Yetigskin erkek
bireylerde testisin uzunlugu 4-5 cm, genisligi 2-3 cm ve kalinligi 3 cm’dir. Testisler
septum scroti araciligiyla birbirlerinden ayrilir, lateralden mediale dogru tunica
vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa tabakalari ile cevrili bir sekilde

bulunurlar (Sekil 2.3).

Tunica vaginalis (processus vaginalis’in distal ucu), lamina visceralis (epiorchium) ve
lamina parietalis (periorchium) adl iki yapraktan olusur. Testisin 6n kismini ve iki
ylizlinli lamina visceralis orterken; arka kismin medial ve lateral taraflarinda kendi
iistiine kivrilir ve lamina parietalis ile devam eder. Bu iki yaprak arasindaki boslukta

az miktarda ser6z bir siv1 yer alir.

A. renalis’lerin asagisinda aorta’nin 6n tarafindan sag ve sol a. testicularis adl1 bir ¢ift
arter ayrilir. Testis ve epididimis, abdominal aortanin dali olan a.testicularis
araciligryla beslenir. A. testicularis birden fazla dala ayrilir ve bu dallardan 2-4 tanesi
ductus deferens boyunca uzanarak epididimis’i, tunica albuginea’nin arka tarafini

delerek testise giren diger dallar ise bu organi besler (17-19).

Testis ve epididimis i¢inde derin lenf damarlari yer alirken, tunica vaginalis’in altinda
yiizeyel lenf damarlar1 yer alir. Bu damarlar arciligiyla funiculus spermaticus karin

bosluguna gegerek, nodi aortici laterals ve nodi preaotici’ye agilir (18).

Testis otonom sinir sistemi tarafindan kontrol altina alinmistir. Sempatik innervasyonu
damarlarin ¢evresindeki pleksuslar araciligi ile yapilir ve medulla spinalis’in 10-11.
torakal vertebra segmentlerinden kaynaklanir. Parasempatik innervasyonu ise a.

testicularis’in etrafindaki pleksus testicularis tarafindan yapilir (17,20).
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Sekil 2.3: A: Sol testisin anatomik yapisi, B: Epididmis ve testisin vertikal kesiti, C: Testis
kanallarinin diizeni ve vas deferens’in olusum sekli (21)

2.3.TESTIiSIN HiSTOLOJISi

Testisler, embriyonik gelisimi, cinsel olgunlasmay1r ve iireme fonksiyonlarini
etkileyen, skrotum igine yerlesmis bir ¢ift organdir. Testisler ekzokrin ve endokrin
salgi yapabilen organlardir, iki yonlii gorevi ise testosteron hormonunu ve
spermatozoonun tiretimini saglamaktir. Androjenlerin tiretimi testislerde gergeklesir

ve embriyoda erkek fetusun normal gelisimi i¢in androjenler gereklidir (22).



Testis tunica albuginea adi verilen bir kapsiil ile sarilidir. Tunica albuginea testisin
arka kisminda kalinlasarak mediastinum testis yapisin1 meydana getirir. Bu kisimdan
bezin igine giren septumlar, bezi ortalama 250 piramidal bélmeye ayirarak “lobuli
testis” adl1 yapilar1 olusturur. Her bir lobiil gevsek bag dokusu ile sarili olarak bulunan
1-4 adet seminifer tiibiilden olusur (Sekil 2.4). Bu gevsek bag dokusu igerisinde bol
miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve Leydig hiicreleri/linterstisyel hiicreler yer
alir. Interstisyel hiicrelerde androjenlerin sentezi gerceklesirken, seminifer tiibiillerde

ise germinal hiicrelerin iiretimi gerceklesir (23).

2.3.1.Interstisyel Doku

Seminifer tiibiiller arasinda yer alan ¢ok sayida kan ve lenf damari, sinir lifleri iceren
gevsek bir bag doku olan Interstisyel bag dokuyu meydana getirir. interstisyel bag
dokuda, bag dokusunun esas hiicreleri olan fibroblastlara ek olarak makrofajlar, mast

hiicreleri ve Leydig hiicreleri olarak bilinen testosteron iireten hiicreler yer alir (22).

Leydig hiicreleri, bag dokusu icerisinde tek tek ya da gruplar seklinde gortilebilen
yuvarlak niikleuslu, yuvarlak sekilli, asidoflik sitoplazmasinda agraniiler endoplazmik
retikulum (SER) ve ¢ok sayida lipid damlacigi barindiran hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda ¢ubuk seklinde bir inkliizyon olan Reinke kristalleri ve lipofuksin
pigmenti yer alir (22). Hipofiz bezinden salgilanan luteinlestirici hormonun (LH)
uyarisi ile ve yapisinda bulunan ¢ok sayidaki SER sayesinde testosteron hormonunu

sentezleyip salgilayabilen endokrin hiicrelerdir (23,24).

Insan yasammin farkli donemlerinde leydig hiicrelerinin testosteron salgisi farkl
etkiler meydana getirebilir. Testosteron ve diger androjenler embriyoda erkek fetusun
gonadlarinin gelismesi i¢in gerekli iken, pubertede spermiyum liretiminin ve aksesuar
bezlerin salgilarinin baglamasi i¢in ayni zamanda ikincil cinsiyet karakterlerinin
gelismesi igin gereklidir. Yetiskinlerde ise spermatogenezin, ikincil cinsiyet

karakterlerinin devam ettirirlmesi ve bezlerin salg1 aktiviteleri igin gereklidir (22).
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Sekil 2.4: Testis ve genital kanallar (23)

2.3.2.Seminifer Tiibiiller

Spermatogenez olay1 seminifer tiibiiller i¢erisinde meydana gelir. Her bir testiste
ortalama 250-1000 civarinda seminifer tiibiil yer alir. Her bir seminifer tiibiil yaklasik
olarak 150-250 um kalinliginda ve 30- 70 cm boyundadir. Cevreleri yaygin kan damari
ile sarili olan seminifer tiibiillerinin toplam uzunlugu ortalama 250 m’dir. Tibiiller
kivrimlidir ve uglarina dogru liimenleri daralarak diiz tiibiiller (tubuli rekti) olarak
isimlendirilen kisa segmentler halinde uzanir. Seminifer tiibiilleri “rete testis” adl
kanallardan olusan bir labirente bu diiz tiibiiller araciligiyla baglarlar. Rete testis
kanallar1 anastomozuyla olusan ortalama 10-20 adet duktuli defferentes ile epididimin

bas kismina baglanirlar (22,25).

Seminifer tiibiiller, bazal lamina ve germinal (seminifer) epitelden meydana gelir.
Fibroz bir bag dokusu kilifi ile sarilidir. Birkag fibroblast katmanindan olusan bu fibréz
tabaka tunica propria olarak isimlendirilir. Diiz kas ozellikleri gosteren “miyoid

hiicreler” bazal laminaya yapisik olan en igteki katmanda bulunur (23).
2.3.2.1.Seminifer epitel ve spermatogenik hiicreler:

Erigkin memeli testislerinde seminifer epitel; germ hiicrelerini ve spermatogenik
hiicreleri destekleyen ve onlar1 besleyen Sertoli hiicrelerinden olusan 6zel bir epiteldir

(23,24).
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Spermatazoonlarin {iretiminden, spermatogenez serisindeki 4-8 tabaka halinde
diizenlenmis olan hiicreler sorumludur. Spermatogenez olarak adlandirilan bu siiregte
mayoz ve mitoz boliinmeler goriiliir. Spermatogenez sonunda spermatidler haploid
germ hiicreleri olan spermatazoonlara farklilagirlar. Seminifer epitelde spermatogenik
hiicreler, rastgele dagilim gostermez. Gelisimlerinin farkli donemindeki hiicreler
birbirleriyle benzer bolgelerde gruplasir ve hiicreler olgunlastikca bazalden limene
dogru dizilim gosterirler (Sekil 2.5). Hiicreler yaklagik iki aylik bir siirecte spermatid
haline gelir (23).
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Sekil 2.5: Semnifer tiibiiliin bir kisminin ¢evre dokular ile gosterilmesi (23)

2.3.2.1.1.Spermatogenez:  puberte Oncesinde gonadotropinlerin  artmasiyla
spermatogenez  siireci baslar. Bu silire¢ spermatositogenez, mayoz ve
spermiyogenezdir. Spermatositogenezde spermatogonyumlar primer spermatositlere
farklilasir ve bu farklilasma mitozdan ibarettir. Mayoz bdliinmede primer
spermatositlerdeki diploid kromozom sayis1 haploide diiser ve spermatidler olusur.

Spermiyogenezde ise spermatidler spermatozoonlara farklilasir (Sekil 2.6) (25).
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Spermatogenez, spermatogonyumlarin proliferasyonu ile baslar (22,23). Pubertede
spermatogonyum hiicrelerinin ¢ogalmalar1 mitoz boliinmeler ile baglar. Kok hiicreler
olarak A tipi spermatogonyumlar boliinmeyi siirdiirebilir ya da devam eden mitoz
bolinmeler boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlara doniisiirler. B tipi
spermatogonyumlar 46 kromozomlu (44+XY) primer spermatositlere doniisen 6nciil
hiicrelerdir. Primer spermatositler ise birinci mayoz boliinmenin profazina giderler ve
bu siire¢ yaklasik 22 giin siirer. Spermatogenik serinin en biiyiik  hiicreleri primer
spermatositlerdir. Birinci mayoz bdliinmenin ardindan 23 kromozomlu (22+X veya
22+Y) sckonder spermatositler adli yeni hiicreler meydana gelir. Sekonder
spermatositlerin  boliinmesi 23 kromozomlu iki hiicre olan haploid sayidaki

spermatidlerin olugsmasiyla sonuglanir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6: Testis seminifer tiibtilleri ve intertistumun histolojik gortintiisii (28)
Spermatidler; seminifer tiibiil i¢erisindeki liimenin yakinlarinda yerlesim gosterirler.
Haploid spermatidler yaklasik olarak 7-8 um gapli kiigiik boyutludur. Niikleuslar1
yogun kromatin bolgelerine sahiptir (23).

Erkek sicanlarda spermatogenez, puberte doneminde goriiliir. Sicanlarda

spermatogenez ortalama 48-53 giin siirer ve germ hiicrelerinden spermatozoonlarin

12



olusumuna kadar uzanir. Germ hiicreleri seminifer epitel icinde ilerler ve
spermatogonyumlar mitoz boliinmeler gegirir. Yash hiicreler yerine geng hiicrelerin

gelmesi yaklasik olarak 12-13 giinde gergeklesir (26,27).
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Sekil 2.7: Spermatogenez (22)

2.3.2.1.2.Spermiyogenez: Bir farklilasma olayidir. Erken dénemde yuvarlak hiicreler
olan spermatidlerin, spermiyogenez ile degisime ugrayip, kuyruklu ve bir dlgiide
hareketli olan spermatozoonlara doniisme siirecidir.Spermatogenezin son sathasi
spermiyogenezdir. Spermiyogenez siiresince hiicre boliinmesi gergeklesmez (27,38).
Spermiyogenez ii¢ evrede tamamlanmaktadir. Bunlar; akrozom olusumu, golgi fazi ve

olgunlasma fazidir.

Golgi fazinda; spermatid sitoplazmasi1 mitokondri, SER belirgin bir golgi kompleksi,
bir ¢ift sentriyol ve serbest ribozomlar igerirler. Golgi kompleksinde PAS pozitif
kiiglik graniiller olan “proakrozomal graniiller” birikir. Bu graniiller birleserek zarla

smirli  akrozomal vezikiiliin iginde bulunan akrozomal graniilii olustururlar.
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Sentriyoller go¢ ederek hiicreylizeyine yakin bir yere, akrozomun karsisina gelirler.
Kamg¢1 aksonemi olusturmaya baslar, sentriyoller yeniden nukleusa dogru gog eder ve
hareket ettik¢e aksonemal bilesenleri ¢evresine sararlar.

Akrozomal fazda; akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan nukleusun 6n yarisim
kaplar, yayilir ve bu asamadan sonra “akrozom” admi alir (23). Akrozom, oositin
korona radiyata ve zona pellusida tabakalarini asabilmelerini saglayan, hyaluronidaz,
akrozin, lizozomal hidrolazlar ve proteazlar gibi enzimler igerir (29). Spermatogenezin
bu sathasinda spermatidler seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir, aksonem liimene
dogru uzanir, nukleus uzar ve daha yogun bir hale gelir. Sentriyollerden biri kamgiy1
olusturur. Mitokondriler kam¢inin iist kismi etrafinda toplanarak “orta parga” adi

verilen pargay1 olusturur.

Olgunlasma fazinda; Sitoplazmasi fazla olan bolim bogumlanip kopar ve Sertoli
hiicreleri tarafindan sindirilir. Spermatidlerin birbirleri ile olan baglantilar1 kaybolur

ve Sertoli hiicrelerinden ayrilan spermatidler limene duserler (23).
2.3.2.1.3 Spermin yapisi:

Olgun bir sperm esas olarak plazma zar1 ile sarili olan bas ve kuyruktan olusur. Boyun
bolgesi bas ve kuyruk kisimlarini birbirine baglayan bir baglant1 pargasi olarak ve
bagimsiz bir alan olarak degerlendirilmekte. Kuyruk kismi; esas parga, orta parga ve
son parga olmak tizere ii¢ ana kisimdan olusur (Sekil 2.8) (27). Bas kisminda; bir ¢ift

sentriyol yer alir.
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Sekil 2.8: Olgun spermatozoon (Gartner Color Textbook Histoloji, 2th ed.’dan modifiye
edilmistir.)

2.3.2.2. Sertoli hiicreleri: Piramidal sekilli, tabanlar1 ile bazal laminaya tutunan, tepe
kisimlar1 ile de seminifer tiibiiliin liimenine uzanan hiicrelerdir (sekil 2.9) Sertoli

hiicrelerinin boliinme yetenekleri yoktur (23).

Sertoli hiicreleri organelden zengindir, golgi kompleksi, mitokondri, lizozom iyi
gelismis graniiler ve agraniiler endoplazmik retikulum (GER ve SER), glikojen

graniilleri ve lipid damlalari icerir. Okromatik cekirdege sahiptir (22,24).

Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilardan kan-testis bariyeri olusur. Sertoli
hiicreleri mitoz, mayoz ve farklilasma gibi germ hiicrelerinin gelisimi ve olgunlagmasi
icin gerekli olan uygun mikro ¢evreyi saglar ve sitotoksik molekiillerden germ
hiicrelerini korur (30). Kan testis bariyerin iizerindeki sertoli hiicrelerinin iist ve lateral

kenarlarindaki girintilere yerlesmis spermatidler ve spermatositler bulunur (23).

15



Sertoli hiicrelerinin gorevleri;

v' Spermiyogenezdeki  fazlarlarda  gelisimini ve  spermatid  sitoplazmasini
tamamlayamamig spermatogenik hiicreleri fagosite ederek elimine ederler.

v’ Spermatogenik hiicreleri destekleyip,besler ve korurlar.

v’ Erkek fetiiste Miillerian kanallarin gerilemesini saglayan AMH salinimini saglar.

v Spermatozoonlar1 besleyen ve de tasinmasini kolaylastiran fruktozdan zengin bir sivi

salgilarlar.

v Plazminojen aktivitorleri, transferin ve FSH salinimini baskilayan inhibin sentezlerler
(22,23,25).

penuatosit |

Spermatosit | - / Sant
Baglant: N AR

s
~ Tip BN\ Myoid
spenmatogoniumhicre

Spennatogonuin ¢, 4.1 Tip A
hicrest  spenmatogonium

Sekil 2.9: Bir seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilar1 ve
gelisimin farkli donemlerindeki spermatojenik hiicreleri gosteren ¢izim (Ross, Romrell,
Histology A Text and Atlas’tan alintilanmustir.)
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2.3.3.Testis I¢ci Genital Kanallar

Testis igerisinde yer alan genital kanallar tubuli rekti, rete testis ve duktuli
efferentestir. Seminifer tiibiillerden gelen spermatozoonlar ve sivi bu kanallar

araciligiyla duktus epididimise tasinir.

Seminifer tlibiiller her iki ugtan “tubuli rekti” olarak bilinen diiz tibiiller araciligiyla

rete testise baglanir (23).

Rete testis; diizensiz, tek katli prizmatik veya kiibik epitel ile doseli,anastomozlasan
kanallardan olusur (22). Rete testisten ortalama 10-20 adet duktuli efferent ¢ikar.
Silyasiz hiicreler tarafindan, seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogu emilir.
Titrek tiiylii hiicreler ve sivi aktivitesi araciligiyla spermatozoonlar epididime dogru
ilerletilir. Duktuli efferentler birleserek epididimin duktus epididimisini meydana
getirir (23).

2.3.4. Genital Bosaltim Kanallari

Spermatozoonlar duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve {iretra
araciligryla penise iletilir. Duktus epididimis, ortalama 4-6 metre uzunlugunda tek ve
kivrimli bir kanaldir. Duktus epididimis ¢evresindeki bag dokusu ve kan damarlar ile
epididimisi olusturur. Epididimis kanal1 yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir,
kanal duvarinda bazal hiicreler bulunur, apikal béliimiinde ise limene dogru uzanan
hareketsiz sterosilyali hiicreler mevcuttur. Diiz kas hiicreleri, peristaltik kasilmalarla
spermin kanallarda ilerlemesini saglar ve vaskiiler yapidan zengin bag dokusu ile
cevrelenmis bir bazal membran {izerine otururlar. Spermatogenez boyunca olusan
artiklarin sindirilmesine ve ortadan kaldirilmasma duktus epididimis epiteli katki

saglar.

Epididimis, duktus (vas) deferens olarak adlandirilan bir kanal ile devam eder. Bu
kanal ise prostatik iiretraya agilir. Duktus deferens prostatik iiretraya agilmadan once
genisleyerek ampullay1 olusturur. Seminal vezikiiller ise duktusa ampullanin son
kisminda katilirlar ve prostatik tiretraya agilirlar. Prostata giren duktus deferens

segmenti ejakiilatuvar kanal olarak adlandirilir. Duktus deferensin mukozasi ampulla
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da dahil olmak iizere ejakiilatuvar kanalin igine kadar devam eder, kas katmani ise

ampulladan sonra sonlanir (23)

2.4. RADYOTERAPI

Radyoterapi (RT) kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan tedavi yontemlerindendir.
Baslica eksternal ve internal (brakiterapi) olarak uygulanir. Kanser hastalarinin
yaklasik %60°1na tedavilerinin herhangi bir asamasinda RT uygulanmaktadir (31).
Radyoterapi kanser tedavisinde kiiratif (serviks, nazofarinks, prostat vs), adjuvant
(meme, beyin, rektum vs) ve palyatif (kemik metastazlari, beyin metastazlar1 vs)
amacla etkili ve basarili bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir.

Kanserin daha etkili ve daha giivenli tedavi edilmesi i¢in yiiksek doz RT’nin
uygulanma tekniklerinin gelistirilmesi kanser aragtirmalarinda temel hedeflerden
birini teskil eder. RT nin toksik etkilerinden (subletal) saglikli dokular1 korumak ve
timorli dokularda letal etkiyi artirmak i¢in yeni uygulamalar Ongoriilmektedir
(32,33). Abdominal-pelvik 1sinlanma saglikli hiicrede hasara yol agar. Olusan bu hasar
(subletal hasar) tamir edilirse hiicresel 6liim gergeklesmez, edilmezse apoptoz ile
sonuglanir.

Radyoterapinin esas yontemi kanserli hiicreleri yok etmek igin iyonize radyasyonun
kullanilmasidir. Ancak sadece hedeflenen organlar degil tedavi alani i¢inde kalan
bir¢cok saglikli doku da bu 1s1madan etkilenebilmektedir. Tiimor tedavisinde saglikli
dokularin tedavi alanina girmesi ile radyasyondan olumsuz etkilenmesi kaginilmazdir
(34,35). Yavas boliinen hiicrelere (mitotik indeksi diisiik) oranla hizli béliinen (mitotik
indeksi yliksek) hiicrelerin iyonize radyasyona duyarliligi daha fazladir. Bu sebeple
RT’nin akut etkisi hizl1 boliinen hiicrelerde, kronik etkisi ise yavas boliinen hiicrelerde
ortaya ¢ikmaktadir (36).

Iyonize radyasyon uygulanmasi sonucu dokuda meydana gelen serbest oksijen
radikalleri (SOR), DNA’y1 hasari olusturarak hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar.
Iyonize radyasyonun bu zararli etkileri, ortamda olusan ~ SOR’nin varligindan
kaynaklanir. Hasar sonucu biriken SOR, lipit ve proteinler gibi makromolekiillere
saldirir. Tyonize radyasyon sonucu dokuda SOR seviyesinin yiikselmesine bagli olarak
hidroksil (OH-) radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek doku

hasar1 ve apoptoza neden olabilir. Normal fizyolojik kosullarda, serbest radikal
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olusumu ile antioksidan savunma sistemi denge halindedir. Dokular, iyonize
radyasyona maruz kaldiklarinda bu dengenin serbest radikal tarafina kaymasi, lipid
peroksidasyonuna yol agar. Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisi
bozulur, hiicre i¢i enzimler inaktif hale gelir ve DNA hasar1 olusur. Organizmadaki
tim bu fonksiyonel ve yapisal degisiklikler, radyasyona bagli oksidatif stresten
kaynaklanmaktadir (37).

Dokularin oksijenlenme durumu, radyasyonun biyolojik etkinligini belirleyen en
onemli faktorlerdendir. Iyi oksijenlenmis hiicreler radyasyona daha duyarhdir.
Overgaard ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada hamster hiicrelerinin in vitro kosullarda
oksijenli ve hipoksik kosullarda X-1s1n1 etkisini incelenmis ve hiicrelerin canli
kalabilmesi i¢in oksijenli ortamda uygulanmasi gereken dozun, hipoksik ortamda
uygulanmasi gereken dozdan yaklasik 3 kat daha az oldugu rapor edilmistir (38).
DNA genetik bilgiyi tasiyan, nesiller boyu gen aktarimi saglayan bir molekiildiir.
DNA’nin fiziksel ve kimyasal yapisindaki etkilesime bagli degisimler hasar olarak
degerlendirilir. DNA iizerinde olusan hasarlar DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilir. Radyoterapiye bagli hiicre hasarinin ¢ok fazla oldugu veya onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda ise hiicre o6limii goriilebilir (39). RT
hasarinin etkileri; gen ekspresyonlari, mutasyonlar, kromozom sapmalari, genomik
kararsizliklar ve hiicre dliimleri seklinde goriilebilir.

Iyonize radyasyondan etkilenen DNA hasarinin siddeti; oksidatif stres yogunlugu,
toksik ara maddeleri metabolize eden savunma ve onarim mekanizmalari ile iligkilidir.
Ayrica iyonize radyasyondan kaynaklanan hasarin siddetinin azaltilmasinin farkl
yollar1 (radyoprotektif ajanlar) bulunmaktadir (40).

Radyoterapinin terapéotik 6zelligine ragmen tiimorlii dokunun veya hedef hacmin
disindaki saglikli doku ve organlar bu istenmeyen etkilere maruz kalmaktadir. Timor
kontrolii i¢in gerekli olan yiiksek doz radyasyon uygulamalarinda saglikli dokular
korunmaya calisilmalidir.

Glinlimiizde  hiicresel savunma sisteminin  yetersiz  kaldigi  durumlarda
radyoproteksiyon amacli antioksidan preperatlar Amifostin, Selenyum L Metiyonin
vitamin takviyeleri (E vitamini), L-Carnitinin ve Melatonin gibi ¢esitli kimyasal

ajanlar uygulanmaktadir.
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Iyonize radyasyonun DNA molekiiliine etkisi direkt ve/veya indirekt olarak
gergeklesir. Radyasyon etkisinin daha azi1 direkt etki ile olusur ve DNA molekiiliinde
yapisal hasar, fonksiyon kaybi ve sentez inhibisyonu olusturabilir. Radyasyonun
etkisinin ¢ogunlugu indirekt etki ile olusur. Iyonize radyasyonun etkisi ile su
molekiillerinin iyonlasmasi sonucu hidrojen, hidroksil radikali (OH-), hidrojen
peroksit (H202) gibi serbest oksijen radikalleri aciga ¢ikar (41). Serbest radikallerin
DNA’y1 etkilemesiyle kromozomda kirilmalar olusur ve tamir edilmezse hiicre
apoptoza giderek oliir. indirekt etkilesimde hasar daha belirgindir. Oksijen molekiilii
kalici radyasyon hasar1 olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Yiiksek molekiiler oksijen
varliginda timor hiicrelerine uygulanan iyonize radyasyon kalict DNA hasari
olusturur. Kanser hiicreleri iizerine kullanilan, iyonize X-1sinlarinin hiicre DNA’sina
dolayl etkisi ile su molekiilleri parcalanir. Meydana gelen SOR ve farkli radyasyon

doz hizlar1 arasindaki iliski literatiirde heniiz tam olarak agiklanamamustir (38).

Radyasyonun indirekt etkisiyle olusan serbest radikaller, ortamdaki oksijenle hizla
reaksiyona girer ve oksijenden toksisitesi daha yiiksek peroksit radikalleri olusur (42).
Onarim stireglerinin yeterli olmadig1 durumlarda serbest radikaller hiicrelerde kalici
hasar olusturabilmektedir (43). Radyoterapide yiiksek doz hiz1 ve enerjilere sahip X-
isinlart uygulandiginda, DNA hasar1 daha ¢ok indirekt yolla gerceklesir. Serbest
radikaller, molekiillerle ¢ok kisa siirede reaksiyona girerek hiicrelerde hasar
olusturabilmekte ve hiicre &liimiine neden olabilmektedir. Iyonize radyasyonun
dokular tizerindeki hasar verici etkisi %60-70’inin OH- radikalleri sebebiyle olustugu
varsayilmaktadir (44-46).

TBI (Tiim Beden Isinlamasi) kemik iligi nakli oncesinde hastanin kemik iliginin
hiicresel aktivitesini baskilamay1 ve bagisiklik sistemini suprese edip donér kemik
iligine yer agmay1 ve ¢ogalabilmesine ortam saglamay1 amaglayan, megavoltaj foton
1sinlar1 kullanilarak tiim bedene belirli doz protokolleriyle radyasyon uygulamasi ile
yapilan bir tedavi yontemidir. TBI yetiskin ve ¢ocuklarda Akut Lenfoblastik 16semi
(ALL), Akut miyeloid Loésemi (AML), Kronik miyoloid I6semi (KML),
Miyelodisplastik sendrom (MDS), Aplastik anemi gibi hastaliklarda ve nadiren de

Noroblastom, Ewing Sarkom, Multiple miyelom hastaliklarinda uygulanmaktadir.
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Modern RT cihazlar ile, yogunluk ayarli radyoterapi IMRT (Intensity-modulated
radiotherapy), VMAT (Volumetric modulated arc therapy), SBRT (Stereotactic body
radiotherapy) ve streotaktik radyocerrahi SRS (Stereotactic Radiosurgery) teknikleri

kullanilarak tiimorlii dokulara RT uygulanmaktadir.

2.5. SELENYUM L METIYONIN

Selenyum, hayvanlar ve insanlar icin esansiyel eser elementlerdendir. Periyodik
tabloda 4. periyot ve 6. grupta yer alir ve kiikiirtle benzer 6zellikler gosterir. Selenyum,
biyolojik sistemlerde yaygin olarak organik formda (selenometiyonin ve selenosistin),
ayn1 zamanda inorganik formlarda (selenik asit, selenyum tuzu ve selenyumdioksit)
bulunur.

Selenyum L Metiyonin, insan ve hayvanlardaki selenyumun ana kimyasal formudur.
Bitkilerdeki selenyumun %90’ 1 Selenyum L Metiyonin formunda bulunur (47).
Selenyum L Metiyonin diyetle alimdan sonra intestinal metiyonin tasiyicilar ile
absorbe edilir ve viicuttaki metiyonin havuzuna girer. Bu havuzdaki Selenyum L
Metiyoninlerin bir kismi proteinlere metiyonin pozisyonundan katilir. Yiiksek
miktarda Selenyum L Metiyonin alimi dokularda Se birikmesine neden olur. Bu
birikim SeM igeren proteinler vasitasi ile olur ve selenoproteinlerdeki Se miktarinin
kat kat Gistiindedir. Selenyum L Metiyonin’ in diger kism1 metiyonin siklusu ve trans-
stilfiirasyon yolu ile Selenosistein elde edilmesidir. Bu metabolik olaylar ¢ogunlukla
karacigerde gergeklesir. Selenosistein, Selenyum metabolik yolaginin giris noktasinda
bulunur. Selenosistein liyaz, sisteinden siilfiir analoglarini ayirir, selenit ve alanine
katabolize eder. Doku homojenatlarinda serbest Selenosistein ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Karacigerdeki gama-liyaz aktivitesi ile Selenyum L
Metiyonin, metil-selenola doniistiiriiliir. Bu aktivitenin biyolojik énemi bir sonraki
asamada metil selenolin demetilasyon ile selenide doniismesidir. Selenyum L
Metiyonin’in biyolojik 6nemi unregiile selenyum havuzunu olusturmasidir. Diisiik
Selenyum durumunda proteinlerin igindeki Selenyum L Metiyonin spesifik Selenyum
havuzuna geger (48).

Serbest selenyum, siiperoksit dismutaz (SOD), tioredoksin rediiktaz (TR), glutatyon
peroksidazlar (GPx) ve digerleri gibi antioksidan enzimlerin uyarilmasinda anahtar rol

oynayan bir aminoasit olan selenosisteinin gelisimi i¢in de kullanilabilir (49). Bu
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antioksidan enzimler tarafindan serbest radikallerin noétralizasyonuna ek olarak,
metioninin kendisi kiikiirt yoluyla ROS'u temizleyebilir ve ayrica bir metal selator
gorevi gorebilir (50). Selenyum L Metiyonin, radyasyondan koruyucu etkiler gosteren
giiclii bir antioksidandir. Son yillarda, hayvan modellerinde Selenyum L Metiyonin
adli radyoprotektif ajanin akciger, kalp, kemik, hematopoietik, gastrointestinal sistem

ve bobrek gibi bir¢ok doku lizerinde radyoprotektif etkisi gosterilmistir (51-53).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KIMYASALLAR VE CiHAZLAR

Seleno-L-Methionine S3132-100mg Sigma Aldrich

Anti-PCNA Antibody (F-2) Santa Cruz Sc-25280

Rat Interleukin 6(11-6) Elisa Kit Sunredbio 201-11-0136

Rat Tumor Necrosis Factor (Tnf)Elisa Kit Sunredbio 201-11-0765

Rat Transforming Growth Factor 3(Tgf-B) Elisa Kit Sunredbio 2 201-11-0779

Rat Catalase (Cat)Elisa Kit Sunredbio 201-11-5106

Rat Super Oxidase Dimutase(Sod)Elisa Kit Sunredbio 201-11-0169
Rat Malondialchehyche(Mda)Elisa Kit Sunredbio 201-11-0157
Apoptag® Fluorescein In Situ Apoptosis Millipore Sigma S7110
Lam Kutusu-50 Lam Kapasiteli-Plastik Kilitli-Mavi Isolab

Entellan New For Microscopy-500 MI Merck

Antibody Diluent Op Quanto 125ml Lab Vision™ 1250 Test Thermo
Lamel No:1, 24x50 Mm, 100'liik Mentese Kapakli Kutuda-100 Ad. Superior
Paraformaldehyde Emprove-1 Kg Merck

Normal Goat Serum Abcam

Boncuk Parafin Paraplast Bulk Tissue Embedding Med Leica
Mikrotom Bigagi Cut- S35

Lam Pozitif Sarjli 90° 72'lik Beyaz Pcl — Leica
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3.2. HAYVANLAR

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 200-250 gr agirhiginda ergin 16-24 haftalik Wistar albino tiirii
40 adet erkek sican kullanildi. Kafesler i¢inde tutulan si¢anlara giiniin normal
diizeninde 21+£3°C ve 12 saatlik aydinlik-karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaglar
saglanarak yetistirildi. Siganlar standart laboratuar yemiyle beslendi. Calisma
siiresince herhangi bir yiyecek ve su kisitlamasi yapilmadi. Yetistirilen siganlarin
agirliklan Slgiildii ve her kafeste 5 adet sigan olacak sekilde denekler rastgele 4 gruba
ayrildi.

3.3. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI
Grup 1 Kontrol grubu, 10 Sican

Bu grubtaki hayvanlara hi¢bir islem yapilmadi ve higbir tedavi verilmedi, ¢alismanin
7. Qiniinde gruptaki sicanlar islem sonunda ksilazin (10 mg/kg canli agirlik
intraperitonal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrakloriir/kg canli agirlik, intraperitonal)
genel anestezisi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi, doku 6rnekleri ve

kanlar1 biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmek iizere alind1.
Grup 2 Radyasyon (Rad) grubu, 10 Sican

Bu grubtaki siganlara calismanin 2.gilinlinde ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) intraperitoneal uygulanarak, 10 Gy radyoterapi verildi. Calismanin 7. gliniinde
gruptaki sicanlar islem sonunda ksilazin (10 mg/kg canli agirlik intraperitonal) ve
ketamin (60 mg ketamin hidrakloriir/kg canli agirlik, intraperitonal) genel anestezisi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi, doku Ornekleri ve kanlar

biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmek iizere alindi.
Grup 3 Selenyum L Metiyonin (Sel) grubu, 10 Sican

Bu grubtaki hayvanlara Selenyum L Metiyonin, 0,8 mg/ml konsantrasyonda distile
suda ¢oziindiiriildic ve toplam alt1 giin 4 mg/kg dozunda Selenyum L Metiyonin

intraperitoneal enjeksiyon ile verildi. Calismanin 7. giiniinde gruptaki siganlar islem
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sonunda ksilazin (10 mg/kg canli agirlik intraperitonal) ve ketamin (60 mg ketamin
hidrakloriir/kg canli agirlik, intraperitonal) genel anestezisi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi, doku 6rnekleri ve kanlar1 biyokimyasal ve histolojik

olarak incelenmek iizere alindi.
Grup 4 Radyasyon (Rad) + Selenyum L Metiyonin (Sel) grubu, 10 Sican

Bu grubtaki hayvanlara Selenyum Metiyonin 0,8 mg/ml konsantrasyonda distile suda
¢oziindirildi ve toplam alti giin 4 mg/kg dozunda Selenyum L Metiyonin
intraperitoneal enjeksiyon ile verildi. Calismanin 2. Giinii sicanlara Selenyum
Metiyonin intraperitoneal verildikten 30 dk sonra ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) intraperitoneal uygulanarak 10 Gy radyoterapi verildi. Caligmanin 7. giiniinde
gruptaki siganlar islem sonunda ksilazin (10 mg/kg canli agirlik intraperitonal) ve
ketamin (60 mg ketamin hidrakloriir/kg canli agirlik, intraperitonal) genel anestezisi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi, doku ornekleri ve kanlar

biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmek tizere alindi.
3.4.SELENYUM L METiYONIN UYGULAMASI

Sigma Aldrich (ABD) 'dan satin alinan Selenyum L Metiyonin tozu, distile suda 0,8
mg/ml'lik bir konsantrasyon ile ¢oziildii. Grup 3(Sel) ve Grup 4(Rad+Sel)’de her
sigana birinci giinden baslanarak ardisik olarak alt1 giin boyunca, radyoterapiden bir
giin once ve sonraki dort giin boyunca 4 mg/kg Selenyum L Metiyonin iceren ¢ozelti
intraperitoneal (IP) enjekte edildi. Radyoterapi giiniinde si¢anlara 30 dk Oncesinde
Selenyum L Metiyonin intraperitoneal (IP) enjekte edildi. Selenyum L Metiyonin’in
bu dozu toksik olmayan bir doz olarak onceki bir ¢calismaya dayanarak secilmisti ve
Selenyum L Metiyonin bu dozunun normal sartlarda radyasyonun dokular tizerindeki

zararli etkilerini iyilestirici bir ajan oldugu vurgulanmistir (53).
3.5. RADYOTERAPiI UYGULAMASI

Radyoterapi cihazi olarak, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkoloji
Anabilim Dali Radyoterapi bdliimiinde bulunan Varian marka, DHX model lineer
hizlandirici cihazi kullanildi. Deneyin ikinci giinii Grup 2(Rad) ve Grup 4(Rad+Sel)
deki si¢anlara 60mg/kg/ip ketamin ve 10mg/kg/i.p. ksilazin ile agirliklarina goére
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anestezi uygulandi ve supin pozisyonunda radyoterapi diizenegi lizerine 5 sigan yan
yana ve bacaklar1 yanlara acilarak, kuyruklar1 ve bacaklar1 bant ile sabitlenerek
yerlestirildi. Deney hayvanlarinin pelvik bolgesine 40x40 cm?2 alan biyiikligi
kullanarak, cilt kaynak mesafesi (SSD) 100cm, 6MV iyonize X-isinlar1 kullanilarak
10 Gy tek fraksiyon radyoterapi uygulamasi yapildi (Resim 3.5). Radyoterapi

uygulamasinin ardindan siganlar kafeslere yerlestirildi.

Bu dozda radyasyon M.kanter ve ark. (54) daha onceki bir ¢alismasina dayaniyordu.

(Sekil 3.5) Rad ve Rad+Sel grubu deney hayvanlarinin pelvik bolgesine 10 Gy radyoterapi
uygulanmasi

3.6. DOKU ORNEKLERININ TOPLANMASI

Deney siiresince, tiim uygulamalar gilinlin ayn1 saatinde ve intraperitoneal olarak
yapild.

Her enjeksiyondan bir giin 6nce sicanlarin agirliklar1 hesaplandi ve bu islem deney
sonuna kadar devam etti. Caligmanin 7.giliniinde tiim sicanlara ksilazin (10 mg/kg canli
agirlik intraperitonal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrakloriir’kg canli agirlik,
intraperitonal) ile genel anestezi saglandiktan sonra deneklerin abdominopelvik
bolgeleri acilarak testis dokular1 eksize edildi. Calismada uygulanan tiim prosediirler

etik kurallara uygun sekilde gerceklestirildi.
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3.7. HISTOKIMYASAL TEKNIiKLER

Histolojik incelemeler i¢cin deney hayvanlarindan alinan testis dokulart %10’luk
formaldehit soliisyonu ile tespit edildi. 72 saat tespit isleminden sonra dokular doku
takibi asamalarindan gegirilerek parafin ile bloklandi (Tablo 3.7). Parafin bloklardan
5 um kalinliginda kesitler alindi. Testis kesitlerinde Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
immunohistokimyasal (IHC) boyamalar yapildi. Histolojik degerlendirmeler icin
boyanan testis kesitleri 151k mikroskobu (Olympus BXS51, Tokyo, Japonya)

kullanilarak incelendi ve fotograflandirildu.

Tablo 3.7. Doku takibi agamalari.

1 Musluk suyu 1 saat 7 Absolii Alkol 1 saat

2 %50 Alkol 1 saat 8 Absolii Alkol 1 saat

3 %70 Alkol 1 saat 9 Ksilen 30 dakika

4 %80 Alkol 1 saat 10 Ksilen 30 dakika

5 %96 Alkol 1 saat 11 Ksilen 45 dakika

6 Absolii Alkol 1 saat 12 Eriyik parafin (60 1 Gece
°C)

3.7.1. Hematoksilen&Eozin Boyama (H&E)

5 um kalinliginda alinan testis kesitlerinde genel doku morfolojisinin histolojik
incelemesi icin H&E boyama teknigi kullanildi. Almman doku kesitleri
deparafinizasyon islemi i¢in 67°C’lik etiivde 1 gece bekletildi ve ardindan ksilene
alinds. Ilk olarak ksilen, devaminda azalan etil alkol serisinden gegirilen kesitler H&E
ile boyandi. Boyama islemleri ardindan yikanan dokular tablo 3.7.1°de verildigi gibi
sirastyla artan etil alkol serisinden gecirildi ve ksilende 2 saat siire bekletildi. Son
olarak entellan ile kapatilan preparatlar Olympus BX51 151k mikroskobu (Olympus
Inc., Tokyo, Japonya) kullanilarak goriintiilendi.
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Tablo 3.7.1. Hematoksilen&Eozin boyama asamalari

Sira  Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Etiiv (67 °C) 1 gece 14 Eozin 3-5 dk
2 Ksilen | 10 dk 15 Akarsu 1 dk
3 Ksilen Il 10 dk 16 %50 Alkol 1 dk
4 Ksilen 111 10 dk 17 %70 Alkol 1 dk
5 Absolu Alkol | 5dk 18 %80 Alkol 1 dk
6 Absolu Alkol 11 5 dk 19 %96 Alkol 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol 1 1dk
8 %80 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol Il 2 dk
9 %70 Alkol 5dk 22 Absolu Alkol 111 2 dk
10 %50 Alkol 5 dk 23 Ksilen | 20 dk
11 Akarsu 2 dk 24 Ksilen Il 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 25 Ksilen 111 20 dk
13 Akarsu 5dk 26 Kapatma

3.7.2. Seminifer tiibiil caplarimin 6l¢iimii

Deney gruplarinda seminifer tiibiil ¢aplarini degerlendirmek igin x200 biiyiitmede
H&E ile boyanmis kesitler kullanildi. Hasarin bir gostergesi olarak Imagej software
yazilim programi (Imagej, Bethesda, MD) kullanilarak her si¢an i¢in 10 farkli bolgede
mikrometre cinsinden, ortalama seminifer tiibiil gap1 (MSTD) 6lgiildii (55).

3.7.3. Germ Hiicrelerinin Kantitatif Degerlendirilmesi;

Spermatogenez derecesi subjektif bir degerlendirmedir. Cesitli yontemlerle
hesaplanabilir ve semen analizindeki sperm sayisi ile iyi korelasyon gosterir. Bu

amagla cesitli otorler tarafindan asagidaki skorlama sistemleri gelistirilmistir.
3.7.3.1. Johnsen Skoru, 1970 (Johnsen SG, 1970)

Bugiin i¢in rutin uygulamada en yaygin kullanilan skorlama sistemidir. H&E ile
boyanmis kesitler kullanilarak, her hayvan icin 30 tiibiil derecelendirildi ve her bir

tiibiil testikiiler seminifer tiibiillerde spermatogonia, spermatosit, spermatidler,
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spermatozoa gibi germ hiicre tiplerinin varligina veya yokluguna gore 1'den 10'a kadar
bir puan verildi. Bu skorlamaya gore, daha yiiksek bir Johnsen skoru daha iyi bir
spermatogenez durumunu gosterirken, daha diisiik bir skor daha siddetli disfonksiyona
isaret etmektedir. Her bir tiibiiler boliime, asagida aciklandig1 gibi olgunluk sirasina
gore diizenlenmis ana hiicre tiplerinin varligina veya yokluguna gére 10'dan 1'e kadar
bir puan verildi. Skor 1, tam hareketsizlige sahip tiibiiller i¢in epitelyal olgunlagmanin
diisiiniilmedigi anlamina gelirken, Skor 10, maksimum aktiviteye sahip tiibiiller i¢in

tam epitelyal olgunlasmanin dikkate alindigi anlamina gelmektedir (56).
10: Germinal epitel ¢ok sirali, ¢ok sayida spermatazoa var

9: Germinal epitel disorganize ve liimene dogru yi1gi1lma, spermatozoa var
8: Germinal epitel ¢ok sirali ancak limende 10°dan az spermatozoa var
7: Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid var

6: Spermatozoa yok, spermatid 10°dan az

5: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

4: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5’ten az

3: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

2: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1: Seminifer tubulus i¢inde hig hiicre yok

3.7.3.2. Epididim Sperm Konsantrasyonu Ol¢iimii:

Epididimal sperm igeren siipernatanttan 10 pL, paraformaldehit ve sodyum sitrat
¢Ozeltisinde bulunan 990 uL'lik bir ¢ozeltiyle seyreltildi. Yaklasik 10 pL'lik
seyreltilmis icerik bir hematositometreye (Neubauer odasi) aktarildi ve bu odada 151k
mikroskobunda 400x biiylitme ile incelendi. Pellet haline gelmis hiicreler odanin
ylzeyinde sayildi. Sperm konsantrasyonunun hesaplanmasi, sayilan hiicrelerin ve
hematositometre boyutlarinin kullanilarak yapildi ve sonug, 10°sperm/mL cinsinden
ifade edildi (57).
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3.7.3.3. Epididim Sperm Morfolojisi Analizi:

Sperm morfolojisinin analizi i¢in yaklasik 20 pL sperm siispansiyonundan bir damla,
mikroskop slaytlarina yerlestirilip yayildi. Slaytlar kurutuldu ve eosin-nigrosin (1%
eosin Y ve 5% nigrozine) ile boyandi. Kuruduktan sonra, slaytlar optik mikroskop
(CX31, Olympus Optical of Brazil Ltda, Sao Paulo, Brezilya) ile 400x biiyiitmede
incelendi. Her slayt bagina 200 spermatozoon igin farklilastirilmis sayim yapildi ve
bas, orta kisim ve kuyrukta gozlemlenen degisiklikler not edildi. Sonuglar, normal

hiicrelerin yiizdesi olarak ifade edildi (57).
3.7.4. immunohistokimya Boyama (IHC)

Immunohistokimyasal boyama yénteminde 4 deney grubuna ait dokulardan polizin
kapli lamlara kesitler alinarak 6 farkli antikora karsi immun boyama yapildi. Tiim
antikorlar i¢in ortak IHC boyama kiti kullanild1 (UltraVision Detection System, Large
Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU), LOT: PHLS790). Polizin kapli lamlardaki
testis kesitleri deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece siire ile 67 °C’lik etiivde bekletildi.
Ardindan azalan alkol serisinden (absolii alkol, %96, %80, %70) gegirilen kesitler
distile su (dH20) ile 2 defa 3’er dakika yikanip 12 dk %30’luk hidrojen peroksit (H202)
ile muamele edildi. Kesitler yikama asamasi icin PBS (Phosphat buffer saline)’e alind1
ve 3 defa 5’er dakika yikandi. Bir sonraki basamak i¢in 1X konsantrasyon sitrat buffer
icerisinde kesitler 10 dakika 350 °C mikrodalgada kaynatilip, 10 dakika sogutuldu. Bu
adim 2 kez tekrar edildi. Sogutma isleminin ardindan kesitler tekrar PBS ile yikandi.
Yikama dokulara kit i¢erisinde yer alan Ultra-V blok ile 10 dakika muamele edildi. 10
dakika sonunda kesitlere belirlenen antikorlar tabloda verilen oranlarda antibadi
diliient soliisyonu (Antibody Diluent Reagent Solution, Ref: 003118) ile seyreltilerek
uygulandi. (Tablo 3.7.4)
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Tablo 3.7.4. Testis kesitlerine IHC yonteminde uygulanan antikorlar ve oranlari

Antikor Marka ve Kod Oran

mTOR cell signaling, mTOR(7C10), 2983S 1:100
PCNA Bioss, bs-0754R 1:300
StAR Bioss bs-3570R 1:600
MMP9 Bioss bs-4593R 1:400
Hsp70 Bioss, bs-0126R 1:500
Connexin43 elabscience lot: DQ0304 1:500

Antikor uygulanan kesitler 1 gece boyunca +4 °C’de bekletildi. +4 °C’den alinan
kesitler oncelikle 45 dakika oda kosullarinda bekletildi ve kesitlerin oda sicakligina
gelmesi saglandi. Sonrasinda kesitlere 10 dakika biotin (Biotinylated goat anti-
polyvalent) ile muamele edildi. Ardindan yikanan kesitler sekonder antikor
(streptavidin peroxidase) asamasina alindi. Daha sonra, 10 dakika sekonder antikorda
bekletildi ve 2 kez 5’er dk PBS ile yikandi. Tiim kesitler DAB (Ultravision Detection
System, Large Volume DAB Substrate System, LOT: HD36) ile 5 dakika muamele
edildikten sonra, Gill hematoksilen (Hematoxylin Solution Gill 11, SIGMA-
ALDRICH, GHS332) ile 5 dakika zit boyama yapildi. Son olarak artan alkol
serilerinden (%70, %80, %96, %100) gecirilen kesitler 30 dk ksilende bekletildi ve
entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BXS51 151tk mikroskobu
kullanilarak goriintiilendi. Boyama alanlarindan 6l¢iim yapmak i¢in her dokudan 40X
objektifte rastgele bes farkli alandan fotograflar c¢ekildi. Elde edilen mikroskobik
fotograflardan immunreaktivite yogunlugunun ol¢timii Image J software programi
kullanilarak yapildi. Tiim veriler her antikor i¢in ayr1 olacak sekilde Olgiildii ve

gruplararasi karsilastirma yapildi (55).
3.8. ELISA METODU
3.8.1.Testis Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in alinan testis dokularindan homojenat hazirlamak i¢in yas

agirliklar tartildi ve soguklugu muhafaza edilerek ependorf tiiplere aktarildi. Dokulara
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fosfat tamponu (pH: 7,4) eklendi ve homojenizatorle 1000 rpm ‘de homojenize edildi.
Doku homojenatlar1 15000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlar, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) metodu kullanilarak
Katalaz (CAT), Malondialdehit (MDA), Stiperoksit dismiitaz (SOD), Tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-o), Interlokin 6 (IL6) ve Transforme edici biiyiime faktor-beta (TGF-

B1) analizleri i¢in ayrildi.
3.8.1.1.Katalaz (CAT)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak ¢aligildi (Rat CAT ELISA Kit Catalog no:
BLS-5986Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 100 pl
standart ve 100 pl Ornekler yiiklendi ve 80 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plate aliarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile
tic kez yikandi ve aspire edildi. Standartlar dahil biitiin 6rneklerin {izerine 100 pl
Biotin-(CAT) Ab eklendi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plate alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve
aspire edildi. Biitlin 6rneklerin iizerine 100 ul HRP konjugete eklenerek 50 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate alinarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 pul TMB substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
3.8.1.2. Malondialdehit (MDA)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak c¢alisildi (Rat MDA ELISA Kit Catalog no:
BLS-8612Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 50 pl
standart, 50 pl 6rnekler yiiklendi ve 50 ul Biotin-(MDA) Ab eklenerek 60 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate alarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikand1 ve aspire edildi. Biitiin 6rneklerin tizerine 100 pl
HRP konjugete eklenerek 60 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate
alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 ul TMB
substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop
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solution eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka

Microplate okuyucu ile 450 nm’de okutuldu.
3.8.1.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak ¢aligildi (Rat SOD ELISA Kit Catalog no:
BLS-8178Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 100 pl
standart ve 100 pl Ornekler yiiklendi ve 80 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plate alimarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile
lic kez yikandi ve aspire edildi. Standartlar dahil biitiin 6rneklerin {izerine 100 pl
Biotin-(SOD) Ab eklendi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plate alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandr ve
aspire edildi. Biitlin 6rneklerin iizerine 100 ul HRP konjugete eklenerek 50 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate alinarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 pl TMB substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
3.8.1.4. Transforme edici biiyiime faktor-beta (TGF-p1)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak c¢alisildi (Rat TGF-1 ELISA Kit Catalog
no: BLS-2311Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 100 pl
standart ve 100 ul ornekler yiiklendi ve 80 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plate almarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile
iic kez yikand1 ve aspire edildi. Standartlar dahil biitiin 6rneklerin {izerine 100 pl
Biotin-(TGF-B1) Ab eklendi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra plate alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi
ve aspire edildi. Biitiin 6rneklerin tizerine 100 ul HRP konjugete eklenerek 50 dakika
37 °C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate alinarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 ul TMB substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
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3.8.1.5. Interlokin (IL6)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (Rat IL6 ELISA Kit Catalog no:
BLS-1158Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 100 pl
standart ve 100 pl ornekler yiiklendi ve 80 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plate almarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile
iic kez yikandi ve aspire edildi. Standartlar dahil biitiin 6rneklerin {izerine 100 pl
Biotin-(1L6) Ab eklendi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plate alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve
aspire edildi. Biitlin 6rneklerin iizerine 100 ul HRP konjugete eklenerek 50 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate alinarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 pul TMB substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
3.8.1.6. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)

Bostonchem marka ticari kiti kullanilarak calisildi (Rat TNF-a ELISA Kit Catalog no:
BLS-1396Ra). Kit igerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir kuyucuga 100 pl
standart ve 100 pl ornekler yiiklendi ve 80 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plate aliarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile
tic kez yikand1 ve aspire edildi. Standartlar dahil biitiin 6rneklerin {izerine 100 pl
Biotin-(TNF-a) Ab eklendi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plate alinarak otomatik washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve
aspire edildi. Biitiin 6rneklerin tizerine 100 ul HRP konjugete eklenerek 50 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Etiivde bekletilen plate alinarak otomatik washing cihazinda
yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. 90 ul TMB substrat eklendi ve tekrar 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi konusunda; Tanimlayici istatistikler ortalama, standart sapma,
degerleri ile verilmistir. Calismada eliza dl¢iimlerindeki sayisinin yiiksek olmamasi
ve Olclimlerinin normallik varsayimlarint gerceklestirmedigi ve dagilimlarin
parametrik olmadigindan dolay1 parametrik olmayan testler kullanilmistir (K-S
p<0,05). Calisma gruplarina gore dlgtimlerin incelenmesi i¢in Kruskall Wallis testi
yapilmistir. Farklilik yaratan gruplarin belirlenmesinde ise Mann Whitney U testi
bonfferoni  diizeltmesi yapilarak uygulanmigtir. Elisa sonuglarinda  grafik
gosterimlerinde Medyan degerleri baz alimmustir. Diger antikor diizeylerine gore
calisma gruplarinda veri sayisinin yiiksek ve Ol¢limlerinin dagiliminin normal
dagilima uymasi nedeni ile normallik gosteren testler yapilmistir (K-S p<0,05).
Calismada antikor diizeylerindeki gruplar arasindaki olgiimler icin Varyans analizi
(ANOVA) yapilmistir. Grup i¢i kiyaslamalardaki ise Tekrarli varyans analizi
(Faktoriyel ANOVA) testi yapilmistir. Her iki analizde de farkli olan gruplarin
belirlenmesinde Sidak ikili kiyaslama testi uygulanmistir. Bu Sl¢limlerin grafiksel

gosterimlerinde ise ortalama degerlere yer verilmistir.
3.9.1. Kisaltmalar ve aciklamalar

n: Orneklem/gruptaki rneklem sayisi

%: Yiizde

X: Ortalama (aritmetik ortalama) X=s.s. seklinde verilir.
s.s.: Standart sapma (ortalamanin degisim arali8i)

p: Medyan degeri, Medyan (ortanca) degeri parametrik olmayan testlerde tabloda

verilmesi istenebilir.
Max-Min: En kii¢lik ve en biiyiik deger

p: Anlamlilik diizeyi (p degeri 0,05 altinda ise anlamli iliski var demektedir. P>0,05
durumunda ise anlaml farklilik yok demektedir. Tabloda p degeri lizerinde * isareti

anlaml farklilig1 gosterir).
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4. BULGULAR

4.1. HISTOLOJIK ANALIZ

Kontrol grubundan alinan kesitlerde, ince bir bazal lamina ile ¢cevrelenmis seminifer
tiibiillerde spermatogonyum, primer ve sekonder spermatositler ile seminifer
tiibiillerdeki spermatidler dahil olmak {izere Radyasyon uygulanan gruplara gore daha
fazla spermatojenik hiicre icermekteydi. Kontrol kesitlerinde, sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicrelerden olusan cok tabakali bir epitel her bir tiibiil yapisinda
diizgiin  gorlintimliiydii.  Kiigiik, koyu renkli boyanmis c¢ekirdekleri ile
spermatogonyum hiicreleri bazal lamina iizerinde bulunuyordu. Primer spermatositler
hemen bu hiicrelerin istiinde biiylik yuvarlak ¢ekirdekleri ile ayirt ediliyordu.
Spermatidler liimene yakin yerlesim gostermekteydi, seminifer tiibiil liimenin i¢inde
ise yogun sperm hiicreleri bulunmaktaydi. Spermatojenik hiicre dizileri arasinda
Sertoli hiicre yapisi, soluk sitoplazmali ve goriiniir bazal, oval, soluk ¢ekirdekleri ile
ayirt edilebiliyordu. Leydig (interstisyel) hiicreleri seminifer tiibiiller arasindaki
interstisyel alanda tek tek ya da gruplar halinde yerlesmis, asidofilik stoplazmaya
sahip, soluk yuvarlak ¢ekirdekli hiicreler olarak ayirt edildi. Genel olarak Kontrol
grubu ve sadece Sel uygulanan gruplarda, diizenli seminifer tiibiil morfolojisine sahip
normal testis histolojisi ve ¢esitli farklilasma seviyelerinde normal polariteye sahip
spermatojenik hiicreler gozlendi. Radyasyon uygulanan gruplara ait testis dokularinda,
deforme olmus anormal seminifer tiibiil yapilar1 yani sira, germinal hiicre miktarinda
azalma ve llimene dokiilmiis tiibiil epitel hiicreleri gibi patolojik bulgular ile testislerin
histolojik mimarisi bozulmustu. Rad+Sel ile Rad grubu karsilastirildiginda, Rad+Sel
grubunda tiibiiler epitelyumda daha az atrofik ve dejeneratif degisiklikler vardi. Bu

deney grubunda, seminifer tiibiil liimeninde aktif spermatogenezin iyi bir sekilde
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korundugunu ve liimenlerinde ¢ok sayida spermin ve normal olarak organize olmus

spermatogoniyal hiicre katmanlarinin varhigmi goésterdi. Ayrica, interstisyel doku

normal yapidaki kan damarlarini i¢eriyordu. (Sekil 4.1)

Sekil 4.1: Tim deney gruplarinda H&E ile boyanmis testis dokusu kesitlerinin 151k
mikrograflari. (A) kontrol siganlarinda normal seminifer tiibiiler morfoloji; (B) radyoterapi
sicanlarinda hasarli testis yapisi (Rad grubu B'de, deforme olmus seminifer tiibiil yapilart bir
yildiz isaretiyle isaretlenmistir, kalin ok diizensiz seminifer tiibiil epitelini gdsterir ve liggen
limene dokiilen epitel hiicrelerini gosterir); (C) Selenyum L Metiyonin (Sel) ile tedavi edilen
sicanlarda normal testis yapist; (D) Rad grubuna kiyasla Rad+Sel grubu (radyoterapi alan ve
Selenyum-L-Metiyonin ile tedavi edilen) sicanlarinda daha az atrofi ve dejeneratif
degisikliklerle, normale yakin seminifer tiibiil morfolojisi. (Orijinal bitylitme x20 ve x40). A)
Kontrol grubu, B) Rad grubu, C) Sel grubu, D) Rad+Sel grubu, TL: Tiibiiler Liimen, BM:Bazal
membran, SC: spermatojenik hiicre, LC:Leydig hiicresi, H&E:Hematoksilen&Eozin

37



4.2. MORFOMETRIK BULGULAR

4.2.1. Seminifer Tiibiill Capina Ait Bulgular

Seminifer tiibiil ¢cap Ol¢iimlerinin c¢alisma gruplarina gore anlamli seviyede farkli
oldugu tespit edilmistir(p=0,01). Rad grubunun Seminifer tiibiil cap 6lgiimlerinin

Kontrol, Sel ve Rad+Sel gruplarina gore anlamli sekilde daha diisiik oldugu
gorilmistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.2.1 ve Sekil 4.2.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1. Seminifer Tiibiil Cap Olgiimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

Kontrol ! Rad 2 Sel3 Rad+Sel 4
p Fark
X&S.8. X&S.8. X4£S.8. X&S.8.
Seminifer
Tiibiil 275,39+35,9 237,34+32,32 282,71+33,41 270,33£27,54 0,01* 2<1,3/4
Cap

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlaml farklilik

290 282,71
280 275,39

270,33

270
260
250
240
230
220
210

237,34

Kontrol Rad Sel Rad-Sel

mCAP

Sekil 4.2.1.Seminifer Tiibiil Cap 6l¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi
4.2.2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoruna (JTBS) Ait Bulgular

Deney gruplarina ait testis hasar degerlendirmesi JTBS ile hesaplandi. JTBS
Olgiimlerinin ¢aligma gruplarina gore anlamli seviyede farkli oldugu tespit

edilmistir(p=0,01). Rad grubunun JTBS olgtimlerinin kontrol, Sel ve Rad+Sel
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gruplarina gore anlaml sekilde daha diisiik oldugu goriilmistiir(p=0,01). Sonuglar
Tablo 4.2.2 ve Sekil 4.2.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.2.2. JTBS 6l¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

Kontrol! Rad? Sel 3 Rad+Sel 4
p Fark
X&s.s. X+s.s. X&s.s. Xs.s.
JTBS 9,47+0,68 5,4+1 9,27+0,78  8,53+1,07 0,01* 2<1,3,4

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlaml1 farklilik

9,47 9,27
10 )
8,53
8
6 54
4
2
0
Kontrol Rad Sel Rad-Sel

W JTBS

Sekil 4.2.2. JTBS o6l¢timlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi
4.2.3. Epididim Sperm Konsantrasyonu Ol¢iimii:

Sperm epididim konsantrasyon o6lg¢iimlerinin ¢alisma gruplarina gore farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. Kontrol, Rad, Sel ve Rad+Sel grubunun epididim sperm
konsantrasyon ol¢timlerinin anlamli sekilde farkli olmadigi goriilmistiir (p=0,16).
Sonuglar Tablo 4.2.3 ve Sekil 4.2.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.2.3: Epididim Sperm konsantrasyon dl¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

Olciim Grup Xs.s. n Max-Min p
Kontrol ! 14,7+3.13 15,00 8-18
Epididim Sperm Rad 2 10,9+5,76 14,50 10-20 016
konsantrasyon Sel 3 1534337 12,50 1-17 '
Rad+Sel*  11+5,68 13,00 1-17
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** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlaml farklilik

18
16
14
12

10

[¢e)

[e)]

>

N

Grup 1 Kontrol Grup 2 Rad Grup 3 Sel

15,3
14,7
I 10’9 I 11

Grup 4 Rad + Sel

Sekil 4.2.3: Epididim Sperm konsantrasyon 6l¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

4.2.4. Epididim Sperm Morfolojisi Analizi

Calismada epididim sperm motilite gruplarin 6lgtimlerinin anlamli seviyede farklilik

gosterdigi tespit edilmistir (p=0,01). Calismada Kontrol ve Sel grubunun epididim

sperm motilite 6lgiimlerinin Rad+Sel ve Rad gruplarina gore anlamli diizeyde daha

yiiksek oldugu gorilmistir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.2.4 ve Sekil 4.2.4 de

gosterilmistir.

Tablo 4.2.4: Epididim Sperm Motilite 6l¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

.. Max-
Ol¢iim Grup Xs.s. n _ p Fark
Min
Kontrol*  415+12,7 4250  20-60
Epididim 30,00 20-95
2 , -
Sperm Rad 10,1£16,93 00 0.50 0,01* 4,2<3,1
3 , -
Motilite Sel 38,5+24,5
Rad+Sel*  11+18,23 5,00 0-40

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik
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45

41,5
38,5

40

35

30

25

20

15

10

(6]

Grup 1 Kontrol Grup 2 Rad Grup 3 Sel Grup 4 Rad + Sel

Sekil 4.2.4: Epididim Sperm Motilite 6l¢iimlerinin Gruplar Arasindaki Kiyaslamasi

4.3. MMP9, CONNEXIN43, mTOR, HSP70, PCNA VE StAR PROTEIN
IFADELERININ IMMUNOHISTOKIMYA (IHC) ANALiZ PROSEDURU

Calismada, radyoterapinin farkli belirtegler iizerindeki etkilerini belirlemek igin
immiinohistokimya yontemini kullanildi. Tim deney gruplarinin testis dokusu
kesitlerinde bolinmiis MMP9, Connexin43, mTOR, Hsp70, PCNA ve StAR
antikorlar1 ile boyanmis kesitlerin immiinoreaktivitesini gosteren mikrograflar Sekil

4.3 'de gosterilmisgtir.
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Sekil 4.3: Tiim deney gruplarinin testis dokusu kesitlerinde boliinmiis MMP9, Connexin43,
MTOR, Hsp70, PCNA ve StAR'n immiinoreaktivitesini gosteren mikrograflar. (Orijinal
biiylitme x40)
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4.3.1. Connexin43 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Connexin43 antikor diizeyinde gruplarin Ol¢limlerinin anlamli seviyede farklilik
gosterdigi tespit edilmistir(p=0,01). Rad grubunun Connexin43 antikorlarindaki
Olgtimlerinin kontrol, Sel ve Rad+Sel gruplarina gore anlamli sekilde daha diisiik

oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.3.1 ve Sekil 4.3.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.3.1: Connexin43 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Kontrol ! Rad ?2 Sel 3 Rad+Sel*
Antikor p Fark
X&s.s. X&s.s. X&s.s. X&s.s.

Connexind3 87,25+3,1 82,77+3,46 86,85+2,57 85,1+2,54 0,01* 2<1,3/4

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

88 87,25
87
86
85
84
83
82
81
80

86,85

85,1

82,77

Kontrol Rad Sel Rad-Sel

W connex43

Sekil 4.3.1: Connexin43 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

4.3.2. MMP9 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

MMP9 antikor diizeyinde gruplarin dl¢limlerinin anlaml seviyede farklilik gosterdigi

tespit edilmistir(p=0,01). Rad grubunun MMP9 antikorlarindaki dl¢iimlerinin kontrol,
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Sel ve Rad+Sel gruplarina gore anlamhi sekilde daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.3.2 ve Sekil 4.3.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.3.2: MMP9 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

_ Kontrol! Rad? Sel 3 Rad+Sel *
Antikor p Fark
X£s.s. X&s.s. X£s.s. X&s.s.

MMP9 79,96+3,93 88,5+5,62 80,01+4,89 82,57+3,41 0,01* 2>13/4

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

90 88,5
88
86
84 82,57
82 79,96 80,01
80
78
76
74
Kontrol Rad Sel Rad-Sel
u MMP

Sekil 4.3.2: MMP9 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

4.3.3. mTOR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

MTOR antikor diizeyinde gruplarin Olglimlerinin anlamli seviyede farklilik
gostermedigi tespit edilmistir (p=0,12). MTOR antikorlarindaki 6l¢iimlerinin kontrol,
Rad, Sel ve Rad+Sel gruplarindaki dl¢timleri farklilik gostermedigi tespit edilmistir.
Sonuglar Tablo 4.3.3 ve Sekil 4.3.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.3.3: mMTOR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Kontrol! Rad?2 Sel 3 Rad+Sel 4
p Fark

X+s.8. X4s.s. X4s.8. X4ts.s.

mTOR 87,47+2,12 83,27+3,25 87,24+2,48 85,68+1,83 0,12 -

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik
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100

%0 87,47 8327 87,24 85,68
80
70
60
50
Kontrol Rad Sel Rad-Sel
B MTOR

Sekil 4.3.3: mTOR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

4.3.4. HSP70 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

HSP70 antikor diizeyinde gruplarin dl¢timlerinin anlaml seviyede farklilik gosterdigi
tespit edilmistir(p=0,01). Rad grubunun HSP70 antikorlarindaki 6l¢iimlerinin kontrol,
Sel ve Rad+Sel gruplarina goére anlamli sekilde daha diisik oldugu
goriilmistir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.3.4 ve Sekil 4.3.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.3.4: HSP70 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Kontrol ! Rad? Sel 3 Rad+Sel* p Fark
X+s.s. X+s.s. X+s.s. X+s.s.
HSP70 86,06+£5,7 83,94+5,74 85,54+3,4 86,17+2,55 0,02* 2<1,3/4

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlaml1 farklilik

86,5 86,06 86,17

86 85,54
85,5
85

84,5 83,94
84

83,5

83

82,5
Kontrol Rad Sel Rad-Sel

W HSP70

Sekil 4.3.4: HSP70 Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama
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4.3.5. PCNA Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

PCNA antikor diizeyinde gruplarin 6l¢iimlerinin anlamli seviyede farklilik gosterdigi
tespit edilmistir(p=0,01). Kontrol grubunun PCNA antikorlarindaki 6l¢iimlerinin Rad,
Sel gruplarina gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01).
Sonuglar Tablo 4.3.5 ve Sekil 4.3.5 de gosterilmistir.

Tablo 4.3.5: PCNA Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Kontrol ! Rad ? Sel 3 Rad+Sel 4
p Fark

X+s.8. X+s.8. X+s.8. X+s.8.

PCNA 99,92+10,83 87,46+8,24 90,97+5,92 94,2+13,01 0,01* 1>23

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

105
99,92
100
94,2
95
90,97

90 87,46

) -

80

Kontrol Rad Sel Rad-Sel

M Pcna

Sekil 4.3.5: PCNA Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

4.3.6. StAR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

StAR antikor diizeyinde gruplarin 6l¢iimlerinin anlamli seviyede farklilik gdsterdigi
tespit edilmistir(p=0,01). Kontrol grubunun StAR antikorlarindaki 6l¢iimlerinin

sadece Rad grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,03).
Sonuglar Tablo 4.3.6 ve Sekil 4.3.6 de gosterilmistir.
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Tablo 4.3.6: StAR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

Kontrol! Rad?2 Sel 3 Rad+Sel 4
p Fark
X4ts.s. X+s.8. X4ts.s. X+s.8.
StAR 98,48+5,49 89,09+10,26 94,6+7,87 93,29+6,93 0,03* 1>2

**Varyans analizi, *0,05 diizeyinde anlaml1 farklilik

100 98,48
98
96 94,6
94 93,29
92
90 89,09
88
86
84
Kontrol Rad Sel Rad-Sel

W Star

Sekil 4.3.6: StAR Antikorundaki Gruplar Arasindaki Kiyaslama

4.4. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERE AiT BULGULAR
4.4.1. CAT diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada CAT kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal
Ol¢iimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmiistir (p=0,01).
Calismada Rad+Sel grubunun CAT ol¢timlerinin kontrol, Rad ve Sel gruplarinda
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.4.1ve
Sekil 4.4.1.1 de gosterilmistir. Sekil 4.4.1.2 de ise CAT konsantrasyonu ng/ml

gosterilmistir.

Tablo 4.4.1: CAT diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

KiT  Grup Xs.s. I Max-Min p Fark

Kontrol (1) 47682,4+4781,32 50266  51301-40268
Rad (2) 78162,6+89380,27 41317  237871-33569
CAT  Sel (3) 184288,2+199776,77 77546  514793-41612 0,01 4>3.21

zgd”se' 273157,6:215454,08 304692 516771-46699

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik
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350000

304692

300000
250000
200000
150000
100000 77546
50266 41317
O -
. I
kontrol (1) rad (2) sel (3) rad+sel (4)
CAT

Sekil 4.4.1.1: CAT diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

*Medyan (pn) degerine gére alinmigtir

S$=0.04313651
r =0.99820058

Absorbans

T T T
0.1 9.2 18.4 27.5 36.6 45.8 54.9

CAT Konsantrasyonu ng/ml

Sekil 4.4.1.2: CAT konsantrasyonu ng/ml

4.4.2. 1L 6 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada IL 6 kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal
Ol¢iimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmistir (p=0,01).
Calismada Rad grubunun IL6 Olglimlerinin kontrol, Rad+Sel ve Sel gruplarinda
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.4.2 ve
Sekil 4.4.2.1 de gosterilmistir. Sekil 4.4.2.2 de ise IL 6 konsantrasyonu ng/ml

gosterilmistir.
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Tablo 4.4.2: IL 6 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Diizey Grup X#s.s. n Max-Min p Fark

Kontrol (1) 17134,6+1808,42 17664 18819-14661
Rad (2) 31729,8+1964,39 32869  33255-28755
Sel (3) 15992,78+10840,61 15038  29826-18,92
Rad+Sel (4) 17653,6+2137,27 18297  19254-13936

[y
*

IL6 2>134

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

35000 32869

30000

25000

20000 17664 18297

15038

15000
10000
5000

0
kontrol (1 rad (2) sel (3) rad+sel (4)

IL6

Sekil 4.4.2.1: IL-6 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi
*Medyan (pn) degerine gére alinmigtir

$=0.10580027
r =0.98954037

Absorbans

B e L S S
0.8 92.2 183.6 275.0 366.4 457.8 549.2

IL6 Konsantrasyonu pg/ml

Sekil 4.4.2.2.: IL 6 konsantrasyonu ng/ml
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4.4.3. MDA diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada MDA kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal

Ol¢iimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmistiir (p=0,27).

Calismada MDA kiti ile kontrol, Rad, Rad+Sel ve Sel gruplarinda 6l¢iimlerinin benzer

seviyelerde oldugu gorilmistiir.

Sonuglar Tablo 4.4.3 ve Sekil 4.4.3.1 de

gosterilmistir. Sekil 4.4.3.2 de ise MDA konsantrasyonu ng/ml gosterilmistir.

Tablo 4.4.3: MDA diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Diizey Grup Xs.s. n Max-Min p
Kontrol
) 393429,6+528663,46 166901  1338667-128652
Rad (2) 229217+42395,34 239214  279218-176602

MDA 0,27

Sel (3) 125904,6+64894,97 150329
Rad+Sel

@ 98750,4+74547,96 132072

179218-15756

167215-13842

** Kruskall Wallis testi, ¥*0,05 diizeyinde anlamli farklilik

300000

250000

200000

150000

100000

50000

239214

rad (2

166901

150329

sel (3

kontrol (1

MDA

Sekil 4.4.3.1: MDA diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

*Medyan (n) degerine gore alinmistir

132072

rad+sel (4)
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S=0.05893926
r =0.99730305

—

Absorbans

09_& T T T T T T
16 184.4 367.2 550.0 732.8 915.6 1098.4

MDA Konsantrasyonu pg/ml

Sekil 4.4.3.2.: MDA konsantrasyonu ng/ml

4.4.4 SOD diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada SOD kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal
Olctimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmistir (p=0,01).
Calismada Sel grubunun SOD o6l¢iimlerinin kontrol, Rad+Sel ve Rad gruplarinda
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.4.4 ve
Sekil 4.4.4.1 de gosterilmistir. Sekil 4.4.4.2 de ise SOD konsantrasyonu ng/ml

gosterilmistir.

Tablo 4.4.4: SOD diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Diizey Grup X4s.s. 1) Max-Min p Fark
Kontrol (1) 99257+73925,25 120487  191437-19638
Rad (2) 378502+371442,44 151083  788045-57727

SOD  Sel (3) 1405601,8+1248050,78 1708695 2738637-10526 0,01* 3>1,24
Rad+Sel

@ 952703,2+1202928,12 169087  2749355-92261

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlaml1 farklilik
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1800000 1708695
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000

400000
200000 120487 151083 169087

, m N ]

kontrol (1) rad (2) sel (3) rad+sel (4)

SOD

Sekil 4.4.4.1: SOD diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi
*Medyan (n) degerine gore alinmistir

S$=0.06957716
r=0.99810104

Absorbans

N

o9 "
0.0 1.8 37 55 7.3 9.2 11.0

SOD Konsantrasyonu ng/ml

Sekil 4.4.4.2.: SOD konsantrasyonu ng/ml

4.4.5. TGF-B1 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada TGF-B1 kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal
Olciimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmiistir (p=0,04).
Calismada Rad grubunun TGF-B1 6l¢iimlerinin Kontrol, Rad+Sel ve Sel gruplarinda
anlaml diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Sonuglar Tablo 4.4.5 ve
Sekil 4.4.5.1 de gosterilmistir. Sekil 4.4.5.2 de ise TGF-B1 konsantrasyonu ng/mi

gosterilmistir.
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Tablo 4.4.5: TGF-B1 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Diizey Grup Xds.s. n Max-Min p Fark
Kontrol
O 144007,74+92456,04 168941 251424-226,72
Rad (2) 300221,49+£170849,74 353678 429975-394,45

TGFp1 ,04* 2>1,3,4

Sel (3) 167854,40+36268,58 149864
Rad+Sel

@ 109114,58+£107486,38 116275

220673-136199

227182-218,57

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlaml farklilik

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

353678

168941
149864

kontrol (1) rad (2 sel (3)

TGFB

Sekil 4.4.5.1: TGF-p1 diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

*Medyan (n) degerine gore alinmstir

116275

rad+sel (4)
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S=0.06083160
r =0.99751437

Absorbans

TGFB1 Konsantrasyonu pg/ml

Sekil 4.4.5.2.: TGF-B1 konsantrasyonu ng/ml

4.4.6. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Calismada TNF-a kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore yapilan biyokimyasal

Olctimlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmistir (p=0,44).

Calismada TNF-a kiti ile Kontrol, Rad, Rad+Sel ve Sel gruplarinda olgiimlerinin

benzer seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Sonuglar Tablo 4.4.6 ve Sekil 4.4.6.1 de

gosterilmistir. Sekil 4.4.6.2 de ise TNF-a konsantrasyonu ng/ml gosterilmistir.

Tablo 4.4.6: TNF-a diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi

Diizey Grup Xs.s. n Max-Min p Fark
Kontrol
O 186841+50612,69 193035 243143-107669
TINF Rad (2) 225866,79+133469,72 288754 324822-317,93
a -
Sel (3)  199944,2+28416,8 199974 236477-170805
Rad+Sel
@ 166460,18+98040,59 180719 242375-236,91

** Kruskall Wallis testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik
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Sekil 4.4.6.1: TNF-a diizeyinde gruplarin kiyaslanmasi
*Medyan (n) degerine gore alinmistir

S=0.04801510
r =0.99865047
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Sekil 4.4.6.2.: TNF-a konsantrasyonu ng/ml
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4.4.7. Grup ici kiyaslamalar

Tablo 4.4.7.1: Kontrol Grubu Olgiimlerinin Antikorlar Arasindaki Kiyaslamasi

Kontrol
Diizey p Fark
X#s.s.
Connexin 431 87,25+3,1
HSP 70 2 86,06+5,7
MMP 3 79,96+3,93
0,01* 5,6>1,2,4>3
mTOR 4 87,47+2,12
PCNA?® 99,92+10,83
StAR 6 98,48+5,49

**Tekrarl varyans analizi*0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Kontrol Grubunun 6l¢iimlerinin 6 farkli antikor diizeyindeki kiyaslamalarinin anlaml

olarak farkli oldugu goriilmiistiir. PCNA ve StAR 6l¢iimlerinin diger tiim 6l¢iimlerden

yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Ayrica MMP oOlgtimlerinin de Connexin43,

HSP70, mTOR ol¢timlerine gore daha diisiik oldugu goriilmistiir (p=0,01).

0 40 60 80 100

H Kontrol

Sekil 4.4.7.1: Kontrol Grubu Olgiimlerinin Antikorlar Arasindaki Kiyaslamasi

120
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Tablo 4.4.7.2: Rad Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi

Rad
Diizey p Fark
X4s.s.
Connexin43 ! 82,77+43.,46
HSP70 2 83,94+5,74
MMP 3 88,5+5,62
0,01* 1,2<3,5,6
mTOR 4 83,27+3,25
PCNA?® 87,46+8,24
StAR © 89,09+10,26

**Tekrarl varyans analizi*0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Rad grubunun Ol¢limlerinin 6 farkli antikor diizeyindeki kiyaslamalarmin anlaml
olarak farkli oldugu goriilmiistir. MMP, PCNA ve StAR dlciimlerinin Connexin43,
HSP70 olgtimlerine gore daha yiiksek oldugu gortilmiistiir (p=0,01).
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Sekil 4.4.7.2: Rad Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi
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Tablo 4.4.7.3: Sel Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi

Sel
Diizey p Fark
X=s.s.
Connexin43 ! 86,85+2,57
HSP70 2 85,54+3,4
MMP 3 80,01+4,89
0,01* 6>1,2,3,4
mTOR 4 87,24+2,48
PCNA?® 90,97+5,92
StAR © 94,60+7,87

**Tekrarl varyans analizi*0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Sel grubunun Ol¢limlerinin 6 farkli antikor diizeyindeki kiyaslamalarmin anlamli
olarak farkli oldugu gériilmiistiir. StAR oGlglimlerinin Connexin43, HSP70, MMP,
MTOR ol¢limlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,01).

Star

94,6

Pcna 90,97

MTOR 87,24

MMP

80,01

HSP70 85,54

Connex43

86,85
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o
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H Sel

Sekil 4.4.7.3: Sel Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi
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Tablo 4.4.7.4: Rad+Sel Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi

Rad+Sel
Diizey p Fark
X#s.s.
Connexin43 ! 85,10+2,54
HSP70 2 86,17+£2,55
MMP 3 82,57+3,41
0,01* 5,6>1,2,3,4
mTOR 4 85,68+1,83
PCNA?® 94,2+13,01
StAR © 93,29+6,93

**Tekrarl varyans analizi*0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Rad+Sel grubunun 6l¢timlerinin 6 farkli antikor diizeyindeki kiyaslamalarinin anlaml
olarak farkli oldugu goriilmiistiir. StAR ve PCNA 6l¢iimlerinin Connexin43, HSP70,
MMP, mTOR o6lgiimlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,01).

Star

93,29

7

(o))

78 80 82 84 86 88 90 92 94 96

B Rad-Sel

Sekil 4.4.7.4: Rad+Sel Grubu Olgiimlerinin Antikor Arasindaki Kiyaslamasi
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5. TARTISMA

Uluslararas1 kanser ajansina gore 2020 yilinda diinya ¢apinda tahminen 19,3 milyon
yeni kanser vakasi ve yaklastk 10 milyon kanser olimii gergeklesmistir (1).
Radyoterapi, kanser tedavisinin en eski tedavi bi¢cimlerinden biridir. Radyosensitif
0zelligi olan testislerin radyasyondan etkilenmeleri eskiden beri bilimsel ¢alismalarin
konusu olmustur (2). Gonadal doku tizerindeki etkiler, seminifer epitelyumdaki
radyoterapinin sitotoksik etkisine baglanmistir; farklilasmada spermatogonia'nin
ortadan kaldirilmasina ve spermatogenezin sonraki asamalarinda spermatojenik hiicre
sayilarinda 6nemli bir azalmaya neden olur (3). Germinal epitel radyasyona bagl yan
etkiler yoniinden ileri derecede duyarlidir. Testislerinin 1sinlanmasini kabul eden
goniilli mahkimlar {izerinde yapilan bir ¢alisma (Clifton ve ark.), 0,11 Gy ve
tizerindeki dozlarin sperm sayisinda 6nemli bir baskilanmaya neden oldugunu, 3-5 Gy
dozlarinda ise kalic1 infertilite gozlemlendigini gosterdi (4). Radyasyon hizli ¢ogalan
(mitotik indeksi yiiksek) hiicreleri daha siddetli etkilemektedir. Spermatogonia testisin
radyasyon duyarliligi en yiiksek olan hiicresidir. Spermatogonialar radyasyon
uygulamasindan sonra hizla azalmaya baslarlar. Spermatogonia’nin yasam siiresi
fertilite i¢in dnemli bir faktdrdiir. Iyonize radyasyon germinal hiicrelerde disosiasyon
ve deskuamasyona sebep olurlar (5). Erkek germ hiicreleri radyasyona karsi son derece
hassastir ve kismi veya tam viicut 1sinlama sonrast infertilite yaygin bir sorun haline
gelebilir (6). Apopitoz ve nekroz tedavi amaciyla kullanilan ya da kaza ile alinan
radyasyon sonucunda da gozlenebilmektedir. Bu nedenle radyasyonun toksik etkilerini
azaltmak icin sentetik radyoprotektif ajanlar gelistirilmistir (7). Kanser tedavisinin
amaci timori ortadan kaldirmaktir. Radyoterapi veya kemoterapi gibi antineoplastik
rejimler viicuttaki birgok saglikli doku igin toksiktir. Bu toksik etkiler doz siirlayici
olarak tedavideki basariy1 azaltabilir. Ayrica son 20 yilda 1yi prognozlu, kanser tanisi

almis ve basarili bir sekilde tedavi edilmis olgularin, ge¢ yan etkileri daha biiyiik bir
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farkindaliga yol agmustir (8). Normal doku toksisitelerini azaltmak i¢in cesitli
radyoprotektif ajanlar Onerilmistir (9). Bu radyoprotektif ajanlar hastanin
radyoterapiye toleransini artirmanin yaninda; hayat kalitesini yiikseltir, doz
eskalasyonuna izin verir ve tedavi komplikasyonlarini azaltarak destekleyici bakim

i¢cin gereken maliyetleri azaltabilir.

Jaimala ve ark. (58) farkli dozlarda radyasyona karsi farclerde Amifostin'nin
spermatogonia  lizerindeki  koruyucu roliinii  degerlendirdikleri  ¢aligmada
Amifostin'nin radyasyona kars1 dikkate deger koruyucu potansiyelini gézlemlediler.
Tevfik Aktoz ve ark. (5) yaptig1 ¢calismada radyoterapiye radyoprotektif ajan olarak
Amifostin ve L-Karnitinin ayr1 ayri1 gruplara eklenip histolojik olarak analiz
edildiginde Amifostin ve L-Karnitinin 1g1nlama ilebirlikte uygulanmasi histopatolojik
degisiklikleri ve spermatogenez hasarin1 azaltti ve spermatojenik hiicrelerin
tabakalasmasinda daha az diizensizlik goriildii. Ayrica Amifostin ve L-Karnitinin
tedavisinden sonra germinal epitelde ¢ok cekirdekli dev hiicrelerin ortaya ¢ikisi ve
vakuolizasyonun da azaldig1 gozlendi. Bizim ¢alismamiz siganlarda radyasyona karsi
Selenyum L Metiyonin’nin, testislerde koruyucu roliinii arastiran ilk ¢alisma olma
Ozelligi tasimaktadir. Literatiirde benzerine rastlanilmamustir. Caligmada dokular
histolojik olarak incelendiginde Kontrol grubundan alinan kesitlerde, ince bir bazal
lamina ile ¢evrelenmis seminifer tiibiillerde spermatogonyum, primer ve sekonder
spermatositler ile seminifer tiibiillerdeki spermatidler dahil olmak {izere Radyasyon
uygulanan gruplara gore daha fazla spermatojenik hiicre igermekteydi. Kontrol
kesitlerinde, sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicrelerden olusan ¢ok tabakali bir
epitel her bir tilibiil yapisinda diizglin goériiniimlilydii. Kiiciik, koyu renkli boyanmis
cekirdekleri ile spermatogonyum hiicreleri bazal lamina iizerinde bulunuyordu. Primer
spermatositler hemen bu hiicrelerin stiinde biiyiik yuvarlak g¢ekirdekleri ile ayirt
ediliyordu. Spermatidler liimene yakin yerlesim gostermekteydi, seminifer tiibiil
liimenin i¢inde ise yogun sperm hiicreleri bulunmaktaydi. Spermatojenik hiicre dizileri
arasinda Sertoli hiicre yapisi, soluk sitoplazmali ve goriinlir bazal, oval, soluk
cekirdekleri ile ayirt edilebiliyordu. Leydig (interstisyel) hiicreleri seminifer tiibiiller
arasindaki interstisyel alanda tek tek ya da gruplar halinde yerlesmis, asidofilik
stoplazmaya sahip, soluk yuvarlak ¢ekirdekli hiicreler olarak ayirt edildi. Genel olarak

Kontrol grubu ve sadece Selenyum uygulanan gruplarda, diizenli seminifer tiibiil
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morfolojisine sahip normal testis histolojisi ve gesitli farklilagsma seviyelerinde normal
polariteye sahip spermatojenik hiicreler gézlendi. Radyasyon uygulanan gruplara ait
testis dokularinda, deforme olmus anormal seminifer tiibiil yapilar1 yani sira, germinal
hiicre miktarinda azalma ve liimene dokiilmiis tiibiil epitel hiicreleri gibi patolojik
bulgular ile testislerin histolojik mimarisi bozulmustu. Rad+Sel ile Rad grubu
karsilastirildiginda, Rad+Sel grubunda tiibiiler epitelyumda daha az atrofik ve
dejeneratif degisiklikler vardi. Bu deney grubunda, seminifer tiibiil liimeninde aktif
spermatogenezin iyi bir sekilde korundugunu ve liimenlerinde ¢ok sayida spermin ve
normal olarak organize olmus spermatogoniyal hiicre katmanlarinin varligini gésterdi.
Ayrica, interstisyel doku normal yapidaki kan damarlarint igeriyordu. Caligma
istatiksel olarak incelendiginde ise Seminifer tiibiil ¢ap 6l¢iimlerinin ¢alisma gruplarina
gore anlamli seviyede farkli oldugu tespit edilmistir (p=0,01). Rad grubunun seminifer
tiibiil ¢ap olgtimlerinin Kontrol, Sel ve Rad+Sel gruplarina gére anlamli sekilde daha
diisiik oldugu goriilmiistiir (p=0,01). JTBS o6l¢iimlerinin ¢aligma gruplarma gore
anlamli seviyede farkli oldugu tespit edilmistir (p=0,01). Rad grubunun JTBS
Ol¢timlerinin kontrol, Sel ve Rad+Sel gruplarina gore anlamlh sekilde daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (p=0,01). Bu nedenle Selenyum L Metiyonin 6n tedavisinin
spermatogenez lizerinde radyoprotektif etkileri oldugunu ve epitelyal olgunlagmay1
korudugunu gozlemledik. Selenyum L Metiyonin tedavisi ile histopatolojik

degisikliklerin azaldigini ve spermatogenez hasarinin azaldigini saptadik.

Bu ¢alismada epididimden alinan spermleri konsantrasyon ve motilite agisindan
istatistiksel olarak incelendigimizde; Kontrol, Rad, Sel ve Rad+Sel grubunun epididim
sperm konsantrasyon Olctimlerinin anlamli sekilde farkli olmadigi goriilmiistiir
(p=0,16). Kontrol ve Sel grubunun epididim sperm motilite 6l¢iimlerinin ise Rad+Sel
ve Rad gruplarina gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir(p=0,01).
Ratlarda spermatogonyumdan spermatozoa olusumu yaklagik 48 giinde
tamamlanmaktadir. Radyasyon uygulamasindan 5 giin sonra sakrifiye edilen ratlarda,
gruplar arasi epididim sperm konsantrasyonunda anlamli bir farklilik olmamasi
beklenilen bir sonugtu, radyasyon verilen iki grupta (Rad ve Rad+Sel) ise motilitenin
diisiik olmasi radyasyonun toksik etkilerini gostermektedir. Sel grubu ile Kontrol
grubu arasinda herhangi bir farklilik olmamasi Selenyumun bu dozunun toksik

olmadigini da isaret etmektedir.

62



Organizmada oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir denge bulunur. Iyonize
radyasyonun dokular iizerindeki etkisi cesitli ¢alismalarda oksidatif strese sebep
olabilecegi ve bu durumda oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine degisebilecegi diisiiniilmektedir (59). Serbest radikallerin zararl
etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlar1 nétralize eden SOD, CAT gibi

antioksidanlar1 Giretmektedir.

Radyoprotektif ajanlar arasinda Selenyum L Metiyonin, Selenyum ve Metioninden
olusan giiclii bir antioksidandir. Glutatyon ve diger antioksidan enzimlerin uyarilmasi
yoluyla hiicresel antioksidan savunmasinda yer alir. Serbest selenyum, siiperoksit
dismutaz (SOD), tioredoksin rediiktaz (TR), glutatyon peroksidazlar (GPx) ve
digerleri gibi antioksidan enzimlerin uyarilmasinda anahtar rol oynayan bir aminoasit
olan selenosisteinin gelisimi i¢in de kullanilabilir (49). Bu antioksidan enzimler
tarafindan serbest radikallerin nétralizasyonuna ek olarak, metioninin kendisi kiikiirt
yoluyla ROS'u temizleyebilir ve ayrica bir metal selator gorevi gorebilir (50). Testis
kanserleri, prepubertal donemde lenfoma tedavisi, alt batina radyoterapi gerektiren
cesitli kanserler ve hematolojik kanserler sebebiyle tiim beden isinlamasi (TBI)
yapilan hastalarda, yasamin sonraki donemlerinde siklikla rastlanan infertilite ge¢ yan
etkilerdendir. Radyoterapinin infertilite gibi toksik etkilerini azaltmak igin
radyoprotektiflere ihtiya¢ duyulmaktadir. Selenyum L Metiyonin adli radyoprotektif
ajanin akciger, kalp, kemik, hematopoietik, gastrointestinal sistem ve bobrek gibi
bir¢ok doku tizerinde radyoprotektif etkisi gosterilmistir, fakat testis tizerinde bir
calismaya literatiirde rastlanmilmamistir (51-53). Bu ¢alismanin amaci si¢anlarda
Radyasyon ile indiiklenmis testikiiler doku hasar1 modelinde Selenyum L Metiyoninin
koruyucu etkisinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu sayede, bu deneysel ¢alismanin, klinik
acidan radyoterapinin yol agabilecegi gec yan etkilerden infertilitenin 6niine gegilmesi
amaclanmistir. Aym1 zamanda Kontrol ile Sel grubu kiyaslanarak Selenyum L
Metiyoninin testikuler doku iizerinde toksik bir etki birakip birakmadigi da saptanmis
olacaktir. K. Ekici ve ark. (60) yaptig1 ¢aligmada radyoterapiye radyoprotektif ajan
olarak Aminoguanidinin tedavisi eklendiginde SOD, CAT seviyesi anlamli olarak
artmustir. Nadia Z Saban ve ark. (61) yaptig1 calismada da radyoterapiye radyoprotektif
ajan olarak hesperidin tedavisi eklendiginde SOD, CAT seviyesi anlamli olarak

artmistir. Bizim calismamizda ise CAT kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore
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yapilan biyokimyasal Ol¢limlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu
goriilmiistiir (p=0,01). CAT kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarmna gore yapilan
biyokimyasal Ol¢iimlerde Rad+Sel grubunun o&lgiimlerinin Kontrol, Rad ve Sel
gruplarina gore anlamli diizeyde daha yiikksek oldugu gorilmistir (p=0,01).
Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi bir antioksidan olan CAT’i ciddi bir
sekilde artirmistir. Boylece Rad+Sel grubundaki iyonize radyasyon oksidatif strese
sebep olarak, serbest radikallerin doku iizerindeki zararli etkilerini Selenyum L
Metiyonin araciligiyla sinirlayip, koruyucu etki gostermistir. Calismada SOD Kkiti ile
yapilan Elisa testi sonuglarina gore biyokimyasal Ol¢iimlerde ise Sel grubunun
stiperoksit dismutaz (SOD) 6l¢iimlerinin kontrol, Rad+Sel ve Rad gruplarinda anlamli
diizeyde daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,01). Bir antioksidan olan Selenyum L
Metiyonin’in siiperoksit dismutaz (SOD)’1 arttirmasi beklenilen bir etkiydi fakat

calismada Rad+Sel grubunda anlamli bir farklilik bulunamada.

Serbest radikaller; hiicrelerin protein, lipid, DNA, karbohidratlar gibi tiim onemli
bilesiklerine etki ederek yapilarinin bozulmasina ve canli organizmalarda lipit
peroksidasyonuna neden olurlar (62,63). Malondialdehit (MDA), hiicre lipidlerinin
okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu olusan ana metabolittir ve lipid
peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmektedir (64). Bizim ¢alismamizda
MDA kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gére biyokimyasal dl¢iimlerde gruplarin
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 gézlenmistir (p=0,27). Calismada MDA kiti
ile kontrol, Rad, Rad+Sel ve Sel gruplarinda 6l¢iimlerinin benzer seviyelerde oldugu

saptanmistir.

Testis, interstisyel bolgesinde makrofajlarin belirgin varligi nedeniyle immiin
ayricalikli bir organdir (65). Akut radyasyon hasar1 tiim viicut veya parsiyel viicut
yiiksek doz 1s1nlamalardan sonra meydana gelir. Radyoterapi sonras1 TNF alfa, IL-6
gibi sitokinlerde artis olusmaktadir. Bu sitokinlerin artisida proinflamasyonda rol
almaktadir. IL-6 inflamasyonun baslamasindaki mekanizmalardan sorumlu tutulan
proinflamatuar sitokindir. IL-6’nin artmasi ile olusan sinyal yolaklar1 vasitasiyla,
TNF-alfa artmakta ve boylece inflamasyon daha da siddetlenmektedir. (66,67). 1L-6
aynt zamanda Sertoli hiicrelerinin ve germ hiicrelerinin fonksiyonunun

stirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahiptir, IL-6 Sertoli hiicresi kan testis bariyerinin
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(BTB) biitiinliigiinii bozabilir, ayrica IL-6, BTB'yi olusturan proteinlerin bozulmasini
ve ERK-MAPK yolunu geciktirerek BTB’nin dinamiklerini diizenlemektedir (68). ME
Amer ve ark. (69) yaptig1 calismada radyoterapi testis dokusunda IL6’y1 belirgin bir
sekilde artirdig1 gozlenmistir. Radyoterapiye radyoprotektif ajan olarak Melatonin
eklenmesinin  proinflmatuar sitokin artisin1  durdurdugu saptanmistir. Bizim
calismamizda ise tek doz (10 Gy) radyasyon uygulanan Rad grubunun IL6
Olgtimlerinin Kontrol, Rad+Sel ve Sel gruplarinda anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu goézlenmistir (p=0,01). Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi
proinflamatuar bir sitokin olan ve BTB’nin biitiinliiglinii bozan IL6’nin azalmasina
sebep olmustur. Fakat ¢aligmada TNF kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarina gore
yapilan biyokimyasal 6l¢iimlerde gruplarin istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
goriilmistir (p=0,44). TNF-a kiti ile Kontrol, Rad, Rad+Sel ve Sel gruplarinda
Olctimlerinin benzer seviyelerde oldugu aralarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik

olmadig1 gozlenmistir.

Emerit ve ark. (70) yaptig1 bir calismada Cernobil felaketinden sag kurtulanlarda

maruziyetten 20 y1l sonra serum TGF-3 seviyesinin arttig1 dogrulandi.

Bir¢ok calisma, TGF- sinyallemesinin testikiiler steroidogenezde yer aldigmni ve
LH/hCG reseptor ekspresyonunu azalttigini gdstermistir. Bununla birlikte, birincil
Leydig hiicrelerinin TGF-B1 tedavisi, hCG ile uyarilan testosteronun yani sira cAMP
ile indiiklenen testosteron iiretimini de azaltmustir (71-73). Eunsook Parki ve ark. (74)
yaptig1 bir calismada TGF-B1 sinyallemesinin, Nur77 transkripsiyon faktorii ile ¢apraz
baglanti1 yoluyla steroidojenik genlerin ekspresyonunu baskiladigini ve bunun Leydig
hiicrelerinde testosteron {iretiminin azalmasina yol actig1 gosterildi. Riham Siileyman
Said ve ark. (75) yaptig1 ¢calismada 10 Gy radyoterapiye alfa-lipoik asit eklenmesi
TGF-B seviyesini azaltarak radyoterapinin negatif etkilerini hafifletmistir. Bizim
calismamizda ise TGF-B1 kiti ile yapilan Elisa testi sonuglarmma gore yapilan
biyokimyasal Ol¢limlerde gruplarin istatistiksel olarak farkli oldugu goézlenmistir
(p=0,04). Calismada Rad grubunun TGF-B1 o6l¢iimlerinin Kontrol, Rad+Sel ve Sel
gruplarinda anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0,01).
Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi steroidojenik  genlerin

ekspresyonunu baskilayan ve Leydig hiicrelerinde testosteron iiretiminin azalmasina
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yol acan TGF-B1’in azalmasina sebep olarak radyoterapinin negatif etkilerini

hafiflettigi gozlenmistir.

Spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinin, luteinize edici hormon (LH) ve
folikiil uyaric1 hormonu (FSH) iceren fonksiyonel bir hipotalamo-hipofiz sisteminin
yani sira parakrin sinyaller araciligiyla aracilik edilen lokal kontrollerin de gerektidigi
bilinmektedir. Dogrudan temasa bagl baglant1 yollar1 dahil olmak iizere lokal testis
i¢i hiicre-hiicre etkilesimleri, yalnizca memeli spermatogenezinin diizenlenmesinde
degil ayn1 zamanda erkek fenotipinin korunmasi i¢in de gereklidir (76). Kan-testis
bariyeri (BTB) bu hiicre-hiicre temaslari, hiicre yapisinin ana bilesenleri olan
anchoring junctionlar (kaderin-katenin, nektin, integrin vb. gibi) ve tight junctionlari
(okludin, claudins, Zonula okliidens vb. gibi) barindiran 6zel proteinlerden olusur.
Testiste ve erkek genital kanalinda (epididim, seminal vezikiil, prostat, korpus
kavernozum) bulunan {i¢iincii bir baglant1 siifi, gap junctionlar ve bunlarin kurucu
proteinleri olan konneksinlerle (Cxs) ilgilidir (77,78). Testiste, Sertoli hiicreleri
arasindaki ve Sertoli ile germ hiicreleri arasindaki Connexin43'iin Sertoli ve germ
hiicresi ¢ogalmasi, farklilagmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olduguna dair ikna
edici kanitlar mevcuttur (79,80). Bu 6zelliklere ek olarak, son veriler connexin 43
tabanli gap junctionlarinin da BTB biitiinliigiiniin kontroliinde rol oynadigini ileri
stirmiistiir (81-84). Bizim c¢alismamizda Connexin43 antikor diizeyinde gruplarin
Ol¢iimlerinin anlamli seviyede farklilik gdsterdigi tespit edilmistir(p=0,01). Rad
grubunun Connexin43 antikorlarindaki Ol¢iimlerinin Kontrol, Sel ve Rad+Sel
gruplaria gore anlamli sekilde daha diisiik oldugu goriilmiistiir(p=0,01). Literatiirde
radyasyonun testiste Connexin43’ii azalttigina dair herhangi bir veri bulunamamustir.
Bizim ¢alismamizda radyasyonun Connexin43’ii azalttiginin saptanmasi literatiire bir
ilk olarak gececektir. Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi Sertoli ve germ
hiicresi ¢ogalmasini, farklilasmasin1 ve BTB biitiinliigiiniin kontroliinii saglayan
Connexin43’tin azalmasini engellemistir, Selenyum L Metiyonin’in bu etkisi de

literatiirde bir ilk olarak rastlanacaktir.

Stres tepkisi ve programlanmig hiicre Oliimii, stresli uyaranlara verilen hiicresel
reaksiyonlardir. Is1 sok proteinleri (HSP'ler), molekiiler agirliklarina gore ailelere

boliinebilen bir grup stres proteinidir. Testiste ¢ok sayida HSP tanimlanmis ve
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karakterize edilmistir ve bunlarin {iremedeki rolii/rolleri daha fazla ilgi gérmektedir
(85). Bunlarin arasinda HSP70 ailesi, yapisal olarak eksprese edilen 73 kDa formunu
(HSP73, Hsc70 veya 1s1 soku kokenli olarak da bilinir) ve stresle indiiklenebilir 72
kDa formunu (HSP72, Hsp70 olarak da bilinir) igerir. Fizyolojik kosullar altinda
HSP73, yeni sentezlenen proteinlerin uygun sekilde katlanmasina, birlestirilmesine ve
hiicreler arasi trafigine yardimci olan molekiiler bir saperon gorevi goriir (86). Stresli
uyaranlara yanit olarak HSP72 wuyarilir ve hiicresel onarim ve koruyucu
mekanizmalara dahil olur (87). Ek olarak, HSP70'in degisen ekspresyonu erkek
infertilitenin patogeneziyle iliskilendirilmistir (88,89). Erkek iiremesi agisindan,
HSP'ler spermatogenez icin gereklidir ve testis homeostazisinde 6nemli bir rol
oynarlar (85). Literatiirde radyasyonun testiste Hsp70’i azalttigina dair herhangi bir
veri bulunamamistir. Bizim c¢alismamizda radyasyonun Hsp70’1 azalttiginin
saptanmasi literatiire bir ilk olarak gegecektir. Calismamizda HSP70 antikor
diizeyinde gruplarin Olglimlerinin anlamli seviyede farklilik gosterdigi tespit
edilmistir(p=0,01). Rad grubunun HSP70 antikorlarindaki 6l¢iimlerinin Kontrol, Sel
ve Rad+Sel gruplarina goére anlamli sekilde daha diisiik oldugu goriilmiistiir(p=0,01).
Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi spermatogenez i¢in gerekli olan ve
testis homeostazisinde rol oynayan HSP70 in azalmasini engellemistir, Selenyum L

Metiyonin’in bu etkisi de literatiirde bir ilk olarak rastlanacaktir.

MMP ailesine ait olan Matrix metalloproteinase 9 (MMP9), eckstraselliiler
matrikste bozunma ve remodeling dinamik dengesinin diizenlenmesine katilir. Siu
MK ve ark. (90) yaptigi bir calismada, MMP9'un artan ekspresyonunun ve
aktivitesinin, occludin proteinin ekspresyonunu azaltarak sican testisindeki Sertoli
hiicresinin tight junction (TJ) bariyer diizenegini bozdugunu gosterdi. Qiu L ve ark.
(91) yaptig1 bir ¢alismada ise, MMP9'un ekspresyonunun ve aktivitesinin, activating
transcription factor 2'nin (ATF2) fosforilasyonu yoluyla p38 MAPK tarafindan aktive
edilebilecegini , bunun da ZO-1, occludin ve claudin-11'in bozulmasina yol agarak
sonugta BTB biitiinliigiinii yok ettigini gostermistir . Bizim ¢alismamizda ise MMP9
antikor diizeyinde gruplarin 6l¢iimlerinin anlamli seviyede farklilik gosterdigi tespit
edilmistir(p=0,01). Rad grubunun MMP9 antikorlarindaki 6l¢iimlerinin Kontrol, Sel
ve Rad+Sel gruplarina gére anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,01).

Literatiirde radyasyonun testiste MMP9’u arttirdigina dair herhangi bir veri
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bulunamamistir. Bizim ¢aligmamizda radyasyonun MMP9’u arttirmasinin saptanmast
literatiire bir ilk olarak gegecektir. Radyoterapi testislerde toksik etki gostererek
MMP9’un artigsina; BTB nin biitiinliigliniin ve de Sertoli hiicresinin tight junction (TJ)
bariyer diizeneginin bozulmasina sebep olmustur. Radyoterapiye Selenyum L
Metiyonin eklenmesi MMP9 artisim1 engelleyerek BTB nin biitlinliigiiniin ve Sertoli
hiicresinin tight junction (TJ) bariyer diizeneginin bozulmasini engellemistir,

Selenyum L. Metiyonin’in bu etkisi de literatiirde bir ilk olarak rastlanacaktir.

Jesus TT ve ark. (92) yaptigi ¢alismada mTOR'un sertoli hiicrelerinde glikoz
tikketimini ve redoks dengesini kontrol ettigini gostermistir; bu da spermatogenezin
beslenme desteginde bu yolagin dogrudan rol oynadigini vurgulamaktadir. Bizim
calismamizda MTOR antikor diizeyinde gruplarin Ol¢limlerinin anlamli seviyede
farklilik gostermedigi tespit edilmistir (p=0,12). mTOR antikorlarindaki 6lgiimlerinin
kontrol, Rad, Sel ve Rad+Sel gruplarindaki 6l¢timleri farklilik gdstermedigi tespit

edilmistir.

Spermatogenez, spermatogonia'nin testiste siirekli mitoz, mayoz bdliinme ve hiicre
farklilagsmas1 yoluyla olgun spermatozoaya doniistiigi karmasik bir siirectir
(93,94). Spermatojenik hiicreler, spermatogenez sirasinda fizyolojik Oneme sahip
olarak siklikla ¢cogalir, siirekli gelisir ve farklilasir. Proliferatif hiicre niikleer antijeni
(PCNA), testislerde spermatogoniamin proliferasyonu ve farklilagsmasinda rol oynar
(95-97). PCNA, bir hiicre dongiisii diizenleyici protein belirteci olarak, DNA sentezi
ile yakindan iliskilidir ve hiicre ¢ogalmasinin baslatilmasinda rol oynar (98). PCNA
sadece DNA replikasyonunda degil ayn1 zamanda kromozom rekombinasyonunda,
DNA metilasyonunda, niikleik asit metabolizmasinda ve RNA transkripsiyonunda da
rol oynar (99,100). Hiicrelerdeki DNA replikasyonu genellikle hiicre proliferasyonunu
gosterir ve PCNA sentezi nedeniyle durgun hiicrelerde diisiiktiir ve hiicre dongiisii
sirasinda dalgalanir (100); bu nedenle PCNA ekspresyonu degisiklikleri, hiicre
proliferasyonunu degerlendirmek i¢in bir isaretleyici olarak kullanilir. Sahansah ve
ark. (101) yaptig1 ¢alismaya gore melatonin 6n tedavisi, 1sinlamanin neden oldugu
DNA hasarina yanit olarak PCNA proteininin ekspresyonunu arttirdi. ME Amer ve
ark. (102) yaptig1 c¢alisma, 1sinlanmis siganlarda spermatogonia ve primer

spermatositlerde PCNA ekspresyonunun 6nemli dlgiide azaldigini ortaya ¢ikardi; bu,
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cogalma aktivitesinin ve spermatogenezin azaldigimi gosteriyor. Bu bulgular,
1sinlanmig sicanlarin testislerinin seminifer tiibiillerinde sperm yoklugunu, sekonder
spermatositin sperme gecisinin tamamlanmamis olmasindan kaynaklanabilecegini
aciklayabilir. Kontrol ve Radyoterapiye Melatonin eklenmesi ile tedavi edilen
siganlarin testislerinde PCNA pozitif hiicreler giiclii bir sekilde tespit edildi; bu,
Melatonin'nin PCNA reaktivitesini iyilestirdigini ve 1sinlama sonrasi proliferasyon
aktivitesini eski haline getirdigini gosteriyordu (102). Bizim ¢aligmamizda ise PCNA
antikor diizeyinde gruplarin dlgiimlerinin anlamli seviyede farklilik gosterdigi tespit
edilmistir(p=0,01). Kontrol grubunun PCNA antikorlarindaki 6l¢iimlerinin Rad, Sel
gruplarina gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistir (p=0,01). Kontrol
grubu ile Rad+Sel grubu arasinda anlaml bir farklilik yoktu. Radyasyona Selenyum
L Metiyonin eklenmest testislerde spermatogonia'min  proliferasyonu ve

farklilasmasinda rol oynayan PCNA’nin korunmasina yardimei olmustur.

Steroid hormonlar1 farkli olmalarina ragmen ortak bir 6ncii substrat olan kolesterolden
sentezlenirler. Dolayisiyla steroidogenez, steroid hormon biyosentezinde hiz
smirlayict adim olarak kabul edilen Steroidojenik Akut Diizenleyici (StAR) protein
tarafindan kolesteroliin mitokondriyal membran boyunca tasinmasiyla baslar
(103,104). Daha sonra kolestrol, sitokrom P450 araciligiyla
pregnenolon‘a dondstiirtiliir ; pregnenolon sitozole yayilir ve diiz endoplazmik
retikulumda 3p-hidroksisteroid  dehidrojenaz  ile progesterona ve ardindan
androstenediona doniistiiriiliir. Daha sonra [7p-hidroksisteroid dehidrojenaz ise
androstenedionun steroidojenik siirecin son ana iiriinii olan testosterona doniisiimiinii
katalize eder. Testosteron 5a-rediiktaz ile daha giiglii bir androjen olan 5a-
dihidrotestosterona veya sitokrom P450 aromataz ile 775-estradiole doniistiirtilebilir
(105,106). Fare Leydig hiicrelerinde StAR'in asir1 ekspresyonunun bazal steroidojenik
oranini arttirdigi Svechnikov K ve ark. (107) tarafindan bildirilmistir. Steroid hormon
biyosentezinde hiz sinirlayict adim olan StAR’in azalmasi androjen iiretimini
azaltacagindan, spermatogenezi de azaltacagi beklenir. Bizim ¢alismamizda StAR
antikor diizeyinde gruplarin 6l¢iimlerinin anlamli seviyede farklilik gosterdigi tespit
edilmistir (p=0,01). Kontrol grubunun StAR antikorlarindaki 6l¢timlerinin sadece Rad
grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0,03). Radyasyon

StAR’1 azaltarak steroid hormon sentezinde hiz smirlayici olarak rol almigtir.
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Literatiirde radyasyonun testiste StAR’1 azaltarak steroid hormon sentezinde hiz
sinirlayict olarak rol oynadigina dair herhangi bir veri bulunamamistir. Bizim
calismamizda radyasyonun StAR’1 azalttiginin saptanmasi literatiire bir ilk olarak
gececektir. Istatistik sonuglarina gére Kontrol grubu ile Rad+Sel grubu arasinda
anlamli bir farklilik yoktu. Radyoterapiye Selenyum L Metiyonin eklenmesi ile
StAR’1n azalmasini engelleyerek spermatogenezin azalmasimin Oniine gecilmistir.
Ayn1 zamanda Kontrol grubuyla Sel grubunun arasinda anlaml farklilik olmamasi

Selenyum L Metiyonin’in toksik bir etki yaratmadigini da diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Radyasyon bir¢ok organ ve doku iizerinde yan etki bakimindan toksik oldugu gibi.
radyosensitif organlar arasinda basta gelen organlardan olan testisler {izerinde diisiik
dozlarda bile siddetli histopatolojik degisikliklere yol agmaktadir. Selenyum L
Metiyonin adli radyoprotektif ajanin akciger, kalp, kemik, hematopoietik,
gastrointestinal sistem ve bobrek gibi bir¢cok doku iizerinde radyoprotektif etkisinin
saptanmistir. Bizim ¢alismamizda Selenyum L Metiyonin’in testis dokusunda olusan
radyasyon hasari iizerinde de protektif etkisi oldugu gosterilmistir.

Selenyum L Metiyonin’in radyoprotektif 6zelligi géz oniine alindiginda, radyasyon
tedavisini almak durumunda kalan, testis kanserleri, prepubertal donemde lenfoma
tedavisi, alt batina radyoterapi gerektiren ¢esitli kanserler ve hematolojik kanserler
sebebiyle tiim beden 1s1nlamasi (TBI) yapilan hastalarda radyasyonun infertilite gibi
toksik etkilerini azaltmak i¢in radyoprotektif ajan olarak baslanabilecegi kanisina
varildi. Bu kanaatin giiclenmesi ve netlesmesi i¢in daha biiyiik serili baskaca

caligmalara da ihtiya¢ bulunmaktadir.
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