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SICAN TESTISINDE MELATONININ RADYOTERAPI HASARINA
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Amac: Sicanlarda diisiik ve yiiksek doz hizli radyoterapinin neden oldugu akut

testis hasarina kars1 melatoninin radyokoruyucu etkisinin incelenmesidir.

Gerec¢ ve Yontem: 12 haftalik 40 erigkin erkek si¢an 5 gruba ayrildi (n=8). Grup 1
(Kontrol) sicanlarina higbir islem uygulanmadi. Grup 2 (Diisiik doz hizli radyoterapi
(DDHR) grubu) ve Grup 4 (Yiiksek doz hizli radyoterapi (YDHR) grubu) sicanlarinin
abdominopelvik bolgelerine tek doz 8 Gy radyoterapi sirastyla, 400 MU/min ve 1400
MU/min doz hizlarinda uygulandi. Grup 3 (Disiik doz hizli radyoterapi + Melatonin
(DDHR+MEL) grubu) ve Grup 5 (Yiksek doz hizli radyoterapi + Melatonin
(YDHR-+MEL) grubu) siganlarina tek doz 8 Gy radyoterapi sirasiyla, 400 MU/min ve 1400
MU/min doz hizlarinda uygulanip, radyoterapiden 15 dakika Once sicanlara
50mg/kg/intraperitoneal melatonin verildi. Radyoterapiden 48 saat sonra sakrifikasyon

yapildi. Testis dokularinin histolojik ve biyokimyasal analizleri yapildi.

Bulgular: Yalniz radyoterapi uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla anlaml
diizeyde (p<0,001*); Johnsen skoru ve doku antioksidan degerleri diiserken, doku oksidan
degerleri ve apoptotik veriler artti. Radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan gruplarda;
seminifer tibil epitellerinde ve bazal membranda diizensizlik, spermatogenik seri
hiicrelerinin ve spermatozoonlarin sayisinda azalma, vakuolizasyon ve apoptoz gibi
bulgular hafifti. Ayrica ZO-1 ve Lectin, DDHR+MEL ve YDHR+MEL gruplarinda,
DDHR ve YDHR gruplarina gére daha belirgin gozlendi.

Sonug¢: Melatoninin disiik ve yiiksek doz hizli radyoterapinin yol agtigi testis
hasarmin 6nlenmesinde faydali oldugu gosterilmistir. Ancak radyoterapinin bu iki doz hiz1
arasinda, testis hasar1 ve melatoninin etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur.

Anahtar Kelimeler: Floresan mikroskop; Melatonin; Radyoterapi; Testis; TUNEL
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MELATONIN ON
RADIOTHERAPY DAMAGE IN RAT TESTIS

ABSTRACT

Aim: To examine the radioprotective effect of melatonin against acute testicular

damage caused by low and high dose rate radiotherapy in rats.

Materials and Methods: 40 adult male rats, 12 week old, were divided into 5
groups (n=8). No procedures were performed on Group 1 (Control) rats. A single dose of 8
Gy radiotherapy was applied to the abdominopelvic regions of Group 2 (Low dose rate
radiotherapy (LDRR) group) and Group 4 (High dose rate radiotherapy (HDRR) group)
rats at dose rates of 400 MU/min and 1400 MU/min, respectively. Single dose 8 Gy
radiotherapy was administered to Group 3 (Low dose rate radiotherapy + Melatonin
(LDRR+MEL) group) and Group 5 (High-dose rate radiotherapy + Melatonin
(HDRR+MEL) group) rats at dose rates of 400 MU/min and 1400 MU/min, respectively.
50 mg/kg/intraperitoneal melatonin was given to rats 15 minutes before radiotherapy.
Sacrification was performed 48 hours after radiotherapy. Histological and biochemical

analyzes of testicular tissues were performed.

Results: In the radiotherapy-only groups, the Johnsen score and tissue antioxidant
values decreased significantly compared to the control group (p<0.001*), while the tissue
oxidant values and apoptotic data increased. Irregularity in the seminiferous tubule
epithelium and basement membrane, decrease in the number of spermatogenic series cells
and spermatozoa, vacuolization and apoptosis were mild in the groups that received
melatonin together with radiotherapy. In addition, ZO-1 and Lectin were observed more
prominently in the LDRR+MEL and HDRR+MEL groups compared to LDRR and HDRR
groups.

Conclusion: There is no significant difference between these two dose rates of
radiotherapy in terms of testicular damage and the effect of melatonin. Melatonin may be

useful in preventing testicular damage caused by low and high dose rate radiotherapy.

Key Words: Fluorescence microscope; Melatonin; Radiotherapy; Testis; TUNEL
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hasta sag kalimini ve yasam kalitesini azaltan hastaliklardan biridir.
Kanserin tedavisinde genel olarak cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi (RT) uygulamalari
koordineli olarak planlanmaktadir. RT ya tek basina ya da cerrahi ve kemoterapi ile
uygulanan bir tedavi yontemidir. Tiim kanser hastalarinin %50-60'inda tedavi siirecinin
bir pargasi olarak kullanilir. Ozellikle abdominopelvik kanserlerin tedavisinde modern

radyoterapi tekniklerinin kullanilmas1 biiyiik 6nem tagimaktadir (1).

Testis kanseri 15-35 yas araligindaki erkeklerde en sik rastlanilan kanser
tiiridiir. Erkeklerde, tiim kanserlerin %1’ini olusturmaktadir (2). ileri evre olgularda
dahi %80’lere ulagan basari oranlari ile tedavi edilebilen kanser tiirlerindendir (3,4).
Ozellikle birinci evre testis kanseri tedavisinde RT basaris1 %100’leri bulmaktadir (5).
Testis kanserinde, RT ile tedavi sonrasi sag kalim siiresi uzamakta ve yasam Kkalitesi
artmaktadir (6).

RT’nin en biiyilk avantajlarindan biri, lokal etkisi ile tiimor biiylimesini
engellemesidir. Ancak prosediir ayn1 zamanda tedavi edici 6zellikte olmasina ragmen
1sinlamaya maruz kalan saglikli dokular iizerinde olumsuz etkilere sebep olabilmektedir
(7,8). Yiiksek radyasyon dozlarmin kullanildigi modern radyoterapi teknikleri ile timor
bolgesine letal doz kontrollii ve kesin bir sekilde verilirken hedeflenen hacmin disinda
kalan saglikli dokuda olusabilecek hasarlar azaltilarak tedavi edilmektedir. Bu nedenle
modern RT tekniklerinin temel amaci, hedeflenen hiicreleri yok ederken etrafindaki

saglikli yapilar1 korumaktir (6,9).

Spermatogenez, uzun, karmasik ve hassas bir siirectir. Sitotoksik iireme
ajanlarina maruz kalmak, germ hiicrelerine farkli asamalarda zarar verebilir (10).
Iyonize radyasyonun spermatogenezi azalttig1, cesitli hormonlarin iiretimini degistirdigi
ve kisirhiga neden oldugu bilinmektedir (6). Calismalar, RT etkisiyle ozellikle
spermatogonyal kok hiicre kayiplarina bagli kalici infertilitenin olusabilecegini

gostermistir (11).

Biyolojik bir ortamda gecen iyonize radyasyon ile canlilar arasindaki
etkilesimler ve bunlarin sonuglari literatiirde tartisgitimaktadir. Iyonize X 1smlarmin

biyolojik etkileri, hiicrelerdeki molekiiler yapilarin bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.



Hiicredeki tiim yapilar, iyonize radyasyondan zarar gorebilmekle beraber en ¢ok
Deoksiriboniikleik Asit (DNA) etkilenmektedir. Iyonize X 1smlarinim diisiik dozlar1 bile
Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) iireterek DNA, lipid ve protein membran hasarina
yol acabilmektedir (12-14).

Antioksidanlarin, SOR’un neden oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu etkileri
bilinmektedir. Antioksidanlar siipiiriicii etkisi ile RT’nin sebep oldugu DNA hasarlarini
azaltma potansiyeline sahiptirr  SOR ile antioksidanlar arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu dengenin korunmasi, organizmanin hayati fonksiyonlarimi devam
ettirmesi acisindan o6nemlidir (15). Melatonin giiniimiizde kullanilan en giiglii
antioksidandir (16). Hidrofilik o6zelligi sayesinde kan-beyin bariyerini kolayca

gecmektedir ve subselliiller kompartmanlarin tiimiine hizla diffiize olabilmektedir (17).

Bu tez calismasinin amaci; eriskin erkek sican modellerinin abdominopelvik
bolgelerine diigiik ve yiiksek doz hizlarinda tek doz olarak uygulanan iyonize X
1sinlarinin testis dokusunda olusturdugu erken dénem hasara karsi ideal doz hizini ve

melatoninin radyokoruyucu etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTiSIN EMBRIYOLOJiSi

2.1.1. Gonadlarin Gelisimi

Primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesi duvarinda, dordiincii haftanin basinda
endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikar. Yaklasik 10-100 adet primordiyal germ
hiicresi, embriyonik gelisimin dordiincii ve altinc haftalar1 arasinda ameboid hareketler
yaparak gonadal bolgeye dogru gog¢ ederler. 10. torasik vertebra seviyesine yakin
alanda, mezensim i¢inde yaklasik 2500-5000 kadar primordiyal germ hiicresi bulunur
ve bir ¢ift genital kabariklik olusturmak icin, mezonefroz hiicreleriyle sélomik Ortii
epitelinin hiicrelerinin proliferasyonu i¢in uyarirlar (Sekil 2.1). Farklilasmamis gonadin
dista korteks ve igte medulla bolgelerini olusturmak tizere s6lomik epitelyal kordonlar,
gonadal kabarikligin mezensimi i¢ine dogru biiyiirler. Gonadlar fetal gelisimin yedinci
haftasina kadar farklilagmamistir. Testis belirleyici faktor (TBF) icin gerekli olan SRY
geni (Y kromozomu iizerindeki cinsiyet belirleyici bolge), erkek fenotipinin gelisimi
icin gerekli olan Y kromozomunun kisa kolunda bulunmaktadir. Y kromozomu ile
diizenlenen ve testikiiler farklilig1 saglayan TBF etkisi altinda embriyoda erkek bireyi
olusturmak iizere farklilagmamis gonadin korteksi dejenere olur ve medullasi ise testisi

olusturur (18,19).

2.1.2. Cinsiyetin Belirlenmesi

Dollenme sonrasi, embriyo XY kromozomuna sahip ise cinsiyet erkektir (20).
Fenotipik cinsiyet farklilasmasi yedinci haftadan itibaren baglar ve dis cinsel organin
ozellikleri on ikinci haftadan sonra taninabilir duruma gelir. Fenotipik cinsel farklilagma
once gonadlarda baglar ve gelisimin yirminci haftasinda tamamlanir (Sekil 2.2). Dis
genital primordiyalarin ve genital duktusun gelisimi ile devam eder (21). Normal erkek
cinsiyet gelisimini, fetal testisler tarafindan iiretilen dihidrotestosteron, testosteron ve

antimiilleriyan hormon (AMH) belirlemektedir (19).
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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 (20)

2.1.3. Testislerin Gelisimi

Testis belirleyici faktdr (TBF), Y kromozomu tarafindan diizenlenir ve testikiiler
farklilagsmay1 saglar. Farklilasmamis gonadin testis olarak gelisiminde, TBF i¢in SRY
geninin etkisi goriilmektedir (19). Farklilasmamig stromal hiicrelerin, SRY nin bir
transkripsiyon faktorii olan SOX9’u indiiklemesiyle, sertoli hiicreleri farklilagma igin
uyarilir (22). TBF faktoriin etkisi ile gonodal kordonlar, seminifer kordonlara farklilasir.
Kalin fibréz yapida bir kapsiil olan, tunica albuginea gelisir ve yiizey epiteli ile olan
baglantilar1 kaybolur. Gonodal kordonlarin dis kisimlar1 seminifer tiibiilleri, i¢ kisimlari
ise dallanip anastomoz yaparak rete testisi olusturur (19). Testis kordonlar1 puberteye
kadar solid halde iken puberteden sonra liimenleri agilarak seminifer tiibiillere
farklanirlar. Seminifer tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis tiibiilleri ile birlesir ve
duktuli efferenteslere girerler. Mezonefrik sistemin bosaltim tiibiilleri olan bu efferent
kanallar duktus defferens olarak bilinir ve rete testis ile Mezonefrik (Wolffian) kanallar
baglar (20). Intertisyel/Leydig hiicreleri seminifer tiibiiller arasindaki mezodermden
koken alirlar ve sekizinci hafta itibariyle testosteron ve androstenedion salgilamaya
baslarlar (19).
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Sekil 2.2: Erkek cinsiyetin farklanmasinda gonadlarin rolii (20)

2.1.4. Genital Kanallarin Gelisimi

Gelisimin besinci ve altinci haftalart arasinda genital sistem farklilasmamustir.
Mezonefrik (Wolffian) ve Paramezonefrik (Miillerian) olmak tizere genital kanallar iki
cift olarak bulunmaktadir. Erkek tireme sisteminin gelisiminde mezonefrik kanallar, disi
tireme sisteminin gelisiminde ise paramezonefrik kanallar etkilidir (17). Paramezonefrik
kanallar, altinci haftada hem disi hem erkek embriyolarda mezonefrik kanallarin
lateralinde olusmaya baglar (21). Mezonefrik kanallar ise epididim, duktus deferens,
seminal vezikiil ve ejakiilator kanali olusturmaya devam ederken testisteki birkag

mezonefrik tiibiil, testislerin eferent kanallarini olusturur (19).

Gelisimin altinct ve yedinci haftalart arasinda paramezonefrik kanallarin
gerilemesini saglayan AMH Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. Leydig hiicrelerinin
sekizinci haftada salgiladiklar testosteron ise hiicrelerin igine girip kalabilir ya da
dihidrotestosteron hormonuna doniisebilir. Testosteron, mezonefrik kanallarin
virilizasyonunu saglarken dihidrotestosteron, erkek dis genitallerinin farklilagmasinda
etkilidir (20). Bu donemde testosteronun etkisiyle, her bir mezonefrik kanalin proksimal

kisimlart kivrintili hale gelerek duktus epididimisi olusturur. Mezonefik kanallar



dejenere oldugunda da bu kanallardan bazilar1 kalicidir ve duktuli efferentesi
olustururlar. Epididimise agilan bu duktuslar, epididmisin distalinde mezonefrik kanala

kalin diiz kas tabakas1 katilir ve duktus deferens olusur (19).

2.1.5. Testislerin Inisi

Testisler, mezonefroz karin arka duvarina ikinci aym sonunda iirogenital
mezenter ile bagl durumdadir. Mezonefroz dejenere olduktan sonra bu baglar, gonadin
mezenteri haline gelir. Ligament haline gelen bu mezenterin kaudali, kaudal genital
ligamet admi alir. Testisin kaudalinden c¢ikan, ektraseliiler matriksten zengin yogun
mezensimal yapiya ise gubernakulum adi verilir (20). Yedi ve on ikinci haftalar
arasinda testislerin skrotuma inisine rehberlik eden gubernakulum, testisi skrotum icinde
sabitler. Prosessus vajinalisi olusturmak i¢in periton gubernakulum ile ac¢iga cikar ve
testisler tunica vajinalis adi verilen kese olusumuna katilir (21,23). Testisler
gestasyonun yaklasik on ikinci haftasinda inguinal bolgeye gelir, yirmi sekizinci haftada
inguinal kanaldan geger ve otuz {iglincii haftada androjenler ve AMH gibi hormonlarin
etkisiyle skrotuma ulasir (20). Skrotuma ulasan testisler, inguinal kanal ve spermatik
Kord etrafinda kasilir. Yenidoganlarin %3’iinden daha azinda testisler skrotum igine
bulunmayabilir. Dogumdan sonraki ilk {i¢ ay i¢inde inmemis testislerin ¢ogu skrotuma
iner. Testikiiler ~damarlarin  olusumu, testisler posterior abdominal duvar
seviyesindeyken gerceklesir. Skrotuma inisi sirasinda organlar, duktus deferensi ve

damarlar da birlikte tasirlar daha sonra fasiyal uzantilari ile sarilirlar (19).

2.2. TESTIiSIN ANATOMISI

Skrotum igerisinde oblik pozisyonda bulunan testisler (orcis), funiculus
spermaticus’a asili olarak bulunurlar. Her biri yaklasik 10-14 gr olan testislerden sol
testis sag testise gore genellikle 1 cm daha asagida bulunmaktadir. Yetiskin erkeklerde
uzunlugu 4-5 cm, genisligi 2-3 cm ve kalinligr 3 cm’dir. Septum scroti ile birbirlerinden
ayrilan testisler, lateralden mediale dogru tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica
vasculosa tabakalari ile sarilirlar (Sekil 2.3).

Processus vaginalis’in distal ucu olan tunica vaginalis, lamina visceralis
(epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium) olmak tizere iki yapraktan olusur.

Lamina visceralis, testisin 6n kenarlarini ve iki ylizlinii orterken; arka kenarin medial ve



lateral taraflarinda kendi tstiine kivrilir ve lamina parietalis ile devam eder. Bu iki

yaprak arasindaki boslukta az miktarda ser6z bir sivi bulunur.

Sag ve sol a. testicularis, a. renalis’lerin biraz asagisinda aorta’nin 6n yiiziinden

ayrilan bir ¢ift arterdir. Testis ve epididimis, aorta abdominalis’in dali olan

a.testicularis’ten beslenir. A. testicularis bir¢ok dala ayrilir ve bu dallardan 2-4 tanesi

ductus deferens boyunca uzanarak epididimis’i, tunica albuginea’nin arka kismini

delerek testise giren diger dallar ise bu organi besler (24-26).
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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 (27)



Tunica vaginalis’in altinda yiizeyel lenf damarlar1 bulunurken, testis ve
epididimis iginde derin lenf damarlart bulunur. Bu damarlar ile funiculus spermaticus
karm bosluguna geger ve nodi aortici laterals ve nodi preaotici’ye agilir (25).

Testis otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilir. Sempatik innervasyonu
medulla spinalis’in 10-11. torakal vertebra segmentlerinden kaynaklanir, damarlarin
cevresindeki pleksuslar araciligi ile gelir. Parasempatik innervasyonu ise a.

testicularis’in etrafindaki pleksus testicularis tarafindan yapilir (24,28).

2.3. TESTISIN HISTOLOJiSi

Testisler, embriyonik gelisimi, cinsel olgunlasmay1 ve iireme fonksiyonlarini
etkileyen bir ¢ift, skrotum i¢ine yerlesmis olan organlardir. Ekzokrin ve endokrin salgi
yapabilen testislerin iki yonlii gorevi testosteron hormonunu ve spermatozoonu
iretmektir. Testislerde liretilen androjenler, embriyoda erkek fetusun normal gelisimi

icin gereklidir (29).

Her bir testis tunica albuginea adi verilen bir kapsiil ile g¢evrilidir. Tunica
albuginea testisin arka kisminda kalinlasarak mediastinum testis yapisini olusturur. Bu
kisimdan bezin igine giren septumlar, bezi testikiiler “lobuli testis” ad1 verilen yaklagik
250 piramidal bolmeye ayirir. Her bir lobiil gevsek bag dokusu ile sarili olan 1-4 adet
seminifer tiibiilden olusur (Sekil 2.4). Bu gevsek bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damarlari, sinirler ve Leydig hiicreleri/linterstisyel hiicreler vardir. Seminifer tiibiillerde

germinal hiicrelerin iretimi interstisyel hiicrelerde ise androjenlerin sentezi gergeklesir

(30).

2.3.1. Interstisyel Doku

Interstisyel bag doku seminifer tiibiiller arasinda yer alan ¢ok sayida kan ve lenf
damart, sinir lifleri igeren gevsek bir bag dokusudur. Bu dokuda bag dokusunun esas
hiicreleri olan fibroblastlara ek olarak makrofajlar, mast hiicreleri ve Leydig hiicreleri

olarak bilinen testosteron iireten hiicreler bulunur (29).

Leydig hiicreleri, bag dokusu icerisinde tek tek ya da gruplar seklinde
goriilebilen, yuvarlak sekilli, yuvarlak niikleuslu, asidoflik sitoplazmasinda ¢ok sayida
lipid damlacig1 ve agraniiler endoplazmik retikulum (SER) bulunduran hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda lipofuksin pigmenti ve ¢ubuk seklinde bir inkliizyon olan Reinke

kristalleri bulunur (29). Yapisinda bulunan ¢ok sayidaki SER sayesinde ve hipofiz



bezinden salgilanan luteinlestirici hormonun (LH) uyarisi ile testosteron hormonunu

sentezleyip salgilayabilen endokrin hiicrelerdir (30,31).

Leydig hiicrelerinin testosteron salgisi, insan yasaminin ¢esitli donemlerinde
farkli etkiler gosterebilir. Testosteron ve diger androjenler embriyoda erkek fetusun
gonadlarinin gelismesi i¢in gerekli iken, pubertede spermiyum firetiminin ve aksesuar
bezlerin salgilarinin baslamasi i¢in ayni zamanda ikincil cinsiyet karakterlerinin
gelismesi i¢in  gereklidir. Yetiskinlerde 1ise spermatogenezin, bezlerin salgi

aktivitelerinin ve ikincil cinsiyet karakterlerinin siirdiiriilmesi igin gereklidir (29).
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Sekil 2.4: Testis ve genital kanallar (30)

2.3.2. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller icerisinde spermatogenez olay1 gergeklesir. Her bir testiste
250-1000 civarinda seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik olarak 30-
70 cm uzunlugunda, 150-250 um kalinligindadir. Etraflar1 yaygin kan damart ile gevrili
olan testis tiibiillerinin toplam uzunlugu yaklasik 250 m’dir. Tibiiller kivrimhdir ve
uclarina dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller (tubuli rekti) olarak adlandirilan kisa

segmentler halinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri “rete testis” adi verilen



kanallardan olusan bir labirente baglarlar. Rete testis kanallar1 anastomoz yaparak,
yaklasik 10-20 adet duktuli defferentes ile epididimin bas kismina baglanirlar (29,32).

Fibroz bir bag dokusu kilifi ile kapli seminifer tiibiiller, bazal lamina ve
germinal (seminifer) epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran bu fibréz tabaka tunica
propria olarak adlandirilir ve birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya

yapisik olan en igteki katman, diiz kas 6zellikleri gosteren “miyoid hiicreler” igerir (30).

2.3.2.1. Seminifer epitel ve spermatogenik hiicreler: Eriskin memeli
testislerinde seminifer epitel; spermatogenik hiicreler ve germ hiicrelerini

destekleyen ve onlar1 besleyen Sertoli hiicrelerinden olusan 6zel bir epiteldir (30,31).

Spermatogenez serisinde 4-8 tabaka halinde diizenlenmis olan hiicreler,
spermatazoonlar1 iiretmekle gorevlidir. Spermatogenez olarak adlandirilan bu siiregte
mitoz ve mayoz béliinmeler goriiliir. Bu siire¢ sonunda spermatidler haploid germ
hiicreleri olan spermatazoonlara farklilagirlar. Spermatogenik hiicreler, seminifer
epitelde rastgele dagilim gdostermez. Gelisimlerinin farklt donemindeki hiicreler
birbirleriyle benzer boélgelerde gruplasir ve hiicreler olgunlastikga bazalden liimene
dogru dizilim gosterirler (Sekil 2.5). Hiicrelerin spermatid asamasina gelmesi ise

yaklasik iki aylik bir siireyi kapsamaktadir (30).

Gec
Spermatidler

Sekonder
spermatositler

Gec spermatidl

Mayo

4 < i

i ’..,f.’ . Primer

4 : . spermatositler
. £%——Spermatogonyum
2 ?\. N ‘) s;\ a(.x‘

L
w4

Mo
- [ Y

Intertisyel hucreler

Sekil 2.5: Semnifer tiibiiliin bir kisminin ¢evre dokular ile gosterilmesi (30)

10



2.3.2.1.1. Spermatogenez: Gonadotropinlerin puberte Oncesinde artmasiyla
spermatogenez siireci baglar. Bu siire¢ spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenezdir.
Mitoz boliinmelerden ibaret olan spermatositogenezde spermatogonyumlar primer
spermatositlere farklilasir. Mayozda primer spermatositlerdeki diploid kromozom sayis1
haploide  diiser, spermatidler olusur. Spermiyogenezde ise spermatidler

spermatozoonlara farklilasir (Sekil 2.6) (32).

Spermatogenez, bazal laminanin iistiinde yer alan ve diploid hiicreler olan
spermatogonyumlarin proliferasyonu ile baslar (29,30). Pubertede spermatogonyum
hiicrelerinin ¢ogalmalart mitoz boliinmeler ile baslar. A tipi spermatogonyumlar kok
hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da devam eden mitoz béliinmeler boyunca
farklilagarak B tipi spermatogonyumlara donisiirler. B tipi spermatogonyumlar 46
kromozomlu (44+XY) primer spermatositlere doniisen 6nciil hiicrelerdir. Bu hiicreler
olustuktan hemen sonra birinci mayoz boliinmenin profazina giderler ve bu siireg
yaklagik 22 giin siirer. Primer spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik
hiicreleridir. Birinci mayoz boéliinmenin ardindan sekonder spermatositler olarak bilinen
23 kromozomlu (22+X veya 22+Y) yeni hiicreler meydana gelir. Sekonder
spermatositlerin boliinmesi 23 kromozomlu iki hiicre olan haploid sayidaki

spermatidlerin olugmasiyla sonuglanir (Sekil 2.7).

W e W ¥ TN P
Ay T s

0 DO S Interstisyel
‘...'.“-" d hcreler
Tip-A koyu O D
spermatogoniyalar  \
Tip-B
spermatogoniyalar  § Seminifer
tiibal
Primer spermatositler §
Sertoli hiicrelen
Ba§ doku Spermatidier
Interstisyel alan
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Spermatidler; seminifer tiibiil igerisinde liimenin yakinlarinda yerlesim
gosterirler. Haploid spermatidler kiigiikk boyutlu ve 7-8 pm ¢aplidir. Yogun kromatin

bolgelerine sahip nukleustan olusur (30).

Erkek sicanlarda spermatogenez, puberte doneminde goriiliir. Sicanlarda
spermatogenez, germ hiicrelerinden spermatozoonlarin olusumuna kadar uzanir ve
ortalama 48-53 giin siirer. Germ hiicreleri seminifer epitel iginde ilerler ve
spermatogonyumlar mitoz boliinmeler gecirir. 12-13 giinde yaslt hiicreler yerine geng

hiicreler gelir (33,34).

2.3.2.1.2. Spermiyogenez: Bir farklilagsma olayidir. Erken donemde yuvarlak hiicreler
olan spermatidlerin, spermiyogenez ile degisime ugrayip, kuyruklu ve bir Olgiide
hareketli olan spermatozoonlara doniisme siirecidir. Spermiyogenez spermatogenezin
son safhasidir. Spermiyogenez siiresince hiicre bolinmesi gerceklesmez (18,29).
Spermiyogenez ii¢ evrede tamamlanmaktadir. Bunlar; golgi fazi, akrozom olusumu ve

olgunlagma fazidir.
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Golgi fazinda; spermatidin sitoplazmasi belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, SER ve serbest ribozomlar igerirler. Golgi
kompleksinde “proakrozomal graniiller” olarak bilinen PAS pozitif kii¢iikk graniiller
birikir. Bu graniiller birleserek zarla smirli akrozomal vezikiilin i¢inde bulunan
akrozomal graniilii olustururlar. Akrozomun karsisina sentriyoller go¢ ederek hiicre
ylizeyine yakin bir yere gelirler. Kamg¢1 aksonemi olusturmaya baslar, sentriyoller
yeniden nukleusa dogru go¢ eder ve hareket ettikce aksonemal bilesenleri ¢evresine

sararlar.

Akrozomal fazda; akrozomal vezikiill ve graniil, yogunlasan nukleusun o6n
yarisini kaplar ve yayilir ve bu asamadan sonra “akrozom” admi alir (30). Akrozom,
oositin korona radiyata ve zona pellusida tabakalarimi asabilmelerini saglayan,
hyaluronidaz, akrozin, lizozomal hidrolazlar ve proteazlar gibi enzimler igerir (36).
Spermatogenezin bu sathasinda seminifer tiibiiliin tabanina dogru spermatidler yonelir,
aksonem liimene dogru uzanir, nukleus uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Sentriyollerden biri kamg¢iy1 olusturur. Mitokondriler kamg¢inin iist kismi etrafinda

toplanarak “orta par¢a” ad1 verilen pargay1 olusturur.

Olgunlasma fazinda; sitoplazma miktar1 azalir. Sitoplazmasi fazla olan bolim
bogumlanip kopar, Sertoli hiicreleri tarafindan sindirilir. Spermatidlerin birbirleri ile
olan baglantilar1 kaybolur ve Sertoli hiicrelerinden ayrilan spermatidler liimene diiserler
(30).

2.3.2.1.3 Spermin yapisi: Olgun bir sperm esas olarak bas ve kuyruktan olusur ve bu
kisimlar bir plazma zar1 ile sarihidir. Boyun bolgesi bagimsiz bir alan olarak
degerlendirilmekte, bas ve kuyruk kisimlarini birbirine baglayan bir baglanti pargasi
olarak islev gérmektedir. Bas kisminda; bir ¢ift sentriyol yer alir. Kuyruk kismi; orta

parca, esas parca ve son par¢a olmak iizere ii¢ ana kisimdan olusur (Sekil 2.8) (18).

Sekil 2.8: Spermin yapisi (37)



2.3.2.2. Sertoli hiicreleri: Bazal laminaya tabanlari ile tutunan, tepe kisimlari ile de
seminifer tlbiliin limenine uzanan piramidal sekilli hiicrelerdir. Spermatogenik

hiicrelerden farkli olarak boliinme yetenekleri yoktur (30).

Organelden zengin olan Sertoli hiicreleri iyi gelismis graniiler ve agraniiler
endoplazmik retikulum (GER ve SER), golgi kompleksi, mitokondri, lizozom, lipid
damlalar1 ve glikojen graniilleri icerir. Cekirdekleri Okromatik ve yerlesimleri ise
degiskendir. Sitoplazmalarinda lipitlerin kullaniminda gorevli olabilecegi diisiiniilen

Charcot-Bottcher adi verilen inkliizyonlar bulunur (29,31).

Kan-testis bariyeri Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilardan olusur. Gorevi
germ hiicrelerinin gelisimi (mitoz, mayoz ve farklilasma) ve olgunlagsmasi i¢in gerekli
olan uygun mikro cevreyi olusturmak ve germ hiicrelerini sitotoksik molekiillerden
korumaktir (38). Kan testis bariyeri, erkek iireme hiicrelerini kan yolu ile gelen zararli
maddelere karst korur (29). Bariyerin lizerinde Sertoli hiicrelerinin yan ve iist
kenarlarindaki girintilere yerlesmis spermatositler ve spermatidler bulunur.
Spermatidlerin kuyruklar1 gelistikce, Sertoli hiicrelerinin {ist kisimlarindan sagaklar

halinde goriiliirler (30).
Sertoli hiicrelerinin gorevlert;

e Spermatogenik hiicreleri destekler, korur ve beslerler.

e Spermiyogenezdeki fazla spermatid sitoplazmasmmi ve  gelisimlerini
tamamlamamis spermatogenik hiicreleri fagosite ederek ortadan kaldirirlar.

e Seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde akan, spermatozoonlarin
tasinmasint  kolaylastiran ve onlar1 besleyen fruktozdan zengin bir sivi
salgilarlar.

e FSH salinimini1 baskilayan inhibin, plazminojen aktivitorleri ve transferrin
sentezlerler.

e AMH salgilayarak erkek fetliste Miillerian kanallarin gerilemesini saglarlar
(29,30,32).

2.3.3. Testis i¢i Genital Kanallar

Testis i¢i genital kanallar tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentestir.
Seminifer tiibiillerden gelen sivi ve spermatozoonlar bu kanallar ile duktus epididimise

taginir.
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Seminifer tiibiillerin biiylik bir kismi1 sarmal bi¢iminde kivrilmistir ve her iki
uctan “tubuli rekti” olarak bilinen diiz tiibiillerle rete testise baglanirlar. Bu tiibiillerin
baslangi¢ kisminda spermatogenetik hiicreler giderek ortadan kaybolur. Tibiil duvari
sadece Sertoli hiicrelerinden ibarettir. Bu baslangi¢ boliimii, diizensiz siki bag dokusu

kilift ile desteklenen ve prizmatik epitel hiicrelerini igeren ana kisimla devam eder (30).

Rete testis; tek katli kiibik veya prizmatik epitel ile doseli, diizensiz,
anastomozlasan kanallardan olusur. Epitel hiicreleri bir tek apikal silyum ve birkag adet
mikrovillus igerirler. Bol miktarda kan damari igeren mediyastinumun bag dokusu

epitelin yaslandig1 bazal membrani sarmaktadir (29).

Rete testisten 10-20 arasi1 duktuli efferentes ¢ikar. Duktuli efferenteslerin,
epididim yoniine dogru hareket eden titrek tiiylii hiicreler ile degisimli olarak titrek tiiy
bulunmayan izoprizmatik hiicre gruplarindan olusan bir epiteli vardir. Seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogu silyasiz hiicreler tarafindan emilir. Titrek tiylii
hiicreler ve sivi aktivitesi ile spermatozoonlar epididime dogru siipiiriilir. Duktuli

efferentes birleserek epididimin duktus epididimisini olusturur (30).

2.3.4. Genital Bosaltim Kanallari

Duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve iiretra spermatozoonlari
penise ileten kanallardir. Duktus epididimis, tek ve kivriml, yaklasik 4-6 metre
uzunlugunda bir kanaldir. Kanalin ¢evresi bag dokusu ve kan damarlari ile epididimisi
olusturur. Epididimis kanali, kanal duvarinda bazal hiicreler, apikal boliimiinde ise
limene dogru uzanan hareketsiz sterosilyali hiicrelerden olusan yalanci c¢ok kath
prizmatik epitel ile doselidir. Bu hiicreler, peristaltik kasilmalarla spermin kanallarda
ilerlemesini saglayan diiz kas hiicreleri igerirler ve damarlardan zengin bag dokusu ile
¢evrelenmis bir bazal membran iizerine otururlar. Ayrica duktus epididimis epiteli
spermatogenez boyunca olusan artiklarin sindirilmesine ve ortadan kaldirilmasina

katilir.

Epididimis, duvar1 kalin bir kas tabakasindan olusan duktus (vas) deferens
olarak adlandirilan bir kanal ile devam eder. Bu diiz kanal prostatik iiretraya acilir.
Cogunlukla sterosilyalara sahip yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile ortiiliidir. Lamina
propria, elastik liflerden zengin bir bag dokusu katmanmi olustururken kalin kas

tabakas1t ortalarinda yer alan sirkiiler bir katmanla birbirinden ayrilan i¢ ve dis
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katmanlardan olugsmustur. Diiz kaslardan olusmus bu kalin katman, ejakiilasyon
sirasinda  spermatozoonlarin  figkirmasimi  saglayan giiclii  peristaltik kasilmalar

oOlusturur.

Spermatik kordonun bir kismini duktus deferens olusturur ve pampiniform
pleksus, testikiiler arter ve sinirleri igerir. Duktus deferens prostata girmeden Once
genisleyerek ampullayr olusturur. Bu alanda kalinlasan epitel kivrimli hale gelir.
Seminal vezikiiller ampullanin son kisminda duktusa katilirlar ve duktus deferens
prostata girer ve prostatik iiretraya agilir. Prostata giren bu segment ejakiilatuvar kanal
olarak adlandirilir. Duktus deferensin mukoza katmani ampulla boyunca ejakiilatuvar

kanalin igine kadar devam der, kas katmani ise ampulladan sonra biter (30).

2.3.5. Kan-Testis Bariyeri ve Siki1 Baglantilar

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiil tabanina yakin yan-alt
seviyedeki siki baglantilarla birbirlerine tutunarak kan-testis bariyerini olustururlar
(18,32,39-41). Spermatogonyumlar, bu bariyerin altinda yer alan bazal bdlmede
bulunurlar. Spermatogenez esnasinda, Spermatogonyumlarin béliinmesiyle olusan bazi
hiicreler baglanti noktalarin1 gegip, bariyerin adluminal bolmesine ulasirlar (29,30). Bu
bariyer seminifer epitelde amino asit, iyon, protein ve karbonhidrat birlikteligi igin
fizyolojik bir kompartman olusturulmasi bakimindan gereklidir. Bu sebeple, seminifer
tiiblillerdeki ve bosaltim kanallarindaki sivinin igerigi, testikiiler lenften ve kan
plazmasindan farklidir (31). Kan testis bariyeri fiziksel bariyer olarak molekiillerin giris
¢ikislarin1 kontrol etmek i¢in fizyolojik bilesenlere ve germ hiicrelerini korumak i¢in ise
immunolojik bilesenlere sahiptir. Kan-testis bariyerine ait anatomik, immunolojik ve
fizyolojik bilesenler birlikte bariyerin islevsel yapi1 kazanmasinda Onemli rol

oynamaktadir (42).

Memelilerin testislerinde bulunan kan-testis bariyeri, yapisal olarak kan-beyin
bariyeri ve kan-retina bariyeri gibi siki baglantilar (TJ=Tight Junction), tutundurucu
baglantilar (AJ= Adherence Junction) ve oluklu baglantilardan (GJ= Gap Junctions)
(43) meydana gelir (39,44).
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Iki hiicrenin karsilikl1 zarlarinda lateral olarak yerlesmis olan simetrik kompleks

protein yapilar hiicre baglantilar1 olarak tanimlanur.
Bu baglantilar sunlardir;

» Siki baglantilar
*  Tutundurucu baglantilar
*  Oluklu baglantilar

¢ Dezmozom

Hiicrelerin  doku ve organlart olustururken birbirlerine tutunmalar1 6zel
baglantilar ile gerceklesir. Siki baglantilar bunlardan biridir ve komsu hiicreler arasinda
hiicreler aras1i bariyer gorevi goren ve sinyallerin iletilmesini saglayan zar
farklilagsmalaridir (43). Komsu hiicrelerin hiicre zarlarinin bitisik olduklar1 yerde bu

yapilar hiicreler aras1 bolgeyi tamamen tikarlar (39).

Siki Baglantilar |

Seminifer TGbGI iameni

Sertoli hacresi Adiuming

kompartman

H Siki Baglantilar

Sekil 2.9: Seminifer epiteldeki sik1 baglant1 yapilari (39)
Yapisal olarak siki baglantilar iki molekiiler bolgeye ayrilabilir;

Transmembran bolge: Okludin, klaudin multigene ailesi ve baglanti adezyon

molekiillerini igceren bu bolgede komsu hiicreler zardaki molekiillerle birbirlerine
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tutunarak yapisirlar. Hiicre zarina bagli proteinler olan okludin ve klaudinler zarin

bariyer 6zelligini ortaya koyar (46).

Plak bolgesi: MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) zonula
okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2) ve zonula okludens-3 (ZO-3),’li kapsayan
bu bolge, transmembrane proteinlerini hiicre iskeletine baglayan ge¢is molekiillerini
igerir (39).

TEM (Transmission Electron Microscope) c¢alismalarinda, siki  baglanti
molekiillerinin, komsu hiicrelerin hiicre zarlar1 arasinda bir dizi baglanti noktasi
olusturdugu (47) ve fetal yasam sirasinda Sertoli hiicreleri arasinda meydana geldikleri

gozlenmistir (48).

Seminifer epitelde bulunan siki baglantilar, membrana en yakin yerlesimiyle ile
diger siki baglantilardan farklidir. Testislerde bulunan siki baglanti bolgesi, periferal
sik1 baglant1 proteinleri; zonula okludens gesitleri olan, ZO-1, ZO-2, okludin, klaudindir
(Sekil 2.9). Spermatogenetik hiicreler, tim asamalarinda Sertoli hiicrelerinin bu
baglantilart sayesinde limene dogru goc ederler (49). Sertoli hiicre baglantilart yapisal
olarak 3 elemandan olusur. Bunlar; komsu iki hiicre arasindaki membran kaynasmalari,
aktin flaman, aktin-endoplazmik retikulum ag1 ve diger iskelet elemanlaridir
(Sekil2.10).

Sekil 2.10: Sertoli hiicre duvarindaki siki1 baglantilar ve aktinle olan iliskileri (51)
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Genel olarak siki baglantilar, endotel ve epitel hiicrelerindeki baglanti
komplekslerinin liimene bakan en u¢ bolgesinde bulunurlar. Burada yer alan bu siki
baglantilar polarize epiteldeki ¢ozelti, su ve immiin molekiillerin hiicreler arasinda
hereketi i¢in bir bariyer olusturur. Ayni zamanda plazma zarinin st kismindan alt

kismina dogru asimetrik yapinin devamliligi saglanir (18,50).

2.4. ZONULA OKLUDENS-1

Bir siki baglant1 proteini olan ZO-1, zonula okludens proteinleri (ZO-1, ZO-2 ve
Z0-3) ailesinin bir iiyesidir. Ik olarak 1986'da Stevenson ve Goodenough tarafindan
kemirgen karacigerinde biiyiitilmiis bir monoklonal antikor kullanilarak karaciger
homojenatlarindaki siki baglantidan zengin membran fraksiyonlarinda, 225 kD'lik bir
polipeptidi tanimak i¢in izole edimistir. “Zonula” terimi baglantinin bir band seklinde
hiicreyi tamamen sardigini ifade ederken, “okludens” terimi ise zarlarin hiicreler arasi

alan1 kapatacak sekilde birbiriyle kaynasmis oldugunu belirtir (52).

Zonula okludens siki baglantilarin en yiizeyde olanidir ve aga benzeri bir yapi
olusturarak katlanma ve kivrilma gosterirler. Esas islevi olduk¢a siki bir tutunma
meydana getirerek epitel hiicreleri arasindan her iki yone dogru madde gecisini
engellemektir (42). 225 kDa periferal membran proteini olan ZO-1 insanlarda TJP1
(Tight Junction Protein 1) geni tarafindan kodlanmakta ve siki baglanti plagininin ana
omurgasini olusturmaktadir (53,54). Aktin filamentlerine dogrudan bagli olan ZO-1 siki

baglant1 transmembran proteinlerini aktin hiicre iskeletine sabitler (50,55).

2.5. LEKTIN

Lektinler, protein ya da glikoprotein yapisindaki biyomolekiillerdir. Genellikle
sekerlere spesifik olarak baglanabilirler. Glikokonjugatlari, oligosakkaritleri ¢oktiiren ve
hiicreleri aglutine eden lektinler; hastaliklarin, normal ve patolojik dokular arasindaki
degisikliklerin tespitinde kullanilirlar (56). Glikoprotein sentezini, hiicre adezyonunu ve
kan protein seviyelerini diizenleyen lektinlerin dogal bagisiklik sisteminde onemli rol

oynarlar (57).

Lektinler, glikokonjugatlarin seker kalintilart ig¢in 6zel bir baglanma 6zelligine
sahiptir. Bu nedenle c¢esitli doku ve organlardaki glikokonjugatlarin dagilimini
arastirmak i¢in histokimyasal reaktifler olarak kullanilirlar (58,59). Testis dokusuna

Lektin’in histokimyasal olarak uygulanmasiyla, akrozom olusumu sirasinda bir dizi
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glikosilasyon siireci olusur. Farkli tiirlerdeki testis dokularinda spermatogenik seride,
Sertoli ve Leydig hiicrelerinin baglanmalarinda farkli lektin modelleri vardir (60).
Spermatojenik hiicreler, sigan (60,62), fare (62), sigir (64,65), kegi (66), kir faresi (67)
ve insan (62,68,69) gibi bir¢ok memeli tiiriinde lektin histokimyasal ¢alismalar ile

incelenmistir.

2.6. RADYOTERAPI

2.6.1. Kanser ve Radyoterapi

RT, kanser tedavisinde en ¢ok basvurulan tedavi yontemlerinden biridir. Kanser
hastalarinin yaklasik %60°1na tedavilerinin belirli asamasinda RT uygulanmaktadir (70).
Kanserin daha etkili ve gilivenli bir sekilde tedavi edilmesi i¢in yliksek dozlarda RT’nin
uygulanmast kanser arastirmalarinda temel hedeflerinden biridir. RT’nin toksik
etkilerinden saglikli dokular1 koruma ve tiimorlii dokularda letal etkisini arttirict yeni

uygulamalar 6ngoriilmektedir (71,72).

Abdominal ya da pelvik 1sinlanma sonrasi hiicrede hasar olusur. Olusan bu hasar
tamir edilirse hiicre yasamina devam eder edilmezse apoptoz gerceklesebilir.
Radyoterapinin esas amaci kanserli hiicreleri yok etmek icin iyonize radyasyonun
kullanilmasidir. Ancak sadece hedeflenen organlar degil tedavi alani iginde kalan bir¢ok
saglikli dokular da bu isimadan etkilenebilmektedir. Timoér tedavisinde saglam
dokularin da tedavi alanina girmesi ve radyasyondan olumsuz etkilenmesi kaginilmazdir
(73,74). Yavas boliinen hiicrelere kiyasla hizli boliinen hiicrelerin genellikle iyonize
radyasyona duyarliligi daha fazladir. Bu sebeple RT’nin akut etkisi hizli boliinen

hiicrelerde, kronik etkisi ise yavas boliinen hiicrelerde ortaya ¢ikmaktadir (75).

2.6.2. Molekiiler Oksijenin Varhgi ve Radyasyon

Iyonize radyasyon sonucu dokuda meydana gelen serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Iyonize radyasyon bu zararh
etkileri, etkilenen hiicrelerden salinan SOR’un {iretilmesinden kaynaklanir. Hasar
sonucu biriken SOR, lipit ve proteinler gibi makromolekiillere saldirir. Iyonize
radyasyon sonucu dokuda SOR seviyesinin yiikselmesine bagl olarak hidroksil (OH-)

radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek doku yaralanmalarina ve
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apoptoza neden olabilir. Normal fizyolojik kosullarda, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma sistemi denge halindedir. Dokular, RT gibi 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 inaktiflesir ve DNA hasari olusur. Organizmadaki tiim bu
fonksiyonel ve yapisal degisiklikler, radyasyona bagli oksidatif stresten
kaynaklanmaktadir (9).

Dokularin oksijenlenme durumu, radyasyonun biyolojik etkinligini belirleyen en
onemli faktorlerdendir. lyi oksijenlenmis hiicreler radyasyondan daha fazla etkilenir.
Yapilan 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 (76). Dolayisiyla, 1sinlama sirasinda
molekiiler oksijenin varligi, sistemi radyasyona karsi duyarli kilmakla beraber

radyobiyolojik yanitin olugmasi igin gerekli 1sinlama dozunu da azaltmaktadir.

2.6.3. Radyoterapi ve DNA Hasari

DNA genetik bilgiyi tastyarak, nesiller boyu aktarimi saglayan bir molekiildiir.
DNA’nin fiziksel ve kimyasal yapisindaki degisimler hasar olarak bilinmektedir. DNA
onarim sistemleri tarafindan DNA {izerinde olusan hasar onarilir. Radyoterapiye baglh
hiicre hasarinin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda

ise hiicre 6limii goriilebilir (77).

RT hasarinin etkileri arasinda; gen ekspresyonlari, mutasyonlar, kromozom
sapmalari, genomik Kkararsizliklar ve hiicre oliimleri sayilabilir. Yiiksek dozda
radyasyona maruz kalma akut etkilere sebep olabilir. Yiiksek dozlarda tim viicuda
uygulanan radyasyon sonucu hiicreler hasara ugrar 6zellikle hassas hiicreler oliir. Organ
ve sistemlerde de buna bagli olarak ¢esitli hastaliklar gelisebilir. Semptomlar radyasyon

dozu ve maruz kalma siiresine gore degisebilir (78).

Iyonize radyasyondan etkilenen DNA hasarmin miktar;; oksidatif stres
yogunlugu, toksik ara maddeleri metabolize eden savunma ve igsel onarim
mekanizmalar1 ile iligkilidir. Ayrica iyonize radyasyondan kaynaklanan hasarin

azaltilmasimin farkli yollari bulunmaktadir (79).
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2.6.4. Radyoterapi ve Serbest Radikaller

Radyoterapinin tedavi edici 6zelligine ragmen tiimorlii dokunun herhangi bir
parcast olmayan ve hedef hacmin disindaki saglikli doku ve organlar bu istenmeyen
1sinlardan Oonemli miktarda etkilenmektedir. Daha yiiksek dozlarda daha iyi timor
kontrolii elde etmek icin saglikli dokular istenmeyen radyasyon hasarlarina karsi
korunmalidir. Hiicreler, savunma sistemini aktive ederek hasar goéren bu etkilerle
miicadele etmeye c¢alisir. Ancak, gilinlimiizde savunma sisteminin yetersiz kaldigi
durumlarda radyokoruyucu amaglh antioksidan bitkisel ilaglar, vitamin takviyeleri ve

melatonin gibi ¢esitli kimyasal ajanlar uygulanmaktadir.

Iyonize radyasyonun DNA molekiiliine etkisi direkt ve/veya indirekt olarak
gerceklesir. Radyasyon etkisinin tigte biri direkt etki ile olusur ve DNA molekiiliinde
yapisal hasar, fonksiyon kaybi ve sentez inhibisyonu olusturabilir. Radyasyonun
etkisinin iigte ikisi de indirekt etki ile olusur. Iyonize radyasyonun etkisi ile su
molekiillerinin iyonlagsmasi sonucu hidrojen, hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit
(H20.) gibi serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikar (80). Serbest radikallerin DNA’y1
etkilemesiyle kromozomda kirilmalar olusur ve tamir edilmezse hiicre apoptoza giderek
oliir. Indirekt etkilesimde hasar daha belirgindir. Oksijen molekiilii kalic1 radyasyon
hasar1 olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Yiiksek molekiiler oksijen varliginda tiimor
hiicrelerine uygulanan iyonize radyasyon kalict DNA hasar1 olusturur. Kanser hiicreleri
tizerine kullanilan, iyonize X-iginlarinin hiicre DNA’sina dolayli etkisi ile su
molekiilleri pargalanir. Meydana gelen serbest oksijen radikalleri ve farkli radyasyon

doz hizlar arasindaki iliski literatiirde heniiz tam olarak agiklanamamustir (76).

Radyoterapi eksternal bir tedavi yontemidir. Dolayisiyla sadece hedef dokular
tizerinde degil ayn1 zamanda ¢evredeki saglikli dokular tizerinde de inflamatuvar etkiye
sebep olur. Bu dokularda I6kosit infiltrasyonu olur ve radyasyonla indiiklenen lipid
peroksidasyonu sonucunda serbest radikaller olusur (81-83). Radyasyonun indirekt
etkisiyle olusan serbest radikaller, ortamdaki oksijenle hizla reaksiyona girer ve
oksijenden toksisitesi yiiksek peroksit radikalleri olusur (84). Onarim siireglerinin
yeterli olmadigt durumlarda serbest radikaller hiicrelerde kalici  hasar
olusturabilmektedir (85). Radyoterapide yiiksek doz hizi ve enerjilere sahip X-isinlar
uygulandiginda, DNA hasar1 daha ¢ok indirekt yolla gergeklesir. Serbest radikaller,

molekiillerle ¢ok kisa siirede reaksiyona girerek hiicrelerde hasar olusturabilmekte ve
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hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Iyonize radyasyonun dokular iizerindeki hasar

verici etkisi %60-70’inin OH- radikalleri sebebiyle olustugu varsayilmaktadir (86-88).

2.6.5. Radyoterapi ve FFF Teknolojisi

Gelisen teknolojiye bagl olarak RT cihazlarinda diizlestirici filtrenin oldugu
Flatenning Filter (FF) standart lineer hizlandirici cihazlarmin yerine; gilinimiizde
diizlestirici filtrenin kullanilmadig1 Flatenning Filter Free (FFF) tabanli modern
radyoterapi cihazlari tretilmistir (89,90). FFF tabanli radyoterapi cihazlarinda yiiksek
ani doz hiz1 segenegi kullanilarak FF tabanli konvansiyonel RT cihazlarina gore iig-dort
kat fazla maksimum doz hizlar1 elde edilmektedir. FFF teknolojisi sayesinde ani yiiksek
doz hizlarmin elde edilmesiyle birlikte uzun tedavi siirelerinin kisalmasi, alan dis1
dozlarin azalmasi ve sagilan radyasyonun az olmasi sebebiyle ¢evre saglikli dokulardaki
ikincil kanser riskinin azalmasi bu tedavi teknigini tstiin kilmistir. Modern RT cihaz
teknolojisinde, FFF tabanli yogunluk ayarli radyoterapi IMRT (Intensity-modulated
radiotherapy), hacim ayarli arc-terapi VMAT (Volumetric modulated arc therapy),
SBRT (Stereotactic body radiotherapy) ve streotaktik radyocerrahi SRS (Stereotactic
Radiosurf-gery) teknikleri kullanilarak tiimorlii dokulara RT islemi siklikla
uygulanmaktadir. SRS ve SBRT tedavi tekniklerinde tek doz ya da fraksiyon basina
biiyiik dozlar kullanilir ve radyoterapi islemi kisa siirede tamamlanir. Fakat, kliniklerde
kullanilan bu biiylik dozlar, ayni zamanda i1smlanma siirelerinin 6nemli Olciide
artmasiyla sonuglanir. SBRT, VMAT ve IMRT gibi radyoterapi tedavi tekniklerinde
FFF yiiksek ani doz hizi igmlarinin kullanilmasi ile uzun tedavi stireleri biiyiik olgiide
kisalmaktadir (9). Fakat bu dozimetrik avantajlara ragmen farkli kanser doku ve saglikli
kritik organlar, yiliksek ani doz hizina sahip iyonize X-1sinlarina maruz kaldig1 zaman
klinik doz hiz1 etkisinin radyobiyolojik sonuglar1 hakkinda yeterli in vivo g¢aligmalar

mevcut degildir.

2.7. APOPTOZ

Apoptoz organizmada hasara ugramis ya da gorevini tamamlamis hiicrelerin
diger hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirildig: bir siiregtir. Programlanmis hiicre
olimii olarak da bilinen apoptoz genetik olarak kontrol edilebilir, enerjiye gereksinim
duyar ve homeostazi korur. Dokulardaki hiicrelerin devamini saglamak, gelisim ve

yaslanma i¢in homeostatik bir mekanizma gorevini yapan apoptoz, ayni zamanda zararl
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ajanlar ya da hastalik nedeniyle hiicreler zarar gordiigii zaman immiin savunma
reaksiyonlar: gibi bir mekanizma olarak da olusabilmektedir (91). Degisik hiicre ve
doku tiplerinde olusabilecek apoptoz biyokimyasal ve morfolojik seyri ile kompleks
bir olgudur (92,93). Ozellikle kanser ile iliskili olan apoptozda, kaspazlar olarak
isimlendirilen bir grup sistein proteazlarin aktivasyonunu kapsar ve bu siire¢ cogunlukla
enerji gerektirir (94). Hiicreyi apoptozdan koruyan proteinleri inaktive eden veya
ortadan kaldiran bir protein grubu olan kaspazlar, apoptozu inhibe eden negatif

regiilatorleri de yikarak hiicre 6liimiini tetiklemektedirler (91).

Radyasyona maruz kalma sonucu olusan apoptoz ¢esitli hayvan deneylerinde ve
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda gosterilmistir. Radyasyonun apoptozu indiikleyerek etki
ettigi bilinmekte ve apoptozun hizli artis gosterdigi durumlarda radyoduyarliligin
yiiksek oldugu disiiniilmektedir (95). Normal testikiiler olaylarda spermatogenez
sirasinda  olusan SOR’un testis fonksiyonlarinin ve testikiiler apoptozisin

diizenlenmesinde rol oynadig: bilinmektedir (96,97)

Apoptozun saptanmasinda; morfolojik goriintiileme, biyokimyasal, immunolojik
ve immunohistokimyasal yontemler  kullanilmaktadir.  Immiinohistokimyasal
yontemlerden biri TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase (Tdt)- mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP) biotin nick end-labelling) yontemidir (98-100).
TUNEL metoduyla parafin bloklar, donmus kesitler ve kiiltiiri yapilmis hiicrelerde
apoptozun varligr saptanabilir (101). Bu yontem ile sadece apoptoza ugramis hiicre
cekirdekleri boyanir ve DNA kiriklarinin in situ olarak belirlenmesi saglanir. TUNEL
yontemine ait bulgular flow sitometri yontemi, floresan ve 1sik mikroskobu ile

degerlendirilir (102).

2.8. MELATONIN

Melatonin epifiz bezinin pinealosit hiicreleri tarafindan salgilanan giiclii
antioksidan 6zelligi olan bir hormondur. Uyku-uyaniklik sikluslarinin regiilasyonunda
etkili olan melatonin antioksidan aktivitesi disinda, anti-inflamatuvar 6zellikler, anti-
kanserojen etki olusturma, kardiyovaskiiler koruma, bagisikligi artirma, diyabete ve
obeziteye karst koruma, noroprotektif ve yaslanma oOnleyici aktivite gibi birgok
biyoaktivite sergiler (103,104). Melatonin ayni zamanda kemik iligi hiicreleri, over,
lens, adrenal bezler, bobrek, timus, tiroid, plasenta dokularinda, mast hiicreleri gibi

noroendokrin karakterde olmayan hiicrelerde ve eozinofilik l6kositlerde, safra kanali ve
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gastrointestinal sisteminden de salgilanmaktadir (105). Son yillarda 6zellikle diffiiz
noéroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul edilen APUD (Amine Precursor Uptake
Decarboxylase) hiicrelerinde ve gastrointestinal kanaldaki enterokromaffin hiicrelerinde

de melatonin sentezi yapildig: ifade edilmistir (106).

Iyonize radyasyon ile kanser tedavilerinde iyilestirme siirecini arttirmanin bir
yolu, antitlimoral etkinligi degistirmeksizin saglikli dokular1 radyasyon hasarindan
koruyan hiicre koruyucu ajanlarin kullanilmasidir (107). Antioksidanlarin siipiiriicii etki,
bastirict etki, onarici etki ve zincir kiricr etki olmak iizere bir¢ok etki mekanizmalari
vardir (108). Son on yilda yapilan bilimsel ¢alismalar melatoninin, hidroksil radikalini

stiplirme Ve radyokoruyucu yetenegini ortaya koymustur (109).

Tiim antioksidanlar karsilastirildiginda melatoninin en giiclii serbest radikal
temizleyici oldugu gorilmistir (110). Melatonin, seksiiel aktivite ve iireme
fonksiyonlar1, immun yanit, yaslanma siireci, 1s1 reglilasyonu ve timor biiyiimesi gibi
fizyolojik siireglerde de gorev almaktadir (111). Melatonin lipofilik 6zelligi sayesinde
hiicrenin tiim organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabilir. Boylece antioksidan etkisi

hiicrenin genis bir alanina etki etmektedir (112).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Melatonin (Sigma, M5250-250MG)

TUNEL kiti (Abcam, HRP-DAP (ab206386)

DAP c¢ekirdek boyasi (Sigma, D9542)

Z0O-1 Monoclonal Antibody (ZO1-1A12)

Lectin PNA PNA Conjugates (L-32459)

Goat Anti-Mouse 1gG H&L (Alexa 488) (ab150113)
Proteinase K, recombinant, PCR grade (EO0491)
Ketamin (Keta- Control)

Rompun (XYLAZINBIO %2) (bioveta)

Etanol (ISOLAB)

Ksilen (ISOLAB)

Parafin

Hematoksilen (Bio-optica)

Eozin (Bio-Optica)

Entellan (MERCK M10796)

Phosphate Buffer Saline(PBS)-Fosfat Tamponlu salin
Tris-Buffer Saline (TBS)

Citrat Buffer (Diapath Hk3400617)

Methanol (Sigma)

Hidrojen Peroksit (H20:) (Sigmal18304)

PBS Blocking Buffer with BSA Premixed Powder (Biobasic SB0626)

3.1.2. Cihazlar

Radyoterapi Lineer hizlandirici cihazi (Linac -Varian- Trilogy)
Radyoterapi doz kalibrasyon ekipmanlari

Doku Takip Cihazi (Thermo, Runcorn, WA7 1TA, UK)

26



Su Banyosu (Maxotech)

Mikrotom (Thermo)

Isik Mikroskobu (Zeiss)

Diidiikli tencere (Simbo)

Floresan Mikroskop (Leica DMI8S)

Parafin Dispenser (Maxotech)

Doku Homojenizatorii (Qiagen)

Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-30)
Hassas Terazi (Radwag)

Etiiv (Elektro-mag)

Vorteks (Wisd Vortex Mixer VM-10)
Mikropipetler (Ependorf research)

Buzdolab1 (+4°C) (Vestel)

Derin Dondurucu (-80°C) (VIP ECO)
Multi-mode Reader (BioTek Instruments, ABD)

3.1.3. Kullamlan Cozelti ve Tamponlar

%4 Paraformaldehit (pH:7.4)

Paraformaldehit........................o 40 gr

Distile SU.....oivviiiiii 1000 ml
0.2M Fosfat Buffer (pH:7.4) .................. 500 ml
1N NaOH

Sitrat Tamponu (pH:6)

Sodyum Sitrat..........ccoviiiii iml
Distile su .....oooviiiiii 10 ml
%3 H202

H202 (%34.5-36.5) ... iml
Metanol......oooeene 11 ml

BSA

BS A 4.06 g
Ultradistile SU........oooio. 100 ml
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% TBS (pH:7.6)

LI b o T N 0,24 gr
o NaCl...ooi 0,88gr
¢ DS SUn ettt e, 9ml

1 X TBS igin;
o J0OXTBS. 2 ml
o Distilesu.......oooiiiii 18ml

«» Proteinase K

* Proteinase K.........cooooiiiii 1 pul

o Distile SU....coiiiiiii e, 99 ul

o TATENZIM......oooiii 1 ul
3.2. YONTEM

Bu calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (SBU-Hamidiye HADYEK) tarafindan 25.12.2020 tarihli ve 07 sayili
toplantida 01 karar numarasi ile etik olarak uygun bulunmustur. Deney hayvanlari,
kimyasal ve tibbi malzemeler SBU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(BAP) tarafindan 2021/078 numarali proje ile desteklenmistir. Caligmamizda siganlara
cerrahi islemler, SBU Hamidiye Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’'nda uygulanmustir. Siganlarin radyoterapi uygulamalari SBU Haydarpasa
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali
Radyoterapi Boliimiinde gergeklestirilmistir. Siganlardan alinan doku oOrneklerinin
histolojik takip islemleri SBU Hamidiye Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana
Bilim Dali Laboratuvarinda yapilmistir. Sicanlardan alinan kan ve doku 6rneklerinin
biyokimyasal analizleri SBU Hamidiye Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali
Laboratuvarinda ¢aligilmustir. Floresan mikroskop goriintiilemeleri SBU Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi (DETAUM)’da bulunan Floresan Mikroskobu

Laboratuvarinda yapilmistir.

3.2.1 Deneklerin Se¢cimi ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu calismada 12 haftalik 200-250 gram agirliginda Spraque-Dawley cinsi 40
adet erigkin erkek si¢an kullanildi. Tiim si¢anlar deneye baslanmadan Once rastgele

gruplara ayrildi ve tartildi (Tablo 3.1.). Siganlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
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periyoduna sahip ortamda uygun kafeslerde 21-22 °C sicaklikta, barindirilip musluk

suyu ve standart sican yemi ile beslendi.

Tablo 3.1: Deneklerin gruplarinin agirliklarinin belirlenmesi

Grup En az ve en ¢ok agirhik degeri () ggﬂin(];)
G1 (Kontrol) 215-239 227
G2 (DDHR) 224-242 233
G3 (DDHR+ MEL) 221-241 231
G4 (YDHR) 218-250 234
G5 (YDHR+ MEL) 200-248 224

Calismada kullanilan denekler, deneyin baslangicinda rastgele her grupta 8 sican (n=S8)
olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

e Grup 1 Kontrol grubu;

Rastgele segilen sicanlara higbir islem uygulanmayip, diger sicanlar ile aym
ortamda tutuldu.

o Grup 2 Diisiik doz hizli radyoterapi (DDHR) grubu;

Siganlarin abdominopelvik bolgelerine tek doz olarak (8Gy) ve diisiik doz hizli
(400 MU/min) RT uygulandu.

e Grup 3 Diisiik doz hizli radyoterapi (DDHR) +Melatonin (MEL) grubu;
Siganlara radyoterapiden 15dk oOnce 50mg/kg/i.p melatonin verilerek,
abdominopelvik bolgelerine tek doz olarak (8Gy) ve diisik doz hizli 400
MU/min RT uygulandu.

e Grup 4 Yiiksek doz hizli radyoterapi (YDHR) grubu;

Siganlarin abdominopelvik bolgelerine tek doz olarak (8Gy) ve yiiksek doz hizli
(1400 MU/min) RT uygulandi.
e Grup 5 Yiiksek doz hizli radyoterapi (YDHR) +Melatonin (MEL) grubu;

Sicanlara radyoterapiden 15dk once 50mg/kg/i.p melatonin verilerek,
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abdominopelvik bolgelerine tek doz olarak (8Gy) ve yiiksek doz hizli (1400
MU/min) RT uygulandi (113).

3.2.2. Melatonin Uygulamasi

G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) tedavi gruplarina radyoterapiden 15dk
once 50mg/kg/i.p Melatonin (%1’lik etanol ve serum fizyolojik karisiminda) uygulandi.
Bu 1518a duyarli ¢ozelti 151k gegirmeyen bir kap icerisinde serin ortamda hazirlanip ve

her sigana 1ml i.p. olarak uygulandi (114).

3.2.3. Radyoterapi Uygulamasi

Radyoterapi cihazi olarak, SBU Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali Radyoterapi béliimiinde bulunan
Varian marka, Trilogy model lineer hizlandirici cihazi kullanildi. G1 (Kontrol)
grubundaki siganlar hari¢ diger dort gruptaki siganlara 80 mg/kg/ip ketamin ve 20
mg/kg/i.p. Xyzlazine ile agirliklarina gore anestezi uygulandi ve sirtiistii pozisyonunda
RT diizenegi iizerine yerlestirildi. Deney hayvanlarinin abdominopelvik bolgesine, cilt
kaynak mesafesi (SSD) 100cm, 6MV iyonize X-isinlari, farkli doz hizlarinda (diisiik
doz hiz1 400MU/min ve yiiksek doz hizt 1400MU/min) RT uygulamasi yapildi (Resim
3.1).

Doz derinligine bagli olarak, maksimum doz bdlgesini testis dokusunda tutmak
icin abdominopelvik bolgeye 10mm doku esdegeri bolus malzemesi yerlestirildi.
Ayrica, 6MV iyonize X-1s1mi1 i¢in doz maksimum noktasi (Dmax), deri yilizeyinden
1.6cm derinlikte hesaplandi. RT uygulamasindan 6nce cihazin doz verimliligi (doz out-

put), IMU=1cGy olacak sekilde doz kalibrasyonu yapildi.
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Resim 3.1: Bolus malzemesi yerlestirilen deneklere radyoterapi uygulanmasi

3.2.4. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

RT uygulamalarindan 48 saat sonra tiim siganlara ketamin (80 mg/kg) + ksilazin
(20 mg/kg) verilerek anestezi uygulandi ve eksanguinasyon (kalpten kan alma) yontemi
ile sakrifiye edildi (Resim 3.2). Intrakardiyak kan ornekleri pihti aktivatorli jelli
biyokimya tiiplerine alinarak 3000 g x10 dakika santrifiij edilerek serumlari ayrildi.
Alinan serum ve sag testis dokular1 Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total
Oksidan Seviye (TOS) biyokimyasal analizlerini yapmak iizere -80°C’de saklandu.
Histolojik incelemeler icin sol testis dokulari %4’liikk paraformaldehit fiksatifine
alind1 (Resim 3.3).
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Resim 3.3: Testis dokusunun (sar1 ok) cerrahi olarak ¢ikarilmasi
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3.2.5. Orneklerin Histolojik Analizleri

3.2.5.1. Doku takibi: Histolojik incelemeler igin sol testis dokulart %4 liik

paraformaldehit soliisyonunda +4 °C’de 24 saat fikse edildi. Dehidrasyon ve

seffaflandirma basamaklarmi takiben parafin bloklara gomiildii. Islem basamaklar:

Tablo 3.2 “de ayrintil1 olarak gosterildi.

Tablo 3.2: Doku takibi basamaklari

Islem siiresi

Yapilan islem Kullanilan madde
Tespit %4°1iik Paraformaldehit 24 saat
%70’lik Etanol 1 saat
Dehidrasyon %80°lik Etanol 1 saat
%96°lik Etanol 1 saat
%961
%96°1ik Etanol 1 saat
Absolii Alkol
Alkol-Ksilen Karigimi Yarim saat
Seffaflandirma Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin-Ksilen Karigimi Yarim saat
Emdirme Parafin 1 saat
1 saat
Parafin
Gomme Parafin -
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3.2.5.2. Hematoksilen & Eozin boyama yontemi: Parafin bloklar haline getirilen

testis dokularindan mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi ve su banyosuna

(40°C) aktarilarak kirigikliklar1 giderildi. Lamlara alinan kesitler incelenmek {izere

Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama yontemiyle boyand: (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: H&E Boyama Basamaklari

Yapilan islem Kullanilan madde/cihaz Islem siiresi
Flz!kgel 60° C’de Etiivde 1 saat
Deparafinizasyon
. Ksilen 15 dakika
Kimyasal
Deparafinizasyon Ksilen 15 dakika
%96’lik Etanol 5 dakika
Rehidrasyon %80’lik Etanol 5 dakika
%70’1lik Etanol 5 dakika
Boyama Hematoksilen 2 dakika
Temiz musluk suyu dolu beher 10 kez daldirma -
Yikama
¢ikarma
Boyama Eozin 1 dakika
Temiz musluk suyu dolu beher 10 kez daldirma-
Yikama

¢ikarma

%70’lik Ethanol

%380’lik Ethanol

Dehidrasyon 296’11k Ethanol
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Tablo 3.3 (devam)

Absolii Alkol 10 kez daldirma -
¢ikarma
Seffaflandirma Ksilen 15 dakika
Kapama Entellan -

Boyanmis olan testis dokusu kesitleri dijital fotograf makinesi atagmanh
(Axiocam) Zeiss marka 151k mikroskobuyla fotograflari ¢ekilerek randomize kor olarak
incelendi. Morfometrik, morfolojik degerlendirmeler ve Johnsen Testiskiiler Biyopsi
Skorlamalar1 (JTBS) yapildu.

Morfometrik 6l¢iimler (seminifer tiibiil ¢capi, germinal epitel kalinlig1 ve bazal
membran kalinlig1) ve seminifer tiibiillerdeki hasarin belirlenmesi i¢in JTBS yapild:.
Rastgele se¢ilmis her gruptan 8 farkli preparatta 20'ser tiibiil incelendi (Tablo 3.4). Her
grup i¢in ayri ayr1 160 adet tiibiil degerlendirilerek istatistiksel analiz yapildi (115).

Morfolojik olarak; seminifer tiibiillerin ve interstisyel bag dokusunun kontrol

grubuna gore kiyaslamalar1 yapilarak degerlendirildi.

Tablo 3.4: Johnsen Testiskiiler Biyopsi Skorlamasi (116)

Johnsen Tanimlama
Skoru
1 Seminifer tiibiil kesitinde hicbir hiicre yok
2 Germ hiicresi yok sadece Sertoli hiicresi var
3 Germ hiicresi olarak sadece spermatogonyumlar var
4 Spermatozoa ve spermatid yok, az sayida (5/tiibiil)

spermatosit var
5 Spermatozoa ve spermatid yok fakat fazla sayida

spermatosit var
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Tablo 3.4 (devam)

6 Spermatozoa yok, az sayida spermatid var (5/tiibiil)
var

7 Spermatozoa yok fakat cok sayida spermatid var

8 Liimende az sayida spermatoza (5/tiibiil) var

9 Germinal epitel diizensiz ve limene dogru yayilmis,

cok sayida spermatozoa var
10 Germinal epitel ¢ok siral1, tiibiil liimeni agik, ¢cok

sayida spermatozoanin goriildiigii spermatogenez var

3.2.5.3. Immiinofloresan boyama yontemi: Testis dokularinda kan-testis

bariyerindeki siki  baglantilarda bulunan ZO-1 proteininin, germinal epitel

hiicrelerindeki ve sperm akrozomlarindaki bazi glikokonjugatlarin Lectin PNA antikoru

ile immiinolokalizasyonlarini belirlemek amaciyla immiinofloresan boyama yontemi

kullanildi. Immiinofloresan boyama i¢in 5 pm kalinhiginda alman kesitler etiivde (60°C)

1 gece deparafinize edildi.

X/
L X4
L]

L]

Deparafinize olan kesitler sirasiyla agagidaki serilerden gegirildi.;

Ksilen 15 dk

Ksilen 15 dk

%96’l1k etanol 5 dk

%80’lik etanol 5 dk

%70’1ik etanol 5dk

Distile su 10 dk

PBS 10 dk

Sitrat tamponuna (pH 6.0) alinan testis dokular1 buhar basingh (diidiiklii) tencere
icinde 14 dk kaynatildi. Bu islem sonunda dokular aymi tampon icinde oda
sicakliginda sogumaya birakildi.

PBS ile 10 dk yikandi.

Kesitler kurutularak dokularin etrafi pap pen ile sinirlandirildi.

Dokular %3 H20, ile endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi i¢in oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3 kez 5 dk yikandi.
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% %3 PBS Blocking BSA karisimi damlatilan dokular oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi.

% Primer ZO-1 antikoru PBS ile 1:500 oraninda diliie edilerek dokulara damlatildi
ve +4°9C’de nemli ortamda 1 gece inkiibe edildi.

s PBS ile 3 kez 5 dk yikandi.

% Goat Anti-Mouse 1gG H&L (Alexa 488) sekonder antikoru PBS ile 1:500
oraninda diltie edilerek dokulara damlatildi ve folyo ile kapatilmis giines 15181na
maruz kalmayan bir ortamda 2 saat 37°C’de inkiibe edildi.

s PBSile 3 kez 5 dk yikandi.

% Lectin PNA PNA Conjugates antikoru PBS ile 1:500 oraninda diliie edilerek
dokulara damlatildi ve folyo ile kapatilmis giines 1s1gina maruz kalmayan bir
ortamda 2 saat 37°C"de inkiibe edildi.

s PBS ile 3 kez 5 dk yikandi.

o Dokular DAPI igeren kapama medyumu (PBS ve Gliserol igeren soliisyon) ile
kapatildi, etraflar seffaf oje ile sabitlendi.

e Kesitleri alinip, immiin floresan boyamasi tamamlanan dokularin dijital
fotograf makinesi eklentili Leica DMI8S floresan mikroskop ile fotograflari
cekildi.

e Her gruptan rastgele segilen en az 8 alan iki histolog tarafindan bagimsiz olarak
degerlendirildi. Boyama derecesine gore yar1 kantitatif Histolojik-Skor (H-SKOR)
denklemi kullanilmistir. H-SKOR= Pi (i+1) denklemine gore; denklemdeki i,
spesifik boyanmanin yogunlugunu gostermektedir. i: 1, 2 ve 3 (sirasiyla, zayif, orta
ve giiclii) degerlerini alabilmektedir. n ise, %0 ile %100 arasinda degisen

yogunlukta boyanmis hiicrelerin yiizdesini gostermektedir.

Her kesit i¢in boyanma derecesi;
0: Boyanma yok
+1: Zay1f boyanma
+2: Orta boyanma

YV V ¥V V V

+3: Gligli boyanma olarak degerlendirilerek immiin floresan boyanma
skorlamasi yapildi ve elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi (117-119).
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3.2.5.4. TUNEL boyama yontemi: Apoptoza ugramis testis hiicrelerindeki DNA
fragmantasyonlarini tespit etmek icin TUNEL (TdT-dUTP nick-end-labelling) yontemi
kullanildi. TUNEL boyama igin 5 pm kalinliginda alinan ve etiivde (60°C) 1 gece
deparafinize edilen kesitlere ““TUNEL Assay Apoptosis Detection Kit protokolii
uyguland1 (Tablo 3.5.). Boyanan kesitler Zeiss marka 11k mikroskobuyla incelenerek
fotograflar1 cekildi. Her ornege ait kesitlerde 10 farkli alan segilerek apoptotik
hiicreler ve normal hiicreler sayildi. Daha sonra yiizdelik oran “(apoptotik hiicre

x100) /normal hiicre” formiiliine gore hesaplanarak istatistiksel analizi yapild1 (120).

Tablo 3.5: TUNEL boyama basamaklari

Seri Uygulama siiresi
Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
%9611k etanol 5dk
%80’lik etanol 5dk
%70’lik etanol 5dk
1 XTBS 5dk
Proteinase K Soliisyonu 20 dk
1 XTBS 5dk
%3 H20: 5dk
1 XTBS 5dk
TdT Dengeleme Tamponu 30 dk
TdT Enzim+TdT Isaretleme 90 dk
1 X TBS 5dk
Durdurma Tamponu 5dk
1 XTBS 5dk
Bloklama Tamponu 10 dk
25X Conjugate Bloklama Tamponu 30 dk
1 X TBS 5 dk
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Tablo 3.5 (devam)

DAP Soliisyonu 15 dk
Distile su ile yikama 1 kez daldirma ¢ikarma
Metil Yesili 2 dk
%100 Etanol 3 kez daldirma ¢ikarma
%100 Etanol 3 kez daldirma ¢ikarma
Ksilen 3 kez daldirma ¢ikarma

Entellan ile kapama

3.2.6. Orneklerin Biyokimyasal Analizleri

Biyokimyasal parametreler serumda ve dokularin homojenizasyonundan elde
edilen siipernatantta analiz edildi. Dokularda bakilan tiim parametreler protein

sonuclarina gore normalize edildi.

3.2.6.1. Doku homojenizasyonu: Alinan doku 6rnekleri 1 mg kadar tartild1 ve
orneklere 1:10 oraninda 1xPBS eklendikten sonra seramik bilyeler ile homojenize
edildi. Homojenat +4°C'de 10,000 x g'de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatantlari
baska bir tiipe ayrildi. Dokularin homojenizasyonu ile elde edilen siipernatantin total

protein diizeyi Bradford yontemi ile tayin edildi (121).

3.2.6.2. Total Antioksidan Seviye (TAS): Orneklerin total antioksidan seviyesi
Erel ve ark. gelistirdigi kolorimetrik yonteme gore Olgiildi (122). Yontemin temel
prensibi, antioksidanlarin varliginda koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalininin, renksiz
ABTS formuna indirgenmesine dayanmaktadir. Standart olarak mM askorbik asit
kullanildi. Serum i¢in sonuclar mmol Askorbik Asit Ekivalent / mL, doku i¢in ise mmol

Askorbik Asit Ekivalent / mL mg protein olarak ifade edildi.

3.2.6.3. Total Oksidan Seviye (TOS): Total oksidan seviyesi, Ornekteki
oksidanlarin ferrdz iyon selator kompleksini ferrik iyonlara okside edip bu ferrik
iyonlarin asidik ortamda ksilenol turuncusu ile renkli bir kompleks olusturma esasina

dayanan Erel ve ark. gelistirdigi yonteme gore fotometrik olarak o6l¢iildii (123). Standart
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olarak H20> kullanildi. Serum igin sonuglar pmol H>O> Ekivalent / mL, doku igin ise
umol H2O; Ekivalent / mL mg protein olarak ifade edildi.

3.2.6.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI): Orneklerin oksidatif stres indeksleri total
oksidan seviyenin, total antioksidan seviyeye orani seklinde matematiksel denklemler
ile hesaplandi (124). Serum igin oksidatif stres indeksi Arbitrary Unit (AU), doku igin
ise AU mg protein olarak ifade edildi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 25 paket programi ile yapildi. Nicel degiskenler i¢in
aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri sunuldu. ikiden ¢ok kategori iceren nitel
degiskenlerle nicel degiskenler arasindaki karsilagtirmalarda tek yonli ANOVA
kullanildi. Tek yonlii ANOVA sonucunda anlamli farklilik bulunmasi durumunda post-
hoc yontemlerden LSD testi ile kategoriler karsilastirildi. Tip I hata oran1 0,05 olarak

alindi.
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4. BULGULAR

4.1. MORFOMETRIK BULGULAR

Deney gruplarina ait morfometrik 6lg¢tim sonuglar1 (seminifer tiibiil ¢api, bazal
membran kalinlig1 ve germinal epitel kalinlig1) ortalama ve standart sapma olarak Tablo

4.1°de gosterilmistir.

Seminifer tiibiil c¢aplarinda yapilan Olgiimlere gore yalmiz RT uygulanan G2
(DDHR) ve G4 (YDHR) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmamasina ragmen bu iki grubun seminifer tibil ¢apimin G1 (Kontrol), G3
(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artmis oldugu saptandi (p <0,001%).

Bazal membran kalinliklarmin Ol¢iimlerine gore RT ile birlikte melatonin
uygulanan G3 (DDHR-+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinda bazal membran
kalinliginin G1 (Kontrol) grubuna kiyasla azalmis oldugu (p<0.001) ve bu iki grubun
arasinda anlamli bir farkin olmadig tespit edildi. G4 (YDHR) grubunda bazal membran
kalinliginin G2 (DDHR) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkla azaldigi
saptand1 (p <0,001%).

Tablo 4.1: Deney gruplarinin morfometrik verilerinin ortalama ve standart sapma

degerleri
Seminifer tiibiil Bazal membran kalinhg: Germinal epitel (um)
¢ap1 (nm) (nm)
Kontrol (G1) 339,8435,26 6,5+0,64 111,93+£14,98
DDHR (G2) 362,59+47,43 2,2+0,76 122,78+21,72
DDHR+MEL (G3) 345,86+42,44 3,79+0,63 107,56+12,78
YDHR (G4) 364,39+50,38 1,91+1,69 119,84+20,56
YDHR+MEL (G5) 344,79+32,52 3,49+1,13 106,96+18,59
F 7,669 168,18 25,207
p <0,001* <0,001* <0,001*
Farkhhk G2,G4>G1,G3,G5 G1>G3,G5>G2>G4 G2,G4> G1,G3,G5
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Germinal epitel kalinliginin yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR)
gruplarinda en yiiksek oldugu, G1 (Kontrol), G3 (DDHR+MEL) G5 (YDHR+MEL)
gruplarinda ise bu kalinhigin azaldigi gorildi (p<0,001*). G1 (Kontrol), G3
(DDHR+MEL) G5 (YDHR+MEL) gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi.

4.2. MORFOLOJIK BULGULAR

4.2.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Deney gruplarma ait testis dokularinin histolojik kesitleri incelendiginde

asagidaki bulgular elde edildi;

G1 (Kontrol) grubunda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi;
seminifer tiibiiller, spermatogenik seriye ait hiicreler normal yapida izlendi. Interstisyel
bag dokusu ve interstisyel alandaki Leydig hiicreleri normal olarak izlendi. G1

(Kontrol) grubuna ait 151k mikroskobu goriintiileri Resim 4.1’de gosterilmistir.

G2 (DDHR) grubunda; bazal membranda diizensizlikler, seminifer tiibiillerin
germinal epitelinde diizglin olmayan yapilanma ve spermatogenik seri hiicrelerinin
sayisinda azalma, yer yer vakuolizasyon, tiiblil liimenindeki spermatozoonlarin sayica
azalmasi, interstisyel alanda agilmalar ve yer yer kopmalara eslik eden morfolojik
bozulmalar goriildi. G2 (DDHR) grubuna ait histopatolojik bulgular Resim.4.2.’de

gosterilmistir.

G3 (DDHR+MEL) grubunda; histolojik kesitlerin morfolojik yapisinin G1
(Kontrol) grubuna benzer oldugu ve G2 (DDHR) grubuna kiyasla histopatolojik
bulgularin daha hafif oldugu goriildii. G2 (DDHR) grubu ile karsilastirildiginda G3
(DDHR+MEL) grubunda bazal membran ve germinal epitel yapisinda diizelmeler ve
vakuolizasyon oraninda azalma, intertisyel alandaki agilmalarda azalma oldugu ancak
yer yer kopmalarin devam ettigi goriildii. G3 (DDHR+MEL) grubuna ait histopatolojik

bulgular Resim 4.2°de gosterilmistir.
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Resim 4.1: G1 (Kontrol) grubu testis dokusu 151k mikroskobu goriintiisii. Sar1 yildiz:
normal morfoloji gosteren seminifer tiibiil liimeni, kirmiz1 ok: Sertoli hiicresi, yesil ok:

Leyding hiicresi, siyah ok: bazal membran (Bar: 50 um, H&E)

G4 (YDHR) grubunda; bazal membranda diizensizlikler ve ayrilmalar, seminifer
tiibiillerin germinal epitelinde diizglin olmayan yapilanma ve spermatogenik seri
hiicrelerinin sayisinda azalma, vakuolizasyonda artig, tiibiil liimeninde sayica azalan
spermatogenik hiicreler, intertisyel alanda yer yer kopmalar goriildi. G4 (YDHR)

grubuna ait histopatolojik bulgular Resim 4.3’te gosterilmistir.

G5 (YDHR+MEL) grubunda; histopatolojik bulgularin G4 (YDHR) grubuna
gore daha az oranda seyrettigi, limendeki sperm sayisinin daha fazla oldugu, germinal
epitelde artan spermatogenik seri hiicreleri ve daha diizenli germinal epitelin varligi
goriildii. Bazal membranda kopmalar ve yer yer vakuolizasyon goriildi. G5
(YDHR+MEL) grubuna ait histopatolojik bulgular Resim 4.3’te gosterilmistir. Tim
deney gruplarina ait testis dokularinin 1sik mikroskobu goriintiileri Resim 4.4’te

karsilastirilmistir.
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Resim 4.2: G2 (DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarinda testis dokusu 1gik mikroskobu
gorlintiileri. Siyah ok: bazal membran, siyah ok basi: vakuolizasyon, siyah yildiz:

interstisyel alan (Bar: 50 um, H&E)
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Resim 4.3: G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinda testis dokusu 1gik mikroskobu
gorlintiileri. Siyah ok: bazal membran, siyah ¢ift ok basi: germinal epitelde ayrilmalar,

siyah yildiz: interstisyel alan (Bar: 50 pm, H&E)
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Resim 4.4: Biitiin deney gruplarina ait testis dokularinin 11k mikroskobu goriintiileri.
Siyah ok: bazal membran, siyah ok basi: vakuolizasyon, siyah ¢ift ok basi: germinal
epitelde ayrilmalar, siyah yildiz: interstisyel alan (Bar 50 um ve 100 pm, H&E)
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Germinal epitel hiicrelerinin JTBS ait veriler karsilastirildiginda (Tablo 4.2) G1
(Kontrol) grubunun JTBS’nin en yiiksek oldugu saptandi. G1 (Kontrol) grubu ile
kiyaslandiginda, RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL) gruplarinin (kendi aralarinda anlamli fark olmamakla birlikte) JTBS’nin
azaldig1 goriildi (p<0,001*). Yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplar
arasinda (kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte) diger

gruplara gore JTBS en disiiktii (p<0,001%).

Tablo 4.2: Deney gruplarinda JTBS ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Johnson Skoru
Kontrol (G1) 9,23+0,42

DDHR (G2) 7,41+0,86
DDHR+MEL (G3) 8,01£0,94

YDHR (G4) 7,51+0,69
YDHR+MEL (G5) 7,88+0,9

F 46,157

p <0,001*

Farkhhik G1>G3,G5>G2,G4

TUNEL boyama sonucu elde edilen apoptotik hiicrelerin yiizde olarak verileri
karsilastirildiginda, Yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinin en
yiiksek degerde oldugu ve bu iki grup arasinda anlamli bir farklilik olmadig tespit
edildi. Apoptotik yiizde degerinin sirasiyla RT ile birlikte melatonin uygulanan G5
(YDHR+MEL), G3 (DDHR+MEL) ve G1 (Kontrol) gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi goriildii (p<0,001*) (Tablo 4.3). Tim gruplara ait
TUNEL pozitif hiicrelerin goriintiileri Resim 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.3: Deney gruplari arasinda apoptotik yilizde verileri (%) verilerinin

karsilastirilmasi
Gruplar TUNEL
Kontrol (G1) 1,67+0,96
DDHR (G2) 5,9+5.39
DDHR+MEL (G3) 3,08+4,8
YDHR (G4) 5,91+6
YDHR+MEL (G5) 4,81%+4,96
F 29,257
p <0,001*
Farklilik G2,G4 >G5 >G3 >G1
G1 o

Resim 4.5: G1 (Kontrol) grubunda TUNEL pozitif (+) germ hiicresinin (siyah ok) 1g1k
mikroskobu goriintiisii (Bar 50um, TUNEL)
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Resim 4.6: G2 (DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarinda TUNEL pozitif (+) germ

hiicrelerinin (siyah ok) 1sik mikroskobu goriintiileri (Bar 50um, TUNEL)
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Resim 4.7: G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinda TUNEL pozitif (+) germ
hiicrelerinin (siyah ok) 151k mikroskobu goriintiileri (Bar 50um, TUNEL)
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Resim 4.8: Biitiin deney gruplarina ait testis dokularinda TUNEL pozitif (+) germ
hiicrelerinin (siyah ok) 151k mikroskobu goriintiileri (Bar 50um ve 100 um, TUNEL)
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4.2.2. Floresan Mikroskop Bulgulari

Normal seminifer tiibiil epitelinde, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar
kan-testis bariyerinin ana bilesenini olusturur. RT bagli olarak kan-testis bariyerinin
morfolojik ve/veya fonksiyonel olarak degisip degismedigini belirlemek icin siki
baglanti proteini olan ZO-1 ekspresyonu ve dagilim paterni anti ZO-1 antikoru ile
germinal epitel hiicrelerindeki ve sperm akrozomlarindaki glikokonjugatlarin ise Lectin

PNA antikoru ile lokalizasyonu immiinfloresan boyama yontemiyle incelendi.

ZO-1 immiinolokalizasyonu seminifer epitelin bazal membraninda izlendi. G1
(Kontrol) grubunda ZO-1 pozitif alanlar izlenirken boyama siddetinin diger gruplara
kiyasla daha yogun oldugu goriildi (p<0.001%*). Yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve
G4 (YDHR) gruplarinda gruplar arasi anlamli fark olmamakla birlikte germinal hiicre
kayiplarinin oldugu bélgelerde ZO-1 pozitif alanlarin zayiflayarak azaldigi, bazi
bolgelerde ise hi¢ goriilmedigi saptandi. Bu gruplarda azalmis olan ZO-1
ekspresyonunun RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL) gruplarinda anlamli farkla arttigi ve G1 (Kontrol) grubuna yakin oldugu
goriildi (p<0.001*) (Tablo 4.4).

Lectin PNA ekspresyonu germinal epitel hiicrelerinde seminifer tiibiil liimenine
dogru artarak izlendi. G1 (Kontrol) grubunda Lectin PNA immiinolokalizasyonu daha
yogun izlenirken bu yogunlugun yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR)
gruplarinda  seminifer tiibiillerin  biitiinligli bozulmus kisimlarinda bulunan
spermatogenik seri hiicrelerinde anlamli farkla azaldigi (p<0.001*), RT ile birlikte
melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL), gruplarinda ise tekrar
istatsitiksel diizeyde anlamli farkla artmis oldugu goriildii (p<0.001) (Tablo 4.5). Tiim
gruplara ait floresan goriintiiler Resim 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 413 ve 4.14’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.4: ZO-1 ve Lectin PNA antikorunun gruplar arasindaki H- SKOR degerleri

Gruplar Z0-1 Lectin PNA
Kontrol (G1) 2,63+0,52 3+0

DDHR (G2) 1,2520,46 1,2540,71
DDHR+MEL (G3) 2,2540,71 2,5+0,53

YDHR (G4) 1,5+0,53 1£0,53
YDHR+MEL (G5) 2,38+0,74 2.25+0,46

F 7,721 22,361

p <0,001* <0,001*

Farkhhk G1> G3,G5> G2,G4 G1,G3> G5> G2,G4

Tablo 4.5: ZO-1 ve Lectin PNA immiinofloresan boyanma dereceleri. (+): zayif, (++):

orta, (+++): giiclii

Gruplar Z0-1 Lectin PNA
Kontrol (G1) i T
DDHR (G2) * *
DDHR+MEL (G3) * T
YDHR (G4) * *
YDHR+MEL (G5) * i
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BIRLESTIRILMIS

Resim 4.9: G1 (Kontrol) grubu testis dokusunda ZO-1 (yesil) ve Lectin PNA (kirmizi)

antikorlarinin floresan mikroskop goriintiileri (Bar 100 um, 63X)

KONTROL

100

Resim 4.10: G1 (Kontrol) grubu testis dokusunda ZO-1 (yesil) ve Lectin PNA (kirmizi)

antikorlarinin floresan mikroskop goriintiisii (Bar 100 um, 63X)
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Resim 4.11: G2 (DDHR) (A), G3 (DDHR+MEL) (B) gruplarinda ZO-1 (yesil) ve
Lectin PNA (kirmizi1) antikorlarinin floresan mikroskop goriintiileri (Bar 100 um, 63X)
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Resim 4.12: G4 (YDHR) (A), G5 (YDHR+MEL) (B) gruplarmninda ZO-1 (yesil) ve
Lectin PNA (kirmiz1) antikorlarinin floresan mikroskop goriintiileri (Bar 100 pm, 63X)
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Resim 4.13: ZO-1 (yesil) ve Lectin PNA (kirmizi) antikorlarinin floresan mikroskop

gortintiileri (40X, 63X)
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NEGATIF
KONTROL

KONTROL

YDHR+MEL

Resim 4.14: ZO-1 (yesil) ve Lectin PNA (kirmizi) antikorlarinin floresan mikroskop
goriintiileri (40X, 63X)
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4.3. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERE AIT BULGULAR

Deney gruplarina ait testis dokular1 ve kan serumlarindan elde edilen TAS, TOS

ve OSI degerleri, ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Serum ve testikiiler doku TAS, TOS ve OSI degerlerine ait ortalama ve

standart sapma degerleri

G3 G5
G1 Kontrol G2 DDHR DDHR+ G4 YDHR YDHR+ F o] Farkhhik
MEL MEL

Doku TAS
(mmol/ml,  025:002 0215002 023:003 018003 2000 q1e08 001 GLES>
mg rotein) T
Doku TOS
(umol / ml 0,17+0,01 024£0,04  0,23+0,04 027004 021200 543 <0001 62,64 >
! 4 G1,G3,G5
mg rotein)
Doku OSI 1,02+0,1 <0,001  G4>G2,G3>
AU 0,68+0,07 1,13£0,16  1,04+0,18 1,55+0,35 7 17,8 . GLG5
Serum
TAS 0,890, 1 <0001 G1,G2,G3 >
1,42+0,13 1,24+0,18 1,3£0,27 0,6620,16 S0 23751 s o
(umol / ml, 5 G4,G5
mg rotein)
Serum
TOS 18,8141 <0001 G2,G3,G4>
17244128 20,3420,79  199+0,96  21,21%1,46 e 13025 " 6166
(nmol / ml '
mg rotein)
Serum
12535132 1676:2,58 15984361  3479:1252 272 533 <0001 G4>GLGZ,
OSI/AU 44 G3,G5

Testis dokularindaki TAS diizeyleri gruplar arasinda kiyaslandiginda; G1
(Kontrol) ve G3 (DDHR+MEL) gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik goriillmezken bu
gruplarin TAS diizeylerinin G2 (DDHR), G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildi (p <0,001*) (Tablo
4.7).

Doku TOS seviyeleri karsilastirildiginda; G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ve bu gruplarin TOS degerlerinin
G1 (Kontrol), G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gorildi (p <0,001*) (Tablo 4.8).
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Tablo 4.7: Deney gruplari arasinda doku TAS degerlerinin karsilastiriimasi

Doku Total Antioksidan Seviye

mmol Askorbik Asit Ekivalent / mL mg
protein
o o = =
[ h = h =
[ = ] = ]
[ [ = = =

Tablo 4.8: Deney gruplari arasinda doku TOS degerlerinin karsilastiriimasi

Doku Total Oksidan Seviye

5 0350
2 0,300
o 0,250
=
3 0.200
= 0.150
< 0,100
2
Z 0,050
0,000
- > & v & \
an & Q> Q) Q> \S
= & N » O @i*
= , % X
2@ SO, ¢
& &
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Doku OSI degerlerine bakildiginda; bu deger G4 (YDHR) grubunda anlamli
diizeyde en yiiksek, G1 (Kontrol) ve G5 (YDHR+MEL) grubunda ise en diisiik degerde
oldugu goriuldi. G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplart ve G4 (YDHR) ve G5
(YDHR+MEL) gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p
<0,001*) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: Deney gruplari arasinda doku OSI degerlerinin karsilastirilmasi

Doku Oksidatif Stres Indeks

2.500
2,000
- 1,500
=
1,000
0,000
> Q& s & .
& &© &y & N
0\' C;V Q\gb (}V Q‘z&
Q n
& &

Serum TAS diizeyleri gruplar arasinda kiyaslandiginda; G1 (Kontrol), G2
(DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarinin degerleri G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL)
gruplarina gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p <0,001*) (Tablo 10).

Serum TOS degerleri karsilastirildiginda; (G2) DDHR, G3 (DDHR+MEL) ve
G4 (YDHR) gruplarmin degerleri G1 (Kontrol) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p <0,001*) (Tablo 11).
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Tablo 4.10: Deney gruplari arasinda serum TAS degerlerinin karsilagtirilmasi

Serum Total Antioksidan Seviye
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Tablo 4.11: Deney gruplar1 arasinda serum TOS degerlerinin karsilagtirilmasi

Serum Total Oksidan Seviye
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Serum OSI seviyeleri degerlendirildiginde; G4 (YDHR) grubunun degerinin
diger gruplardan istatistiksel olarak yiiksek oldugu goriildii (p <0,001*) (Tablo 12).
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Tablo 4.12: Deney gruplari arasinda serum OSI degerlerinin karsilagtirilmasi

Serum Oksidatif Stres Indeks

50,000
45,000
40,000
35,000
30,000

2 25,000
20,000

15.000
10,000
5,000
0,000
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5. TARTISMA

Testis kanserlerinin tedavisinde modern radyoterapi teknikleri kullanilmaktadir.
Tedavide oncelik RT olmasina ragmen, iyonize radyasyonun neden oldugu testis hasari
erkek hastalarda olumsuz sonuglar dogurabilmektedir (125). RT uygulamalarinda
tiimorlii dokunun yok edilmesi kadar saglikli dokunun korunmasi da onemlidir. RT
kliniklerinde tercih edilen, yeni bir kullanim yontemi olarak “FFF ani yiiksek doz hizlari
metodu” dort kata kadar doz hizi artigina olanak saglayarak uzun tedavi siirelerini
azaltmaktadir (9,126). Ancak, bu doz hizlarinin testis dokularindaki fiziksel etkileri
sonucu olusan hiicre hasarinin radyobiyolojik agidan degerlendirilmesi ve olusabilecek
hasara karsi radyokoruyucularin etkileri literatiirde tam olarak ortaya konulmamistir
(125). Yiiksek enerjili iyonize X-isinlari kullanilarak, Siganlarin abdominopelvik
bolgelerine tek doz olarak verilen diisiik ve yiiksek doz hizlarindaki radyoterapi
uygulamasinin ¢evre saglikli dokulardaki olusabilecek radyasyona bagli doku hasarinin
ve bu hasarin onarilmasinda melatoninin etkinliginin incelenmesi bakimindan

degerlendirildiginde ¢calismamiz bir ilktir.

FF ve FFF ismlarinin kanser ve saglikli hiicreler itizerindeki radyobiyolojik
etkilerine iliskin c¢alismalar literatiirde mevcuttur (127,128). Lasio ve ark. diisiik doz
hizli iyonize radyasyonun saglikli dokularda ve kanser hiicrelerinde sag kalimi
etkiledigini gostermislerdir (129). Sorensen ve ark. ise ¢alismalarinda, farkli in-vitro
hiicre hatlar1 kullanilarak FF ve FFF isinlarinin akut etkilerinin hiicre sag kalim
tizerinde etkili olmadigini tespit etmislerdir (128). Kanser hiicre sagkalimi iizerine
yapilan bir bagka ¢alismada farkli doz hizlarinda 5 Gy ve 10 Gy akciger fibroblast hiicre
hatt1 ve glioblastoma hiicre hatt1 1gimnlanmistir. 10 Gy 1sinlamanin 5 Gy 1sinlamaya
kiyasla hiicre sagkaliminda daha etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica FFF iginlarinin
hiicre sagkaliminda radyobiyolojik etkisinde, doz hizinin 1sinlama siiresine gore daha
onemli bir parametre oldugu agiklamiglardir (130). King ve ark. DU-145 prostat ve
H460 akciger hiicre hatlarina FFF teknolojisi ile 6MV iyonize X-iginlarin1 kullanarak,
hiicre sag kaliminin iki hiicre hattinda da FFF hizina bagl olmadigint kanitlamiglardir
(131). Bir bagka calismada ise; Verbakal ve ark. FFF yiiksek doz hizi ve FF
konvansiyonel doz hizi 1ginlamalarinda hiicre sag kalimlarini astrocytoma D384, glioma
T98 ve akciger karsinom SW1573 hiicre hatlarinda karsilastirmiglardir. FF 6MV enerji
600MU/min ve FFF 10MV enerji 2400MU/min doz hizlarinda radyasyon verdikleri tiim
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hiicre hatlarinda hem FF hem de FFF yiiksek doz hizlarinda sag kalim agisindan anlamli
fark gozlemediklerini belirtmislerdir (127). Fogliata ve ark. da yaptiklari bir¢ok
calismada FF ve FFF isinlar1 arasinda doz planmi kalitesinde 6nemli bir fark olmadigini
ileri stirmiislerdir (132). Ling ve ark. radyoterapi siiresince doz hizlari ile total 1sinlama
stirelerinin hiicre sag kalimint etkiledigini belirtmis, doz hizini etkileyen parametrelerin,
serbest oksijen radikallerine, subletal hasarlarin tedavi siirelerine ve radyasyona maruz
kalan dokulardaki farkliliklara bagl oldugunu da vurgulamislardir (133). Yapilan tim
bu c¢alismalarda FFF yiiksek ani doz hizlarinin, farkli timor hiicre hatlarina uygulanarak
timor hiicre sag kalimi iizerinde radyobiyolojik olarak 6nemli bir dozimetrik parametre
olup olmadigi arastirilmistir. Belirtilen bu sonuglar arasindaki farkliliklarda, tercih
edilen dozimetrik standardizasyonun ve kullanilan hiicre hatlarinin  radyo
duyarlhiliklarinin farkli oldugunu sdyleyebiliriz. Bu ¢alismalarda sunulan sonuglar, FF ve
FFF 1smlarimin in vitro hiicre kiiltiirlerinin sag kalimi iizerine olan etkilerine katki
saglamasina ragmen FFF klinik doz hiz1 etkisinin, in-vivo radyobiyolojik sonuglari
hakkindaki belirsizlik devam etmektedir. RT nin diisiik ve yiiksek doz hizlarinin sadece
hiicre hatlarinda degil, ayn1 zamanda siganlarin testis dokusunda radyasyona bagli akut
donem hasarlarin1 inceleyen bilimsel bir c¢aligmaya rastlamadigimiz i¢in bu tez

calismasinin literatiire bu yonde katki saglamasini amaglamaktayiz.

Calismamizda; siganlarin abdominopelvik bolgelerine tek doz (8 Gy) olarak, G2
(DDHR) grubuna diisiikk doz hizli (400 MU/min) ve G4 (YDHR) grubuna yiiksek doz
hizli (1400 MU/min) radyoterapi uyguladik. G1 (Kontrol) grubu ile
karsilastirdigimizda, yalniz RT uygulanan bu iki deney grubunun testikiiler dokularinda
RT’ye bagli akut hasarlarin olustugunu ve olusan bu hasarin istatistiksel olarak anlaml
oldugunu goézlemledik (p<0.001*). Ayrica G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplari
arasinda doz hizina baglh histolojik ve biyokimyasal degerler bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir farkin olmadigin1 gordiik. Bulgularimiz 6nceki ¢aligmalar (125-131)

ile uyumluydu.

RT, radyoduyarli tiimdrler iizerine olumlu etkilerinden dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. RT’de hedef dokularda terapotik etkilerin olugmasi kadar g¢evre
dokulardaki olumsuz etkilerin énlenmesi amaglanir (125). Iyonize radyasyona baglh
testis hasarinda, seminifer tiibiil atrofisi goriiliirken, sperm miktar1 ve kalitesi diiser, bu

da gegici veya kalict kisirliga neden olur (134). Hiicreyi olusturan yapilardan c¢ekirdek
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ve Ozellikle de bolinme halindeki kromozomlar, radyasyona karsi ¢ok duyarhdir.
Iyonize radyasyon ya dogrudan DNA zincitlerini kirarak hiicreyi hasara ugratir ya da
icinden gectigi ortamdaki suyu iyonlastirarak hidroksil molekiilleri ve peroksitler
olusturarak dolayli hasar olusturur (135). Organizmada oksidanlar ile antioksidanlar
arasinda bir denge bulunur. Iyonize radyasyonun dokular iizerindeki etkisi tam olarak
anlasilamamasina ragmen, ¢esitli ¢caligmalarda oksidatif strese sebep olabilecegi ve bu
durumda oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
degisebilecegi disiiniilmektedir (136-138). Oksidatif strese bagli olarak hiicre ve
dokulara zarar veren SOR ortaya ¢ikmaktadir (139,140) Buna bagli olarak SOR; DNA,
protein ve lipidlerin oksidasyonuna neden olmaktadir (141). Cagin ve ark. sicanlara tek
doz abdominal iyonize radyasyon uyguladiklari g¢alismalarinda, kontrol grubu ile
radyasyon grubu arasinda TAS degerinde anlamli diizeyde fark bulmamakla birlikte
TOS ve OSI parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugunu
gostermislerdir (1). Cikman ve ark. yapmis olduklar ¢alismada siganlara uygulanan 5
Gy RT sonrasinda TOS ve OSI degerlerinin arttigini, TAS degerinin ise azaldigini tespit
etmistir (142). Biz de ¢alismamizda; tek doz olarak uyguladigimiz diisiik ve yiiksek doz
hizli 1smlarin neden oldugu oksidatif stres seviyeleri ile antioksidan olarak
kullandigimiz melatoninin SOR’un zararh etkileri iizerindeki etkinligini TAS, TOS ve
OSI parametrelerini kullanilarak inceledik. Diisiik ve yiliksek doz hizli radyoterapi
uygulanan gruplarda G1 (Kontrol) grubuna gére doku TAS degeri anlamli olarak
azalmig diizeydeydi (p<0.001*). Serum TAS degerinin ise G4 (YDHR) grubunda G2
(DDHR) ve GI1 (Kontrol)grubuna gore anlamli diizeyde azalmis oldugunu saptadik
(p<0.001*). Bulgularimiza gore; doku TAS degeri bakimindan yalniz iyonize
radyasyon uygulanan gruplar arasinda anlamli farkin olmadigini, serum TAS degeri
bakimindan anlamli diizeyde fark oldugunu tespit ettik (p<0.001*). Doku ve serum
TOS degerinin yalniz iyonize radyasyon uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR)
gruplarinda G1 (Kontrol) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikseldigini
gozlemledik (p<0.001%*). Bu degerdeki yiikselmede radyoterapiye bagh artan SOR’un
oksidatif stresi arttirarak lipit peroksidasyon diizeyini olumsuz yonde etkiledigini
diisiinmekteyiz. G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplar1 arasinda doku TOS degerinde
istatistiksel anlamda bir fark olmadigini tespit ettik. Oksidatif stresin yeni ve 6nemli bir
indeksi olan OSI degeri; serum ve doku parametreleri bakimindan G4 (YDHR)
grubunda G1 (Kontrol) ve G2 (DDHR) ve gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
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bir farkla artis gostermekteydi (p<0.001*). Bu bulgular dikkate alindiginda RT’nin bir
sonucu olarak iiretilen SOR’un, TAS, TOS degerlerini etkiledigini bu degerlerin serum
ve dokuda farklilik gosterebilecegini tespit ettik. Tek doz olarak diisiikk ve yiiksek doz
hizli radyoterapi uygulayarak testis dokusunda erken donem elde ettigimiz

radyobiyolojik sonu¢larimiz daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile uyumluydu (143).

Pelvik kanserleri i¢in uygulanan abdominopelvik 1smmlama sadece tlimor
bolgesini degil ayn1 zamanda saglikli organlar1 da etkilemektedir. Radyoduyarli bir
organ olan testisi iyonize radyasyon hasarina karsi korumak hayati 6nem tasimaktadir
(144,145). Iyonize radyasyonun yan etkileri hiicresel fonksiyon bozukluguna yol agip,
erkek iireme sisteminde sperm sayisinin diismesine, sperm morfolojisinin bozulmasina
ve spermatogonyum serisindeki hiicrelerin apoptozuna neden olabilmektedir (146).
Spermatogenez; seminifer tiibilillerde bulunan spermatogonyumlarin mitoz ve mayoz
boliinmeler gegirerek spermatozoonlara farklandigi kompleks bir siirectir. Bu sistem
yiiksek oranda radyoduyarl hiicreler icerir. Bu sebeple karin ve pelvis RT uygulamasi
sirasinda iyonize radyasyonun toksik etkileri i¢in hedef olabilmektedir (147). Bu siiregte
rol oynayan spermatogonyumlar radyasyona karsi oldukg¢a duyarlidir. 0,1 Gy gibi disiik
doz radyasyon uygulamalarinda dahi hiicresel hasarin basladigi bildirilmistir (148).
Yapilan ¢alismalarda, iyonize radyasyona maruz kalan testis dokularinda spermatogenik
hiicrelerde azalmanin ve germinal epitel duvarinda incelmenin oldugu belirtilmistir
(149-153). Yapilan daha onceki ¢alismalarda ise, erkek lireme sistemine uygulanan 3
Gy iyonize radyasyonun sprematogonyumlari tamamen 6ldiirdiigii ve kalic1 infertiliteye
neden oldugu (154) genellikle spermatositler ve spermatidlerin 1sinlamaya daha az
duyarl oldugu belirtilmistir (155,156). Shalet yaptigi ¢alisma ile testise diisiik dozlarda
uygulanan direk 1smlamanin germinal epiteli etkileyebilecegini, daha biiyiik dozlarda
uygulanan 1ginlarin ise kalici aspermiye neden olabilecegini ifade etmistir (157). Schally
ve ark. skrotal radyoterapi uygulanan hasta erkeklerde spermatogenezin bozuldugunu,
uygulanan doz oranina gore kisa ya da uzun siireli hatta kalict infertilite olustugunu
belirtmislerdir (158). Ahmad ve Agarwal testislerdeki hasarin iyonize radyasyonun dozu
ve siiresi ile dogru orantili oldugunu ifade etmistir. Diisiik doz i1simnlamanin sperm
sayisint azaltmasina ragmen, orta ve yiiksek doz 1sinlamasinin sperm sayisinda uzun
stireli kayiplara hatta azospermiye neden olabilecegini vurgulamistir (159). Yapilan
calismalarda, 2 Gy iyonize radyasyonun spermatogenez, seminifer tiibiiller, bazal

lamina ve Leydig hiicrelerinde biiylik hasara neden oldugunu vurgulanmistir. Ayrica,
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Iyonize radyasyonun sayi, motilite gibi bazi sperm parametrelerini ve sperm canliligini
azaltigini, sperm kromatin yogunlagsmasini arttirdigini ve saglikli spermatogenez
indeksi olarak Johnsen skorunu, ortalama seminifer tiiblil ¢apim1 ve seminifer epitel
kalinligin1 azalttig tespit edilmistir (146,160). Biz de c¢alismamizda, tek doz olarak
diisiik ve yiiksek doz hizli radyoterapi uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR)
gruplarinda ¢esitli tipte morfolojik hasarlarin meydana geldigini, G1 (Kontrol) grubunda
goriilen normal seminifer tiibiil yapisinin bozuldugunu gozlemledik. Seminifer
tiibiillerin bazal membraninda yer yer kopmalar ve dejenerasyon izledik. Germinal
epiteldeki spermatogenik seride dejenerasyon ve tiibiil limenindeki spermatoozonlarin
sayisinda azalma, vakuolizasyonda artig, intertisyel alanda yer yer kopmalar,
diizensizlikler ve bozulmalar tespit ettik. Bulgularimiz diger ¢alismalar ile uyumluydu

(146-159).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; RT nin, seminifer tiibiil ¢ap1, bazal
membran kalinlig1 ve germinal epitel kalinligin1 G1 (Kontrol) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir farkla azalttigini tespit ettik. Bununla birlikte bazal membran
kalinliginin G4 (YDHR) grubunda, G2 (DDHR) grubuna gore istatsitiksel olarak
anlamli farkla daha inceldigini gozlemledik. Akpolat ve ark. da bizim c¢alismamizda
oldugu gibi radyasyona bagli olarak seminifer tiibiil ¢aplarmin belirgin bir sekilde
azaldigin1 ve germinal epitelin de inceldigini gozlemlemislerdir (148). Topgu ve ark.
sicanlarda radyoterapiye bagli testis hasarini incelemislerdir, iyonize radyasyon
uygulanan gruplarda JTBS’nin kontrol grubuna goére daha diisiik oldugunu
saptamiglardir (153). Bir baska ¢alismada da radyasyonun sican testis dokusundaki
hasarma karsi resveratroliin etkisi incelenmis ve radyoterapi uygulanan gruplarda
JTBS’nin Kontrol grubuna gore diisiik oldugu gézlemlenmistir (161). Amiri ve ark 6 Gy
RT uyguladiklart siganlarda, iyonize radyasyonun, seminifer tiibiil ¢apinda, germinal
epitel kalinliginda ve JTBS azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir (162). Akpolat ve
ark. calismalarinda iyonize radyasyon wuyguladiklart gruplart diger gruplarla
kiyaslandiklarinda, iyonize radyasyona bagli olarak Johnsen skorunun anlamli diizeyde
azalmis oldugunu, seminifer tiibiil caplarinin belirgin bir sekilde azaldigin1 ve seminifer
epitelin de belirgin diizeyde inceldigini tespit etmislerdir (148). Biz de ¢alismamizda
diger ¢aligmalarla uyumlu olarak JTBS’nin radyoterapi uygulanan gruplarda, Kontrol

grubuna gore daha diisiik oldugu sonucunu saptadik (p<0.001*). Calismamizda ayrica
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G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplar arasinda JTBS bakimindan istatistiksel olarak

anlaml1 bir farkin olmadigin tespit ettik.

Normal kosullar altinda hiicrenin hipoksi altinda yasamasi ve oksidatif stres
kosullarinda dahi organizmanin biitiinliigiiniin korunarak yasamini devam ettirmesi
apoptoz ile saglanir (163). Hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengenin
bozulmasi spermatogenezi bozar. Spermatogenezin bozulmasi ise erkek infertilitesine
sebep olabilir (164). Iyonize radyasyonun neden oldugu DNA hasari, dogrudan veya
apoptoz yoluyla hiicre Oliimiine, mutasyonlarin indiiklenmesine ve DNA sentezinin
inhibisyonuna yol agabilir (165). Luchetti ve ark. iyonize radyasyon uygulamalarinda
serbest radikallerin olusmasinda apoptoz da dahil olmak {izere hiicreyi 6liime gotiiren
birgok zincirleme olaymn gelistigini tespit etmislerdir (166). Huang ve ark. iyonize
radyasyon ile indiiklenen germ hiicre kaybimin esas olarak apoptoz araciligiyla
gerceklestigini ve sirasiyla spermatogonyumlarin ve spermatogonyal kok hiicrelerin
apoptoza en duyarl hiicreler oldugunu vurgulamislardir (125). Yapilan bir ¢alismada,
sicanlarda RT’ye bagli testis hasarinin 6nlenmesinde amifostinin etkisi arastirilmastir.
Apoptozu belirlemek i¢cin TUNEL metodu kullanilmis ve 6 Gy RT uygulamasi
sonrasinda RT gruplarinda olduk¢a yiiksek apoptoz saptanmistir (167). Biz de
calismamizda tek doz olarak uygulanan farkli doz hizlarindaki iyonize radyasyonun
akut etkilerine bagli DNA kiriklarinin in situ olarak belirlenmesini saglayan TUNEL
yontemi ile dokulardaki apoptotik boyanma yiizdelerini hesapladik. Radyasyonun direkt
etki ile olusturdugu DNA hasar1 ve indirekt serbest radikaller iizerinden meydana
getirdigi hiicresel hasarda apoptotik hiicreleri TUNEL yo6ntemi ile degerlendirdik. G2
(DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinin apoptotik boyanma yiizdelerinin G3
(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farkla
daha yiiksek oldugunu tespit ettik. RT ile birlikte melatonin uygulanan G3
(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinin apoptotik boyanma yiizdelerinin G1
(Kontrol) grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p< 0.001%).
Yapmis oldugumuz c¢alismada; iyonize radyasyonun testis dokusunda olusturdugu
hasara bagli olarak serbest radikallerin arttigini, melatonin uygulanan gruplarda ise bu

hasarin azaldigini gozlemledik.

Organizmalar serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan hiicreyi korumak

icin bazi savunma sistemleri gelistirirler. Hiicreyi serbest radikallerin bu zararl
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etkilerinden korumak i¢in de antioksidan sistemleri devreye sokarlar (168). Kanserin
iyonize radyasyon ile tedavisinde terapotik etkiyi arttirmanin bir yolu, dokulari
radyasyon hasarindan koruyan ajanlarin kullanilmasidir. Calismalarin bir¢ogunda birkag
hiicrekoruyucu ajanin, radyasyonun zararli etkilerinin azaltilmasindaki etkinligi
arastirilmistir. Bu ajanlardan biri, radyoterapiye bagli gelisen serbest radikallere karsi
temizleyici etkisi oldugu bilinen melatonindir (169). Hanahan ve Weinberg kanser
gelisiminin apoptotik aksakliklardan kaynaklandigini belirtirken (170), Winczyk ve ark.
ise melatoninin kanser gelisimini Onleyici aktivitesinin oldugunu 6ne siirmiiglerdir
(171). Melatonin’in beyin, retina, bobrek, karaciger, deri ve insan spermiyumunda lipit
peroksidasyonuna karst koruyucu bir antioksidan oldugu bilinmektedir (172-174).
Giiglii antioksidan 6zelliginin yani sira melatoninin radyokoruyucu etkisi oldugu da
bilinmektedir. Onceki ¢alismalarda, sicanlarda ince bagirsak, akciger ve testiste iyonize
radyasyona karsi melatoninin etkileri arastirilmistir (165,175-179). Bunun yaninda,
tikiirtik bezleri (136), mesane (180) gibi viicudun c¢esitli organlarinda da radyoterapiye
bagli doku hasarini 6nlemek igin melatonin uygulanmistir (78). Yapilan bir ¢alismada
isinlamadan 30 dakika 6nce uygulanan 100mg/kg/i.p melatoninin sicanlarda veya
farelerde iyonize radyasyonun neden oldugu testis hasarimi hafiflettigi vurgulanmistir
(144). Deng ve ark. melatoninin Sertoli hiicrelerinde 1sinin neden oldugu oksidatif stresi
ve apoptozu azalttigini belirtmislerdir (181). Heidarizadi ve ark.melatoninin testisi,
radyasyona bagli oksidatif hasara karst koruyabildigini, sperm kalitesini
iyilestirebildigini ifade etmislerdir (182). Khan ve ark. melatonin tedavisinin gama
1sinina - maruz  kalmis farelerin  testislerinde y-isinlarinin  neden oldugu lipid
peroksidasyonunu, total antioksidan kapasiteyi hafiflettigini ve DNA ipliklerinin
kopmasini engelledigini ve seminifer tiibiilde spermatogenik hiicre kaybini azalttigini
tespit etmislerdir (144). Yapilan ¢aligmalarda melatonin tedavisinin, testis fonksiyonunu
ve histolojik yapisini iyilestirdigini, sperm sayist ve sagkalimini, enzim aktivitesini

arttirdigini, lipid peroksidasyonunu azalttigi belirtilmistir (182).

Iyonize radyasyon kaynakli spermatogenez hasarmin iyilestirilmesi igin gok
sayida caligma yapilmistir. Bununla birlikte, iyonize radyasyon ve antioksidanlar
arasindaki iliski heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Antioksidanlarin tiirii ve
tedavi siiresine gore; sperm sayisini, hareketliligini, morfolojisini ve DNA hasarlarini
iyilestirici etkisinin oldugu ortaya konulmaktadir (146). Dogal bir antioksidan olan

melatoninin RT ile indiiklenen testis hasarina kars1 akut radyokoruyucu etkilerine karsi
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yapilan c¢aligmalar yeterli degildir. Bu nedenle bu calismada, testis dokusunda FF
diisiik ve FFF yiiksek ani doz hizlarinin akut etkilerine karst melatonin kullanarak, bu
etkileri en aza indirmeyi amagcladik. Elde ettigimiz sonuglara gore; RT ile birlikte
melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinda, yalmiz RT
uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarina kiyasla histopatolojik bulgularin
azaldigmi gozlemledik. Diisik doz hizli RT’ ye karsi melatonin etkisini
inceledigimizde; G3 (DDHR+MEL) grubunda G2 (DDHR) grubuna kiyasla bazal
membran ve germinal epitel yapisinda diizelmelerin oldugu, vakuolizasyon oraninda ve
intertisyel alandaki agilmalarda azalmalarin oldugu ancak yer yer kopmalarin devam
ettigini tespit ettik. Melatoninin yiliksek doz hizli RT ’ye kars1 etkisini inceledigimizde
ise; G5 (YDHR+MEL) grubunda G4 (YDHR) grubuna gore liimendeki sperm sayisinin
daha fazla oldugunu, germinal epitelde artan spermatogenik seri hiicrelerinin ve daha
diizenli germinal epitelin varligin1 gordiik. Bazal membranda kopmalar ve yer yer
vakuolizasyon izledik. Cok sayida ¢alisma melatoninin kanser hiicrelerinde
proliferasyonu azalttigini ve apoptotik hiicre 6liimiint artirdigini gostermistir (183-185).
Bu veriler gii¢lii ve ¢ok yonlii bir antioksidan olan melatoninin immiin sistem igin
uyarici, serbest radikaller igin ise siiplriicii etkisi oldugunu kanitlamaktadir (109).
Melatonin lipofilik ve hidrofilik 6zelligi ile hiicredeki en etkili antioksidanlardan oldugu
bilinmektedir (165). Yalcginkaya ve ark. melatoninin, serbest radikal dnleyici 6zelligiyle
iyonize radyasyonun DNA’da yaptigi hasarin Onlenebilecegini belirtmistir (186).
Calismalarda, iyonize radyasyona maruz kalmadan dnce melatonin uygulanmasinin
sigan testisinde apoptozu azalttigi One siriilmistiir (147). Biz de ¢alismamizda,
melatoninin oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi sayesinde RT kaynakli
hiicre hasarin1 azaltabilecegini ve melatoninin radyokoruyucu etkisini elde ettigimiz
biyokimyasal ve histolojik bulgular ile saptadik. Bulgularimiza gore yalniz RT
uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinda RT’ye bagli goriilen morfolojik
hasarin RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL) gruplarda melatoninin etkisi ile azaldigin1 gozlemledik. DNA
kiriklarinin gosterilmesi amaciyla uyguladigimiz TUNEL metoduna gore apoptotik
hiicrelerin yiizdelerini belirledik. TUNEL bulgularimiza gore; RT ile birlikte
melatonin uygulanan gruplarinda yalmiz RT uygulanan gruplara kiyasla apoptotik
yiizde degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugunu tespit

ettik (p<0.001*). Tajabadi ve ark. melatoninin fare spermatogenezi tiizerindeki
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radyokoruyucu etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda RT ile diisiis gosteren JTBS nin
melatonin uygulamasi ile tekrar yiikseldigini, RT ile kalinlasan bazal membranin ise
RT ve melatonin verilen gruplarda bu kalinlasmanin azaldigini tespit etmislerdir
(148). Biz de g¢alismamizda, yalmiz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR)
gruplarina kiyasla RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL) gruplarinda JTBS’nin anlamli farkla yiikseldigini saptadik
(p<0.001*). Bazal membran kalinliklarinin Tajabadi ve ark. (148) aksine G2
(DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinda RT etkisiyle inceldigini, incelmis olan bazal
membranlarin RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL) gruplarinda tekrar kalinlastigin1 saptadik (p<0.001*). RT etkisiyle
artmis olan seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitelin de melatoninin etkisiyle

azalarak kontrol grubuna yakin degerde 6lgiildiigiinii tespit ettik (p<0.001%*).

Klinik ve deneysel ¢alismalar iyonize radyasyonun testis dokusunda oksidatif
strese bagli hasara neden oldugu ve normal spermatogenetik siireg, proliferasyon ve
farklilasma tizerinde zararli etkileri oldugunu gostermistir (187,188). Karaer ve ark.
radyoterapinin neden oldugu tiikiiriik bezi hasarinda, melatoninin TOS ve OSI gibi
oksidatif stres degerlerini azalttigin1 ve histopatolojik bulgular1 da iyilestirdigini
belirtmistir (136). Diindar ve ark. da laringeal radyoterapi uygulanan ratlarda
melatoninin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda doku TAS ve TOS
parametreleini degerlendirmislerdir. RT uygulanan ve melatonin verilen gruplarda
sadece RT uygulanan gruplara gore TAS degerinin arttigini, TOS degerinin ise
azaldigini tespit etmislerdir (189). Bizim c¢alismamizda da siganlara uygulanan
radyoterapiye bagli olarak melatonin uygulanan gruplarda doku TOS degerindeki
artisin, 1sinlamadan 15dk once melatoninin uygulamasiyla sadece RT uygulanan
gruplara gore azaldigin1 gordiik. Bagka bir ifadeyle melatonin uygulamasinin, serbest
radikallerin etkisini bastirarak ve oksidatif stresi azaltarak radyasyonun neden oldugu
hasarlar1 azalttigin1 ve boylece dokunun normal yapisim1 korumaya yardimci oldugunu
sOyleyebiliriz. Doku TAS degerini G3 (DDHR+MEL) grubunda G2 (DDHR) grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek bulduk (p<0.001*). Bu degerin G4
(YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gordiik. Bu sonuglara gore doku TAS degeri; diisiik doz hizli radyoterapi ve melatonin
uygulanan grupta kontrol grubuna yakin bulunurken diger gruplarda diisiiktii. Serum

TAS degeri bakimindan ise, yalniz RT uygulanan gruplar ile RT ile birlikte melatonin
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uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Doku TOS
degerinin, yalniz iyonize radyasyon uygulanan gruplarda, iyonize radyasyon ile birlikte
melatonin uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
oldugunu saptadik (p<0.001*). Serum TOS degerinde ise G2 (DDHR) ve G3
(DDHR+MEL) gruplar1 arasinda anlamli diizeyde fark yoktu. G4 (YDHR) grubunun
serum TOS degerinin G5 (YDHR+MEL) grubuna gore anlamli farkla yiliksek oldugu
tespit ettik. Doku ve serum OSI degerleri bakimindan inceledigimizde, G4 (YDHR)
grubunun G5 (YDHR-+MEL) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek oldugunu (p<0.001*), G2 (DDHR) ve G3(DDHR+MEL) gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigini gordiik.

Z0-1, membranla iliskili guanozin monofosfat kinaz ailesinin bir iiyesidir ve
testiste Sertoli hiicre baglant1 kompleksleri arasinda yerlesim gosterir. Sertoli hiicreleri,
immiinolojik bir bariyer olarak gérev yapan kan-testis bariyerini olusturur. Kan testis
bariyerini seminifer tiibiil epitelinde farkli molekiillerin giris ¢ikiginin diizenlemesi,
germ hiicrelerinin hareketi, gelisimi ve farklilagsmasi icin mikro cevre olusturur
(34,190). Bu bariyerinin bozulmasi infertiliteye sebep olur (191). Sertoli hiicreleri
arasinda bulunan siki baglantilarin kan testis bariyerinin ana bileseni oldugu kabul
edilmektedir (192). Seminifer epitelde, ZO-1, kan-testis bariyeri seviyesinde
immiinohistokimyasal olarak giiglii boyanmalar gosterir (193,194). Altun ve ark.
azospermik olgularda Sertoli hiicrelerinde ZO-1 protein ekspresyonunun azalmasinin
spermatogenezin bozulmasinda rol oynayan faktorlerden biri olabilecegini ve siki
baglantilarin  spermatogenezdeki 6nemini vurgulamislardir (195). Kopera ve ark.
Adjudin ve kan testis bariyer dinamikleri {izerine bir in vitro ¢alisma yapmuslardir.
Adjudin’in 30 giinlik sigan yavrularinda ZO-1’in immiinolokalizayonunu olumsuz
etkiledigini, seminifer tiibiillerin ¢evresinden uzakta tiibiil limenine dogru eksprese
oldugunu belirtmislerdir (196). Karakaya ve ark. Pentilentetrazol vererek olusturduklari
epilepsi modelinde timokinonun testis hasar1 {iizerindeki etkilerini arastirdiklar:
calismalarinda ZO-1 antikorunun Sertoli hiicrelerinin bazolateral bdlgesindeki
spermatogenik hiicrelerde immiinreaktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Epilepsi
olusturulan gruptaki azalan ZO-1 immiinohistokimyasal boyanma yogunlugunun
timokinon ile tedavi edilen grupta artmis oldugunu belirtmislerdir (197). Biz de
calismamizda, immunfloresan yOntemiyle kan-testis bariyerindeki siki baglantilarda,

Z0-1 ekspresyonunun G1 (Kontrol) grubunda daha yogun lokalize oldugunu gordiik.
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Yalniz RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinda germinal hiicre
kayiplarinin oldugu bdlgelerde ZO-1 pozitif alanlarin zayiflayarak azaldigini saptadik.
G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinda azalmis olan ZO-1 ekspresyonunun RT ile
birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarinda
tekrar arttigini ve immiinreaktivitesinin G1 (Kontrol) grubuna yakin oldugunu tespit

ettik.

Lektinler, farkli seker kalintilar1 igeren glikoproteinlerin histokimyasal gosterimi
igin yararh belirtecler olarak; hiicre biyolojisi, biyokimya ve immiinoloji gibi bilim
alanlarinda yaygin olarak kullanilir (198). Cozeltilerde polisakkarit ve glikoprotein
molekiilleri arasinda ¢apraz baglanmalar olusturarak ¢okelmelerine sebep olurlar (199).
Lektinlerin histokimyasal olarak gosterilmesi ile spermatogenezin spesifik agamalarinin
belirlenmesi, spermatogenik hiicre tiplerinin tanimlanmasini saglar. Wakayama ve ark.
yapmis olduklar1 bir g¢alismada, bir timidin analogu olan 5-bromo-2'-deoksiiiridin
(BrdU) i¢in igaretleyici bir protein olan Lectin PNA’nin, spermatogenik hiicre tiplerinin,
ozellikle spermatogonyumun BrdU ile isaretlendigini kesin olarak belirlemek igin
gerekli oldugunu vurgulamiglardir (200). Sharon, yapmis oldugu c¢alismada lektinlerin
insan ve tavsan eritrosit membranlarinin dig yilizeyine baglandigini ve oligosakkaritlerin,
okaryotik hiicrelerin plazma membraninda asimetrik bir sekilde dagildigini tespit
etmistir (201). Jung ve ark. optimum kosullarda in vitro spermatogenezi saglamak igin
hiicre kiiltiirii ile yapmis olduklari ¢caligmalarinda, C57 hiicre hattinda testis dokularinda
spermatogenezden kaynaklanan Lectin PNA pozitif spermatidler tespit etmiglerdir
(202). Biiyiikyildirrm ve ark. kivircik cilice kosin cinsi kanatli testislerindeki bazi
glikokonjugatlarin lektin PNA histokimyasal yontemlerle belirledikleri ¢alismalarinda,
bazal lamina ve Leydig hiicrelerinde c¢ok giiclii reaksiyon tespit ederken,
spermatogonyum, primer spermatosit ve ge¢ donem spermatidlerde orta yogunlukta,
sekonder spermatosit, erken donem spermatid ve Sertoli hiicrelerinde ise zayif PNA,
peritiibiiler hiicrelerde ise reaksiyon gézlemlemediklerini belirtmislerdir (56). Arya ve
Pertula fare, gine domuzu, ¢l faresi ve kunduz testisinde farkli seker kalintilarina sahip
glikoproteinlerin dagilimini ortaya ¢ikarmak i¢in lektin ile isaretlemiglerdir. Lektinlerin
testiste Sertoli hiicre uzantilari, Leydig hiicreleri, tiibliler bazal membran, sitoplazma,
akrozom ve olgunlasan spermatidlerin plazma membraninda farkli yogunluklarda
boyanma gosterdiklerini ifade etmislerdir. Bu boyanmalarin akrozomal gelisim

sirasinda, glikoprotein  bilesenlerinin  kademeli olarak lektinlerle karakteristik
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isaretlendigini ve Sertoli hiicre uzantilarindaki boyanmanin, spermatozoa salinimi ile
baglantili dongiisel bir degisiklik sergiledigini belirtmislerdir (203). Akrozomun, asit
fosfataz, akrosin ve hiyaliironidaz gibi déllenme i¢in gerekli olan birka¢ enzim igerdigi
kompleks sakkaritlerle yakindan iliskili oldugu, iyi bilinmektedir (58). Soderstrom ve
ark. Lectin PNA’nin o6zellikle akrozom olusumunun baglangicindan itibaren geg
spermiyogeneze kadar gelisimini siirdiiren spermatidlerin akrozomunu boyadigini
gozlemlemislerdir (204). Bu c¢alismada PNA Lektin kullanilarak, sican testis
dokusundaki  spermatogenik serinin immiinfloresan yOntemiyle isaretlenerek
gosterilmesi ~ amaglandi.  Germinal  epitel  hiicrelerindeki  Lectin ~ PNA
immiinolokalizasyonunun seminifer tiibiill liimenine dogru yogunlugunun arttig1
gozlendi. RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarinda seminifer tiibiillerin
biitiinliigiiniin bozuldugu, spermatogenik seri hiicrelerinin G1 (Kontrol) grubuna gore
yogunlugunun azaldigi, RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5
(YDHR+MEL), gruplarinda ise tekrar artmis oldugu gozlendi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda,

1.

10.

Tek doz olarak radyoterapi uygulanan diisiik ve yiiksek doz hizli radyoterapi
gruplar1 arasinda histopatolojik bulgular ve biyokimyasal parametreler bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig,

TUNEL reaksiyonu ile belirtilen DNA fragmantasyon oranmin radyoterapi
uygulanan diisiik ve yiikksek doz hizli radyoterapi gruplarinda artmis oldugu,
radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan diisiik ve yiiksek doz hizli radyoterapi
gruplarinda tekrar azaldigi, melatoninin bu apoptoz oranini diisiirdiigi,
Radyoterapinin etkisi ile artan seminifer tiibiill ¢apinin, radyoterapi ile birlikte
melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak azaldigini (p<0.001%*),

Radyoterapi uygulanan gruplarda bazal membran kalinliklarinin azaldigini,
radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan gruplarda azalmis olan bu membran
kalinliklarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis oldugu,

Radyoterapinin etkisiyle artmis olan germinal epitel kalinliklarinin, radyoterapi ile
birlikte melatonin uygulamasiyla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi,
Radyoterapi bagli testis hasarinda melatoninin radyokoruyucu etkisi ile azalan ZO-
1 ekspresyonunun artmis oldugu,

Lectin PNA ekspresyonunun radyoterapiye bagli testis hasarinda melatonin
uygulamasiyla artmis oldugunu,

Testis histolojisinde radyoterapinin doku biitinligiinii bozdugu, melatonin ise
olusan hasar tizerinde iyilestirme etkisi gosterdigi,

Radyoterapinin doku TAS degerini diisiirdiigiinii, melatoninin ise diisiik doz hizli
radyoterapi ve melatonin uygulanan grupta anlamli derecede iyilestirici etkisi
oldugu (p<0.001%*),

Radyoterapi uygulamasi ile doku TOS degerinin arttigi, radyoterapi ile birlikte
melatonin uygulanan gruplarda bu degerin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigini gozlemledik.

Sonug olarak tek doz olarak uygulanan, diisiik ve yiiksek doz hizli radyoterapinin
histolojik ve biyokimyasal diizeyde yol agtigi akut hasarlara karsi melatoninin

radyokoruyucu etkiye sahip oldugunu saptadik.
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Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda;

1.

Melatonin, oksidatif stres ve DNA hasarlarina kars1 giiglii bir antioksidan olarak
islev gormektedir. Melatonin, radyoterapi siiresince testis hasarlarini 6nlemek
icin radyoterapiye ek olarak uygulanabilecek giivenli bir antioksidan olabilir.
Melatonin diisiik ve yliksek doz hizli radyasyonun sitotoksik etkilerine karsi
sican testis dokusunda radyokorurucu olarak kullanilabilir.

FFF teknigi ile radyoterapi tedavi karari alinmadan once saglikli doku ve
hiicrelerin maruz kalacagi radyasyon g6z oniinde bulundurularak, sadece fiziksel
radyoterapi dozunun degil ayn1 zamanda olusacak radyobiyolojik yanitin da
hesaba katilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Calismamiz, FF ve FFF 1sinlarinin in vitro hiicre kiiltiirlerinin sag kalimi {izerine
olan etkilerine katki saglamasiyla birlikte FFF klinik doz hiz1 etkisinin, in-vivo
radyobiyolojik sonuglar1 hakkindaki belirsizlik halen stirmektedir.

Calismamiz radyoterapinin onkoloji alaninda kullaniminin olumlu etkilerini
arttirmada, tedaviye melatonin eklenebilecegini diisiindiirmektedir.

Klinik FFF ani yiiksek doz hizlarinin, kanser ve saglikli dokular {izerinde

etkisini arastirmak i¢in daha fazla deneysel ve klinik ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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