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OZET

RATLARDA SISPLATIN KEMOTERAPISININ TESTIS DOKUSU
UZERINE TOKSISITESINI ONLEMEDE TADALAFIL VE N-ASETIL
SISTEIN MOLEKULLERININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Amag: Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum-II) giiniimiizde solid
kanser tedavisinde en sik kullanilan kemoterapatik ajanlardan biridir. Sisplatin
kanser hiicreleri tlizerinde etki gosterirken ayni zamanda testis, bdbrek,
gastrointestinal trakt, karaciger, kalp, kan elemanlar1 ve kulak gibi normal
dokular1 da etkilemektedir ve bu dokularda yaptigi hasarin onlenmesi merakla
aragtirma konusu olmustur. Biz de tadalafil ve N-Asetil Sistein (NAS)
molekiillerini, sisplatinin rat testisinde olusturdugu hasart onleyip 6nlemedigini

arastirmak istedik ve deneysel bir ¢alisma dizayn ettik.

Gere¢ ve Yontem: 40 adet Wistar-Albino rat 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubu, sisplatin grubu, sisplatin+tadalafil grubu, sisplatin+NAS grubu,
sisplatin+tadalafil+NAS grubu olusturuldu. Calisma sonunda viicut ve testis
agirliklar, testis hacimleri, kan testosteron diizeyleri, testis doku MDA,
histopatolojik ozellikleri, testis Cosentino ve Johnsen skorlar1 gruplar arasinda

karsilastirilarak degerlendirildi.

Bulgular: Sisplatin verilen ratlarda kan testosteron seviyesinde diisme,
testis dokusunda belirgin dejenerasyon ve apoptoz goriilmekte, doku MDA
seviyesinde yiikselme izlenmektedir. Gruplar arasinda viicut agirliklar1 ve testis
agirliklar1 ve Johnsen skorlari agisindan istatistiksel fark saptanmadi. Tadalafil ve
NAS kullaniminin apoptotik indeksi etkiledigi, bu gruplarda apoptotik indeks ve
Cosentino  skorlarmin  diistiigli = goriildi. Bu  diisiisin @ en  fazla
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubunda oldugu izlendi. Sisplatin
tedavisinin kan testosteron seviyesini diislirdiigii, tadalafil verildigi zaman kan
testosteron seviyesini korundugu, NAS tedavisinin ve kombinasyon tedavisinin

kan testosteron seviyesi iizerinde etkili olmadig: goriildii.

viii



Sonug: Sisplatin kemoterapisi viicutta tiim normal dokular gibi testis
dokusunu da etkilemektedir. Sisplatinin olusturdugu histopatolojik degisikliklerin
tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi ile engellenebildigi, doku agirligi birim

basina kan testosteron seviyesindeki diisiikliiglin 6nlenebildigi gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, N-Asetil Sistein, Rat, Sisplatin, Tadalafil,

Testis



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT IN TADALAFIL AND N-ACETYLCYSTEIN
THERAPY ON CISPLATIN-INDUCED TESTICULAR TOXICITY IN
RATS

Aim: Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum-11) is one of the most
commonly used chemotherapeutic agent in the treatment od solid cancer today.
While cisplatin acts on cancer cells, it also affects normal tissues such as testis,
kidney, gastrointestinal tract, liver, heart, blood elements and ear. The prevention
of damage to these tissues has been a subject of research with interest. We wanted
to investigate whether tadalafil and N-acetyl cysteine (NAC) molecules prevent
the damage caused by cisplatin in rat testiscles and designed an experimental

study.

Materials and Methods: 40 Wistar-Albino rats divided into 5 groups.
Control group, cisplatin group, cisplatin+tadalafil group, cisplatintNAC group,
cisplatin+tadalafil+NAC group was created. At the end of the study, body and
testicular weights, testicular volumes, blood testosterone levels, testicular tissue
MDA, histopathological characteristics, testicular Cosentino and Johnsen scores

were compared and evaluated between the groups.

Results: In rats given cisplatin: decrease in blood testosterone levels,
significant degeneration and apoptosis in testicular tissue and an increase in tissue
MDA levels were seen. There was no significant difference between the groups in
terms of body weights and Johnsen scores. It was observed that the use of tadalafil
and NAC affected the apoptotic index and Cosentino scores were decreased in
these groups. And also it was observed that this increase was the most in
cisplatin+tadalafil+NAC combination group. It was seen that cisplatin treatment
decreased the blood testosterone levels and when tadalafil given blood testosteron
levels were maintained and NAC treatment and combination therapy did not affect

blood testosterone levels.



Conclusion: Cisplatin chemotherapy affects the testicular tissue like all
normal tissues in the body. It has been observed that histopathological changes
and the decrease in blood testosterone level per unit weight caused by cisplatin

can be prevented by tadalafil+NAC combination therapy.

Key Words: Apoptosis, Cisplatin, N-acetylcysteine, Rat, Tadalafil, Testis
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1. GIRIS ve AMAC

Sisplatin  (cis-diamminedichloroplatinum-1l)  giinlimiizde solid kanser
tedavisinde ilk basamakta sik kullanilan platin grubu kemoterapi (KT) ailesi
icerisinde yer almaktadir. Sisplatin KT’si testis, mesane, akciger, serviks, sarkom,
lenfoma ve bas-boyun kanserlerinde tek basina veya bagka bir kemoterapétik ajan ile
kombine olarak kullanilabilmektedir (1). Suda ¢6ziinebilen bu kemoterapik ajan oda
sartlarinda beyaz veya sari renk tonlarinda bulunabilir (1). Sisplatin metabolik aktif
olan kanser hiicreleri {izerinde etkisinin gosterirken; ayni zamanda testis, bobrek,
gastrointestinal trakt, karaciger, kalp, kan elemanlar1 ve kulak gibi normal dokular
tizerinde de istenmeyen bazi etkiler goriilebilmektedir (2). Sisplatin hiicre igerisinde
aktifleserek hiicre c¢ekirdegine gecer ve ardindan DNA iizerindeki piirin bazlarina
takilarak DNA hasarina yol agar ve hiicrede apoptozu baslatir (3). Sisplatin’in diger
bir etkisi hiicre icerisinde reaktif oksidan madde artisina neden olmaktir (1,3). Bu
artis hiicre i¢i ve zarindaki protein ve lipitlerin normal yapisint bozarak
peroksidasyon ve apoptoz siirecini baslatir. Sisplatin’in bahsedilen etkilerinden

korunmak amaciyla daha once gesitli galismalarda birgok molekiil denenmistir (3-7).

Tadalafil molekiilii 5-Fosfodiesteraz inhibitorleri (5-PDI) ailesi igerisinde yer
almaktadir. 5-PDI’ler aslen Erektil Disfonksiyon (ED) tedavisinde kullanilmaktadir.
5-PDI’ler bu durumun yani sira pulmoner hipertansiyon ve bazi deneysel alanlarda
da kendine yer bulmaktadir (8). Ozellikle antioksidan etkileri nedeniyle dokularda
bazi olumlu etkilere neden oldugunu gormek miimkiindiir (9). Bu aileye ait bir
molekiil olan sildenafilin testis dokusu ilizerinde olumlu etkileri oldugu daha 6nce

baska ¢alismalarda gosterilmistir (10).

N-Asetil Sistein (NAS) molekiilii ise dogal bir aminoasit olan L-sistein’in N-
asetillenmis tiirevi olup esas olarak mukolitik bir ajan olarak kullanilmaktadir. Diger
bir etkisi olan antioksidan Ozellikleri nedeniyle sisplatin etkileri dahil ¢esitli
patolojilere kars1 dokuda koruyucu etkileri daha 6nce bazi ¢alismalarda gosterilmistir

(11).



Ozellikle Uroloji’de yaygm goriilen malignitelerden biri olan testis
timorlerinde ilk basamak tedavi orsiektomidir (12,13). Operasyon sonrasinda
hastalardaki soliter saglam testis hem hormonal denge hem de fertilite agisindan
Oonem tasimaktadir. Orsiektomi sonrasi uygulanacak KT ve diger tedaviler kalan tek
testisi olumsuz yonde etkilemekte, hastalarda spermatogenez bozulmaktadir (3).
Ayrica diger maligniteler i¢in de KT ve radyoterapi (RT) gibi sistemik tedavi alan
hastalarda testislerin etkilenme riski bulunmaktadir. Bu durum 6zellikle fertilitenin

onemli oldugu geng erkek olgularda daha da dikkat edilmesi gereken bir husustur.

Biz de bu calismamizda bir hayvan deneyi modeli planlayarak tadalafil ve
NAS molekiillerinin hem tek tek hem kombine kullanimlar1 ile testis dokusu
tizerinde sisplatin tarafindan olusturulan zararl etkilerinin dnlenip 6nlenemeyecegini

biyokimyasal ve histopatolojik temelde aragtirmak istedik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. TESTIS
2.1.1. Testisin Anatomisi

Testisler tunika albuginea isimli zar yapinin igerisinde bulunan yaklasik 4 cm
uzunlugunda, 3 cm genisliginde, 15-25 mL hacminde en dista skrotum cildi ile sarili
skrotal kavite i¢cerisinde bulunan bir organdir. Testis dokusu icerisinde sperm iiretimi
ve olgunlagmasinin yani sira testosteron iiretimi de gerceklesmektedir. Testikiiler
dokular ve ekleri anatomik olarak belirli katmanlar tarafindan sarilmistir. Bu
katmanlar distan ige cilt- tunica dartos- fascia spermatica externa-musculus cremaster
ve fascia cremasterica- fascia spermatica interna- tunica vaginalis parietal yapragi
olarak siralanabilir (14). Ayrica testisin i¢ tabakasinda testisi saran 3 katli yap1
bulunmaktadir. Bu yapilar disaridan igeriye dogru tunica vaginalisin visceral
yapragi-tunica albuginea ve tunica vaskulosa’dir. Testisin kranioposteriorundan

“Mediastinum Testis” adinda seminal kanallarin ¢iktig1 yap1 goriilmektedir.

Testisin kanlanmast 3 farkli arterden olmaktadir. Bunlar a. testicularis (a.
spermatica interna), a.ductus deferentis ve a. spermatica externa’dir (15). Internal
spermatik arter abdominal aorta’dan koken alir. A. spermatica interna, internal
inguinal halka seviyesinde spermatik korda eslik etmeye baslar (14). Mediastinum
testis hizasinda ¢ok sayida kiigiik dallar vererek testisin beslenmesini saglar. A.
ductus deferentis, a. vesicalis superior ve/veya a. vesicalis inferior’dan koken alir.

Vaz deferens ve kauda epididimisi besler.

Venler intratestikiiler olarak arterlere eslik etmezler. Testisin venleri pleksus
panpiniformiste 2 dal olarak cikar. Ilki anterior dal olan V. Spermatica interna’dir ve
vena cavaya drene olur, posterior dali ise v. epigastrica inferior veya v.pudenda

interna’ya drene olur (14).

Testis inervasyonu T10-11. Segmentlerden gelen sinir lifleri ile ile saglanir.

Bu lifler spermatik damarlarin etrafinda dolanarak spermatik kord icerisinde seyreder



ve sempatik-parasempatik lifleri tagir. Bu sinir testosteron salgilanma

regulasyonunda rol almaktadir (14).

Skrotal Septum

Cilt

_ internal Spermatik Arter Tunika Dartos

Eksternal

_— Vaz Deferens Spermatik Fasya
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Sekil 1. Testisin anatomisi (14)

2.1.2. Testisin Histolojisi

Tunica vaginalis’in alt katinda siki bag dokudan olusan tunica albuginea
yapist bulunmaktadir. Tunica albuginea mediastinum testisi olusturduktan sonra
testisi 250-300 tane koni seklinde lobiillere ayiran septalar olusturur. Bu septalar
tunica albuginea’nin i¢ yiiziine gevsek bir sekilde baglanmistir. Her lobiiliin

igerisinde o lobiilii besleyen merkezi bir adet arteri bulunur (16-18).

Lobiillerin igerisinde 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur (17). Seminifer tiibiiller
U seklinde ve kivrintili yapidadir. Kivrintili yapilar diiz olarak agildiginda yaklasik 1
m uzunluga ulasir. Seminifer tiibiiliin her iki ucu rete testise acilir. Seminifer tiibiiller
gelismekte olan spermatogenik (germ) hiicrelerini icermektedir. Seminifer tiibiillerin
bazal membraninda sertoli hiicreleri, fibrositler ve myoid hiicreler gibi destekleyici
elemanlar bulunur. Seminifer tiibiiller etrafinda gevsek bag doku bulunur. Bu doku
igerisinde testosteron liretimi yapan leydig hiicreleri, mast hiicreleri, makrofaj, kan
damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler bulunur. Bu gevsek bag doku testisin

hacminin yaklasik %20-30’unu kapsar (17,18).

Sertoli hiicreleri puberteden sonra g¢ogalma yetenegini kaybeden, diisiik

mitotik indeksli hiicrelerdir. Belirgin niikleol yapilar1 ve diizensiz sekilli ¢ekirdekleri
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vardir. Sertoli hiicrelerinin germ hiicrelerini beslemek, korumak ve artik maddeleri
fagosite etme gorevleri mevcuttur. Bu gorevler ile spermatogenezde 6nemli bir islev
goriir. Ayn1 zamanda inhibin proteinleri, folikiil stimulizan hormon (FSH) etkisiyle
androjen baglayici protein (ABP) iiretimi, transferrin, seruloplazmin, antimiillerian
hormon (AMH) iiretim ve salinimi gibi gorevleri de bulunmaktadir (17,19). Sertoli
hiicreleri tarafindan iiretilen aktivin ve inhibin hormanlar1 FSH diizey kontrolii
acisindan feed-back mekanizmasini olusturur (19). Sertoli hiicreleri arasinda gii¢lii-
sik1 kavsaklar vardir. Kavsak yapisi kan-testis bariyerini olusturur. Seminifer tiibiiller
diizlesir ve her lobiiliin tepesine dogru tubuli rectiyi olusturular. Buradan tiibiil ag1
yani rete testisi olusturarak mediasten testis icerisine girerler. Bu sekilde her lobiil
epididimal kanala agilan bir kanal {iretmis olur (18). Testis normal histolojisi yapisi

Cosentino skorlamasi tablosu ile degerlendirilir.

Tablo 1. Cosentino skorlamasi (10)

Grade | Karakteristik

1 Germinal hiicrelerin diizenli olarak dizildigi normal testikiiler yap1

2 Hasarin gosterdigi daha az diizenli yapiskan olmayan germianl hiicreler
ve daha yakin yerlesimli seminifer tiibiiller

3 Hasarin gosterdigi kiiglilmiis piknotik cekirdekli, diizensiz yerlesimli,
dokiilmiis germinal hiicreler ve sinirlar1 daha az belirgin olan seminifer
tibiiller

4 Hasarin gosterdigi koagiilasyon nekrozuna sahip olan germ hiicreleri ve

sik1 yerlesimli seminifer tiibiiller

Leydig  hiicreleri  tarafinca  salgilanan  testosteron,  yetiskinde
spermatogenezden ve sekonder (ikincil) seks karakterlerinin olusumundan
sorumludur. Luteinlestirici hormon (LH) etkisi ile leydig hiicrelerinden salgilanan
testosteronun %34’ kanda serbest olarak bulunurken, %66’s1 ABP ile bagli olarak
bulunur. Kandaki testosteron miktart LH’in feed-back mekanizmasi ile dengede

tutulmaktadir (17,18).

Spermatogenez, spermatogonyumlardan spermatozoonlarin olustugu 64

giinlik bir eylemdir. Bu eylem 3 evreden olusur. Bu evreler spermatositogenez,
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mayoz ve spermiyogenez evreleridir. Bu evreler sirasinda seminifer tiibiil bazal
laminasindan tiibiil liimenine dogru uzanan 4-8 tabaka hiicre dizilimi goriiliir.
Spermatogenez baglangicinda 3 farkli kok hiicre izlenmektedir. Bunlar: koyu tip A
kok hiicresi, soluk tip A kok hiicresi ve tip B kok hiicresidir. Tip A kok hiicreleri
mitozla ¢ogalirken, bazisi ileriki donemde kullanilmak tizere depo edilirler. Geri
kalan tip A hiicreleri farklilasarak tip B kok hiicrelerine donlismektedir. Tip B kok
hiicreleri mitoz gegirerek primer spermatositleri olusturur. Primer spermatositler
olusmasinin ardindan mayoz béliinmeye girerler. Mayoz boliinmenin basinda diploid
(2n) kromozom sayisina sahip olan hiicreler mayoz boliinmenin ilk basamagindan
sonra haploid (n) kromozom sayisina sahip sekonder spermatositleri olusturur.
Sekonder spermatositler mayoz bdliinmenin ikinci kismima girerek haploid
kromozom sayisina sahip spermatidleri olusturur.  Spermatidler daha sonra
spermiyogenez evresinde golgi fazi, akrozom fazi ve maturasyon fazindan gegerek
olgunlasarak  spermatozoon hiicrelerini  olustururlar (18). Olgun normal

spermatozoon yapist Johnsen skorlamasi ile degerlendirilebilmektedir.

I'vpe Adark
EpErTIRICEaraN

Type & pale ype A dark
TR I DTS 1P T EOE I

gesa] boap 4 B

Srcoradury
afE My

Sekil 2. Spermatogenez agamalar1 (20)



Tablo 2. Johnsen skorlamasi (21)

Skor

Karakteristik

Germ hiicresi ve sertoli hiicresi yok

Germ hiicresi yok yalnizca sertoli hiicresi mevcut

Yalnizca spermatogonia mevcut

Yalnizca birkag¢ spermatosit mevcut

Spermatozoa veya spermatid yok, ancak ¢ok sayida spermatosit mevcut.

Yalnizca birkag spermatid mevcut

Spermatozoa yok ancak ¢ok sayida spermatid mevcut

Sadece birkag adet spermatozoa mevcut
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Sekil 4. Testis Histolojik Goriintiisii (22)

2.1.3. Testisin Embriyolojisi

Primordial gonadlar alt torasik ve iist lomber bolgede iki tarafli ¢6lomik epitel
ve altindaki mezensimden geliserek gonadal ¢ikintilar1 olusturur. Gebeligin 3.
haftasinda vitelliis kesesinde gelisen germ hiicreleri dorsal mezenter boyunca hareket
ederek gonadal ¢ikintilara ulasir. Eger bu go¢ hareketi basarisiz olursa gonadlarin
gelisimi durur. Gebeligin 6. haftasinda gonadal ¢ikintilarin yiizey epiteli mezensime

dogru uzayarak primitif seks kordonlarini olusturur (16).

Embriyodaki gonadin tiirii fertilizasyon esnasinda belli olmasina ragmen
intrauterin gelisimin ilk 7-8. haftasina kadar erkek ve kadin gonadlari aynidir. Bu
dénemden sonra Y kromozomunun tek ekzonlu bir gen olan SRY geninin

aktiflesmesine ve bu gene bagli SOX9 geninin aktiflesmesine bagli olarak gonadlar
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testis yoniinde farklilagmaya baslar (23). Sertoli hiicreleri tarafindan salinan AMH
gebeligin 8-12. haftasinda miillerian kanalin fallopi tiipleri, uterus ve vajinanin st
kismina diferansiye olmasimi Onlerken, leydig hiicrelerinden salinan testosteron ile

wolf kanali epididim, vaz deferens ve seminal vezikiile farklilasir (24).

Gonadin mediiller bolgesindeki hiicreler ve go¢ eden germ hiicreleri ile
birlikte SRY geni etkisi altinda olusan sertoli hiicreleri ve germ hiicreleri direkt
temas araciligiyla testikiiler epitel kordonlarini olusturur. Pubertede bu epitel

kordonlar tiibiilarize olarak seminifer tiibiilleri olusturur (25,26).

Gebeligin 16. haftasinda tiibiilleri olusturacak kordonlarin atnali seklini alir
ve distal uglar1 birleserek epigenital tiibiil isimli bosaltim kanallarindan farklilasan
ince duvarli rete testisi olusturur (25,26) . Testisin medial kisminda 5-12 tane
arasindaki rete testis agi duktuli efferentislere agilir (26). Paramezonefrik kanallar
AMH nedeniyle kraniel kisimdaki appendiks testis hari¢ dejenere olurken testosteron
etkisi ile dejenere olan kranieldeki appendiks epididimis haricindeki yapilar ana
bosaltim kanallar1 olan epididimis ve vaz deferensi olusturmak {izere farklilasirlar
(26). Gebeligin 12. haftasinda testis gelisimi devam ettik¢e bag dokudan koken alan

tunica albuginea olusarak testis ile ¢gevre mezotelden ayiran kilif olusur (23).

Gebeligin 2. ayina kadar alt torakal ve iist lomber bdlgede bulunan testis,
mezonefroz ile karin arka duvar arasindaki baglanti {irogenital mezenter ile olur.
Daha sonra mezonefroz dejenere olur ve bu mezenter yapisi sadece testis mezenteri
olarak kalir. Mezenter kaudalde sadece ligament olarak kalir. Bu ligament kaudal
genital ligament veya gubernakulum olarak adlandirilir. Bu kaudal kismin gelisimi
leydig hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin benzeri hormon 3 (INSL-3) ile

gergeklesir (24).

Testisin skrotuma inisi 2 basamakta gergeklesir. Bu evreler transabdominal
evre ve inguinoskrotal evredir. INSL-3’iin transabdominal evredeki, androjenlerin ve
kalsitonin gen iliskili peptidin (CGRP) inguinoskrotal evredeki primer sorumlu
hormon oldugu diistiniilmektedir (24). Testisin inisinden 6nce gubernakulum olarak
adlandirilan ligament inguinal bdlgede internal ve eksternal abdominal oblik kaslari

arasinda uzanirken inis basladigi zaman kasin ekstra abdominal kismi olusur ve bu



kisim gebeligin 25-35. haftalarinda skrotum tabanina kadar biyiir. Testis karin arka
duvarin1 takip ederek inguinal bolgeye kadar gelir. Gebeligin 28-35. haftalan
arasinda testisin karin 6n duvarindan ve pubis kemiginin Oniinden asagi inmesi ile
birlikte dogumda testisler skrotum igerisinde gozlenir. Ayrica ¢dlomik bosluktan
karin her iki tarafinda cepler olusur ve processus vaginalis ismini alir. Processus
vaginalisi olusturan katlarin testis skrotuma indikten sonra testisi saran i¢ kismina
tunika vaginalisin viseral tabakasi, dis kismina tunika vaginalisin parietal tabakasi

ad1 verilir. Dogumdan sonraki ilk 1 yil i¢erisinde vaginal processus kapanmis olur
(24-26).
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10



2.2. TESTiS TUMORLERI
2.2.1. Epidemiyoloji

Testis tiimorleri (TT) erkeklerde tiim kanserlerin  %1’ini olusturmakta olup
20-35 yas arasi erkeklerde en sik goriilen solid organ kanseridir. Tim tirolojik
malignitelerin ise %35’ini olusturur (27,28). Urolojik kanserler genel olarak yasla
birlikte artma egilimindeyken testis kanseri insidansinda yasla birlikte artis
gbzlenmez. Insidans etnik, sosyoekonomik ve cografi kosullara bagl olarak degisim
gosterebilmektedir. Asya ve Afrika kokenli erkeklerde 100.000°de 1’den az
goriiliirken, Avrupali erkeklerde 100.000°de 410 oraninda goriiliir (29,30).

Son 10 y1l igerisinde TT insidansi yaklasik olarak her yil i¢in % 1,2 oraninda
artma egilimindedir. Insidansta goriilen bu artis, etyolojide cevresel faktdrlerin rolii
oldugunu diigiindiirmektedir (29,31). Son yillarda testis timoriinde mortalite azalmig
olup, mortalitenin azalmasinin nedenleri KT rejimlerindeki etkinlik artis1 ve

hastaligin daha erken evrelerde saptanmasidir (32).

2.2.2. Etiyoloji

TT’lerinin etiyolojisi tam net olarak ortaya konulmamis olmakla birlikte bazi
ajanlar ve bazi durumlar etiyolojide suglanmaktadir. Bu duruma yol agan hem
konjenital hem de edinsel nedenler olabilecegi diisiiniilmektedir. En iyi bilinen risk
faktorli inmemis testis Oykiisiidiir. Son yillarda yapilan caligmalarda testis tiimorlii
hastalarin %7-10’unda inmemis testis dykiisii oldugu saptanmistir. Inmemis testis
Oykiisii olan hastalarda tiimor olusum mekanizmasi olarak 1s1 artisi, kan akimi
bozulmasi, germ hiicre morfolojisi bozulmas1 diisliniilmektedir. Orsiektomi yapilan
hastalarda ise malignite riskinin azalmadig: diisiiniilmektedir (33). Daha 6nce testis
kanseri tanisi almig bir hastanin diger testisinde ikincil bir kanser gelisme riski, %2-
3°diir. Testis tiimorlerinde aile dykiisii 6nemli olup hastalarin yaklasik %2’si testis

kanseri olan bir aile tiyesine sahiptir (34,35).

Son yillarda testis tiimorleri etiyopatogenezinde hormonlarin 6zellikle de

Ostrojenin etkisi iizerinde durulmaktadir. Gebelik sirasinda dietilstilbestron veya
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Ostrojen iceren oral kontraseptif kullanan kadinlarin erkek cocuklarinda iirolojik
anomaliler gozlenmis olup bu ¢ocuklarda testis tiimorii gelisme insidansinin yaklagik

olarak %2,8-5,3 oraninda arttig1 gosterilmistir (36,37).

Testikiiler mikrolithiazis testis igerisinde yerlesimli ¢ok sayida kiiclik
kalsifikasyonlarin varligiyla seyreden bir patolojidir. Testikiiler mikrolithiazis
hastalarinda testis tiimorleri daha sik olarak karsilagsmaktadir (38). Kimyasal
karsinojenlere maruziyet ve orsit gibi durumlar yine bilinen diger risk faktorleridir
(39).

2.2.3. Tam

Hastalar genel olarak agrisiz testikiiler kitle ile bagvururlar. Hasta ayaktayken
yapilan muayenede testiste farkedilen sertlik veya nodiil bulunmasi aksi ispat edilene
kadar TT belirtisidir. Ayirict tanida orsit ve torsiyon akilda tutulmalidir. TT siiphesi
olan hastada skrotal ultrasondan faydalanmak miimkiindiir. Ozellikle hidrosel gibi
testis parankiminin palpasyonunun engellendigi durumlarda oldukg¢a faydalidir. TT
varligi fizik muayenede kesin olarak anlasiliyorsa ultrason yapilmasi gereksizdir

(40).

Alfa-feto protein (AFP), human koryonik gonadotropin (hCG), laktat
dehidrogenaz (LDH), plasental alkalen fosfataz (PALP) gibi serum tiimér belirtecleri
testis timorlerinin tani, evreleme, prognozunun belirlenmesi, tedavi se¢imi, tedaviye

yanitinin degerlendirilmesi gibi bircok konuda aktif olarak kullanilmaktadir (41).

AFP: Yolk sac hiicrelerince iiretilen glikoproteindir. Yarilanma 6mrii 5-7 giin
olup testis tiimorleri disinda karaciger ve pankreas kanserleriyle 1 yas altindaki
cocuklarda da serumda yiiksek izlenebilir. Piir seminom ve koryakarsinomda AFP
yiikselmezken embriyonel karsinom ve yolk sac tiimorlerinde yiiksek seyreder.

Klinik evre ilerledik¢e AFP yiiksekliginin goriilme orani artar (42,43).

hCG: Alfa ve beta olmak iizere iki alt birimi olan sinsityotrofoblastik
hiicrelerden salgilanan bir glikoproteindir. Testis tiimorlerinde yiiksekligi en sik

gozlenen belirteg olup testis timdrleriyle birlikte karaciger, pankreas, mide, mesane
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tiimdrleri ve multiple myelomda yiiksek seyredebilir. Serum yarilanma omrii 1-2
giindiir. Koryokarsinomlu hastalarin tamaminda, embriyonel karsinomlu hastalarin

%40-60’1nda seminomlu hastalarin %7’sinde serum hCG seviyesi yiiksektir (42,43).

LDH: Testis tiimorlerine spesifik olmayan, serumdaki seviyesi tiimor
yiikiiyle dogru orantili olan prognostik éneme sahip bir enzimdir. Testis tiimoriine
0zgli olmayisi nedeniyle tanidaki onemi smirlidir. Viicutta mide, ¢izgili kaslar,
karaciger, bobrek gibi hemen her dokuda bulunabilir. Hastaligin klinik evresi
ilerledikce LDH seviyelerinde yiikselme gozlenir. Germ hiicreli tiimorlii hastalarin

%40-60’1nda LDH yiiksek seyreder. Yarilanma 6mrii 4-5 giindiir (42,44).

PLAP: Piir seminom takibinde degerli olabilir ancak kullanimi diistiktiir.
Ozellikle sigara icenlerde yanlis sonuglar ¢ikabilecegi icin o hasta grubunda

kullanim1 6nerilmemektedir (45).

Manyetik rezonans goriintiileme (MRG), Bilgisayar tomografi (BT), Pozitron
Emisyon Tomografisi (PET) gibi tetkikler testis tiimdrii tan1 ve evrelemesinde

onemli bir yere sahiptirler (46,47).

Testis kanserlerinin bilyiik cogunlugu germ hiicreli tiimorleridir (GHT).
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Tablo 3. Testis Kanseri Tiirleri (47)

o Germ Hiicreli Tiimorler

> Seminom

> Non-Seminomat6z Germ Hiicreli Tiimorler

% Embriyonel karsinom

+ Yolk sac karsinom

< Teratom

% Malign Teratom

+ Mikst Germ Hicreli Tiimor

s Spermatositik Timor

o Seks Kord Stromal Tiimor

+ Sertoli hucreli timor

¢ Leydig hiicreli timor

+ Graniiloza hiicreli timor

s Mikst tip

% Smiflandirilamayan

o Mikst germ hiicreli ve stromal tiimorler

«» Gonadoblastom

o Adneksial ve Paratestikiiler Tuumorler

+» Rete testis adenokarsinomu

++ Epididimis adenokarsinomu

s Mezotelyoma

o Lenfoma

o Metastaz
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2.2.3.1. Germ hiicreli timorler

Testis tiimorlerinin yaklasik %95’ini olusturmaktadir. GHT ler temelde saf

seminomlar ve seminamat6z olmayan GHT ler olarak ikiye ayrilmaktadir (48,49).

Seminom: GHT’ler igerisinde en sik goriilen tiimorler seminomlar olup tiim
GHT’lerin yaklasik %50’sini olusturmaktadir. En sik 35-40°11 yaslarda goriiliir. Fizik
muayenede siklikla testis bliyliktiir ve agrisiz, solid, homojen bir kitle seklinde ele
gelir. Hidrosel eslik edebilir. Seminomlar siklikla unilateral olmakla birlikte bilateral
olgular da mevcuttur. Seminomlarda LDH ve hCG yiiksekligi goriilebilir. Ancak
AFP yiikseligi gozlenmez. hCG yiiksekliginin nedeni seminom igerisindeki
sinsityotrofoblastlarin hormon {retimine baghdir. hCG yiiksekligine bagli olarak
eksoftalmus, hiperkalsemi, polistemi gibi bulgular goriilebilir (50,51). Mikroskobik
olarak glikojenden zengin, berrak sitoplazmasi ve belirgin ¢ekirdekgigi olan hiicreler
seklinde ayirt edilir. Malign bir timor olan seminom siklikla erken evrede yakalanir

ve erken evrede kiir sans1 %95’lere ulasmaktadir (52,53).

Embriyonel Karsinom: Piir embriyonel karsinom (EK), GHT lerin yaklasik
%2-3’linli olusturur ancak genelde mikst tip GHT’lerin komponentlerinden biri
olarak karsimiza ¢ikar. Mikst GHT’lerde %87 oraninda goriiliir. En sik 2. ve 3.
dekadda karsimiza ¢ikar. Piir EK’de AFP yiiksekligi goriilmez; ancak genelde mikst
tip ile karsilastigimiz igin yolk sac tiimoriiniin eslik ettigi GHT lerde AFP yiiksekligi
de eslik edebilir. Ileri evre hastalikta LDH yiiksekligi goriilebilir. Makroskopik
olarak simirlar1 net olarak ortaya konulamayan, soluk renkli, igerisinde kanama ve
nekrotik alanlarin oldugu invaziv kitlelerdir. EK bazofilik boyanir, belirgin
cekirdekgikli ve biiyilik ¢ekirdeklidir. Retroperitonel lenf nodu tutulumu gézlenebilir
ve bu tutulum 6zellikle mikst tip GHT deki EK orant ile iliskilidir. Piir EK, mikst tip
GHT’den daha agresif seyreder (50,51).

Yolk Sac Tiimérii: U¢ yasm altindaki cocuklarda en sik goriilen testis
tiimori olup piir yolk sac tiimorii veya mikst tip GHT seklinde goriilebilir. Cocuk yas
grubunda prognoz oldukgea iyi iken eriskinlerde goriilen mikst tip GHT de prognoz
genellikle daha kotiidiir. Hastalar genellikle 15-40 yas arasindadir. Erigkin

nonseminamatdz germ hiicreli tiimorlerin (NSGHT) %44’iinii olustururlar. Hastalar
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genellikle agrisiz kitle sikayeti ile bagvururlar. Makroskopik olarak genellikle
kapsiilstiz ancak iyi sinirli kitlelerdir. Yolk sac tiimdriinde morfoloji oldukga
degisken olup retikiiler, papiller, mikrokistik gibi bir¢ok histolojik alt tipi mevcuttur.
Yolk sac tiimiiriinde %95-100 oraninda serumda AFP yiiksekligi saptanir ancak hCG
yiiksekligi gbzlenmez (51,54,55).

Koryokarsinom: Piir formu olduk¢a nadir gorillen bir tiimdr olan
koryokarsinom siklikla mikst tip GHT lerin bir komponenti olarak karsimiza ¢ikar.
Piir formu %]1°den az goriiliirken mikst tip GHT de koryokarsinom goriilme orani
%6,4-17,8 arasindadir. GHT ler grubu igerisinde en agresif olanidir. Erken déonemde
hematojen metastaz yapip siklikla akciger ve beyni tutar. Koryokarsinom en sik 3. ve
4. dekadda gorilir. Koryokarsinomlar erken metastaz yapma egiliminde
olduklarindan hastalar testikiiler kitle ile poliklinige basvurabilecegi gibi metastatik
semptomlarla da karsimiza ¢ikabilir. Tiimor solid, gri, kanama odaklar igeren kitle
seklindedir. Koryokarsinomlu hastalarda serum hCG seviyesi her zaman yiiksek
olup, mikst tip olmadig1 siirece AFP yiiksekligi gzlenmez. Metastazlara bagli olarak
hemoptizi, karinda kitle goriilebilirken hCG yiiksekligine bagli olarak jinekomasti,
tirotoksikoz gibi bulgular izlenebilir (50,51,56).

Teratom: Piir teratom cocuklarda, 6zellikle en sik 4 yasin altinda gozlenir.
Erigkinlerde mikst tip GHT’nin bir komponenti olarak %350 oraninda rastlanir.
Cocukluk ¢aginda yolk sac tiimoriinden sonra en sik rastlanan ikinci testikiiler
timordiir. Eriskinlerde 3. ve 4. dekadda siktir. Hiicre maturasyon ve atipisine gore
matiir veya immatiir olarak ikiye ayrilir. Tiimorler genellikle 1yi smirl, sert, nodiiler
lezyonlardir. Tiimor endoderm, ektoderm veya mezoderm kaynakli yapilar igerir.
Tiimoriin icerigine bagh olarak kikirdak veya noéroglial dokular goriilebilir.
Teratomlarda AFP veya hCG yiikselmez ancak mikst tip GHT nin bir pargasi ise
diger komponentlere bagli olarak yiikseklik gozlenebilir. Cocuklarda goriilen teratom
siklikla benign seyrederken, eriskinlerde maturasyondan bagimsiz genel olarak
maligndir (55,57,58). Evre 1 mikst GHT lerde %16,7 oraninda lenf nodu metastazi
yapar. Retroperitoneal lenf nodu diseksiyonu (RPLND) yapilan hastalarda eksizyon
materyalinde en sik goriilen tiimor teratom olup genellikle senkron seyreder. Geg

donem niiksler yine en sik teratomda gozlenir (50).
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Mikst Germ Hiicreli Tiimér: Birden fazla farkli komponent iceren
GHT’lere mikst GHT ler denir. Tiim testis kitlelerinin yaklasik %33’{i mikst tiptir.
En sik goriilen kombinasyonu %26 oraninda EK ve teratom birlikteligidir. Puberte ve
daha geng ¢ocukluk doneminde nadir olarak gozlenir. En sik 30’1u yaslarda gozlenir.
Serumdaki AFP ve hCG yiiksekligi tiimoriin igerdigi komponentlere bagl olarak
yiiksek ya da normal olabilir (50-52).

2.2.3.2. Seks kord stromal timor

Yetiskinlerde goriilen testis tiimorlerinin %5’inden azini olusturmaktadir.
Genellikle non-fonksiyonel kitlelerdir. Bu timdrler ¢ogunlukla benign seyirli

olmakla birlikte az bir kism1 malign de seyredebilir (50).

Leydig hiicreli tiimér: En yaygin seks kord stromal tiimor olup tiim testis
timorlerinin - %1-3’linii  olusturur. Hastalarin ¢ogu 20-60 yas arasindadir.
Histopatolojik olarak iyi sinirl, sari-kahverengi dokudur. Leydig hiicreli tiimorli
hastalarda androjen iiretimi ve sonrasinda periferik aromatizasyona bagli olarak
jinekomasti ve libido kaybi gibi bulgular goriilebilir. Olgularin yaklasik %901
benign seyreder. Tiimdr ¢api, mitotik aktivite gibi malignite kriteri olsa da tek gergcek

malignite kriteri metastazdir. Cogunlukla RT ve KT’ye direnglidir (59,60).

Sertoli hiicreli tiimor: Testis tiimorlerinin %]1’inden azmi olusturan
timorlerdir ve puberte sonrasi hemen hemen her yas grubunda gortilebilir. Seks kord
stromal tiimorler icerisinde leydig hiicreli tiimorden sonra ikinci siklikta goriilen
tiimordiir. Iyi sinirl, homojen kitlelerdir. Asemptomatik olabilecegi gibi hormonal
etkiye bagli semptomlar da goriilebilir. Cogunlukla benigndirler. Metastaz yine
maligniteyi gosteren tek net kriterdir. RT ve KT sertoli hiicreli timorlerde etkisizdir

(50,51,56).

Graniiloza hiicreli tiimor: Nadir goriilen ve yavas biiylime egilimi gdsteren
timor olup Ostrojen sekresyonunu artirarak jinekomasti yapabilir. Histopatolojik

olarak yuvarlak, kapsiillii tiimorlerdir. Cogunlukla benign seyirlidirler (61,62).
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Tekom/Fibrom: Olduke¢a nadir goriilen testikiiler kitle olup biiyiik oranda
benign seyirlidirler. Mikroskobik olarak igsi hiicre demetlerinin olusturdugu

storiform yapilar goriiliir. Metastaz yapan vaka heniiz bildirilmemistir (50,56).

Gonadoblastom: Hem germ hiicrelerinden hem de seks kord hiicrelerinden
olusan mikst tiimorlerdir. Olduk¢a nadir goriilen tiimorler olup, c¢ogunlukla
disgenetik gonadlarla iligkilidirler. Olgularin ¢ogu; fenotipi kadin goriiniimiinde olan
bireylerde ortaya c¢ikar. Bu tiimdrler siklikla 20 yas altinda goriiliir, bilateral olma
oranlar1 %40’larda olup, bilateral timorii olan hastalarda tedavi bilateral

orsiektomidir (50,51,56).

2.2.3.3. Lenfoma

50 yas iizerinde en sik goriilen testis tiimorii non-Hodgin lenfomadir.
Olgularm biiyiik cogunlugu 60 yas iizerinde goriiliir ve %35 oraninda bilateral olma
egilimindedirler. Lenfoma hastalarinda diger testis tiimorlerinden farkli olarak ates,
gece terlemesi, kilo kayb1 gibi sistemik semptomlar goriilebilir. Tedavi, diger testis
tiimdrlerinde oldugu gibi orsiektomi olup bu hasta grubunda ameliyat sonrasi ek
tedavi ihtiya¢ durumu acisindan hematoloji ve onkoloji boliimlerinin de goriislerinin

de alinmas1 gerekmektedir (63).

2.2.3.4. Metastazlar

Testise metastaz nadir goriilmekle birlikte en sik prostat ve akciger kanseri ile
melanom metastazlarina rastlanir. Genellikle hemotojen yayilim neticesinde olur.

Tedavide amag primer tiimore yoneliktir (50,51).

2.2.4. Evreleme

TT evrelemesinde tiimdr, lenf nodu, metastaz (TNM) evreleme sistemi

kullanilir.
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Tablo 4. TNM Evrelemesi (64)

Primer Tiimor (T)*
*Primer tlimoriin derecesi genellikle radikal orsiektomi sonrasi siniflandirilir, bu yiizden
patolojik evredir. Eger orsicktomi yapilmadiysa Tx olarak degerlendirilir.

pTX  Primer tiimdr degerlendirilemiyor

pTO  Primer tiimor bulgusu yok (6rnegin testiste histolojik skar)

pTis intratiibiiler germ hiicreli neoplazi (karsinoma in situ)

pT1  Tumor testis ve epididime sinirli, vaskiiler/lenfatik yayilim yok; timor tunika
albugineaya yayilmis olabilir ancak tunika vaginalise yayilim yok. (3 cm’den
kiigiik tiimorler Tla, 3 cm’den biiyiik tiimorler T1b olarak degerlendirilir.)

pT2 Tlimor testis ve epididime sinirh vaskiiler/lenfatik yayilim var veya tunika
albugineay1 asmig ve tunika vaginalis tutulumu mevcut.

pT3  Tiimor spermatik korda yayilmistir. (vaskiiler/lenfatik yayilim var veya yok)

pT4 Tlimor skrotuma yayilmstir. (vaskiiler/lenfatik yayilim var veya yok)

Bolgesel Lenf Nodlar (N)
Klinik

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok

N1 En biiylik boyutu 2 cm veya daha az tek lenf nodu veya higbirinin en biiyiik boyutu
2 cm’den biiyiik olmayan birden ¢ok lenf nodu metastazi

N2 En biiyiik boyutu 2 ile 5 cm arasi tek lenf nodu metastazi veya an az biri 2 cm’den
biiyiik ancak 5 cm’den kiiciik birden ¢ok lenf nodu metastazi

N3 En biiyiik ¢ap1 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi

Patolojik (pN)

pNx  Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

pNO  Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok

pN1  En biiyiik boyutu 2 cm veya daha kiigiik ve 5 veya daha az sayida hicbirinin en
biiyiik boyutu 2 cm’den fazla olmayan lenf nodu metastazi

pPN2  En biiyiik boyutu 2 cm’den biiyiik ancak 5 cm’den kiigiik veya hig¢biri 5 cm’den
biiylik olmayan 5 adetten daha fazla sayida lenf nodu metastazi veya tiimoriin lenf
nodu digina uzanim gosterdigine dair bulgu olmasi

PN3  En biiyiik boyutu 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Mla  Bolgesel olmayan lenf diigiimleri yada akciger metastazi

M1b  Diger bolgeler

Serum tiimor Belirtecleri (S)

SX Serum tiimor belirteci sonuglari elde yok veya calisilmamig

SO Serum tiimor belirtegleri normal sinirlarda

s1 LDH (U/) < 1.5 X N Ve,
B3-hCG (MIU/mI)< 5.000 ve,
AFP (ng/ml)< 1.000

S2 LDH (U/l) 1.5-10 x N veya,
B3-hCG (mIU/mI) 5.000- 50.000 veya,
AFP (ng/ml) 1.000-10.000

S3 LDH (U/l) >10 x N veya,
B3-hCG (mIU/mI) > 50.000 veya,
AFP (ng/ml) >10.000
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Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan bir diger evreleme
sistemi kullanilir. Bu evreleme sistemine gore evre 1’de tiimor testis ve epididimde
sinirlidir. Evre 2’de hastalardan bolgesel lenf nodu metastazi olanlar, evre 3’de ise

bolgesel olmayan lenf nodlar1 ile visseral metastaz bulunan hastalar yer almaktadir

(65).

Testis tlimorlii hastalarda bir takim bagimsiz prognostik faktorler mevcuttur.

Bu faktorlerin bulunusu kétii prognoza isaret eder.

Seminomlar i¢in; rete testis invazyonu ve tiimdr capmin 4 santimetreden
biiyiik olusu kotii prognoza isaret ederken, NSGHT’ler i¢in; tiimdr icinde veya
peritiimoral lenfatik veya vaskiiler yayilim varligi, proliferasyon oranmin %70’den
biiyiik olusu, tiimor i¢indeki embriyonel karsinom oraninin %50’den fazla olusu kotii

prognoz gostergesidir (65).

Metastatik TT’lii hastalar i¢in International Germ Cell Cancer Collaborative
Group (IGCCCQG) tarafindan olusturulan prognostik gruplara gore bir siniflama
mevcut olup, metastatik hastalik tedavi rejimleri diizenlenirken bu gruplama dikkate

alinmaktadir (66).
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Tablo 5. AJCC'ye gore Tiimor Evreleri (65)

AJCC'ye gore Tiimor Evreleri

Grup T N M S (serum
timor
belirtecleri

Evre 0 pTis NO MO SO

Evre | pT1-4 NO MO Sx

Evre IA pT1 NO MO SX

Evre IB pT2 NO MO SO

pT3 NO MO SO
pT4 NO MO SO

Evre IS Herhangi pT/Tx NO MO S1-3

Evre Il Herhangi pT/Tx N1-3 MO SX

Evre 11A Herhangi pT/Tx N1 MO SO

Herhangi pT/Tx N1 MO S1

Evre 11B Herhangi pT/Tx N2 MO SO

Herhangi pT/Tx N2 MO S1
Evre lIC Herhangi pT/Tx N3 MO SO
Herhangi pT/Tx N3 MO S1
Evre 111 Herhangi pT/Tx Herhangi N M1 SX
Evre IHIA Herhangi pT/Tx Herhangi N Mla SO
Herhangi pT/Tx Herhangi N Mla S1
Evre 111B Herhangi pT/Tx N1-3 MO S2
Herhangi pT/Tx Herhangi N Mla S2
Evre 11IC Herhangi pT/Tx N1-3 MO S3
Herhangi pT/Tx Herhangi N Mla S3
Herhangi pT/Tx Herhangi N M1b Herhangi S
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Tablo 6. Metastatik testis timoriinde International Germ Cell Cancer Collaborative

Group siniflamasi (66)

Risk Sinifi Seminom Nonseminom

Iyi Prognoz Herhangi bir primer yerlesim Testis veya retroperitoneal
alan1 ve Akciger dis1 organ
tutulumu yok ve Normal AFP

Herhangi bir 3-hCG degeri Post-orsicktomi serum

Herhangi bir LDH degeri tiimor belirtecleri-
asagidakilerin hepsi;

AFP < 1.000 ng/mi
- hCG < 5.000 U/l

LDH<1.5 x normal st
sinirimin

primer timor ve Akciger
dis1 organ tutulumu yok ve

Orta Prognoz Herhangi bir primer yerlesim Testis veya retroperitoneal
alan1 ve Akciger dis1 organ
metastazi var ve Normal AFP

Herhgdgoir [ degey ve Post-orsiektomi serum

Herhangi bir LDH degeri timor belirtecleri-
asagidakilerin herhangi biri;

AFP < 1.000-10.000 ng/ml
B-hCG < 5.000-50.000 1U/I
LDH<1.5-10 x normal st

primer timor ve Akciger
dis1 organ tutulumu yok

simirinin
Kotii Prognoz Higbir seminom kotii Mediastinal primer timor
prognozlu olarak v .
eya Akciger dis1 organ
simiflandirilmamistir. y £ 3 01E

metastazi var veya Post-
orsiektomi serum tiimor

belirtecleri-asagidakilerin
herhangi biri;

AFP > 10.000 ng/ml
3-hCG >50.000 1U/I

LDH> 10 x normal st sinir1
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2.2.5. Tedavi

TT tedavisi; tiimoriin cinsi, serum belirtecleri, hastaligin evresi, doktor ve
hastalarin tercihlerine gore cesitlenir. TT, metastaz gelismesine ragmen ¢ogunlukla
tedavi edilebilen kanserlerdir. Tedavi diger tiimorlerin ¢ogunda oldugu gibi cerrahi,
KT, RT gibi rejimleri igerir (67,68). RT’de ama¢ kanserli hiicrelerin biiylimesini
durdurmak ve hiicre yapilarina zarar vermektir. KT genelde metastatik ya da
metastaz yapma potansiyeli olan hastalarda kullanilir. En sik kullanilan KT rejimi
bleomisin, etoposid, sisplatin (BEP) kombinasyonudur. Paklitaksel, ifosfomid,
sisplatin  (TIP) kombinasyonu ve vinblastin, ifosfomid ve sisplatin (VelP)
kombinasyonu da kullanilabilir. TT olan bir hastada ilk yapilmasi gereken tedavi
istisnai durumlar disinda inguinal orsiektomidir. TT tedavisi hastaligin evre ve risk

faktorlerine gore belirlenir (68,69).

Evre | Seminom Tedavisi: Evre | seminomlu hastalarda orsicktomi sonrasi
tedavi seceneklerini izlem, RT ve KT olusturmaktadir. Bu hasta grubunda %15-20
oraninda retroperitonda niiks gozlenebilir. Bu nedenle ozellikle kotii prognostik
faktorlere sahip olanlarda seminomlarin RT’ye son derece duyarli olmalarindan
dolay1 paraaortik ve bazi durumlarda es zamanli ayni taraf iliak lenf nodlarina 20-24
gray (Gy) RT verilebilir. RT sonrasi niiks oranlar1 %1-3’lere gerilemektedir (70-
72). Ayn sekilde bu hastalara adjuvant KT de verilebilir. Adjuvant KT ajan1 olarak
bir ya da iki kiir karboplatin tercih edilebilir. Bu hasta grubunda retroperitoneal lenf
nodu diseksiyonu niiks ihtimalinin RT den fazla olusundan dolay1 dnerilmemektedir.

Evre | seminomlu hastalarda hastaliga 6zgii sagkalim %99’lara kadar ulagsmaktadir
(27,73).

Evre 11A / 11B Seminom Tedavisi: Evre IIA ve IIB seminom hastalarinda
standart tedavi RT olup, 1A seminomda 30 Gy, 1B seminomda 36 Gy dozunda RT
verilmesi Onerilmektedir. RT paraaortik ve ipsilateral iliak lenf nodlaria
uygulanmaktadir. Bu hasta grubunda 3 kiir BEP ya da 4 kiir etoposid, sisplatin (EP)
verilebilir. Genel yaklasim ITA i¢in RT, IIB i¢in KT seklindedir. Evre IIA icin
sagkalim yaklasik olarak %100’lere ulasmakla birlikte orsiektomi sonrasi izlem

onerilmeyip KT ya da RT gibi tedavi modalitelerinden biri onerilmektedir (27).

23



Evre 11C / 111 Seminom Tedavisi: Evre IIC ve evre Il seminomlu hastalar
iyi ya da orta risk grubunda olma durumlarma gére tedavi edilirler. Iyi risk
grubundaki hastalar 3 kiir BEP ya da 4 kiir EP tedavisi alirken orta risk grubundaki
hastalara 4 kiir BEP veya etoposid, ifosfomid, sisplatin (VIP) KT’si verilir (27).

Evre IA / IB Non-Seminom Tedavisi: Evre I NSGHT’li hastalarda niiks
oram %28 olup, genellikle ilk bir yil icerisinde niiks etme egilimindedirler. Iki yil
sonrasinda gelisen niiksler gec¢ rekiirrens olarak kabul edilmekte olup, bu
rekiirrenslerin gériilme oram %2’dir. Ozellikle evre IA NSGHT’lii hastalarda izlem
bir segenek olup takiplerinde retroperitoneal kaynakli bir niiks olmasi durumunda
RPLND ile tedavi edilebilir. RPLND sonras1 patolojide tiimor saptanmaz ise hastalar
izleme almmakta ve tiimor saptanmasi durumunda hastalar adjuvan BEP tedavisi
almaktadir (74). Evre IB NSGHT’li hastalarda ise temel tedavi RPLND ya da BEP
tedavisi olup se¢ilmis kiiglik bir gruba aktif izlem de yapilabilmektedir (27).

Evre I1A / 11B Tedavisi: Evre IIA ve IIB hasta grubunda orsiektomi sonrasi
tedavinin diizenlenmesi i¢in tiimoriin evresi, serum timor belirte¢ diizeyi ve
radyografik bulgular degerlendirilmektedir. Orsiektomi sonrasi serum AFP ve hCG
degerleri yiiksek olan hastalarda daha yiiksek oranda niiks gozlenmektedir. Bu hasta
grubunda indiiksiyon KT rejimleri denenmektedir (27,75).

Genel yaklagim retroperitoneal lenf nodu metastazi olan NSGHT’li hastalarda
RPLND planlanmasi olup, RPLND’ye KT eklenmesi de bir diger se¢enektir. Primer
olarak RPLND vyapilan hastalarin patoloji preperatlarinda tiimore rastlanmamasi
durumunda izlem tercih edilmekteyken, eksize edilen lenf nodlarinda timor
saptanmast durumunda BEP tedavisi verilmesi Onerilmektedir. Orsiektomi sonrasi
primer tedavi olarak KT verilen NSGHT’li hastalarin takiplerinde de ayni sekilde
radyografik bulgular ve serum tiimor belirteclerinden yararlanilir (27,76,77).
Orsiektomi sonrasi tedavi olarak KT verilen ya da RPLND yapilan evre IIA ve evre

1B NSGHT li hastalarda niikssiiz sag kalim %98’lere ulasmaktadir (78,79).

Evre IIC / 11l Tedavisi: ileri evre metastatik NSGHT’li hastalarda 3 ya da 4

kiir BEP sonrast retroperitoneal timor goriilme orant %30 olup bu durumun
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muhtemel sebebi timdr yiikiiniin fazla olmasi ya da tiimor icerisinde teratom gibi

KT’ye direngli komponentlerin bulunmasidir (80).

Ileri evre metastatik NSGHT’li hastalarda tedavi yontemi IGCCCG’ye gére
hangi prognoz grubunda olduguna bakilarak belirlenmektedir. Iyi prognozlu grupta
temel tedavi 3 kiir BEP ya da 4 kiir EP, orta prognozlu grupta 4 kiir BEP
verilmektedir. Ko6tii prognozlu gruptaki hastalar 4 kiir BEP ya da 4 kiir VIP ile tedavi
edilir. VIP, BEP’e gore daha toksik olmasina ragmen bleomisini tolere edemeyen

hastalarda kullanilmaktadir (27,81).

Eskiden elde edilen verilerde sagkalim oranlar1 biraz daha diisiik olsa da
yapilan giincel calismalar ile 5 yillik genel sagkalim oranlari iyi, orta ve Kkotii

prognozlu gruptaki hastalar igin sirasiyla %94,% 83 ve %71 olarak bildirilmistir (82).

2.3. SISPLATIN

Sisplatin, cis-diamminedichloropatinum-Il olarak bilinen sik kullanilan bir
kemoterap6tik bir ilagtir. Sisplatin testis, mesane, akciger, serviks, bas-boyun, over,
kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde secilebilecek kemoterapdtik ajanlarin basinda
gelmektedir (1,2,4,83). Oda sartlar1 altinda beyaz, turuncu veya sari renk tonlarinda
bulunabilir ve suda az olarak ¢oziinebilir (1). Sisplatinin molekiiler yapist merkezde
iki degerlikli platin ve bu atoma bagli 2 amonyum ve 2 klor bag: igeren yapidir,
molekiiliin formiilii ClHgN2Pt’dir (2). Molekiiler agirligi 301,1 gr/mol’dir (1).
Dansitesi 3,74 gr/cm® iken, erime sicakligi 270 dir (1). Cis- ve Trans- olmak iizere
iki farkli izomere sahiptir. Sabit sicaklik ve basing altinda sitotoksik etkili olan cis-
formunda sebat ederken, zaman igerisinde yavas yavas trans-formasyonuna
doniisebilir (1,2). Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis bir
KT ajamdir.

Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda M. Peyrone tarafinca bulunmus, 1893 yilinda
A. Werner tarafindan kimyasal yapisi ¢oziimlenmistir. Ancak 1960’larin ortasina

kadar 6nemi bilinememistir. Bu donemde Rosenberg ve arkadaslarinin yaptiklar
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calismada sisplatin iceren bantlarin Escherichia Coli bakterilerinin boliinmesini

durdurdugunu gozlemlenmistir (1,2).

Hiicre metabolizmasi ve boliinme yetenegi yiiksek olan hiicrelere daha fazla
olmak tizere sisplatin tiim viicut hiicrelerine etki edebilmektedir (84). Hiicre
siklusundan bagimsiz olarak hiicreyi her donemde etkileyebilir. Sisplatinin oral
biyoyararlanimi yiiksek olmamasindan dolay1 intravendz (IV) veya intraperitoneal

(IP) olarak uygulanabilmektedir (2).

Alkilleyici 6zelligi olan sisplatin hiicre igerisine diflizyon yoluyla girer ve
hiicre ¢ekirdeginden iceri girerek DNA iizerindeki piirin bazlarma kovalent
baglanarak DNA’nin transkripsiyonunu Onler ve DNA adduct denilen yapiy
olusturur (85). DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 bozarak hiicreyi nekroz ve apoptoza
stiriikler (2,84). Bu etkisi ile diger kemoterapotik maddeler ile sinerjik aktivite
gosterir. Ayrica mitokondri igerisine de girerek mitokondri DNA’sin1 bozar,
mitokondri igerisinde stilfidril grup azalmasina neden olur, mitokondrial kalsiyum
alimin1 inhibe eder ve mitokondrial membran potensiyelini bozar; bu durum
mitokondrideki ATP kullanimini durdurur (86).

Normal fizyolojik kosullar altinda hiicre i¢inde olusan siiperoksit radikalleri
hiicre i¢i glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) ile
dengelenmektedir. Oksidatif kosullar altinda dengelenme sistemi yetersiz
kalmaktadir. Sisplatin diger etkisini ise hiicre i¢ersindeki siiperoksit radikallerindeki
artts ile olusturur. Bu durum hiicre i¢inde protein sekestrasyonuna, lipit

peroksidasyonuna ve DNA normal sarmal yapisinin bozulmasina neden olur (87).

Sisplatin oksidatif stres tizerindeki bu etkileri ile hiicre igerisinde hem
intrinsik hem de ekstrinsik yolaklar araciligiyla metabolik aktivitesi yiiksek olan
hiicrelerde apoptoz ve otofajiye neden olurken, normal hiicrelerde normal fizyolojik

fonksiyonlarin bozulmasina neden olabilmektedir.

Sisplatinin  hepatoksisite, ototoksisite, nefrotoksisite, gastrotoksisite,
kardiyotoksisite, myelosupresyon ve alerjik reaksiyonlar gibi yan etkileri mevcuttur

(83,87). Tedavi sirasinda bunlarin gelisimi doz smirlamasina ve KT protokoliiniin
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degisimine neden olmaktadir. Bu duruma en sik neden olan durum ise

nefrotoksisitedir.

Sisplatin viicuttan bobrekler araciligiyla atilir; bu nedenle bobreklerde diger
organlara nazaran daha fazla biriktigi gézlenmistir. Bobreklerden atilimi glomeriiler
filtrasyonla ve az miktarda sekresyonla olmaktadir. Bobrek proksimal tiibiillerinde
viicuttaki dokulara oranla 5 kat daha fazla bulunur. Yar1 6mrii 60 saat olan sisplatinin
ila¢ uygulanmasindan sonraki ilk 3 saat igerisinde bobrek kanlanmasi bozulurken asil
etki yaklagik 10 giin sonra izlenir (87). 2-3 giin sonrasinda proksimal ve distal
tiibiillerdeki sodyum (Na) ve su geri emilimi bozulur (distal renal tiibiiler asidoz). Bu
durum idrar konsanstrasyonunda bozulma ve en sonunda poliliriye neden olur.
Ayrica hipokalsemi ve hipomagnezemi yapar (84). Bobrek tiibiil hiicrelerinde artmis
reaktif oksijen radikallerine bagli olarak nekroz, apoptoza neden olur (86,88). Olusan

apoptotik hiicrelerin tiibiil icerisinde sediment olusturdugu gézlenmektedir.

Cisptatin
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Sekil 6. Sisplatinin nefrotoksisite {izerinde olan etkisi (87)
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Sisplatinin ototoksisite etkisi geri doniissiiz olarak hem kohlea’yr hem de
vestibiil’ii etkiler. Bu nedenle hem isitme kayb1 hem de denge kaybina neden olur.
Bu etki doz bagimli olarak gergeklesirken bu kemoterapétik ajan etkisini en ¢ok orta
kulakta kohlea’nin dis tily hiicrelerini etkileyerek yapar. isitme kayb1 ilk once yiiksek
frekansta baglarken doz bagiml olarak diisiik frekanslarda kayba kadar ilerleyebilir.
Sisplatinin ototoksisite etkisinin artmig serbest oksijen radikallerine bagli oldugu

diistiniilmektedir (84,89).

Sisplatin’in  testis lizerinde dejeneratif etkileri doz bagimli olarak
goriilmektedir. Bu etkilerini hem spermiyogenezde bulunan germ hiicrelerinin DNA
ve kromatin yapisini bozarak hem de testis i¢indeki hiicrelerde reaktif oksijen
radikallerini artirarak yapar. Verildigi andan itibaren 24 saat igerisinde sertoli
hiicrelerini etkileyerek spermiyogenez sirasinda germ hiicrelerinin ihtiyaci oldugu
beslenme, korunma, arttk maddelerin fagositoz islevini bozar. Viicuttaki
stereidogenezi azaltarak FSH, LH seviyelerini azaltir ve leydig hiicrelerini iizerine
etki ederek serumda testosteron seviyesini diisliriir. Tip A spermatogonyumlarin
rejenerasyon kabiliyetini bozarak ve apoptoza girmesine neden olur. Geri doniisiimlii
veya geri doniligiimsiiz spermiyogenezin devamliligin1 bozar. Sonug olarak sisplatin
testis agirliginda azalmaya, normal sperm morfolojisinde, sperm sayisinda, sperm
kromatin kalitesinde azalmaya ve serumdaki serbest ve ABP’ye bagli bulunan
testosteron seviyesinde azalmaya neden olur (6,83,85,90-92).

Sekil 7. Sisplatin molekiilii (1)
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Sekil 8. Sisplatinin testis toksisitesi etki mekanizmasi (93)

2.4. TADALAFIL

5-PDI ailesi oncelikli olarak ED tedavisi i¢in kullanilan ilaglardir. Bu aileden
1998 yilinda ilk olarak sildenafil molekiili FDA tarafindan onay almig, ardindan
2003 yilinda tadalafil ve vardanafil FDA’dan onay alarak kullanilmaya baslanmistir.
Ayrica avanafil, udenafil, lodenafil, mirodenafil gibi molekiiller de kullanilmaktadir.
Sildenafilin etkisi ilacin alimindan itibaren 30-60 dk i¢inde baslarken etki siiresi
yaklagik 8 saattir. Sildenafil kisa etkili bir ajan iken daha uzun etkili olan tadalafilin
ise ilk ilag etkisi ilacin alimindan sonra 30 dakika sonra baslarken, etkisi 36 saate
kadar stirer (94).

Normal ereksiyon fizyolojisinde penisteki sinir ucundan nitrik oksit (NO)
salgilanir. Korpus kavernosum kas tabakasi igerisine gecen NO kas hiicresinde
guanilat siklaz enzimini aktive eder ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) hiicre
icerisinde olusur. Hiicre icerisindeki cGMP birgok fosforilasyon kaskadini aktive
eder ve hiicre icerisinden disariya kalsiyum iyonu (Ca'™") atilim1 gerceklesir. Ca™
diisiikliigii penisteki diiz kas hiicrelerinde gevsemeye neden olur ve vazodilatasyon
gerceklesir. Vazodilatasyon sonrasinda corpus cavernosumlar igerisinde kan akimi

artis1 ve ereksiyon gerceklesir. Sinirsel uyarim sonlandiktan sonra hiicre icerisindeki
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cGMP, PDES enzimi tarafindan yikilarak 5’ guanozin monofosfat  (5’-GMP)’ye
dontisiim gergeklesir. cGMP miktarindaki diismeye bagli olarak hiicre igerisindeki
Ca'" miktar1 tekrar artarak diiz kas hiicresinde kasilsina neden olur ve vazodilatasyon
yani ereksiyon sonlanir. 5-PDI ailesi PDE5 enzimini inhibe ederek vazodilatasyon

sliresinin uzamasini saglar (94).

Tadalafil ile 3 aylik tedavi sonrasinda %67-81 hastada erektil fonksiyonlarin
diizeldigi gozlenmistir. 5-PDI ailesinin asil kullanim alan1 ED iken, ayni zamanda
pulmoner hipertansiyon, kontrast nefropatisi ve benign prostat hiperplazisi
tedavisinde kullanilmaktadir (8,95-97). Aymi zamanda bu aile igerisindeki
sildenafilin ve tadalafilin antioksidan, anti-apoptotik etkileri de gosterilmistir
(9,10,98). Testis torsiyonu nedeni ile basvuran hastalarda yapilan detorsiyon ile
hastada olusan iskemi-reperfiizyona baglh olusan oksidatif stresten korunma amaciyla
tadalafil tedavisi verilen hastalarda sperm kalitesinde artma oldugu gézlenmistir (99).
Diizenli kullanimda ise kavernozal arterlerde dilatasyon oldugu goriilmiis ve bu
amagcla penil rehabilitasyon tedavisinde kullanilmistir (94). Radikal prostatektomi
operasyonu geciren hastalarda cerrahi sonrasinda 5-PDI’nin diizenli kullaniminin
penis diiz kas sayisindaki azalmayr Onlendigi ve penisteki fibrozisin azaldigi

gosterilmistir (94).

Tadalafilin belirtilen etkilerini selektif PDE-5 inhibisyonuna bagli olarak
saglamaktadir (9). Tadalafil ek olarak PDE-11 inhibisyonuna da neden olmaktadir.
PDE-11 reseptorleri viicutta testis haricinde kalp ve iskelet kasinda, i¢ organlarin
damarlarmin diiz kasinda, prostat bezinde ve gelismekte olan germ hiicrelerinde fazla
sayida bulunmaktadir (100,101). Tadalafilin kronik kullaniminda sperm motilitesinin
azalmasin1  Onlemek disinda, sperm morfolojisini, sperm sayisint = ve
konsanstrasyonunu, serum FSH, LH ve testosteronu diizeyini etkilemedigi ve PDE-
11 inhibisyonunun spermiyogenez iizerinde etkili olmadig anlagilmistir (100). Diger
yandan kronik tadalafil kullaniminin sperm parametrelerini bozdugunu ve testis

boyutlarini azalttigini gésteren ¢alismalar da mevcuttur (100-102).

Tadalafil viicutta karacigerde CYP3A4 enzimi ile yikilmaktadir. Bu nedenle
bilinen karaciger hastaligi durumlarinda, CYP3A4 enzimini inhibe eden ketakonazol,

itrakonazol ve CYP3A4 enzimini indiikleyen rifampin, fenobarbital, fenitoin,
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karbamazepin gibi medikal tedavi kullanan hastalara 6zel olarak doz ayarlanmasi
gerekmektedir (94).

Tadalafil kullanima bagli sik goriilen yan etkiler bas agrisi, ylizde kizarma,

dispepsi, bag donmesi ve bobrek fonksiyonunda kisitlilik olan hastalarda miyaljidir.

En sik goriilen yan etkisi ise gegici olan bas agrisidir. Tadalafil kullanimindan

sonraki 48 saat igerisinde EEG degisiklikleri gozlenmistir. Bas agrisinin nedeni

serebral vaskiiler damarlardaki vazokonstriiktif yanit azalmasi olarak diistiniilmiistiir

(103).

Sekil 9. Tadalafil molekiilii (100)

Tablo 7. Tadalafil ve diger SPDEi farmokinetigi (104)

Sildenafil (film-coated tables)

Vardenafil (flm-coated tables)

Tadalafil (film-
coated ables)

Avanafil (il m-coated tables)

Trmax (min), median
Effect of food on
Trmax {min)
T1/2(h)
Metabolism

Main PDE targeted

Secondary PDE
Langet

Very commen
adverse effects
(=10%)

Common adverse
effects (<10%,
=14)

4560 min®

Mean delay in Tmay of about 60 min
(high-fat meal)

35h

Hepatic (primarily by the CYP3A4 and
to a minor extent, by the CYP2CY)

PDES
PDEG (10-timeslower specificity)

Headache

Diziness
Abnormal vision
Flushing

Masal congestion
Mausea
Dyspepsia

4560 min®

Mone (low-fat meal) mean delay in T of
about 60 min (high-fat meal)

45h

Hepatic (primarily by the CYP3A4 with
contribution from the CYP3AS and
CYP2C)

PDES

PDEG (15-times lower specificity)

Headache

Diziness
Flushing
Masal congestion

Dyspepsia

120 min
Mo

17.5h
Hepatic (pimarly
by the CYP3A4)

PDES

PDET1A
(controversial)

Mo

Headache
Flushing

Masal congestion
Dyspepsia

Back pain
Myalaia

Pain in extremity

30-45 min

Mean delay in Tray of about

75 min (high-fat meal)

510 h

Hepatic (CYP3A4, principal route,
and CYP2C9, secondary route)

PDES
PDES (100-limes lower specificity)

Mone
Headache

Flushing
Masal congestion
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2.5. N-ASETIL SIiSTEIN

NAS, dogada L-sistein aminoasidinin asetillenmis tiirevidir. Ozellikle
soganda daha c¢ok olmak ftizere bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. 1960’1l
yillarda mukolitik ajan olarak kullanilmaya baslanan NAS’in, sonraki yillarda
antioksidatif, antifibrotik 6zellikleri gdsterilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)

antioksidan madde listesinde bulunmaktadir (105).

NAS molekiili daha Once iskemi-reperfiizyon hasari, Steatohepatit,
parasetamol zehirlenmesi, kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH), Kkistik
fibrozis, kronik bronsit, civa zechirlenmesi, diabetik retinopati ve hipertansiyon,
katarakt, kuru g6z gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (105-107).
Antioksidan olarak genis kullanim alan1 olan NAS’1n antioksidan mekanizmas1 tam
net olarak anlagilamamakla beraber etkinin L-sistein aminoasidinin iizerindeki tiyol
grubu (-SH) ile saglandigr disiiniilmektedir (108). Ayrica sistein viicutta
rediiklenmis glutatyon prekiirsorii olarak bulunmaktadir (11). NAS’in antioksidatif
etkisine ek olarak transforming growth factor-p (TGF-B) yolagi iizerinden
antifibrotik ve anti-proliferatif etkilerini gosterdigini ve bu nedenle idiopatik akciger
hastalig1 ve sistit gibi hastaliklarda fibrozis olusmundan 6nleyici olarak kullanildigi
da bilinmektedir (108-110).

NAS giiniimiizde kolayca ulasilabilen ucuz bir ilagtir. NAS in ¢ok nadir
olmakla beraber bilinen bazi yan etkileri mevcuttur. Bunlar bulanti-kusma, mide
agris;, dokiintii, anjioodemdir. Normal glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim
seviyesine sahip insanlarda kisa siire igerisinde asir1 alinmasi durumunda ise
hemoliz, trombositopeni, akut bdbrek yetmezligi ve olim gibi durumlar
goriilebilmektedir (108,111,112).
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Sekil 10. NAS molekiilii (108)
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3. GEREC VE YONTEM

Saglik Bilimleri Universitesi Diskapt Yildirim Beyazit Saglik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Bilimsel Calismalar1 Destekleme Projesi’nden onay alinarak

calisma desteklenmistir (Karar Tarihi: 17.10.2019, Karar No: 74/02).

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu calismanin  yapilabilmesi icin KOBAY Deney Hayvanlarn
Laboratuari’ndan yerel etik kurulu onayi alindi (Onay Tarihi: 23.09.2019, Onay
numarasi 403). Calisma i¢in 40 adet 10-12 haftalik, 250-300 gr, erkek, Wistar Albino
rat kullanildi (KOBAY DHL A.S, Tiirkiye). Calismada tiim ratlar; 22+2°C"de, uygun
nemde ve sicaklikta, 12 saatlik 1s1k-karanlik siklusu olan odalarda tutuldu ve yeterli

miktarda gida ve suya ulagimlari (ad libitum) saglandi.

Kafeslerdeki talaslarda kavak agaci (Tapvei, Estonya) kullanildi. Ratlarin
yemlerinde VRF1 yemi (SDS diets, Ingiltere) kullanildi. Yemin besin degerleri

asagida verilmistir.

Tablo 8. Yem Besin igerigi

Ham Yag % 4,50
Ham Protein % 18,50
Ham Lif % 4,20
Ham Kiil % 7,00
Lizin % 1,00
Metionin % 0,42
Kalsiyum % 1,00
Fosfor % 0,60
Sodyum % 0,25
Magnezyum % 0,20
Bakir 20 mg/kg
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3.2. DENEY GRUPLARI
Calisma 5 grup olarak planlanda.

1. Kontrol Grubu: Ratlara 14 giin boyunca giinde 1 kere i.p. salin soliisyonu
verildi.

2. Grup 1: Ratlara 14 giin boyunca giinde 1 kere i.p salin soliisyonu verildi.
Calismanin 8. giiniinde tek doz 7,5 mg/kg sisplatin tedavisi i.p olarak
uygulandi.

3. Grup 2: Ratlara 14 giin boyunca giinde 1 kere oral olarak 1,8 mg/kg/giin
tadalafil verildi. Caligmanin 8. giiniinde tek doz 7,5mg/kg sisplatin tedavisi
i.p olarak uygulandi.

4. Grup 3: Ratlara 14 giin boyunca giinde 1 kere 50 mg/kg/giin NAS i.p olarak
verildi. Calismanin 8. giiniinde tek doz 7,5mg/kg sisplatin tedavisi i.p olarak
uygulanda.

5. Grup 4: Ratlara 14 giin boyunca giinde 1 kere oral olarak 1,8 mg/kg/giin
tadalafil ve giinde 1 kere 50 mg/kg/giin NAS i.p olarak verildi. Calismanin 8.
giiniinde tek doz 7,5mg/kg sisplatin tedavisi i.p olarak uygulandi.

Calisma tasarimi ARRIVE 2.0 kilavuzuna uygun olarak belirlendi (113).
Ratlar European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for
Experimental and Other Scientific Purposes (ETS 123) standartlarina uyularak takip
edildi ve c¢alisma protokolleri uygulandi. Gruplara belirlenen protokoller
cercevesinde 14 giin siiresince salin, tadalafil (Lifta, Abdi ibrahim Ilag, Tiirkiye),
NAS (Asist, Bilim Ilag, Tiirkiye) tedavileri verildi. Grup 1-4’te ratlara 8.giinde tek
doz sisplatin (Cisplatin, Kogak Farma, Tiirkiye) tedavisi verildi. Son tedavi dozundan
24 saat sonra intramuskuler (IM) 50mg/kg ketoprofen (Ketosol, Interchemie Werken,
Hollanda), 5 mg/kg xylazinum (Xylazinbio, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) uygulanrak
ratlarda genel anestezi olusturuldu. Ardindan intrakardiak kan alinarak O&tenazi
uygulandi. Alinan intrakardiak kandan serum testosteron oOlgiilmesi amaglandi.
Calismanin baslangicinda, sisplatin tedavisi verildigi giinde ve c¢alisma sonunda
ratlarin viicut agirliklart 6lgiildii. Ratlarin testisleri eksize edilerek boyutlart ve 1slak
agirhiklart  Olgiildiikten sonra ratlarin  sag testisleri 151k mikroskobisi ve
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immunhistokimyasal degerlendirilme amaciyla formolin soliisyonuna konuldu. Sol
testisleri doku malonildialdehit (MDA) 6lgiilmesi amaciyla -80°C’de sakland.

Calisma sirasinda 3. grupta 1 adet rat 6.glin ve 1 adet 7. Giin exitus oldu.

Calisma sirasinda exitus olan ratlarin yerine baska rat eklenmedi.

Sekil 11. Ratlarin ¢aligma sirasinda bulunduklar1 oda kosullar1 ve kafesleri
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Sekil 13. Ratlara NG ile tadalafil soliisyonu verilmesi
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Sekil 14. Ratlara IM olarak anestezik madde verilmesi

Sekil 15. Ratlardan intrakardiak kan alinmasi
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Sekil 16. Ratlarin skrotal eksplorasyon ve testis eksizyonu

3.3. ISIK MIKROSKOBIK INCELEME VE HIiSTOLOJIK
BULGULAR

Calisma sonrasinda ratlardan alinan sag testislerin 1slak agirliklart ve
boyutlart 6lgiildiikten sonra %10’luk formalin solisyonunda 24 saat fikse edildi.
Rutin doku takibi iglemi sonrasinda hazirlanan parafin bloklardan 4 mikron (um)
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler hematoksilen-eozin (H&E) (Merck,
Almanya) ile boyandi. Kesitler Nikon Eclipse mikroskobi cihazi (Nikon Corporation,
Japonya) ile incelendi. Her kesitte 100 adet seminifer tiibiil incelendi. Testislerden
Cosentino skorlamasi ve modifiye Johnsen skorlamasi yapildi (10,99). Kesit
resimleri Olympus LC Mikro fotograf makinesi ile (Olympus, Japonya) ile

fotograflandirildi.
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3.4. IMMUNHISTOKIMYASAL iNCELEME

Calisma sonrasinda ratlardan alinan sag testislerin 1slak agirliklart ve
boyutlar1 dlgiildiikten sonra %10’luk formalin sollisyonunda 24 saat fikse edildi.
Rutin doku takibi islemi sonrasinda hazirlanan parafin bloklardan 4 mikron (um)
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler anti-APAF-1 (ab216410) (Abcam,
Ingiltere) ile 1/200’liik diliisyonda Ventana Benchmark XT (Roche Diagnostics,
Almanya) cihazi ile boyandi. Kesitler Nikon Eclipse mikroskobi cihazi (Nikon
Corporation, Japonya) ile incelendi. Her kesitte 100 adet seminifer tiibiil incelendi.
Apoptotik indeks 100 seminifer tiibiilde anti-APAF1 antikoru ile boyanan apoptotik
hiicrelerin sayilip ortalamasi alinarak verildi. Kesitlerin resmi Olympus LC Mikro

fotograf makinesi ile (Olympus, Japonya) ile fotograflandirildi.

3.5. SERUM TESTOSTERON OLCULMESI

Intrakardiak olarak ratlardan alian kanlarin 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmesinin ardindan serumlar toplandi. Toplanan serumlardan total testosteron
calisilmasina kadar gegen siirede serumlar -80°C’de saklandi. Serum testosteron
degerleri Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)
yontemi ile dlgiimleri gergeklestirildi. LC-MS/MS yontemi i¢in Thermo TSQ Access
Max (Thermo-Fischer Scientific, ABD) cihazi kullanildi.

Ependorfa serumdan alinan 100uL 6rnek ve 200uL ¢oktiirme reaktifi alindi.
Ardindan vortekste 30 saniye karigsmasi saglandi. Sonrasinda 6rnek 10 dakika 12.000
rpm’de santrifiij edildi. 250uL siipernatant elde edilerek viale alindi. 25pL
stipernatant alinarak LC-MS/MS icin cihaza enjekte edildi. Bakilan testosteron

sonuglart pg/L olarak degerlendirildi.
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3.6. DOKUDA MDA OLCULMESI

Calisma sonrasinda ratlardan alinan sol testislerin 1slak agirliklar1 ve boyutlari
Olciildiikten sonra testis dokusunda MDA o6l¢ililmesine kadar gegen siirede testisler -

80°C’de bekletildi.

Her ratin testisi fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikandi. Testis dokusu sivi azot
ile ogutdldukten sonra toz haline getirildi. Toz haline gelmis testis dokusundan 100
mg eppendorf tupe alind1 ve tzerine 1 ml PBS ilave edildi. Daha sonra ependorftaki
karisim Tissue Lyser II (QIAGEN, Almanya) ile 30 hz ile 3 dakika boyunca

homojenize edildi.

Tiim kuyulara standartlar hari¢ olmak {izere 95ul saf su ve 5 pl homojenat
konuldu. Protein standart soliisyonu 16mg sigir serum albiimin (BSA) 20ml distile
suda ¢oziilerek olusturuldu. 10 dakika boyunca plate calkalandi. Protein standart
sollisyonu ve kor tlipten her kuyuya 100’er pl konuldu. 1 sise Lowry reaktifi 40ml
distile su icerisinde cozdiiriilerek tiim kuyulara 50pul konuldu. 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 450 pl Folin&Cocalteu’s fenol reaktifi (Sigma-Aldrich,
ABD) 4,75 ul distile su ile karistirilarak ¢alisma soliisyonu olusturuldu. Yapilan
calisma soliisyonundan her kuyuya 50 pl konuldu. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyonun ardindan 6rnekler 750 nm’de spektrofotometrik olarak 6lciildii. islem
sirasinda MDA ELISA kiti (Sunred Chemicals, Cin) kullanildi. Bakilan doku MDA

sonuglari nmol/gr olarak degerlendirildi.

3.7. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Tanimlayic1  analizler yiizde olarak ve siirekli degiskenler igin
ortalamatstandart sapma (SS) ve medyan (minimum-maksimum) degerleri
kullanilarak verilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram
ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemler (Shapiro-Wilk Testi) kullanilarak
incelenmigstir. Verilerin tamaminin normal dagilim gostermedigi tespit edilmistir.
Normal dagilima uymayan verilerde, ikiden fazla gruplarin karsilastiriimasi Kruskal-

Wallis Testi kullanilarak analiz edilmistir. Kruskal-Wallis testi sonucu anlamli ¢ikan
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gruplarin ikili gruplarinin degerlendirilmesi Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-
Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Bagimli degiskenlerin ii¢ ve daha fazla
tekrarli Olglimlerini degerlendirmede Friedman testi yapilmistir. Friedman testi
sonucu anlaml ¢ikan tekrarli 6l¢glimlerden ikili tekrarli 6l¢glimleri degerlendirmek igin
Wilcoxon testi yapilmistir. Bonferroni diizeltmesiyle bes bagimsiz grubun ikili grup
degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0,005 olarak
hesaplanmistir. Ug tekrarli &lgiimiin ikili &lgiimlerinin karsilastirmasinda ise
bonferroni diizeltmesi ile p<0,017 istatistiksel anlamli sinir olarak kabul edilmistir.
Siirekli degiskenlerin iligkilerini degerlendirmek i¢in Spearman korelasyon analizi
yapilmistir. Korelasyon katsayilari (r) 0,0-0,19 “cok zayif”, 0,20-0,39 “zayif”, 0,40-
0,59 “orta”, 0,60-0,79 “gii¢lii”, 0,80-1,00 “¢ok giiglii” olarak degerlendirilmistir. Bu
calismada istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Istatistiksel
degerlendirme Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 25.0
(IBM SPSS Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. VUCUT AGIRLIKLARI VE AGIRLIK DEGISIMLERI

Calismanin baslangicinda kontrol grubunun viicut agirligi ortalamasi
278,8+14,3 gr; sisplatin tedavisi alan grubun viicut agirhigr 280+12 gr;
sisplatin+tadalafil alan grubun viicut agirlik ortalamasi 267+14,1 gr; sisplatintNAS
tedavisi alan grubun viicut agirhg  ortalamast  267,8£19,6 gr ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi alan grubun viicut agirlig1 ortalamasi
ise 273,8£17,5 gr olarak hesaplandi. Caligmanin baslangicinda rat agirliklarinda

gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p=0,296).

Calismanin 8. giinii olan tek doz sisplatin tedavisi verildigi giinde kontrol
grubundaki ratlarin viicut agirlig1 ortalamasi 353,3+16,9 gr; sisplatin tedavisi verilen
ratlarin viicut agirh@ ortalamast 345,3+19gr; sisplatin+tadalafil tedavisi verilen
grubun viicut agirlig1 ortalamasi 330+20,6 gr; sisplatin+NAS tedavisi verilen ratlarin
viicut agirh@ ortalamasi 326,3+21,5 gr; sisplatinttadalafil+NAS kombinasyon
tedavisi alan gruptaki ratlarin viicut agirh@ ortalamasi 327,3£22,1 gr olarak
Olclilmiistir. Calismanin 8. giiniindeki gruplarin agirlik ortalamalar1 arasinda

istatistiksel anlamli fark saptanmamstir (p=0,065).

Calisma sonunda kontrol grubunun viicut agirlig1 ortalamasi 374,7+£17,9 gr;
sisplatin tedavisi alan grubun viicut agirligi 326,5+46,5 gr; sisplatin+tadalafil alan
grubun viicut agirlik ortalamasi 322,3+49,5 gr; sisplatintNAS tedavisi alan grubun
viicut agirh@ ortalamasit 310+41,7 gr ve sisplatinttadalafil+NAS kombinasyon
tedavisi alan grubun viicut agirlik ortalamasi 304,5+36,4 gr olarak hesaplandi.
Calismanin sonunda ratlarin viicut agirliklart agisindan gruplar arasinda istatistiksel
anlamli fark saptandi (p<0,05). Calisma sonunda gruplar Kkarsilastirmali
degerlendirildiginde sadece kontrol grubunun viicut agirliginin
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi alan grup viicut agirligindan
istatistiksel ~anlamli  olarak yiiksek saptandi (p<0,005). Diger gruplar
degerlendirildiginde aralarinda istatistiksel anlamli fark izlenmedi. Ratlarin viicut

agirliklart Tablo 9°da goriilmektedir.
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Tablo 9. Ratlarin viicut agirliklart

Kontrol Sisplatin Sisplatin+ Sisplatin+ Sisplatin+Ta | p
. NAS dalafil+ NAS
Tadalafil
n=8 n=8
=8 n=6 n=8
0. Giin Agirhk
(an)
+
Ortalama £8S | 2¢ 1143 280412 267+14,1 267.8£19.6 273.8+17.5 0,296!
Ortanca (Min-
Maks) 2775 280 265 262 270
(260-300) (265-300) (253-293) (250-300) (253-300)
8. Giin Agirhk
(gn)
+
Ortalama £8S | 1o3 3 169 345319 330+20.6 32634215 327.3422.1 0,065!
Ortanca (Min-
Maks) 356 3425 333 332 3235
(327-370) (324-373) (298-355) (289-352) (294-365)
15. Giin
Agirhik (gr)
+
Ortalama £85 | 01 5 179 326,5446,5 | 32234495 | 310+41.7 304,5436,4 0,013
Ortanca (Min-
Maks) 378,8 299,9 331,8 311,9 300,1
(343,3-394,6) | (287,7-407) (221,1-390) | (241,6-364,8) | (245-355,7)
p <0,0012 0,0022 0,0052 0,030? 0,0112

'Kruskal Wallis Testi 2Friedman Testi

Caligmanin baglangicindan itibaren sisplatin tedavisi verilen giin olan 8. giine

kadar gecen siirede (0-8.giin) tiim gruplarda viicut agirh@inda artig izlendi. Kontrol
grubundaki ratlarda 74,5+13,6 gr agirhik artist goriilmiisken; sisplatin grubundaki
ratlarda bu donemde 65,3+£16,5 gr; sisplatin+tadalafil grubundaki ratlarda 63+16,3gr;
sisplatintNAS tedavisi alan ratlarda 58,5£17,1gr; sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavisi alan ratlarda 53,5+27,2gr agirhik artisi gorildi. Gruplar
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arasinda viicut agirliklar1 arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmedi. Viicut

agirliklart degisimi Tablo 10°da izlenmektedir.

Tek doz sisplatin tedavisi verilen giinden ¢alisma sonuna kadar gecen siirede
(8-15 giin) kontrol grubundaki ratlarin viicut agirliklarinda 21,4+8,4gr artis olurken;
bu donemde sisplatin grubunda 8,8+33,8gr; sisplatin+tadalafil alan grupta 7,7+50,2
gr; sisplatintNAS grubunda 16,4+21,7gr ve sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon
tedavi grubunda 22,8+15,7 gr’lik agirliklarinda azalmasi gozlendi. Gruplar arasinda
viicut agirliklart degisiminde istatistiksel anlamli fark izlendi (p<0,05). Sisplatin
verilen gruptaki ratlarin agirlik kayiplarinin istatistiksel anlamli olmayacak sekilde
tadalafil tedavisi eklenen gruptan daha fazla oldugu gorildi (p=0,674). Viicut
agirliklart degisimi Tablo 10°da izlenmektedir.

Tiim ¢alisma siiresince kontrol grubundaki ratlarda 95,9+14,3gr agirlik artisi
mevcutken, sisplatin grubunda 46,5+44,2 gr; sisplatin+tadalafil tedavi grubunda
55,3+47,7gr; sisplatin+NAS tedavi grubunda 42,2+35,8gr; sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon grubunda 30,7+40,8gr agirhik artisi izlendi. Calisma tiim zamanli
olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark izlendi
(p<0,05). Gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde sadece kontrol grubundaki
agirlik artisinin  sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi grubuna gore
istatistiksel anlamli daha fazla oldugu izlendi (p<0,005). Ratlarin viicut agirlik

degisimleri Tablo 10°da goriilmektedir.
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Tablo 10. Ratlarin viicut agirlik degisimleri

Kontrol Sisplatin Sisplatin+ Sisplatin+ Sisplatin+T | p
Tadalafil NAS adalafil+
n=8 n=8 NAS
n=8 n=6
n=8
Agirhk
Farki
(0-8.Giin)
Ortalama 74,5+13,6 65,3£16,5 | 63+16,3 58,5+17,1 53,5+27,2 0,402*
+SS
Ortanca 71,5 68,5 70,5 63,5 63,5
(Min-Maks) | (60-100) (41-88) (35-78) (36-77) (-6-75)
Agirhk
Farki
(8-15. Giin)
Ortalama 21,448.,4 -8,8+33,8 -7,7+£50,2 -16,4+21,7 -22,8+15,7 0,0141
+SS
Ortanca 21,6 -32,7 -9,9 -20 -22,8
(Min-Maks) | (9,2-37,9) (-60,8-34) | (-76,9-85) (-47,4-12,8) (-49-5,7)
Agirhk
Farki
(0-15.Giin)
Ortalama 95,9+14,3 46,5+44,2 | 55,3+47,7 42,2+35.8 30,7+40,8 0,026
+SS
Ortanca 95,9 249 55,2 50 38,8
(Min-Maks) | (78,4-124,6) | (7,1-122) (-33,9-120) | (-8,4-84,8) (-55-80,7)
'Kruskal Wallis Testi
__ 400
0 S
ii 350
>an
<
€ 300 / —_—
o
3
o 250
0. Giin 8. Giin 15. Giin
e Kontrol = Sisplatin

Sisplatin+Tadalafil

Sisplatin+NAS

= Sisplatin+Tadalafil+NAS
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4.2. TESTIS AGIRLIKLARI, TESTiS HACIMLERI

Calismanin sonunda ratlar sakrifiye edildikten sonra bilateral orsiektomi
uygulandi. Sol ve sag testis agirliklart karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark
izlendi (p<0,05; p<0,05).

Sol testis agirliklart kontrol grubunda 2,08+0,49gr, sisplatin grubunda
2,08+0,44¢r, sisplatin+tadalafil grubunda 1,63+0,53gr; sisplatin+NAS grubunda
1,48+0,33gr; sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubunda ise 1,72+0,17gr olarak
oOl¢iildii. Kontrol grubu sol testis agirliginin istatistiksel anlamli olmayacak sekilde
sisplatin grubu ile aymi oldugu, ayrica sisplatin+tadalafil, sisplatin+NAS ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavi grubundan daha fazla oldugu izlendi
(p=0,878; p=0,065; p=0,014; p=0,018). Sisplatin grubunun sol testis agirliginin
istatistiksel anlamli olmayacak sekilde sisplatin+tadalafil, sisplatintNAS ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavi grubundan daha fazla oldugu gozlendi
(p=0,074; p=0,020; p= 0,074). Kombinasyon tedavisi alan grubun sol testis
agirhiginin  istatistiksel anlamli  olmayacak sekilde sisplatin+tadalafil ve
sisplatin+NAS daha yiiksek oldugu izlendi (p=0,636; p=0,106). Sol testis agirliklari
Tablo 11°de ve Sekil 18’de izlenebilmektedir.

Sag testis agirliklart degerlendirildiginde sag testis agirliklart kontrol
grubunda 2,11+0,38gr, sisplatin grubunda 2,05+0,51gr, sisplatin+tadalafil grubunda
1,63+0,52¢gr; sisplatintNAS grubunda 1,46+0,32¢gr; sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon grubunda ise 1,75+0,15gr olarak olgiildii. Kontrol grubu sag testis
agirliklarinin diger gruplardan istatistiksel anlamli olmayacak sekilde daha yiiksek
oldugu goézlendi (p=0,599; p=0,046; p=0,014; p=0,021). Sisplatin grubunun sag testis
agirhigmm  sisplatin+tadalafil,  sisplatintNAS  ve  sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavisi grubundan istatistiksel anlamli olmayacak sekilde daha fazla
oldugu izlendi (p=0,172; p=0,093; p=0,294). Sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon
tedavi grubunun testis agirliklarmin sisplatin+tadalafil ve sisplatin+NAS tedavi
gruplarindan istatistiksel anlamli olmayacak sekilde daha yiiksek oldugu izlendi
(p=0,462; p=0,033). Sag testis agirliklart Tablo 11’de ve Sekil 18’de
izlenebilmektedir.
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Tablo 11. Ratlarin sag ve sol testis agirliklari

Kontrol Sisplatin Sisplatin+ Sisplatin+ | Sisplatin+ | p
Tadalafil NAS Tadalafil+
NAS
n=8 n=8 n=6 n=8
n=8
Sol Testis
Agirhiklan
(gr)
fsrtg"'ama 2,08£0,49 | 2,08+044 | 1,63+0,53 1,4840,33 | 1,7240,17 | 0,016
Ortanca
(Min-Maks) | 2.18 2 1,69 1,6 1,72
(1,04-2,69) | (1,45-2,74) | (1,01-2,63) (0,9-1,75) | (1,42-1,9)
Sag Testis
Agirhiklan
(gr)
Ssrts""'ama 2114038 | 205051 | 1.63+0,52 146+032 | 1,7540,15 | 0,042
Ortanca
(Min-Maks) | 225 2,24 1,69 1,53 173
(1,26-2,39) | (1,37-2,63) | (0,96-2,62) (0,87-1,77) | (1,54-1,98)
'Kruskal Wallis Testi
2,5
2,08 2,08 211 05
ChE 1,63 1,63 L75
= 1,48 1,46
£ 15
<
©
E 1
3
O 05
0
Sol Testis Sag Testis
H Kontrol  ® Sisplatin  m Sisplatin+Tadalafil Sisplatin+NAS  m Sisplatin+Tadalafil+NAS

Sekil 18. Ratlarin testis agirlik grafigi
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Sag testis hacimleri hesaplandiginda kontrol grubunun 0,82+0,3 cm?; sisplatin

grubunun  0,75+0,18 cm?®; sisplatin+tadalafil  grubunun 0,55+0,23 cm?®;

sisplatintNAS grubunun 0,55+0,23 cm?®

; sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon
grubunun  0,64+0,08 cm®  olarak hesaplandi.  Ratlarin  testis  hacimleri
karsilagtirildiginda sag testis hacimleri arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmedi
(p=0,192). Gruplar arasi1 karsilastirmada sag testis hacimleri arasinda en yiiksek
hacimli grubun kontrol grubunda oldugu gorildi. Sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavisi verilen grubun testis hacimleri sisplatin+tadalafil ve
sisplatin+NAS verilen gruptan yiiksek oldugu izlendi. Sag testis hacimleri Tablo 12

ve Sekil 19’da goriilmektedir.

Sol testis hacimleri hesaplandiginda kontrol grubunun 0,9+0,27 cm®; sisplatin
grubunun  0,78+0,09 cm® sisplatin+tadalafil grubunun  0,63+0,25 cm?;
sisplatintNAS grubunun 0,63+0,25 cm?®; sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon
grubunun  0,77+0,12 cm® olarak hesaplandi. Ratlarin  testis  hacimleri
karsilagtirildiginda sol testis hacimleri arasinda istatistiksel anlamli fark izlendi
(p<0,05). Grup igci karsilastirmada sol testis hacimleri arasinda en yiiksek hacimli
grubun kontrol grubu oldugu; fakat diger gruplarla istatistiksel anlamli fark olmadigi
izlendi (p=0,093; p=0,04; p=0,014; p=0,093). Sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon
tedavisi verilen grubun sisplatin+tadalafil ve sisplatin+NAS tedavisi verilen gruptan
istatistiksel anlamli olmayacak sekilde daha biiyiik oldugu izlendi (p=0,269; p=0,01).

Sol testis hacimleri Tablo 12 ve Sekil 19°de goriilmektedir.
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Tablo 12. Ratlarin testis hacimleri

Kontrol Sisplatin Sisplatin+ Sisplatin+ Sisplatin+ p
Tadalafil NAS Tadalafil+
NAS
n=8 n=8 n=8 n=6
n=8
Sag Testis
Hacim
(cm’)
0,82+0,3 0,75+0,18 0,55+0,23 0,55+0,23 0,64+0,08 0,1921
Ortalama
+SS 0,79 0,71 0,58 0,58 0,63
(0,36-1,26) | (0,56-1,04) | (0,28-0,85) (0,28-0,85) (0,54-0,76)
Ortanca
(Min-Maks)
Sol Testis
Hacim
(cm’)
0,9+0,27 0,78+0,09 0,63+0,25 0,63+0,25 0,77+0,12 0,0111
Ortalama
+SS 1,01 0,79 0,63 0,63 0,8
(0,35-1,14) | (0,59-0,92) | (0,29-0,97) (0,29-0,97) (0,59-0,92)
Ortanca
(Min-Maks)
'Kruskal Wallis Testi
Sag Testis Hacim (cm®)
B S0l Testis Hacim (cm?)
125
1,00
[+
075 i i
: :
050
025
A @ @ % @
= < < < <
& 7 g
T
4
W

Sekil 19. Rat Testis Hacimleri
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43. KAN TESTOSTERON, TESTiS MDA, COSENTINO VE
JOHNSEN SKORLARI, APOPTOTIK iNDEKS

Calisma sonunda intrakardiak alman kan testosteron seviyeleri Ol¢iildiigiinde
kontrol grubunda 6,25+4,33 ug/l; sisplatin grubunda 3,21£1,47 ug/l; sisplatin+tadalafil
grubunda  4,82+6,45 ug/l; sisplatintNAS  grubunda 2,81£2,82 ug/l ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubunda 2,83+2,1 ug/l olarak 6l¢iildii. Gruplar
arasinda testosteron seviyeleri arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmedi (p=0,106).
Kontrol grubunun kan testosteron seviyesi en yiikksek grup olarak izlenirken;
sisplatin+tadalafil tedavisi verilen grubun sisplatin verilen gruptaki testosteron
seviyesinden daha yiiksek oldugu izlendi. Kan testosteron degerleri Tablo 13’de

goriilmektedir.

Testis MDA degerleri kontrol grubunda 1,04+0,45 nmol/mg; sisplatin grubunda
5,87+1,18 nmol/mg; sisplatin+tadalafil grubunda 7,11£1,36 nmol/mg; sisplatin+NAS
grubunda 5,374£0,91 nmol/mg ve sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubunda
6,41+£0,95 nmol/mg olarak o6lgiildii. Testis MDA degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli izlendi (p<0,05). MDA degerleri en disiik kontrol grubunda izlenirken,
en yiiksek sisplatin+tadalafil tedavisi verilen grupta gorildii. Kontrol grubundaki MDA
degerleri istatistiksel anlamli diger gruplardan daha az izlendi(p<0,005; p<0,005;
p<0,005; p<0,005). Kontrol grubu disindaki gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda
birbirleri arasinda istatistiksel anlamli bir fark izlenmedi. Testis MDA degerleri Tablo

13’de goriilmektedir.

Testikiiler Cosentino skorlar1 degerlendirildiginde kontrol grubu 1,75+1,04;
sisplatin grubu 2,63+0,52; sisplatin+tadalafil grubu 2,38+0,74; sisplatin+tNAS grubu
2,83+0,75; sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavi grubu 1,88+0,35 olarak
goriildii. Gruplar degerlendirildiginde Cosentino skorlarinda istatistiksel anlanmli fark
izlendi (p<0,05). En diisiik Cosentino skorunun kontrol grubunda, en yiiksek skorun ise
sisplatin grubunda oldugu izlendi. Sisplatin verilen grubun Cosentino skorunun
sisplatin+tadalafil verilen gruptan daha yiiksek oldugu ve sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavisi verilen grubun ise sisplatin+tadalafil verilen gruptan daha diisiik
oldugu izlendi. Gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde istatistiksel anlamli fark
saptanmadi.  Sisplatin verilen grubun Cosentino skorlart degerlendirilmesinde

sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen grupla karsilastirildiginda en
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diisik p degerine sahip olan ve istatistiksel anlamligi yapan grup olarak izlendi

(p=0,008). Testikiiler Cosentino skorlar1 Tablo 13’de goriilmektedir.

Testikiiler Johnsen skorlari degerlendirildigi zaman kontrol grubu 9,25+2,12;
sisplatin verilen grup 10+0; sisplatin+tadalafil verilen grup 9,25+2,12; NAS verilen grup
942,45; ve sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen grup 10+0 olarak
izlendi. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p=0,661). Johnsen
skorlar1 Tablo 13’de goriilmektedir.

Testis apoptotik indeksi degerlendirildiginde kontrol grubu 10,65+4,49; sisplatin
grubu 20,44+3,98; sisplatin+tadalafil grubu 17,31+2,9; sisplatin+NAS grubu 17,48+2,64
ve sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubu 12,82+1,58 olarak izlendi. Apoptotik
indeks degerlerinde istatistiksel anlamli fark gozlendi (p<0,05). Apoptotik indeksin en
diistik kontrol grubunda oldugu ve sisplatin verilen grupta en yiiksek oldugu izlendi.
Sisplatin verilen gruptaki apoptotik indeksin kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml
daha yiiksek oldugu goriildii (p<0,005). Sisplatin verilen grubun apoptotik indeksi
sisplatin+tadalafil ve sisplatintNAS verilen gruptan istatistiksel anlamli fark
olusturmayacak sekilde daha yiiksek oldugu (p=0,092; p= 0,137) ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen gruptan istatistiksel anlamli daha
yiiksek oldugu izlendi (p<0,005). Sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen
grubun sisplatin+tadalafil verilen gruptan apoptotik indeksinin istatistiksel anlamli daha
diisiik oldugu izlendi (p<0,005); fakat sisplatintNAS grubu ile arasinda istatistiksel
anlaml fark olusturmadig goriildii (p=0,014). Testis apoptotik indeks degerlendirilmesi
Tablo 13’de goriilmektedir.

Sisplatin verilen grupta apoptotik indeks ve Cosentino skorlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif yonde giiglii korelasyon oldugu tespit edildi (p=0,037;
r= 0,737). Aym sekilde sisplatin+tadalafil verilen grupta da apoptotik indeks ve
Cosentino skorlar1 arasinda pozitif yonde giigli korelasyon gozlenmisken (r=0,757;
p=0,03); bu durum sisplatintNAS verilen grup (r=0,617; p=0,192) ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen grupta (r=0,415; p=0,307)
izlenmemistir. Testislerin Hematoksilen&Eozin ile boyanmasi Sekil 20°de ve apoptotik

indeks degerlendirilmesi amagli anti-APAF boyanmasi Sekil 21°de goriilmektedir.
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Tablo 13. Ratlarin testosteron, testis MDA, Cosentino, Johnsen ve apoptotik indeks

skorlar1
Kontrol Sisplatin Sisplatin Sisplatin Sisplatin p
+Tadalafil +NAS +Tadalafil
n=8 n=8 +NAS
n=8 n=6
n=8
Testesteron
(ug/l)
Ortalama 6,25+4,33 3,21+1,47 4,82+6,45 2,81+£2,82 2,83+2,1 0,1061
+SS
5,46 3,23 1,85 1,66 2,48
Ortanca (1,91-16,17) | (0,37-5,58) | (0,76-18,49) (0,64-8,26) (0,83-7,26)
(Min-Maks)
Testis MDA
(nmol/mg)
Ortalama 1,04+0,45 5,87+1,18 7,11+1,36 5,37+0,91 6,41+0,95 <0,001!
+SS
1,02 6,14 7,55 5,09 6,34
Ortanca (0,47-2,04) | (4,19-7,08) | (5,24-8,57) (4,46-6,51) | (5,17-7,91)
(Min-Maks)
Cosentino
Skoru
Ortalama 1,75+1,04 2,63+0,52 2,38+0,74 2,83+0,75 1,88+0,35 0,014!
+SS
15 3 2 3 2
Ortanca 1-4) (2-3) (2-4) (2-4) (1-2)
(Min-Maks)
Johnsen
Skoru
9,25+2,12 10+0 9,25+2,12 942 .45 10+0 0,661l
Ortalama
+SS 10 10 10 10 10
(4-10) (10-10) (4-10) (4-10) (10-10)
Ortanca
(Min-Maks)
Apoptotik
indeks
Ortalama 10,65+4,49 | 20,44+3,98 17,31£2,9 17,48+2,64 | 12,82+1,58 | <0,001*
+SS
9,84 21,33 16,42 17,65 13,42
Ortanca (5,8-19,8) (13,67-25,5) | (14,33-21,67) | (13,3-20,8) (9,8-14,5)
(Min-Maks)

'Kruskal Wallis Testi

53




Sekil 20. Hematoksilen&Eozin Boyama (1. Sekil: Kontrol grubu, germinal
hiicrelerin diizenli olarak diizenlendigi normal testikiiler yapi; 2. Sekil: Sisplatin
grubu, piknotik ¢ekirdekli, diizensiz yerlesimli, dokiilmiis germinal hiicreler ve
sinirlar1 daha az belirgin olan seminifer tiibiiller; 3. Sekil: Sisplatin+Tadalafil grubu,
koagiilasyon nekrozu goriilen germ hiicreleri ve siki yerlesimli seminifer tiibiiller; 4.
Sekil: SisplatintNAS grubu, piknotik ¢ekirdekli, diizensiz yerlesimli, dokiilmiis
germinal hiicreler ve siirlar1 daha az belirgin olan seminifer tiibiiller; 5. Sekil:
Sisplatin+Tadalafil+NAS grubu, germinal hiicrelerin diizenli olarak diizenlendigi

normal testikiiler yap1)
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Sekil 21. Anti-APAF 1 ile boyanma 1. Sekil: Kontrol grubu; 2. Sekil: Sisplatin
grubu; 3. Sekil: SisplatintTadalafil grubu; 4. Sekil: SisplatintNAS grubu; 5. Sekil:
Sisplatin+Tadalafil+NAS grubu (siyah ok: apoptotik hiicreler)
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Testosteron ve ortalama testis agirliklart orani degerlendirilmesinde kontrol
grubu 3,06+1,88 ug/l.gr; sisplatin grubu 1,55 +0,68 ug/l.gr; sisplatin+tadalafil grubu
2,81£3,51 ug/l.gr; sisplatintNAS grubu 2,05+1,96 ug/l.gr; sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavi grubu 1,59+1,08 ug/l.gr olarak Ol¢iilmiis olup aralarinda
istatistiksel anlamli fark saptanmamuistir (p=0,308). Kontrol grubunda testosteron ve
ortalama testis agirhigr orant en yiiksek iken sisplatin verilen grupta bu oranin
distiigli ve sisplatin tedavisinin yaninda tadalafil verilmesi durumunda oranin
diisiistiniin  azaldigi  gozlenmistir.  Sisplatin+tNAS ve sisplatin+tadalafil+NAS
kombinasyon tedavi grubunda ise oranin sisplatin verilen gruptan daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Testosteron ve ortalama testis agirligi orani Tablo 14’de

gosterilmistir.

MDA ve ortalama testis agirliklari orant degerlendirildiginde kontrol
grubunda 0,53+0,26 nmol/mg.gr; sisplatin grubunda 2,91+£0,63 nmol/mg.gr;
sisplatin+tadalafil grubunda 4,78+1,94 nmol/mg.gr; sisplatin+tNAS grubunda
3,79+0,97 nmol/mg.gr; sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon grubunda 3,7+0,37
nmol/mg.gr olarak izlenmistir. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir
(p<0,05). MDA ve testis agirlik oraninin kontrol grubunda diger gruplara gore
istatistiksel anlamli daha disiik oldugu gozlenmistir (p<0,005; p<0,005; p<0,005;
p<0,005). Sisplatin+tadalafil ve sisplatintNAS verilen gruplarinda sisplatin grubuna
gore oranlarin daha yiiksek oldugu ve sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavi
grubunda ise sisplatin+tadalafil, sisplatin+NAS gruplarina gére daha diisiik oldugu

izlenmistir. MDA ve ortalama testis agirligi oran1 Tablo 14°de gésterilmistir.
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Tablo 14. Rat kan testosteron, testikiiler doku MDA ’sinin Testis Agirliklarina Orani

Kontrol Sisplatin Sisplatin+ | Sisplatin+ | Sisplatin+ | p
Tadalafil NAS Tadalafil+
n=8 n=8 NAS
n=8 n=6
n=8
Testosteron/Ort.
Testis Agirhk
(ug/l.gr)
3,06+1,88 | 1,55+0,68 | 2,81+3,51 | 2,05+1,96 1,5941,08 0,308
Ortalama £SS
2,59 1,54 1,24 1,02 1,49
Ortanca (0,87-6,37) | (0,23-2,46) | (0,29- (0,47-5,21) | (0,56-3,85)
(Min-Maks) 10,42)
MDA/Ort. Testis
Agirhk
(nmol/mg.gr)
0,53+0,26 | 2,91+0,63 | 4,78+1,94 | 3,79+0,97 | 3,7+0,37 <0,001*
Ortalama £SS
0,47 2,75 4,17 3,61 3,67
Ortanca (0,22-0,94) | (2,05-3,9) | (3,01-8,7) (2,64-5,5) (3,08-4,2)
(Min-Maks)

'Kruskal Wallis Testi
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5. TARTISMA

Sisplatin giiniimiizde testis, mesane, akciger, over, meme, beyin, safra kesesi,
mide, tiikriik bezi, kolon, prostat, melanom, pankreas, plevral mezotelyoma ve bas-
boyun kanserleri gibi solid kanserlerin tedavisinde tercih edilen igerisinde organik
platinum bilesigi barindiran KT ilact olarak kullanilmaktadir. Sisplatin tedavisi

tirolojide 6zellikle testis, mesane ve germ hiicreli kanserlerde kullanilmaktadir (1).

Sisplatin  viicuda verildigi zaman metabolik aktifligi fazla olan kanser
hiicrelerinde etki gostermekle birlikte normal doku hiicrelerine de etki etmektedir.
Viicutta tiim hiicreler tizerindeki etki nedeniyle degisik organlarda toksisite
gozlenmektedir. Bunlardan bazilar1 hepatoksisite, nefrotoksisite, norotoksisite,

kardiyotoksisite ve myelosupresyondur.

Sisplatin karacigerde oksidatif strese bagli olarak hepatotoksisiteye neden
olmaktadir. Hepatoksisite gelisimini gozlemlemek amaciyla sik olarak kullanilan
biyomarkerlar transaminaz enzimleri [alanin transaminaz (ALT) ve aspartat
transaminaz (AST)], LDH, alkalen fosfataz (ALP), bilirubin seviyeleri ile
yapilabilmektedir. Sisplatine bagli hepatatoksisiteden korunmak amaciyla ganoderma
lucidum mantari, curcumin, sarimsak yagi (allium sativum) ve alfa lipoik asit
deneysel olarak kullanilmigtir (114-117).

Sisplatin sinirler {izerinde etkili olarak norotoksisiteye yol agabilmektedir.
Ani suur kaybi, ototoksisite, paralizi, polindropati, agr1 ve serebral enfarktlara neden
olabilmektedir. Sisplatinin norotoksisitesinden korunmak amaciyla thymoquinone,
geraniol gibi deneysel maddeler kullanilmis ve basarili oldugu gorilmistiir
(118,119).

Sisplatinin kardiyotoksik etkisinin artmis oksidatif strese bagl oldugu
diistinilmiistir. Sisplatinin kalp kasinda mitokondrial permeabiliteyi bozarak kalp
kas1 hiicrelerinde lipid peroksidasyonu, kas hiicrelerinde nekroz ve sitoplazmada
vakuolizasyon olusturarak; aritmi, EKG degisiklikleri, myokardit, kardiyomiyopati
ve konjestif kalp hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir. Sisplatinin

kardiyotoksisite etkisinden korunmak igin asetil-L-karnitin, trimetazidin, koenzim
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Q10 gibi molekiiller deneysel olarak verilmis ve kalp kasinda apoptozisi azalttigi
goriilmiistiir. Kalp kasindaki hasar LDH ve kreatin kinaz (CK) ile takip
edilebilmektedir (1,120,121).

Sisplatinin bobrek dokusu iizerinde de yan etkisi bulunmaktadir. Bunun en
bliyiik nedeni sisplatinin bobreklerden ekskresyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Sisplatin bobrekten hem glomeruler filtrasyon hem de tiibiiler sekresyon yolu ile
atilmaktadir. Bu nedenle sisplatinin bobrek dokusundaki konsantrasyonu kan
seviyesinden 5 kat daha fazla olarak bulunmaktadir. Sisplatinin nefrotoksisitesinde
sorumlu olan durum, yag asitlerinin katabolizmasinda mitokondrinin igerisine
taginmasini saglayan karnitin dretimini bozmasi ve oksidatif strese bagl lipid
peroksidasyonuna sebep olmasidir. Nefrotoksisite histopatolojisi incelendiginde
tiibiillerde bazal membranda kalinlagma, epitel hiicrelerinde dokiilme, fokal alanlarda
tiibiiler nekroz ve vakuolizasyon, bobrek vaskiiler yapisinda bozulmaya bagli kan
akiminda azalma goriilmektedir. Bu durum bobrekte en cok proksimal tiibiillerde
hasara neden olmaktadir. Nefrotoksisite sisplatine bagli en c¢ok karsilagilan doz
kisitlayict  yan etki olarak belirtilmektedir. Nefrotoksisitenin devam etmesi
durumunda tiibiil kaybs, tiibiilointerstisyel nefrite bagli olan kronik bobrek yetmezligi
gelisebilmektedir. Bu sekilde gelisen nefrotoksisiteden korunmak amaciyla deneysel
caligmalarda degisik molekiiller deneysel olarak denenmis ve basarili bulunmustur.
Bunlardan bazilar1 C vitamini, anjiyotensin reseptor blokeri olan kandesartan,
silastatindir (1,86-88,122,123).

Sisplatine bagli oksidatif stres artis1 gastrointestinal sistemi de hasara
ugratmaktadir. Artmis oksidatif hasar hizli hiicresel dongiisii olan ince bagirsak
mukozasin1 da etkilemekte ve mukozada dokiilmelere ve villuslarda kayba yol
agmaktadir. Mukoza hiicrelerinde apoptoz ve inflamasyonda artis izlenmektedir.
Gastrointestinal toksisiteye bagli olarak ishal, bulanti-kusma, malabsorpsiyon,
mukozit ve enterik sinir sisteminde bozulmayla beraber gastroenterik dismotiliteye
yol agmakta; bu durum hastada kilo kayb1 ve kaseksiye neden olmaktadir. Ozellikle
bulantinin nedeni olarak enterik sinir sisteminde serotonin (5-HT3) artis1 oldugu
gosterilmis ve 5-HT; inhibitorleri olan ondansetron, granisetron gibi maddeler

kullanildiginda sisplatinin yapmis oldugu histopatolojik hasar1 6nlemese de hastanin
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bulanti sikayetinin azaldigi gozlenmistir. Ayrica histopatolojik bozulmadan
korunmak amaciyla deneysel olarak ginseng, glukagon benzeri peptid-2 (GLP-2)

gibi molekiiller denenmis ve korumada etkili oldugu gériilmiistiir (124-127).

Sisplatinin bahsedilen yan etkileri disinda hi¢ de azimsanmayacak oranda
goriilen yan etkisi doz bagimli olarak gegici veya kalict sekilde ortaya ¢ikan
infertilitedir. Sisplatin bu etkisini hiicre dongiisiine spesifik olmayacak sekilde
gerceklestirmektedir (1). Sukhu ve ark. fertilizasyon istegi olan geng erkeklere
alkilleyici ajan ailesinden herhangi bir kemoterapétiik ajan verildiginde hastalarda
ileriki donemlerde infertilite goriilebilecegini ve ailelerin bu durum hakkinda
bilgilendirilmesi gerektigini belirtmektedir (128). Sisplatinin infertilite tizerine olan
etkileri testiste leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve germ hiicreleri iizerine etki
gostererek azospermi veya oligospermiye neden olmasidir (83,129). Howell ve
Shalet yaptiklar1 ¢alismada sisplatin tedavisi alan erkeklerin gecgici azospermi ile
karsilastiklar1 ve KT tedavisi sonrast %50’sinin 2 yil i¢inde ve %80’inin 5 yil i¢inde
azospermisinin diizeldigini belirtmislerdir (130). Sisplatin seminifer tiibiillerin
normal yapisinin bozulmasina, torsiyone sekil almasina, tiibiil kalinliginda azalmaya,
tiibiil epitel yiiksekliginde azalmaya, tiibiillerde inflamatuar hiicre sayisinda artisa,
tiblil liimeninde hiicre aggregatlari olusmasina Yol agmaktadir (85,91,92,131).
Sisplatin leydig hiicre sayisinda azalma ve leydig hiicrelerinde dejenerasyona neden
olmaktadir (85). Sisplatin sertoli hiicre sayisinda ise azalma yapmazken, hiicre
icerisinde vakuolizasyon ve sitoplazmalarinda dens graniil olusumu, ABP, dstrojen
ve laktat sekresyonunda artisa yol agmaktadir. Ayrica sisplatin sertoli hiicrelerindeki
vimentin, proteinlerinin yapisin1 bozarak sertoli hiicreleri ile olan iligkisini sekteye
ugratip spermatogonyum apaptozuna neden olan sebeplerden biri olurken, okludin
proteinini bozarak sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin bozulmasina neden
olmaktadir. Tip A spermatogonyumlardaki apoptoz infertilitenin en biiyiilk nedeni
olarak gosterilmektedir (90,132-134). Sisplatin spermler {izerine de yan etkilere
sahiptir. Sisplatin maruziyetinin ardindan hem seminifer tiibiillerde hem de
epididimal sperm konsantrasyonunda azalma, nomal sperm morfolojisinde bozulma
(kafa ve kuyruk morfolojisinde degisiklikler) ve spermlerde motilite kaybina yol
acmaktadir. Seminifer tiibiiller icerisinde hem Tip A spermatogonyum hem de Tip B
spermatogonyum sayisinda azalma izlenmektedir (135,136). Namekawa ve ark. testis
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timorii sonrasinda sisplatin alan hastalara yaptiklar1 takip sonrasinda azospermi
durumunun doz bagimli ortalama 40 ay sonra diizeldigini ve ayrica sisplatinin DNA
kiriklarina neden oldugunu, DNA’daki diizelmenin ise 12-24 ay sonra normale
dondigiinii belirtmektedirler (137). Prasad ve Prasad calismalarinda iyi diferansiye
spermatojenik hiicre sayisinda azalmaya, testisin normal anatomik yapisinin
bozulmasina, testisin devamlilif1 icin yeterli diizeyde kan testosteron diizeyinin
saglanamamasi nedeniyle testis agirliklarinda azalmaya neden oldugunu
belirtmislerdir (132). Sisplatin’in daha 6nce bu yan etkilerinden korunmak amaciyla
caligmalarda rutin, ghrelin, honokiol, L-karnitin, relaksin, fukoksantin, nilotinib gibi
bircok madde deneysel olarak kullanilmis ve toksisiteden korunmada bu
molekiillerin basarili oldugu gézlenmistir (3-6,88,90,92,131-133,135,136,138).

Sisplatin  iirolojik olarak oOzellikle testis ve mesane kanserlerinde
kullanilmaktadir. Mesane kanseri nedeniyle sisplatin KT’si alan hastalar genellikle
daha ileri yasta fertilizasyon amaci olmayan bireylerden olusmaktadir. Ote yandan
testis timori nedeniyle orsicktomi operasyonu gegiren veya gecirmeyen, adjuvan
tedavi olarak sisplatin kullanan hastalar daha geng yasta ve paternalite istegi olan
grubu olusturmaktadir. Bu nedenle daha 6nce antioksidan etkileri gosterilmis olan
tadalafil ve NAS molekiillerini hem tek tek hem kombine olarak kullanmayi, testis
tizerinde olusan hasar1 gerek biyokimyasal gerekse histopatolojik yonlerden

degerlendirmeyi amacladik.

Sisplatin daha once belirtildigi gibi gastrointestinal toksisiteye bagli olarak
malabsorpsiyon, ishal ve bulanti-kusmaya neden olmaktadir. Hastalar sisplatin
tedavisi sonrasinda besin aliminda azalma ile birlikte kilo kaybi ile karsilagabilir
hatta bu durum kaseksiye kadar ilerleyebilmektedir. Bu nedenle Aly ve Eid’in
yaptig1 resveratroliin sisplatine bagli mitokondrial yolak iizerinden oksidatif hasarin
Onlenmesi calismasinda sisplatin tedavisi alan gruptaki ratlarn hem viicut
agirliklarinda hem de testis agirliklarinda kontrol grubuna gore azalma oldugu
gozlenmistir (92). Aboul-Naga ve ark. (133) sisplatinin spermatogenez iizerindeki
yan etkisinden korunmak igin yaptiklart ¢alismalarinda; Saad ve ark. (136)
nilotinibin sisplatin toksisitesinden korunma amacl calismasinda Aly ve Eid’i

destekleyici sonuglar elde etmislerlerdir. Donmez ve ark. selenyumun sisplatin
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tedavisi sirasindaki yan etkilerinden korunma amaciyla yaptig1 ¢alismalarda sisplatin
tedavisi alan gruptaki ratlarin agirliginda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde sisplatin alan grupta agirlik kaybi oldugunu; fakat
testis agirliklar1 agisindan anlamli bir fark géremediklerini belirtmislerdir (83).
Deligoniil (139) tarafindan yapilan propolisin, testisin sisplatin etkisinden korunmasi
tizerinde yaptigi calisma ve Whirlidge ve ark. (90) ghrelinin etkisini arastirdiklari
calismada sadece sisplatin alan grupta kontrol grubuna oranla ratlarin agirliklarinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Abdel-
Wahab ve ark. yaptiklar1 ¢alismada sisplatin tedavisi sirasinda tadalafil tedavisinin
eszamanl verilmesi testis agirliklarinda azalma olmadigini gostermislerdir (129).
Khalaf ve ark. uzun donem tadalafil kullanilmasinin testis {izerine -etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda 3 ay siire ile tadalafil verilen ratlarda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda testis agirliklarinda degisiklik saptamazken, 6 ay siire ile tadalafil
verilen ratlarin testis agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlaml
agirlik kaybi oldugunu belirtmislerdir (101). Yigitaslan ve ark. siklofosfamidin
hemorajik sistit ve testikiiler disfonksiyon yan etkilerinden korunmada tadalafil
kullaniminin testis agirlig fark: tizerinde istatistiksel anlamli olarak etkili olmadigini
gozlemlemislerdir (9). Farombi ve ark. tetrasiklinin gonadotoksisitesinden korunma
calismasinda NAS verilen grupta tetrasiklin verilen gruba kiyasla kaybin daha az
oldugunu belirtmislerdir (140). Bizim ¢alismamizda ratlarin viicut agirliklart
degerlendirildiginde ¢alisma sonunda en yiiksek agirliga sahip olan grubun kontrol
grubu oldugu goriilmiis, Sisplatin verilen grupta kontrol grubu ile kiyasla literatiirde
belirtildigi gibi viicut agirliklarinda belirgin  diisiikliilk izlenmistir. Sisplatin
tedavisinin yaninda tadalafil verildigi zaman ise sisplatin grubu ile arasinda anlaml
bir fark saptanmamistir. Caligma baslangicinda sisplatin ve tadalafil gruplari arasinda
viicut agirliklarinda istatistiksel anlamli fark gézlenmese de, ¢alisma sonrasinda iki
grup arasinda istatistiksel anlamli fark olusturmayacak sekilde agirlik farklarmin
azaldig1 gOriilmiistiir. Bu durum viicut agirh@inin korunmasinda daha Onceki
caligmalarda belirtildigi gibi tadalafilin etkili olabilecegini gostermistir. Ratlarin
testis agirliklar1 degerlendirildiginde sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark goriilmemistir. Bu durumun nedeni sisplatin grubundaki

ratlarin ¢alisma baslangicinda viicut agirliklarinin istatistiksel olarak anlamli olmasa
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da diger gruplardan bir miktar fazla oldugu ve bundan dolay: ¢alisma baslangi¢ ve
sonundaki testis agirlik farki yiiksek olsa bile tekrarli testis agirliklari Ol¢timii
yapilamadigindan c¢alismamizca gosterilememesi olarak diistinilmistiir. Tadalafil
verilen grupta ise sisplatin grubu ile karsilastirildiginda Yigitaslan ve ark. belirttigi
gibi istatistiksel anlamli bir fark saptanmamigtir.  Sisplatin+tNAS ve
sisplatin+tadalafil+NAS kombinasyon tedavisi verilen gruplarda benzer durum
gozlenememistir. Bu durumda daha Onceki calismalarda antioksidan oldugu
kanitlanan NAS molekiiliiniin bizim ¢alismamizda dozun yeterli olmadiginin, NAS
dozu artirllarak yapilacak calismalarda NAS’in literatiirde belirtilen hem viicut
agirligt  agisindan  hem de testis agirhigi agisindan  koruyucu  etkilerini

gosterebilecegine inanmaktay1z.

Sisplatin’in testis dokusu tizerindeki histopatolojik ve biyokimyasal agidan
olumsuz etkileri daha oOnce pek c¢ok arastirmaci tarafinca degerlendirilmisti.
Histopatolojik etki agisindan baktigimizda sisplatin tedavisi testisin normal anatomik
yapisint bozmakta, seminifer tiibiillerin diizenli hali kaybolmakta, leydig hiicre
sayisini azaltmakta, sertoli hiicre aralarindaki siki baglantilarinin kaybolmakta ve
tiim testis icerisinde genel morfolojik yapinin kaybolmakta oldugu belirtilmektedir.
Smart ve ark. prepubertal testiste diisik doz sisplatin verildigi zaman germ
hiicrelerinin tiibiil membraninda ve tiibiil igerisinde goriilebildigini belirtmiglerdir.
Fakat yiiksek doz sisplatin sonrasinda germ hiicrelerini izlemenin ¢ok zor oldugunu,
piknotik hiicrelerin rahatlikla goriilebildigini, apoptozun ve sertoli cell only goriilen
tiiblil oraninin belirgin sekilde arttigini, tiibiil genisliklerinin azaldigin belirtmislerdir
(141). Y1lmaz ve ark. sisplatinin oksidatif etkisinden korunmak amaciyla antioksidan
etkili amifostin ve melatonin kullanarak yaptiklari ¢alismada sisplatin tedavisi
Johnsen skorlarinda kontrol grubuna oranla daha diigiik bulunurken, amifostin ve
melatonin tedavisi sonrasi Johnsen skorlarinin sadece sisplatin verilen gruba gore
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (142). Ceylan ve ark. (91) testis {izerinde
sisplatinin yan etkisinden korunmak amaglh kafeik asit verilmesi ¢alismasinda; Soni
ve ark. (143) sisplatinin gonadotoksisitesinden korunmak amagli motiliperm
verilmesi ¢alismasinda, Aydogdu ve ark. (144) sisplatin gonadotoksisitesinden
korunmak amagh kullandiklar1 ozon tedavisi ve Nna ve ark. (85) sisplatin
gonadotoksisitesinden korunmak amagcl terbutilhidrokinon verilmesi ¢alismasinda
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sisplatin grubundaki Johnsen skorlarinin kontrol grubuna oranla anlamli sekilde daha
diisiik oldugunu gostererek Yilmaz ve ark.’1 destekleyici bulgu elde etmislerdir.
Literatiirde daha once sisplatin tedavisinden sonra tadalafil veya NAS kullanilarak
Johnsen skorlarini degerlendiren ¢alisma bulunmazken; Ameli ve ark. (99), Yildirim
ve ark. (145), Ozmerdiven ve ark. (146) testiste torsiyon-detorsiyon
modellemelerinde torsiyon ve detorsiyon sonrasi testisteki oksidatif stresi
artirdiklarin1 belirtmis ve Johnsen skorunun kontrol grubunda en yiiksek, torsiyon
yapilan ardindan tadalafil verilen grubun sadece torsiyon yapilan gruba gore Johnsen
skorlarinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Benzer ¢alisma modelini Aktas ve
ark. (11) etken madde olarak tadalafil yerine NAS kullanmislar ve sonugta torsiyon-
detorsiyon grubundaki ratlarin Johnsen skorlarinin NAS tedavisi ile daha da
yiikseldigini belirtmislerdir. Bir spermatogenez siklusu insanda 64 giin, ratlarda 12,5
giin stirmektedir (18)(112). Bizim calismamizda ise Johnsen skorlarinda gruplar
arasinda anlamli fark izlenmemistir. Bizim ¢alismamizin 15 giin ve sisplatin KT’si
verildikten sonra 8. giinde c¢alismanin sonlandirilmasindan dolayr tam bir
spermatogenez siklusu tamamlanamadigini ve bu nedenden dolay: istatistiksel

anlaml fark goriilmedigini diisiinmekteyiz.

Testisin anatomik yapisin1 inceledigimizde sisplatin tedavisi sonrasinda
testislerin yapisinda degisimler goriilmektedir. Sisplatin seminifer tiibiillerin normal
yapisint bozmakta, tilibiillerde tortioze yap1 olusturmakta, tiibiil duvarlarinda
spermatogenez sirasinda olusan c¢ok katli germinal hiicre katmani yapisinda
degisiklik gozlenmektedir. Kaya ve ark. sisplatin tedavisi sonrasinda f-glukan
verdikleri ¢alismada sisplatin verilen grupta testiste vaskiiler konjesyon, germinal
epitelin dokiilmesi, interstisyel alanda 6dem ve vakuoliazasyon artist oldugunu
gozlemlemislerdir (147). Koroglu ve ark. aposiyaninin sisplatine bagli oksidatif
stresin olusturdugu gonadotoksisiteden korunma amaglh c¢alismasinda sisplatin
verilen grupta kontrol grubuna kiyasla daha fazla tiibiilde regresyon ve dejenerasyon
oldugunu oldugunu belirtmislerdir  (148). Kohsaka ve ark. sisplatin
gonadotoksistesinden korunmada relaksin etkinligi degerlendirilmesi ¢alismasinda
Kaya ve ark., Koroglu ve ark. buldugu sonuglara ek olarak sisplatin verilen gruptaki
deneklerde seminifer tiibiil kalinliginda azalma oldugunu belirtmislerdir (135). Yiicel
ve ark. sisplatin tedavisinde all-trans retinoik asit’in etkinligi ¢aligmasinda diger
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calismalara ek olarak incelemede perivaskiiler fibrozisin tiibiiller arasindaki
disorganizasyonun ve hyalinizasyonun arttigini belirtmislerdir (149). Yigitaslan ve
ark. siklofosfamid tedavisi sonrasinda testiste hyalinize seminifer tiibiiller, tiibiil
igerisinde debris ve sertoli hiicresi hasar1 gordiiklerini ve tadalafil ile kombine edilen
gruplardaki tadalafil doz bagimli olarak dozu arttik¢a normal histolojik yapiya daha
benzer oldugunu belirtmislerdir. Ayrica seminifer tiibiil duvar yiiksekliginin sisplatin
verilen grupta azaldigimi tadalafil verilen grupta yilikseklik kaybmmin daha az
oldugunu ve testikiiler apoptozun tadalafil verilen grupta daha az oldugunu
gostermislerdir. (9). Glizeloglu ve ark. renal iskemi-reperfiizyon modeli ¢alismasinda
renal iskemi olan grupta diffiiz tiibiiler nekroz, hiicre i¢cinde vakuolizasyon artis1 ve
konjesyon gozlenirken tadalafil verildiginde minimal konjesyon ve tiibiiler nekroz
oldugu ve normal renal anatomiye daha benzer yapi goriildiigiinii belirtmislerdir
(150). Anand ve ark. yaptigi calismada sisplatin verildiginde testiste apoptotik
marker yiiksekliginin  bulundugunu ve leydig hiicrelerinde apoptoz ve
disfonksiyonunun arttigini, NAS tedavisi verildiginde ise leydig hiicrelerinin bir
miktar korundugunu, fonksiyonlarinda iyilesmeye gidildigini ve apoptotik
markerlarin distiglini belirtmiglerdir (151). Aktas ve ark. iskemi-reperfiizyon
hasarinin neden oldugu oksidatif stresin testiste seminifer tiibiil genisligini ve tiibiil
kenarindaki germinal epitel duvar kalinligin1 azalttigini; fakat erken donemde NAS
tedavisi verilmesinin hem tiibiil genisligi hem de duvar kalinliginda artiga neden
oldugunu goézlemis, ayn1 zamanda ge¢ donemde verilen NAS tedavisinin ayni etkiyi
gostermedigini de vurgulamiglardir (11). Bizim g¢alismamizda testikiiler histoloji
degerlendirildiginde kontrol grubundaki ratlarin beklenen en normal testikiiler yapiya
sahip oldugunu gormekteyiz. Sisplatin tedavisi alan gruptaki ratlarda ise dokiilmis
piknotik ¢ekirdekli germinal hiicrelerin arttigini, seminifer tiibiillerin birbirlerine
daha yakin yerlesimli oldugunu ve seminifer tiibiil kalinliklarinin belirgin olarak
azaldigin1 gézlemledik. Tadalafil verilen grupta sisplatinin testikiiler yapi tizerindeki
hasar1 azalttig1 izlenmekte olup piknotik seminifer tiibiil igerisine dokiilen germinal
hiicre sayisinin azaldigini, seminifer tiibiil duvar kalinlik kaybinin azaldigini ve
normal histolojik yapiya daha yakin bir histolojik yapiya sahip oldugunu gozledik.
NAS monoterapisinin tek basina sisplatinin gonadotoksik etkisinden anlamli bir

sekilde korumadigi; fakat tadalafil ile beraber kombinasyon tedavisinin hem sisplatin
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hem de tadalafil monoterapisi verilen gruplara goére olusan gonadotoksik etkiden
daha fazla korudugu, normal histolojik yapiya daha benzer histolojik yapinin mevcut
oldugunu gordiik. Ayrica testiste apoptoz incelendiginde sisplatin grubundaki ratlarin
apoptotik indekslerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ve daha
yiiksek oldugunu izledik. Tek basina tadalafil ve NAS tedavisi verilen gruplarda
apoptotik indeksler arasinda anlamli fark izlenmezken, tadalafil ve NAS
kombinasyon tedavisi verilen grupta apoptotik indeksin sisplatin grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugunu gozlemledik. Ozellikle bu
kombinasyon tedavisinin testis dokusu tizerinde sisplatin nedeniyle olusan apoptozisi
azalttigini gozlemledik. Bizim ¢aligmamizda gozlemledigimiz histolojik degisiklikler

ile literatiirde goriilen ¢alismalara benzer sonuglar elde edilmistir.

Sisplatin leydig hiicrelerini etkileyerek kan serum testosteron diizeylerini
azaltir. Feed-back mekanizmasi ile LH yiiksekligi oldugunu belirten yayinlar
mevcuttur (152). Ayn1 zamanda sisplatin hipotalamus {izerine de etki ederek LH
seviyesini disiiriip testosteron diisiikliigiine sebep oldugunu belirten yayinlar da
mevcuttur. Kata c¢alismasinda sisplatin tedavisi alan ratlarda LH seviyelerinin
diistiigiinii belirtmistir (153). Testosteronun, testis biyiikliigii ve spermatogenez
devamlilig1 igin gerekli bir hormon oldugu bilinmektedir. Abdel-Wahab ve ark.
tarafinca yapilan ¢alismada sisplatin grubunun testosteron degerleri kontrol grubuna
gore anlamli daha az bulunmugsken, Oncesinde tadalafil kullanilan grupta sisplatin
kullanilan gruba gore kandaki testosteron seviyesinde diisme daha az goriilmiistiir
(129). Yigitaslan ve ark. siklofosfamidin testis tizerindeki yan etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, tadalafil verilen gruplarda testosteron diizeylerini verilmeyen
gruplara oranla daha yiiksek olarak bulmuslardir (9). Ameli ve ark. yaptigi iskemi ve
reperfiizyon modeli ¢aligmasinda tadalafil verilen gruptaki testosteron degerinin
verilmeyen gruba gore istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir (99). Fung ve ark, Efstathiou ve ark yaptiklari ¢alismalarda testikiiler
kanser yonetiminde KT tedavisinin ge¢ donem yan etkileri arasinda testosteron
seviyelerindeki diisiikliikten dolayr seksiiel disfonksiyon ve sekstiel ilgisizlik
olusabilecegini ve bu nedenle gerekli goriilmesi durumunda testosteron replasmani
yapilabilecegini belirtmislerdir (154,155). Diger yandan Tan ve ark. yaptiklari meta-
analizde tadalafil kullanimmin serum testosteron seviyesinde degisiklige neden
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olmadigini belirtmislerdir (156). Literatiirde sisplatin tedavisi sonrasinda yan etkiden
veya reaktif oksijen hasarindan korunma amaciyla N-asetil sistein kullanilan ve kan
testosteron diizeyi degerlendirilmesi yapilan c¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda ise sisplatin tedavisi verilen grup ile kontrol grubu karsilastirilmis ve
sisplatin grubunda kan testosteron diizeylerinde belirgin diisiis izlenmistir. Tadalafil
verildiginde ise istatistiksel anlamli fark izlenmese de kan testosteron diizeylerinin
diistisiin azaldig1 goriilmektedir. Ayrica Scipioni ve ark. (157) leydig hiicrelerinde
PDES reseptorleri oldugunu gostermislerdir. Tadalafilin bu etkisinin bu reseptorler
tizerinden leydig hiicresinde ¢cGMP artisina bagli olarak ve tadalafilin leydig
hiicreleri tizerindeki oksidan etkisini azaltarak daha oOnce belirtilen calismalari
destekleyecek sekilde kan testosteron diizeyini arttirdigimi diisiinmekteyiz. NAS
monoterapisi verilen grupta ise kan testosteron seviyesinin sadece sisplatin verilen
gruba gore daha diisiik oldugunu gozlemledik. SisplatintNAS verilen gruptaki testis
agirhiklarimin sisplatin grubuna gore disiik oldugunu diisiinerek testosteron testis
agirhigr oranlarimi degerlendirmek istedik. Oranlama yaparak degerlendirdigimiz
zaman hem NAS monoterapisinin hem de tadalafil+NAS kombinasyon tedavisinin
testisin oransal olarak kana salgiladigi testosteron seviyesindeki disiikligi
Onledigini gozlemledik. Bu da bize bu iki gruptaki ratlarin testis agirliklar diisiik
oldugu icin kan testosteron seviyesinde diisliklik oldugunu ama oran
degerlendirilmesi yapildiginda NAS tedavisinin sisplatinin {izerindeki oksidatif

etkisini azalttigin1 diigiindlirmektedir.

Dasari ve ark. yaptigi g¢alismasinda, DNA hasarinin yani sira sisplatin
tarafindan indiiklenen oksidatif hasardan bahsetmektedir (1). Artan reaktif oksijen
tirtinleri direkt olarak mitokondri iizerinde etki gostererek membran potensiyelinin ve
enerji lretiminin bozulmasina sebep olmaktadir. Ayrica membranlarin iizerindeki
lipidlerde peroksidasyona yol agarak membran biitiinliiklerini bozmaktadir. Oksidatif
stres giliniimlizde degisik markerlar araciligi ile Olgiilebilmektedir. Bunlar MDA,
SOD, CAT ve GSH’dir (1). Sisplatin etkisi ile artan oksidatif stresten korunabilmek
amaciyla pek ¢cok molekiil denenmistir (3,6,83,90). Bizim ¢aligmamizda oldugu gibi
5PDi tedavisi verilen ve lipid peroksidasyonu son iiriinii olarak MDA degerlendirilen
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Tian ve ark. yaptigi g¢alismasinda
sisplatin verilen ratlardaki lipid peroksidasyonunun kontrol grubuna gore daha
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yiiksek olduklarini gézlemlemislerdir (6). Kilarkaje ve ark. (7), Tirk ve ark. (4),
Aksu ve ark. (3) benzer sonuglar bulduklarini belirtmislerdir. Shimizu ve ark.
5PDEi’lerin mitokondrial potasyum kanallarmi agip Ca’ ’un mitokondri icerisine
girmesini Onleyerek hiicre 6liimiinii azalttiklarini gézlemlemislerdir (158). Amari ve
ark. torsiyon-detorsiyon modelindeki yaptiklar1 ¢alismada tadalafil tedavisi verilen
gruplarda doku MDA diizeyinin verilmeyen gruba gore daha diisiik oldugunu fakat
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (99). Yildirim ve ark.’nin
yaptig1 torsiyon-detorsiyon modelindeki ¢alismada, Amari ve ark.’nin ¢alismasini
destekleyici sonuglar elde etmislerdir (145). Ciurrik ve ark. ise tek tarafli lireter
obstriiksiyonu uyguladiklar1 ratlara tek doz tadalafil verdikten 24 saat sonra ratlar
sakrifiye etmisler ve tadalafil verilen-verilmeyen gruplar arasinda anlamli bir MDA
degisikligi olmadigimi belirtmislerdir (159). Dearakhshandeh ve ark. indiiklenerek
BPH olusturulan kopeklerde tadalafil tedavisi verilmesinin MDA diizeyini
azaltmadigini ve antioksidan enzim seviyesini artirmadiklarini gostermislerdir (160).
Diger yandan Nna ve ark. 8 hafta boyunca ratlara sildenafil, tadalafil ve tramadol
verdikleri ¢alismada tedavi verilen tiim gruplardaki doku MDA seviyesinin kontrol
grubuna daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (161). Zaghlol ve ark. yaptiklar
sildenafilin testis Tlizerindeki olumsuz etkilerden korunma amagli selenyum
kullandiklar1 ¢alismada kisa etkili PDESi olan sildenafilin kullanimimn ratlar
tizerinde artmig oksidatif strese bagli olarak testikiiler yapida dejenerasyon ve
apoptoza yol agtigimni belirtmislerdir (162). Eid ve ark. ise yaptiklari ¢alismada
tadalafilin testis {iizerindeki dejenaratif etkinin doz bagimli olarak arttigim
gostermislerdir (163). Speranza ve ark. PDES5 inhibitorlerinin reaktif oksijen
tirinlerinde artisa neden oldugunu gozlenmis ve antioksidan maddelerden 6zellikle
ferrositokrom c seviyesini diigiirdiigiinii ve antioksidan enzimlerin mitkemmel olarak
calisamadiklarin1  gostermislerdir (164). E-Abdalla ve ark. (165) sildenafilin
testikiiler doku iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmada ve Al-Fartosi (166) uzun
donem sildenafil kullaniminin testis {izerine etkisini inceledigi ¢alismada seminifer
tiiblillerde sildenafilin testis parankiminde nekroza yol agtigini gostermislerdir.
Sisplatin verilmesi karaciger HepG2 hiicrelerinde MDA diizeylerini artirirken NAS
tedavisi eklendiginde MDA diizeylerini anlamli olarak distirdiigiic Wang ve ark.
(167) tarafindan gosterilmisken; sisplatin+NAS tedavisinin testis dokusunda MDA
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degerlendirilmesi amagh literatiirde ¢alisma bulunumamistir. Payabvash ve ark. ise
yaptiklar1 torsiyon-detorsiyon model g¢alismasinda erken déonem NAS uygulanan
grup doku MDA diizeylerinin tedavi almayan gruba gore daha diisiik oldugunu ve
ge¢ donem NAS verilen grupta anlamli bir fark géremediklerini belirtmislerdir (168).
Cay ve ark. yaptigi torsiyon-detorsiyon modelinde NAS tedavisinin doku MDA
seviyesini anlamli olarak distirdiglinii gostermistir (169). Mansour ve ark. yaptigi
bleomisin tarafindan indiiklenen oksidatif hasar ve fibrozis modeli calismasinda NAS
tedavisinin oksidan maddelerin azalmasina ve antioksidan maddelerin artisina bagh
olarak akcigerdeki doku MDA seviyesini diisiirdigiini gozlemlemistir (109).
Tarladagalisir ve ark. yaptigi akciger kiint travma modelinde travmanin akciger
dokusunda MDA diizeylerini yiikselttigi ve oncesinde NAS tedavisinin verilmesi
doku MDA diizeylerini disiirdiigii gozlenmistir (170). Bizim ¢alismamizdaki MDA
sonuglar1 degerlendirildiginde sisplatin tedavisi verilmesi literatiire benzer sekilde
kontrol grubuna oranla belirgin bir sekilde MDA seviyesinde artisa neden olurken
daha 6nce antioksidan etkisi oldugu bilinen tadalafil eklenmesi testiste istatistiksel
anlamli olmasa da MDA seviyesinde artis yaptig1 goriilmiistiir. Bu durumun nedeni
Sperenza ve ark. belirttigi gibi reaktif oksijen iirlinlerinde artigsa neden oldugu ve
antioksidan enzimlerin beklenen kapasitede calismamasindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz. NAS tedavisi verilen grupta ise sisplatin grubuna oranla istatistiksel
anlamli diisme goriilmese de MDA diizeyini azalttigin1 gormekteyiz. Bu durum NAS
tedavisinin sisplatine bagli oksidatif etkileri ve lipid peroksidasyonunu azalttigini
tarafimiza gostermektedir. Istatistiksel anlamli fark goriilmese de literatiirdeki diger
caligmalarla benzer sonuglari oldugunu gézlemlemekteyiz. Sisplatin+tadalafil+NAS
tedavisi verilen grupta doku MDA testis agirlik orani incelendiginde hem tadalafil
hem de NAS monoterapisi verilen gruplardan istatistiksel anlamli fark
olusturmayacak sekilde daha diisiik oldugunu gozlemledik. Bu durum bize
kombinasyon tedavisinin testisteki birim gram basina liretilen MDA diizeylerini

diisiirdiigiinii géstermektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda tadalafil+NAS kombinasyonu ile sisplatinin olusturdugu
histopatolojik degisikliklerin engellenebildigi ve doku agirligi birim basina kan
testosteron seviyesindeki diistikliigiin 6nlenebildigini tespit ettik. Ancak doku MDA
diizeyleri lizerine istatistiksel olarak anlamli bir katki elde edemedik. Calismamizin
en onemli limitasyonu diger peroksidasyon son iiriinleri olan SOD, CAT, GSH gibi
oksidatif stres ile ilgili diger tiim molekiilleri degerlendirememis olmamizdir.
Maliyet burada belirleyici olmustur. Tim bu diger belirteglerle beraber
degerlendirildiginde daha anlamli sonuglar elde edilebilecegine inanmaktayiz. Bunun
yaninda sperm {iretiminin en Onemli gostergesi olan testis doku histolojisi ve
apoptozisi ayrintili olarak irdeleyebildigimizi diisinmekteyiz. Gerek testis timorii
gerek diger maligniteler nedeniyle sisplatin KT’si alan ve fertilitenin korunmasi
amaglanan erkek hastalarda tadalafil ve NAS gibi antioksidan maddelerin
kullaniminin giinliik yasantimiza yansiyabilecek faydali bazi net sonuglari olmustur.
Ancak daha fazla denek sayisi ile yapilacak hayvan deneyleri veya klinik ¢alismalar

konuya olumlu katkilar saglayacaktir.
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EKLER

EK-1 TEZ KONUSU ONAY FORMU

TEZ KONUSU ONAY FORMU
Uzmanlik Ogrencisinin
Adi Soyadi: Alihan KOKURCAN
Telefon: 0530 923 1297
E-Posta: alihankokurcan@gmail.com
Uzmanhk Dali: Uroloji Klinigi
Egitim Kurumu: SBU Diskapt Yildirim Beyazit Uygulama ve Aragtirma Hastanesi
Uzmanlk Egitimine 09/07/2015
Baglama Tarihi:
Uzmanhk Egitimini 09/07/2020
Bitirme Tarihi:
Tez Danigmaninin
Adi Soyadu: Dog.Dr.Ufuk OZTURK
Telefon: 0532 254 0976
E-Posta: ufukozturk71@gmail.com

1-Tez Bashgi/Konusu:

Ratlarda Cisplatin Kemoterapisinin Testis Dokusu Uzerine Toksisitesini Onlemede Tadalafil Ve N-
Asetil Sistein Molekiillerinin Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

2-Arastirma sorusu:

N-Asetilsistein ve Tadalafil molekiilleri Cisplatin kemoterapisinin testis iizerindeki etkilerine
koruyucu etkileri var midir?

3-Arastirmanin amaci:

Platin grubu kemoterapétik ailesi icerisinde yer alan bir ajan olan Cisplatin ¢esitli dokularda
oldugu gibi testis dokusunda da hasar olusturmaktadir. Dogal bir aminoasit olan L-sistein’in N-
asetillenmis tiirevi olan mukolitik ajan olarak kullanilan N-Asetil sistein ise antioksidan 6zellikleri
nedeni ile Cisplatin etkileri dahil gesitli patolojilere karsi dokularda koruyucu 6zellikler
gosterebilmektedir. 5-Fosfodiesteraz inhibitorleri(5-PDI) esasen Erektil Disfonksiyon tedavisinde
kullanilan molekiiller olup tipta bu amag diginda kullanimi gérmek miimkiindiir. Ozellikle
antioksidan 6zellikleri nedeniyle dokularda bazi olumlu degisikliklere yol agabilmektedirler. 5-PDI
ailesine ait bir molekiil olan sildenafilin ise testis dokusu iizerine koruyucu etkileri daha 6nce
gosterilmisti. Bu ¢alymamizda Cisplatin ile olusturulan testis hasarim 6nlemede hem N-Asetil
sistein hem de sildenafile gore daha uzun etkili olan tadalafilin koruyucu etkileri olup olmadigin,
hem tek tek hemde kombine kullanilarak aragtinlacaktir.

4-Arastirma materyalleri, popiilasyonu:

Toplamda 40 adet rat, 5 gruba ayrilacak. Gruplar kontrol(n=8), cisplatin tedavisi verilenler(n=8),
cisplatin+tadalafil tedavisi verilenler(n=8), cisplatint+n-asetilsistein tedavisi verilenler(n=8),
cisplatin+tadalafil+n-asetilsistein tedavisi verilenler(n=8) seklinde ayrlacaktir. 14 giinliik tedavi
sonrasinda ratlara orsiektomi yapilacak ve testikiiler apoptozis ve malonildialdehit seviyesi
incelenecektir.
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S5-Dahil etme ve hari¢ tutma kriterleri:

Wistar albino, 250-300 gr, 10-12 haftahik erkek ratlar ¢alismaya dahil edilecektir. Caliyma sirasinda
genel durumu kdétiilesen ve/veya mortalite gelisen ratlar ¢caiymadan harig tutulacaktir.

6-Arastirmanin birincil sonug¢ degiskenleri:

Arastirma sonucunda elde edilecek histopatolojik ve immunfloresan degerlendirilme, serum
testosteron seviyesi, testikiiler dokudan malonildialdehit 6l¢iimii yapilacak ve sonuglar
degerlendirilecektir. Dolayist ile testis dokusu hem histolojik hem biyokimyasal belirtecler
yoniinden degerlendirilecektir.

7-Aragtirmanin tiirii ve tasarimi:

Deneysel, hayvan ¢aliymasi

8- Aragtirma hipotezi:

Cisplatin tedavisi alan hastalarda tadalafil profilaksisi kemoterapétik ajanln testikiiler hasarim

azaltmada plaseboya gore daha etkili bir yontemdir. !

9-Orneklem says1 ve belirleme yontemi:

Popiilasyon biiyiikliigii Power and Sample Size programi ile hesaplandi.

10-Arastirmada kullamlacak istatistik yontemler:

Istatiksel analiz SPSS program kullamlarak yapilacaktir. ANOVA, Kruskal Wallis yéntemleri
kullamlacaktir. p<0,05 degeri istatiksel agidan anlamh kabul edilecektir.

11-Aragtirmanin orijinalligi ve bilime katkisinin agiklamasi:

Aragtirma konusu orjinaldir ve bilime katkisi olacaktir.

12-Agiklamak istediginiz diger konular:

Cisplatin tedavisi giiniimiizde mesane, akciger, serviks, testikiiler, beyin, bas ve boyun,lenfoma
tiimorlerinde kullamlan ajanlardan biridir. Ozellikle Uroloji’de yaygin goriilen malignitelerden biri
olan testis tiimorlerinde ilk basamak tedavi orsiektomidir. Operasyon gegiren hastalarda kalan
diger testis hem hormonal denge hem de fertilite agisindan 6nem tagimaktadir. Orsiektomi sonrasi
uygulanacak kemoterapi ve diger tedaviler kalan tek testisi olumsuz yonde etkilemektedir. Veya
diger malignitelerde de sistemik tedavi alan hastalarda da testislerin etkilenme riski bulunmaktadir.
Bu durum ézellikle fertilitenin nemli oldugu geng erkek olgularda daha da dikkat edilmesi gereken
bir husustur.

Bu ¢alhigma ile Cisplatin tedavisi sonrasi testiste olusabilecek hasarlar, N-asetil sistein ve bir 5
fosfodiesteraz inhibitérii olan tadalafilin bu hasarlardan koruyucu etkileri aragtirnlacaktir.
Caliymamiz sonucunda bu molekiillerin olumlu ve koruyucu etkileri saptanmasi durumunda
Cisplatin tedavisi alan fertiliteyi korumak istedigimiz geng¢ erkek olgularda ilaveten bu molekiillerin
kullanimi 6nerilebilecektir.

Tez danigmam
Kontrol edilmistir ve uygundur.
Imza
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*Form bilgisayar ortaminda doldurulmalidir.

*Tez konusu onay formu tez danismani ve istatistik uzmanindan danismanhk alinarak uzmanlik 6grencisi
tarafindan doldurulduktan sonra egitim kurumun yénetiminden uygunluk alinir. Daha sonra form anabilim dah
tez konusu degerlendirme editériine génderilir. Editor formu tez konusu degerlendirme hakemlerine génderir.
Hakemlerin ve editér diizeltme istegi durumunda uzmanlik 6grencisi ve tez danismanina iade, olumlu gériisi
durumunda onay i¢in anabilim dali bagkanligina génderir. Anabilim dali akademik kurulu gériisinii
gerekgeleriyle beraber olusturur ve Dekanliga gonderir. Dekanlk sonucu uzmanlik égrencisi ve tez danismanina
bildirir. (Kurulus asamasinda form EBYS ile Dekanliga génderilmelidir.) '

3. madde: Arastirmanin amaci ya da amaglari yazildiktan sonra, amacin tanimlama, karsilastirma,
iliskilendirme, uyum belirlemek gibi nitelemelerini belirtir.

4. madde: Arastirma materyalleri ve popiilasyon tarif edilmelidir. Hastaligin tanimi, hastalarin ve kontrollerin
o6zellikleri, deney hayvanlari kullanilacaksa nitelikleri tanimlanmalidir. Bu maddede ayrica arastirma
materyallerinin nereden sadlanacadi (géniillii hastalar veya saglikli insanlar, arsiv verileri, deney ortami vb)
yazilmaldir.

6. madde: Sag kalim, komplikasyon, laboratuvar bulgusu, hastanin geri bildirimleri veya bulgular: gibi
degiskenler yazilmalidir.

7. madde: Arastirmanin tiirii belirtilip tasarimi yazilmahdir. Ornedin deneysel hayvan ¢alismasi, ilag ¢alismasi,
deneysel ilag disi calisma, randomizasyon olup olmadigi ve niteligi, kontrolii olup olmadid, retrospektif veya
prospektifligi, kesitsel, khort ¢alisma gibi tasarim tam olarak yazilmaldir.

9. madde: Orneklem sayisinin belirleme yéntemi ve nasil belirlendidi yazilmalidir.
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EK-2 TEZ KONUSU HAKEM DEGERLENDIRME FORMU

TEZ KONUSU HAKEM DEGERLENDIRME FORMU

Ogrenci Adi Soyadi

Alihan KOKURCAN

Kurumu SBU Diskap1 Yildirim Beyazit Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Uzmanhk Alani Uroloji
DEGERLENDIRME

1-Tez Baghg/Konusu:

UYGUN

2-Arastirma sorusu:

Arastirma sorusu baglikla ve hipotezle uyumlu degil. “N-Asetil sistein kadar etkili
mi” yerine ornegin, “Cisplatin kemoterapisi alan ratlarda tadalafil tedavisi ve N-
asetil sistein tedavilerinin oksidatif strese bagh testis apopitozisini 6nlemede etkili
midir? Tadalafil tedavisinin etkinligi plasebo ve/veya N-asetil sistein tedavilerine
gore iistiinliigii var midir?” gibi... yazilmahdir.

3-Arastirmanin amaci:

Amag tek bagina tadalafil tedavisinin iistiinliigiinii mii ortaya koymak yoksa n-asetil
sistein tedavisinin de basarisim gostermek mi? Bu durum biraz daha net olarak
agiklanmahdir.

4-Arastirma materyalleri,
popiilasyonu:

UYGUN

5-Dahil etme ve hari¢ tutma
kriterleri:

Kullanilacak rat cinsleri, rat larin ayliklari, gramajlar ‘ve erkek olduklar: dahil
edilme kriterlerinde belirtilmelidir.

6-Arastirmanin birincil UYGUN
sonug degiskenleri:
7-Aragtirmanin tiiri ve UYGUN

tasarimi:

8- Arastirma hipotezi:

Hipotezde plaseboya gire daha etkili bir yontem veya N-asetil sistein tedavisi kadar
etkili bir yontemdir seklinde eklenti olmahdir.

9-Orneklem sayisi ve
belirleme yéntemi:

UYGUN

10-Arastirmada kullanilacak
istatistik yontemler:

Eger ¢cahsma sonugclarinda niteliksel veri elde edilmeyecekse istatistik yontemi
dogrudur.

11-Aragtirmanin orijinalligi
ve bilime katkisinin
aciklamasi:

UYGUN

12-Agiklamak istediginiz
diger konular:

Hakemin karari

HAKEM ADI SOYADI:
KURUMU:
TARIH:

Sedat ONER
SBU Bursa Yiiksek ihtisas SUAM
15.01.2018
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TEZ KONUSU HAKEM DEGERLENDIRME FORMU

Ogrenci Adi Soyadi Alihan Kokurcan
Kurumu SBU Digkapi Yildirim Beyazit Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Uzmanlik Alani Uroloji

DEGERLENDIRME

1-Tez Baghgi/Konusu:

Ratlarda Cisplatin kemoterapisinin testis iizerine toksisitesini 6nlemede Tadalafil ve N-Asetil
Sistein etkileri

2-Arastirma sorusu: Uygun
3-Arastirmanin amaci: Uygun
4-Arastirma materyalleri, Uygun
popiilasyonu:

5-Dahil etme ve hari¢ tutma
kriterleri:

6-Arastirmanin birincil Uygun
sonug degiskenleri:

7-Arastirmanin tiirii ve Uygun '
tasarimi:

8- Arastirma hipotezi: Uygun
9-Orneklem sayisi ve Uygun
belirleme yontemi:

10-Arastirmada kullamlacak | Uygun

istatistik yontemler:

11-Arastirmanin orijinalligi
ve bilime katkisinin
aciklamasi:

Aragtirma konusu orjinaldir ve bilime katkisi olacaktir

12-Agiklamak istediginiz
diger konular:

Ciaplatin mesane kanseri tedavisin de de kullanilmaktadir. Ayrica “Cisplatin tedavisi alan
hastalarda fertiliteyi korumak istedigimiz geng erkek olgularda ilaveten bu molekiillerin
kullanimi 6nerilecektir” ¢ok iddah olmug. Daha varsayimsal bir ciimle olmasi kanaatindeyim.
Ornek ¢aligmalar

1.Niger. J. Physiol. Sci. 31 (2016):Adeneye and Benebo

2. http://www.kanserhekimi.com/wp-content/uploads/2017/07/Dokucu_et al-2000-
BJU_lInternational.pdf

3. Ozdemir, E., Dokucu, A., Uzunlar, A. et al. Int Urol Nephrol (2002) 33: 127.
https://doi.org/10.1023/A:1014442027991

Hakemin karari

HAKEM ADI SOYADI:
KURUMU:
TARIH:

Enver Ozdemir, MD, PhD
SBU GOP Taksim EAH
19.01.2018
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EK-4 BILIMSEL CALISMALARI DESTEKLEME ONAY FORMU

T.C. Saghk Bakanhgi
Saghk Bilimleri Universitesi
Diskap: Yildinm Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesi

BIiLIMSEL CALISMALARI DESTEKLEME
KURULU BASKANLIGI

KARAR NO: 74/02
KARAR TARIiHI:17.10.2019

Hastanemizde Uroloji Kliniginde Dog¢.Dr. Ufuk OZTURK sorumlulugunda yapilmasi
planlanan Dr. Alihan KOKURCAN?’ a ait “Ratlarda Cisplatin Kemoterapisinin Testis Dokusu
Uzerine Toksisitesini Onlemede Tadalafil ve N-Asetil Sistein Molekiillerinin Koruyucu
Etkilerinin Arastirlmas1” konulu tez g¢aligmasi incelenmis olup maddi olarak yapilmasi ve
desteklenmesi oy birligiyle uygun goriilmusgtiir. VL

~ae)

Gre N u,u;O

Dog. Dr. Derya OZKAN

Dog¢. Dr.\Durfy SEKER

Op. Dr. Evrim N
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A KATEGORISi

Ders Saati
Ders Adi

Teorik Uygulama

Mevzuat, Etik, Hayvan Davranislan ve 3R* 3

Deney hayvanlarinin anatomisi, fizyolojisi,
histolojisi ve biyokimyasi

Kan ve 6rnek alma teknikleri

Tutus teknikleri
ila¢ verme ve enjeksiyon teknikleri
Anestezi ve 6tenazi teknikleri

Agr, 1stirap, sikint1 ve insani sonlandirma
noktalarinin belirlenmesi

Laboratuvar isleyisi (temizlik, giivenlik, ¢aligma
saghgn)*

Deney hayvanlarinin beslenmesi

Hayvan hastaliklan

a) mikrobiyolojik, virolojik, parazitolojik, mikolojik
b) klinik diga vurumlar

c) saghk tarama programlari

Biyoistatistik (miimkiin olan en diisiik hayvan
sayisimin belirlenmesi)*

Standardizasyon

a) Genetik standardizasyon

b) Mikrobiyolojik standardizasyon

¢) Bakim-barindirma

d) Arastirma

Spesifik deney modelleri

Hayvan deneylerinin tasarlanmasi*
Temel Cerrahi

Deney hayvanlarinin yetistirilmesi
Alternatif Yontemler*

TOPLAM 40 40

Basar: Puam : 96

Sertifikanin gecerli oldugu hayvan tiirii/tiirleri : Fare (Mus musculus) , Sigan (Rattus
norvegicus) , Kobay (Cavia porcellus) , Hamster (Mesocricetus ) , Tavsan (Oryctolagus cuniculus)

Bu Sertifika Onman ve Su Islert Bakanh@i'in 30.11.2017 tarth ve 2017/7 sayili Genelgesine uygun olarak dilzenle
YT T ~
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