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1. GIRIiS

Kanser, sik gorulen ve olduractu etkisi yuksek olan,
gunumuzde 6nemi giderek artan saglik ve yasam sorunlarindan biri haline
gelmistir. Kanser 200’0 agkin ¢esidi olan bir hastaliktir. Bu gesitlerin hepsi
Tirkiye’de gériilmektedir. istatistiklere gére kanser, dzellikle gelismekte
olan ulkelerde kalp ve damar hastaliklarindan sonra o6lime yol agan
nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Gelismekte olan ulkelerde
Olen hastalarin %8’i kanserden dlmektedir. Gelismis olanlarda ise bu oran
%25'dir. 1434

Dunyada her yil 12.7 milyon kisiye kanser tanisi konuldugu
ve 7.6 milyon kisinin kanserden 6ldugi bildiriimistir.° Dinya Saghk
Orgiitti 2005 yilinda tim dinyada goériilen 58 milyon dlimin %13’Gnin
kanser nedeni ile oldugunu bildirmistir.® Onlem alinmadigi takdirde, diinya
genelinde kanser yukunun artacagi ve 2030 yilinda 26 milyon yeni tani

kanser vakasina ve 17 milyon 6lime ulasacagi sanilmaktadir.’

Ulkemizde ise Devlet Istatistik Enstitisiinin, saglik
istatistikleri raporunda, toplam élimler arasinda % 12,9 (23.775 kisi) ile en
sik ikinci 6lim sebebinin kanser oldugu belirtiimistir.” Saglik Bakanligrnin
2000-2006 yilllarini kapsayan son galismasina gore, Turkiye'de 396 bin
kanser olgusu bulunmakta ve her yil, 140 bin kisi kanserden O6lmektedir.
Tarkiye'deki hasta sayisinin 6numuzdeki 20 yil igerisinde 1,5 milyona
ulasacagl 6ngdriilmektedir.® Kanser olgulari tim diinyada oldugu gibi

Tarkiye'de de en énemli halk sagligi sorunlarinin baginda gelmektedir. 4



Kanser insidansindaki artisa bagli olarak, gelisen tedavi
modelleri sayesinde sag kalim oranlari da her gegen glin artmaktadir.
2010 yilinda her 250 kisiden birinin ¢ocukluk ¢agi kanserlerinden tedavi

olmus bir birey olacadi hesaplanmistir.®

Son yillarda kanser tedavisinde meydana gelen gelismelere
bagli olarak, modern kanser tedavisinin temelini olusturan c¢ok sayida

kemoterapétik ajan kesfedilmis ve kullanima girmistir.*

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapodtik ajanlar
sayesinde kansere bagli 6lum oranlarinda azalma goézlense de, uzun
donem sag kalimlarda, buyume problemleri, kardiovaskuler problemler,
noron gelisimsel problemler, ikincil malign tumorler gibi yagsam kalitesini
etkileyen ¢ok ciddi endikasyonlar gozlenmistir. Essiz degerdeki follikulleri
depolayan overler ve sperm Ureten testisler, kemoterapétik ilaglara son
derece duyarlidir. Tedavi sonrasi gorulen reproduktif yetmezlik oranlarinin
artisi, Ureme sagligini etkileyen komplikasyonlari da beraberinde
getirmektedir. Yuksek kemoterapi ve radyoterapi ya da kemik iligi
transplantasyonuna bagli sitotoksik tedaviler gerek over rezervini, gerekse
testikiler sperm Uretimini baskilayan ya da geri donlsimsuz hasar

olusturan tedavi secenekleridir. 1

Kemoterapi sonrasi testislerde spermatogonia, spermatosit
ve spermatitlerde gorulen apopitoz, gonadal iglevu ve fertiliteyi
etkilemektedir. Cyclophosphamide, chlorambucil, melphalan, busulfan,
nitrogen mustard, procarbazine, ifosfamide, ve thiotepa gibi bazi

kemoterapdtik ajanlar ¢ogunlukla geri donlsumsuz fertiliteye sebep



olurken, cisplatin ve adriamisin kismen, bleomisin, actinomisin D,

vincristine, methotreksate ve 5-fluorouracil hafif gonadotoksiktir. >’

Bu ajanlardan kismi gonadotoksik oldugu belirtilen
cisplatinin, testislerde doza ve zamana bagli germ hicre apopitozunu
indUkledigi, diuslik dozda spermatogenezisi azalttigi, ylksek dozda ise

germ hiicrelerini tamamen yok ettigi bildirilmistir. **?

Cisplatin, erigkin cagda gorilen pek ¢ok timorde ve
noroblastoma, Wilms tumoru, hepatoblastoma, beyin tumorleri, germ
hdcreli tumor, osteosarkoma gibi pek ¢ok c¢ocukluk c¢agr tumorinun
tedavisinde kemoterapi protokollerinin vazgeciimez bir elemanidir.
Cisplatin uygulamasinin doz sinirlayici yan etkisi olarak nefrotoksisite,
norotoksisite ve ototoksisite gelisebilmektedir. Cisplatin ototoksisitesinin
gelismesinde reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumu ve mitokondrial

oksidatif hasarin rol oynadigi belirtiimektedir. >4

L-carnitin’in  gucgld  bir antioksidan ve serbest radikal
yakalayici oldugu gosteriimistir.”> Pek cok hiicre tipinde L-Carnitin’in
oksidatif strese bagli mitokondri hasarlanmasini ve mitokondri bagimli

apopitozu 6nledigi gosterilmistir. 167

L-carnitin, hicrenin (gbéze) enerji Uretimi igin gerekli beta-
oksidasyona gidebilmek Uzere serbest uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondrion matriksine gegcisinde gerekli olup, serbest uzun zincirli yag
asitlerinin acilkarnitinlere transformasyonunda kofaktor olarak rol alr. L-

carnitin, mitokondrion iglevlerinde énemli rol oynayan protektif bir ajandir,

3



ki noroprotektif etkide tubulin gibi proteinlerin asetilasyonunu saglyor
olmasi énemlidir. Ek olarak L-carnitin mitokondrion icindeki agilCoA / CoA
oranini duzenler ve mitokondriondeki toksik drtnleri tutucu rol oynar. Bu
sebeple, sistemik L-carnitin uygulamasinin, cisplatinin toksik yan

etkilerinden koruyucu, énleyici rolii olabilir. *®

Bu c¢alismanin amaci, erkek ratlarin testis dokusunda
Cisplatinin yol agacagl gonadotoksik etkileri belirlemek ve bu etkilere karsi
sistemik uygulanan L-carnitin’in koruyucu etkisini ortaya koymaktir. Bu
etkilerin incelenmesi icin, histokimyasal olarak morfometri ve morfoloji
analizleri igin hematoksilen-eosin (H&E), immunohistokimyasal olarak
caspaz 3, 8, 9 ve TUNEL yontemleri uygulandi. Ayrica TESE yontemi ile

sperm morfolojileride incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Testis Embriyolojisi

Testisler (erbezi, orchis), karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak paraksiyal mezoderm ile lateral plagi gegici bir stre

birlestiren, ara (intermediyer) mezodermden geligirler. *%2%%!

Embriyonun cinsiyeti genetik acgidan dodllenme sirasinda
belirlenmis olmakla beraber, gonadlarin erkek veya disi morfolojik
Ozellikleri ancak embriyonal (ddletsel) gelisimin 7. haftasindan sonra
g6zlenebilir. Her iki cinste de gonadlarin goérinimi benzerlik
gosterdiginden bu donem seksuel gelisimin farklilasmamis evresi olarak

isimlendirilir. Bu donemdeki gonadlara ‘farkhlasmamis gonad’ adi verilir.
19,22,23

Gonadlar, karin arka duvarini doseyen mezotelden
(mezodermal epitel), mezotelin altinda bulunan mezensimden (embriyonik
bad dokusu) ve primordial germ htcrelerinden (ilkel cins hicreleri) kdken
alir. Gonad gelisimin ilk evresi embriyonal gelisimin 5. haftasinda
mezonefrozun medialinde mezotelin kalinlasmasi ile baslar. Mezodermal
epitelin (kdlom epiteli) gogalmasi ve altindaki mezensimin yogunlagmasi
ile sagda ve solda mezonefrozun medialinde genital veya gonadal kabarti
bicimlenir. Embriyonal gelisimin 6. haftasina degin genital kabariklik
icerisinde germ hucreleri yoktur. Gametler embriyonal gelisimin ikinci
haftasinda epiblastin icinde olusan ve daha sonra vitellus kesesine go¢

eden primordial germ hucrelerinden (PGH) kdéken alir. Yaklasik 10-100
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primordial germ hucresi geligsimin 4. haftasindan itibaren vitellus kesesinin
allantoise yakin duvarindaki endoderm hucreleri arasindan, son
bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5.
haftanin basinda ilkel gonadlara ulasir, 6. haftada ise genital veya gonadal
kabarikliklara yerlesirler. PGH, genital veya gonadal kabarikliklara
ulasmazlar ise gonadlar gelisemez. ilkel gonadlarin over veya testise
farklanmasinda PGH’nin indUkleyici etkisi bulunmaktadir. PGH ¢ogalmasi
ve dogru yere goOgu, bir tirozin kinaz olan c-kit reseptorl ile hicre

membran ligandi olan kok hucre faktorinin etkilesimine bagimlidir.
19,22,24,25

PGH’nin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen dnce ve gogu
sirasinda olusmus olan genital kabarikliklarin kdlomik epiteli ¢ogalir ve
mezengim igerisine dogru gomulerek parmak seklinde primer cinsiyet
kordonlari denilen duzensiz sekilli epiteloid kordonlar olustururlar. Primer
cinsiyet kordonlari ylzey epiteli ile baglantilidir. Bu agsamaya kadar her iki
cinsiyet icinde gonadlarin tipi aynidir. Farkhlagsmamig gonad yapisinda
dista korteks, icte ise medulla bulunur. XY seks kromozomuna sahip
embriyoda medulla testise farklanirken, korteks bir takim kalintilar diginda

dejenere olur. 264728

Embriyonal gelisimin 7. haftasindan itibaren embriyonun
erkeklik ya da digilik yonunde gelismeye bagslamasi gergeklesir. Genetik
olarak ilkel germ hucrelerinin cinsiyet kromozomlari XY ise farklanmamig
gonad testis yonunde gelisir. Y kromozomunun cinsiyet belirleyici
bélgesinde bulunan SRY geni farklanmamig gonadin testis olarak
gelismesini saglayan ‘testis belirleyici faktor'a (TDF) kodlar. TDF’nin etkisi
altinda primer seks kordonlari seminifer tibullere farklilagir. Yine TDF’nin

etkisi ile primer seks kordonlari medullanin derinlerine dogru ilerlemesine
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ve testis veya medullar kordonlarin bicimlenmesine neden olur. Testis
kordonlari gonadlarin hilusuna dogru ag seklinde birbirleri ile anastomoz
yaparak, rete testis tubdllerini olusturur. Primer seks kordonlarinin yuzey
epiteli ile olan baglantisi tunica albuginea denilen kalin fibréz kapsulun

araya girmesi ile son bulur. Tunica albuginea 12. haftada gelisir. *%/2%%°

Blyuyen testis agsamali olarak dejenere olan mezonefrozdan
ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asili hale gelir. 4. ayda
testis kordonlari at nali seklini alir. Bu kordonlarin uglari ince bir kanal olan
tubuli rektiye, tubuli rektilerde rete testise acilir. Testis kordonlari, primitif
germ hdcreleri ve bezin yuzey epiteli olan kdlomik epitelden kdken alan
Sertoli (epitheliocytus sustenans) hucrelerinden meydana gelmistir. Testis
kordonlari arasinda, genital kabarikligin mezensiminden koken alan
Leydig (endocrinocytus interstitialis) hucreleri bulunur. Bu hicreler
gelisimin 8. haftasindan itibaren androjenik hormonlari (testosteron ve
androstenedion) salgilamaya baslar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin

farklanmasini ve erkek dis genital organlarin olusumunu saglar. >

Puberteye degin solid halde bulunan kordonlar, erinlikle
(puberta) birlikte lamenleri acilarak seminifer tubulleri olustururlar.
Seminifer tubdller kanalize olur olmaz rete testis tlbdilleri ile birlesir ve
kanalize olan diger genital kanallara acilir. Seminifer ttbul duvarinda iki tip
hicre bulunur. Bunlar; testisin ylzey epitelinden gelisen destek hucreleri
olan Sertoli hucreleri ve primordial germ hicrelerinden farklanan

spermatogoniumlardir. 19272

Testisler embriyonal yasamda karin boslugunda bel

omurlarinin iki yaninda gelismeye baslar. Gebeligin 12. haftasinda testisler
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inguinal bolgeye ulasir. 28. haftada inguinal kanallardan gegerek, 33.
haftada periton ve vajinal proses arkasindan scrotuma inerler. Testisler
scrotum igerisinde kismen hareketlidir. Testisler scrotum igerisinde
bulunarak, spermatogenezis icin gerekli olan viicut sicakligindan 2-3 ° C

daha diisiik 1sida olmalari saglanir.*

2.2. Testis Anatomisi

Testis (erbezi); iki uyluk arasinda perineal bdlgede scrotum
icinde, sag ve solda yerlesmis olarak bulunan, vicut diginda yer alan
spermiyumlarin Uretiminden ve androjenlerin sentezinden sorumlu, oval
sekilli bir ¢ift organdir. Eriskin bir erkekte testislerin her biri yaklasik 4-5 cm
uzunlugunda, 2-3 cm eninde ve 3 cm kalinlhiginda, 10-15 gr agirliginda sert

ve hareketli organlardir.?%3

Testisler, scrotum igerisinde fibrovaskuler sap olan funiculus
spermaticus ile asili olarak bulunurlar. Funiculus spermaticus’a, ductus
deferens, a. ductus deferentis, pleksus ductus deferentis, a testikularis,
pleksus testikularis, plexus pampiniformis, a.cremasterica, n.
genitofemoralis’in ramus genitalis’i ve lenf damarlari bulunur.Yapisal
olarak sol testis sag testise gore biraz daha asagida yer alir. Scrotumun i¢
yuzl septum skroti (septum testis) ile ikiye ayrilir ve testisler bu

bosluklarda bulunurlar, 2324323334

Her bir testis’in facies medialis ve facies lateralis olarak iki
yuzl, margo anterior ve margo posterior olarak iki kenari, ekstremitas

superior ve ekstramitas inferior olmak (izere iki ucu vardir. Ust ucu ve arka

8



kenari diginda kalan alanlar serbesttir. Margo anterior, peritoneum
viscerale’nin uzantisi olan epiorchium ile kaplidir. Margo posterior'un
medial bdéliminde corpus epididimis oturur. Margo posteriorun orta
kisminda testis damar ve sinirleri ile spermin kanallarinin gectigi
mediastinum testis denilen yapi bulunur. Extramitas superior Ust u¢ olup,
buraya caput epididimis yerlesmistir. Extramitas inferior testis’in alt ucu

olup, cauda epididimis ile értliidir. 3>

Testisler embriyolojik gelisimde tipki ovaryumlar gibi karin
boslugu arka duvarinda retroperitoneal olarak geligirler. Dogumdan hemen
Once canalis inguinalis’ten gegerek scrotuma inerler. Testisler bu inis
sirasinda karin bogslugunda kendilerini saran periton kesesini de (prosesus
vaginalis) beraberinde tasirlar. Dogumdan sonra prosesus vaginalis
periton boglugu ile iligkisini keser ve tunica vaginalis adini alir. Testisler
tunica vaginalisinde icinde bulundugu distan ice dogru Ug¢ tabaka ile
cevrelenmistir. Bunlar; tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica

vasculoza'dir, 32:33:34.35.36

Tunica vaginalis, scrotum’un i¢ yUzund doseyen lamina
parietalis (periorchium) ve testis’i saran lamina visseralis (epiorchium)
olmak uzere iki katmandan olusur. Lamina paryetalis’in i¢ yuzu duzdur ve
mezotel ile kaplidir, scrotum’un i¢ ylzunua orter. Lamina visseralis testis’in
epididimise ve funiculus spermaticus’a tutundugu yer disinda kalan
kisimlari orter ve bu iki olusumu birbirine baglar. Tunica vaginalis’in bu iki
olusumu arasinda cavum serosum scroti adi verilen i¢i sivi dolu bir bogluk
bulunur. Bu alan testislerin scrotum igerisinde kismen hareketli olmasini

sadlar.



Tunica albuginea, lamina visseralis'in hemen altinda
bulunana testis dokusunu digtan saran, mavimsi-beyaz renkli, duzenli siki
bag dokusu yapisindaki en belirgin katmandir. Elastikiyeti az olan bu
tabaka, kollajen liflerden zengin sert bir tabakadir. Tunica albuginea,
testis’in arka yuzinde kalinlasarak mediastinum testis’i olusturur.
Mediastinum testis, testis’in damar ve sinirlerinin giris ¢ikis yaptigdi

bdlgedir. 20353

Mediastinum testisten ¢ikan ve testis’in igerisine dogru
uzanan fibréz uzantilar testisi piramidal sekilli lobili testis denilen 250-300
lopguga boler. Bu fibroz uzantilara septuma testis denir. Her bir lobuli
testis yapisi icerisinde gevsek bag dokusu ile sarili tubuli seminiferi
kontorti (Tubulus seminifer convolutus) adi verilen 3-4 adet kanalcik
bulunur. lobili testislerin taban kisimlari periferde, tepe kisimlari ise
mediastinum testis’e yonelmigtir. Tubuli seminiferi kontortileri saran bag
dokusu icerisinde bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve Leydig

hicreleri bulunur. 2

Tubuli seminiferi kontortilerin mediastinum testise bakan
kisimlarinda limen daralir, kanallar dizlesir, kiviimlarini yitirir, diz tabdller
seklinde birbirleri ile birleserek tubuli seminiferi rekti denilen kisa ve diz
kanallar olustururlar. Tubulus seminifer rektus’lar mediastinum testise
uzanir, burada birbirleri ile anastomoz yaparak rete testis (Haller agi) adi
verilen kanalciklara agilirlar. Birbirleri ile anastomoz yapmis rete testis
kanallari kalinlagsmis tunica albuginea’nin olusturdugu mediastinum
testis’in Ust bolumunde yer alir. Rete testis kanallari sayilart 12-15
arasinda degdisen ductulus efferentes adi verilen kuglik kanalciklara
donusuar. Duktuli efferentesler, tunica albuginea’yr delerek, epididimis’in

caput epididimis pargasina agilirlar. Caput epididimis’e ductulus
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efferentesler genisler, daha kivrimli bir hal alir ve konik yapidaki lobulleri
olugtururlar. Her bir lobulden gelen duktus tek bir epididim duktusuna
(ductus epididiymis) drene olur. Bu kanal, kuyruga dogru ilerledikgce capi

ve kalinligr artan ductus defferens olarak devam eder.

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin alt kisminda bulunan
lobulus testisleri saran damardan zengin ve gevsek bag dokusu

karakterinde en i¢ katmandr. 32333437

2.2.1. Testis’in Damarlar , Lenf Dolasimi ve Sinirleri

Testislerin damarlari a.testicularis ve v. testicularis'’tir.
Testisler; karin aortasi olan aorta abdominalis'ten ayrilan a.
testikularis’lerce kanlandirilir. Bu arter ilk gelisme yeri olan bel bdlgesinde,
aorta abdominalis'ten c¢ikar ve asagiya testise uzanir. Arterler, testis’e
geldikten sonra septalar araciligiyla interstisyuma ulasir. A. testikularis,
funiculus spermaticus ile birlikte testis’in arka kenarindan (margo
posterior) organ igerisine girerek mediastinum testis’te bircok dala

ayrilarak testisi kanlandirir.

Testislerin venlerinden sag v. testicularis v. cava inferior'a;

sol v. testikularis sol v. renalis’e acilir. %

Testis’in lenf damarlari, ylzeysel ve derin olarak iki grupta

toplanir. Yuzeysel lenf damarlari tunica vaginalis’in yuzeyinde, derin lenf
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damarlari ise testis ve epididimis’in iginde seyreder ve funiculus

spermaticus ile birlikte karin bosluguna girerler.

Testislerin  sinirlendiriimesi  otonom  sinirlerle  saglanir.
Testis'in  otonom sinirleri, a. testikularis’in ¢evresindeki pleksus
testikularis’ten gelir. pleksus testikularis; 10. kafa ¢ifti n. vagus’tan gelen
parasempatik lifleri, medulla spinalis’in T 10-11. segmentlerinden gelen

sempatik ve visseral afferent lifleri igerir, 2021334353637

2.3. Testis Histolojisi

Erkek Greme organlari (organa genitalia masalina interna);
scrotum icinde vyerlesik cift testis, epididiymis, funiculus spermaticus,
ductus deferens, eklenti bezleri (gl. Vesiculosa, prostata, gl.

bulbourethralis) ile penisten olusur.3%4°

Testisler, ekzokrin ve endokrin iglevi olan birlesik tubuler
bezlerdir. Puberteyle birlikte erkek Ureme hicresi olan spermiyumlarin
uretiimesi testislerin ekzokrin iglevi iken, erkek seks hormonu olan
testosteron’un sentezi, depolanmasi ve salinmasi testisin endokrin

islevidir.**

Testisler scrotum icerisinde distan ige U¢ katmandan olusan

bir kapsul ile sarilidir. Bu katmanlar:
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1. Tunica vaginalis testis: Mezotelyal hucrelerin olusturdugu
periton kokenli, cift yaprakli serdéz bir zardir. Testisin 6n kenari ve yan
yuzlerini orten igte visseral tabaka (lamina visceralis) ile scrotum Uzerine
uzanan digta paryetal tabakasi (lamina parietalis) bulunmaktadir. Visseral
tabaka tunica albuginea’ya yapigsiktir. Parietal tabaka scrotumun i¢ yuzine
dayanir. Tunica vaginalis’'in dis ve i¢ yapragi arasinda periton bosluguna

bagli serdz bir bogluk bulunur.

2. Tunica albuginea: En belirgin tabakadir. Tunica
vaginalis’in visseral yapragini icten orter. Dizensiz yerlesmis kollajen
demetler igeren, yogun fibroelastik bag dokusu arasinda ¢ok az sayida

duz kas fibrilleri bulunduran kalin bir katmandir.

3. Tunica vasculoza: Tunica albuginea ‘nin i¢ yuzunde yer
alan, kan damarlarindan zengin gevsek bag dokusu yapisindaki en ig

tabakadir. 39404142

Tunica albuginea, testisin arka ylzinde organin
parenkimasina dogru uggen biciminde kalinlagarak mediastinum testis’i
olusturur. Kan ve lenf damarlari, mediastinum testis’den girerler. Bosaltim
kanallari ise ayni yerden cikar. Buradan testisin igerisine dogru uzanan
fibroz bag doku bdlmeleri, testisi 250-300 adet piramidal bicimli lobullere
(lobuli testis) ayirir. Her lobllde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet
seminifer tibdl bulunur. Tdbdlleri saran gevsek bag dokusunda; bol
miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve Leydig hucreleri adi verilen

interstisyel hiicreler bulunur. *3
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2.3.1. Seminifer Tubuller (Tubulus Seminifer Convolutus)

Seminifer tubdller testisin parenkimasini (parenchyma testis)
yaparlar. Spermatogenezisin olaylandigi, olduk¢a kivrimli yapilar olup
yogun kapiller ag ile ¢evrelenmistir. Tabdllerin her biri yaklasik 150-250
Mm c¢apinda, 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki seminifer tlbullerin

toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir.

Seminifer tubdller koér bir wucgla baslarlar. Lobdllerin
mediastinum testis’e bakan bolgesinde birbirlerine dogru yaklasarak kisa,
dar, duz seyirli kanalciklar olan tubuli rekti (tubulus seminifer rectus) olarak
isimlendirilen kisa segmentler halinde devam ederler. Testis i¢i bosaltim
kanallarindan biri olan tubuli rekti; seminifer tibulleri, mediastinum icinde
bulunan ve anastomozlagsmis bir kanal sistemi olan rete testis’e baglar.
Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklagsik 10-20 ductulus efferentes

ile epididimis’in bas kismina baglanmistir. 40414243

Seminifer tubdller, fibréz bir bag dokusu, bazal membran ve

cok kath seminifer epitelden olusur.

Seminifer tubdller distan fibroblast katmanindan olusan,
tunica propria adi verilen fibréz bag doku katmani ile sarilmigtir. Tunica
propria’ da fibroblast hiicre katmanlari arasinda Tip | kollajen lifler bulunur.
Tunica propria ile seminifer tlibul epiteli birbirinden, oldukga iyi gelismis bir
bazal lamina (membrana bazalis) ile ayrilir. Bazal laminaya yapisik olan
en igteki katman, duz kas hlcre 6zellikleri de gosteren yassilasmis miyoid

hicreler igceren katmandir (stratum myoideum). Miyoid hucreler
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(myofibroblastus), hareketsiz spermiyumlari rete testis’e ilerleten ritmik

kasilma erkinden sorumludurlar.?®2"3

Seminifer tubul duvari, ¢ok katl epitel ile doselidir ve baslica

iki tip hucre igerirler:

1. Sertoli ya da destek hucreleri (Epitheliocytus sustenans)
2. Spermatogenik hulcreler ya da spermatogenik seri

hicreleri (Cellulae spermatogenicae)

2.3.2. Sertoli Hucreleri (Epitheliocytus Sustenans)

Sertoli hiicreleri ilk kez 1865 yilinda, italyan fizyolog ve
histolog Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmis, seminifer epitelin germinal
olmayan tek elemanidir. Bu hucreler bazal laminadan seminifer tabdul
limenine dogru uzanan, tabanlari bazal membrana oturan, apikal yuzleri
Ilimene bakan, uzun, piramidal sekilli, spermatogenik serideki hucreleri
saran, apikal ve yan yuz farklagsmalari iceren destekleyici hlcrelerdir.
Puberteye kadar bu hucreler seminifer epitelin baskin hcre tipiyken,
puberteden sonra seminifer tibudl epitelindeki hicrelerin yaklasik %10’unu

olugturur ve bu dénemden sonra postmitotiktir. 3442

Tubuller arasi bosluk ve tubudl lUmeni arasinda kopru hicreler
olarak gbrev vyaparlar. Koti kosullara ve vyaralanmalara karsi

spermatogenik hicrelerden daha dayaniklidirlar. Sertoli hicrelerinin Ust ve
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yan hucre membranlarinin sinirlari  duzensizdir. Gelismekte olan

spermatogenik hucreler bu duzensiz araliklardan [Gmene ulagirlar.

Isik  mikroskobunda, spermatogenik seri  hucrelerini
cevreleyen ¢ok sayida yan uzanti nedeniyle Sertoli hicresinin sinirlari iyi
belirlenemez ve soluk renkli goérulirler. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda bu hucrelerin ¢ok sayida granllsiz endoplazmik retikulum
(SER) sisternalari, az miktarda granulli endoplazmik retikulum (GER)
sisternalari, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida yuvarlak ve uzun
mitokondrionyonlar, primer ve sekonder lizozomlar, ¢gok sayida mikrotubdl,
lipit damlaciklari, kesecikler, glikojen granulleri ve zengin bir hucre iskeleti
(vimentin, aktin, mikrotubuller) igerdigi gosterilmistir. Sertoli hucrelerinin
oldukga iri ve uggen bigciminde uzamis ve bazale yerlesik cekirdekleri
vardir. Cekirdekte heterokromatin azdir. Cekirdekgik belirgin ve merkeze
yerlesiktir. Oldukga aktif olan bu hicrelerin g¢ekirdekleri, kromatinden
yoksun olmasi nedeniyle agik renkli gorulir. Ayrica sitoplazmada protein
yapida olduklari bilinen Charcot-Béttcher kristalloidleri denilen inklizyon
cisimcikleri bulunmaktadir. Sitoplazmada ¢ok miktarda gézlenen elektron

yogun cisimciklerin steroid sentezi ile ilgili oldugu distnilmektedir.*>**

Yan yana bulunan Sertoli hiicrelerinin bazal yan yuzlerinde
(bazolateral) birbirleri ile siki baglantilar (zonula okludens) olustururlar.
Baoylelikle seminifer tibul lGmenini ¢epegevre saran kesintisiz bir hlcre
tabakasi olusturulur. Ayni zamanda sertoli hucreleri arasindaki bu siki
baglanti birimleri, seminifer epiteli bazal kompartiman ve adluminal
kompartiman olarak iki bélmeye ayirir. Siki baglantinin alt kisminda yer
alan bazal kompartiman dardir ve lumene yakin olan adluminal
kompartimani cevreler. Bazal kompartiman, kan damarlarinin [imenini,

interstisyel bosluklari ve spermatogoniumlar tarafindan doldurulan
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bdlgeleri kapsar. Bazal kompartiman iginde spermatogoniumlar, geng
primer spermatositler, adluminal kompartiman iginde ise olgun primer
spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatidler bulunmaktadir.

Bu iki bdlme spermatogenezis igin bir mikrogevre saglar, 340414243

Spermatogenezis sirasinda spermatogenik hicreler bu
baglantilardan gecerek bazal bolimden adluminal bolime ¢ikarlar. Sertoli
hicrelerinin yan yuzlerinde ayrica oluklu baglantilar da bulunur, bunlar da

iyonik ve kimyasal alis verigi saglarlar.***>4°

Sertoli hlcrelerinin bazolateral bolgede olusturduklari siki
baglantilar kan testis bariyerini olusturur ve Iimen altindaki bolgeyi bag
dokusundan gelen etkilere karsi korur. Kan-Testis Bariyeri, bagisiklik
sistemi ile gelisen spermiyumlar arasindaki her turli etkilesimi ortadan
kaldirarak antikor dahil proteinlerin gelismekte olan spermatogenik
hidcrelere ulasmasini engeller ve spermatogenik hucreleri otoimmun

tepkilere karsi korur.*"4®

Sertoli hucrelerinin bir ¢ok o6nemli islevi bulunmaktadir.

Bunlar;

1. Gelismekte olan spermatogenik hicrelerin desteklenmesi,
korunmasi ve beslenmesini saglamak,

2. Spermiyogenezisin sonunda spermatidler tarafindan atilan
fazla hicre kisimlarini lizozomlar araciligi ile fagosite etmek ve sindirmek,

3. Olgun spermiyumlarin  aktin-aracili  kasiimalarla,
spermiasyon denilen siregte, seminifer tabdl ldmenine salinimini

kolaylastirmak,
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4. Seminifer tubdl limenine genital kanallar yoninde akan ve
spermlerin taginmasi igin kullanilan protein ve iyondan zengin sivi
salgilamak,

5. Folikalid Uyarici Hormon (FSH) ve testosteron denetimi
altinda, seminifer tubul icinde spermatogenezis igin gerekli olan
testosteronun yogunlastiriimasini saglayan Androjen-baglayici protein
salgilamak (ABP),

6. Hipofiz bezi 6n lobundan FSH sentezini ve salinmasini
baskilayan inhibin adi verilen bir peptid salgilamak,

7. Embriyonik gelisme sirasinda erkek fetlista Mulkler (para
mezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan glikoprotein yapida Anti-
Muallerian hormonu (Muler kanalini baskilayici hormon) sentezlemek,

8. Kan —testis bariyeri ile spermatosit/spermatidlerin
otoimmun yanittan korunmasini saglamak,

9. Serum transferrin'den demiri alarak olgunlasma
surecindeki gametlere ileten testikiler transferrin’in sentezini ve

salgilanmasini saglamak. 244>

2.3.3. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hucreleri, epithelium spermatogenicum
hicreleridir. Seminifer tibul duvarini déseyen, bazal lamina ve tubdl
[limeni arasini dolduran 4-8 tabaka halinde dizenlenmis, dizenli olarak
¢ogalarak olgun spermiyumlara farklanan hacrelerdir. Seminifer epitelin
bazal kompartimaninda yer alan ilkel germ hicresi spermatogoniumdan,
olgun Ureme hucresi olan spermiyum oluguncaya degin gecen ¢ogalma,
bdyime, olgunlasma ve farklanma evreleri ‘spermatogenezis’ olarak
adlandirihir.  Spermatogenezisin  tUm evreleri spermatogenik hucre

katmanlarinda gecer. Hucreler olgunlastikca bazalden liumene dogru yer
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degistirirler. Lumene yaklagtikca olgunlagirlar. Bazalden limene dogru
hicre tipleri spermatogoniumlar, spermatositler, spermatidler ve

spermiyumlar olarak siralanir. *4?

2.3.3.1. Spermatogonyum (Spermatogonium)

Spermatogoniumlar, bazal bodlumde bulunur. Kan-testis

bariyerinin disinda yer alirlar.>

Diploid kromozoma sahip 12 um c¢apinda, serideki diger
hicrelere gore daha kuguk, soluk renkte boyanan c¢ekirdege sahip
hicrelerdir. Puberteye kadar seminifer tibul duvarinda spermatogenetik
hlcre olarak sadece spermatogoniumlar bulunur. Pubertenin baslamasi ile
hormonal etki sonucu bu hicreler mitozla gogalarak diger tip hucreleri
olusturur. Yapisal olarak Uc¢ tip spermatogonium gbézlenir: bunlar;
Spermatogonium A, Spermatogonium B ve spermatonium

intermediumdur. 314442

Koyu A tipi spermatogoniumlar, seminifer epitelin kok
hlcreleridir. Radyasyon ve kanser kemoterapisine direncglidir. Yogun
bazofilik ve ince granuler kromatinli oval ¢ekirdek igerirler. Puberteden
itibaren  mitotik  hdcre  bdlinmeleri  gecirerek, koyu A tipi

spermatogoniumlari ya da agik A tipi spermatogoniumlari olustururlar.

Aclk A tipi spermatogoniumlar, okromatik c¢ekirdege

sahiptirler ve c¢ekirdekgikler ¢ok belirgindir. Hormonal etkiler ile mitozla
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bolundrler ve B tipi spermatogoniumlari olustururlar. Bu hicreler B tipine
donugsmeden once sirasiyla A1, A2, A3, A4 ve daha sonra ara

spermatogoniumlari yaparlar.

B tipi spermatogoniumlar, ¢ekirdekleri yuvarlak sekilli ve koyu
renkte boyanan hucrelerdir. Cekirdek ¢evresinde ve ¢ekirdek zari boyunca
yogunlagsmis c¢ekirdek kromatini igerirler. Mitoz bolinmeler gegirerek

primer spermatositleri olustururlar, 442490

2.3.3.2. Spermatosit (Spermatocytus)

B tipi spermatogoniumlarin mitoz bélinmeleri sonucu primer
spermatositler  (spermalicytus  primarius)  olusur.  Bu  hucreler
spermatogenik serideki en buyuk hucrelerdir. 46 kromozomlari  (2n)
vardri. Olusmalarinin  hemen ardindan bu hucreler birinci mayoz
bélinmenin profazina girerler. Profaz asamasi yaklasik 22 gun surer. Bu

nedenle gorulen spermatositlerin gogu bu agsamadadir.

Birinci mayoz bdlinmeden sonra sekonder spermatosit
(spermatocytus secondarius) olarak adlandirilan yalnizca 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) igeren daha kuguk htcreler olusur. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin goérilmesi zordur, ¢unkl bu hucreler interfazda
kisa sure kalan hizla ikinci mayom bolinmeye giren kisa Omurlu
hiicrelerdir. ikinci mayom bélinmenin ardindan her bir hiicredeki DNA
miktari yariya iner ve haploide kromozoma sahip hucreler olan

spermatidler (spermatidium) olusur.
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Sonucta, primer spermatositler art arda iki mayoz bolinme
gegirerek kromozom sayisini yariya indiriler ve haploid sayida
spermatidler olusur. Tim bu olaylar (mayoz boélinme)  kan-testis

bariyerinin icinde adluminal kompartimanda gerceklesir. >

2.3.3.3. Spermatid (Spermatidium)

Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayom
bolinme gecirmeleri sonrasinda olusur. Bu hucreler 7-8 um boyunda,
kigcuk ve yuvarlaktir. Cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin bolgeleri
tasir. Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma girintileri arasina gomuli olarak
bulunurlar. Seminifer tibdlllerde adluminal bodlgede yerlesmislerdir. Cok
sayida granulli endoplazmik retikulum, mitokondrionlar, iyi gelmis Golgi

kompleksi, serbest ribozomlar ve bir cift sentriyol igerirler. **

Spermatidler bdlinmezler. Ancak sekil degisikligine
ugrayarak olgun germ hucresi olan spermiyuma donusurler. Spermatidin
farkhlasarak sekil degistirmesine ‘spermiyogenezis’ denir.
Spermiyogenezis asamalarinda, akrozom (acromesoma) olusur, cekirdek
yogunlasir ve uzar, kuyruk gelisir ve sitoplazma atilir. Spermiyogenezis 4
asamadan olusur. Bunlar; Golgi, sapka (kep), akrozom ve olgunlasma

evresi.

Golgi _evresi:  Spermatidlerin  granulli  endoplazmik

retikulumunda dretilen  hidrolittk enzimler, Golgi kompleksinde
glikoproteinden zengin ve PAS (+) boyanan, kuguk proakrozomal granaller

olusur. Bu granuller birleserek cekirdek zarina yakin yerlesen akrozomal
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vezikll iginde yogunlasirlar. Akrozomal kese spermiyumun on kutbunu
belirler; bunun karsi kutbuna da sentriyoller yerlesir ve spermiyumun

kuyrugunun sekillenmesini baslatir.

Sapka evresi: Akrozomal vezikll, yogunlasan ¢ekirdegin 6n

yarisini kaplayacak sekilde yayilarak ¢ekirdek zarina tutunan bir sapka
olusturur. Akrozomal sapkanin altinda yer alan c¢ekirdek kilifi porlarini

yitirerek kalinlasir. Cekirdek icerigi yogunlagir.

Akrozomal evre: Cekirdegin On yarisina degin yayilan

akrozomal vezikul ve akrozomal granul artik akrozom adini alir. Akrozom;
hiyalurinidaz, néraminidaz, asit fosfataz, proteaz gibi hidrolitik enzimler
icerir. Akrozom bu nedenle 6zellesmis lizozom iglevine sahiptir. Yine bu
evrede, c¢ekirdek wuzar ve yogunlagsir. Cekirdedin uzamasi ve
yogunlagsmasi, mikrotubulllerden olugsan silindir benzeri bir yapiyla
kolaylastirilir. Bu yapiya manset denilir. Sentriyollerden hicre yuzeyine dik
durani, spermiyumun kuyrugunu yapacak bir flagellum olusturur.
Sitoplazma flagellum gevresinde hareket edip onu sarar. Mitokondriyonlar
kuyrugun baslangic bolumla ¢evresinde spiral olarak yerlesip
spermiyumun govdesini yaparlar. Mitokondriyonlar hareket igin gerekli

olan enerjiyi saglarlar.

Olgunlasma evresi: Olusan olgun spermiyumlar sertoli
hicrelerinden ayrilir ve seminifer tubul lGmenine salinir. Spermiyumlarin
sitoplazmasindan olusan artik cisimler Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilir. Sitoplazma ve sitoplazmik cisimlerin atilmasi ile hicreler arasindaki
sitoplazmik koprulerde kaybolur. Lumene salinan olgun spermiyumlarin

hareket ve délleme yetenekleri heniiz yoktur. **
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2.3.3.4. Spermiyum (Spermium)

Olgun germ hicreleridir. insanlarda spermatagoniumlardan
spermiyum olusma suresi yaklagik 64 gundur. Ortalama 60-65 pm
uzunlugunda olan olgun spermiyum, bas ve kuyruk olarak iki ana kisimdan

olusmaktadir.*?

Bas (Caput): Akrozomla sarilmis c¢ekirdekten (nucleus)

olugsan, yaklagik 4.5-5 um uzunlugunda, 3 pm genigliginde ve 1 pm
kalinligindaki kisimdir. Cekirdek yassilasmis bigimde ve yogun yapidadir.
Cekirdegin 6n yarisini akrozom orter. Akrozom, lizozomlarda da bulunan
hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyalurinidaz, akrosin,
ndraminidazlar) icerir. Akrozomal enzimler oositi saran korona radiyata ve
zona pellusida’ya spermiyum girisini kolaylastirmak igin déllenme aninda

salinir, korona radiyata hucrelerini ayirir ve zona pellusida'y: eritir.

Kuyruk (Flagellum): Sil yapisindadir. Baslangig, orta, esas ve

son pargalardan olusur.

Baslangic (Pars conjugens) : kuyruk kisminin basa bitisik

kismidir. Kisadir.

Orta parca (Pars intermedium); vyaklagsik 5 pum

uzunlugundadir. Boyun ile esas par¢a arasinda uzanir. 9+2 mikrotubul

yapisinda flagellum kapsar. Cevrede spiral mitokondri yon halkasi vardir.
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Bu pargada flagellum gevresinde ayrica kuyruk sonuna dogru incelerek

kaybolan dokuz tek kalin fibrin daha vardir.

Esas parca (Pars principalis): vyaklasik 45 pm

uzunlugunda,kuyrugun en uzun parcasidir. Yedi dis yogun lifle saril
merkezi aksonum ve fibréz bir kiliftan olusur. Hem dis yogun lifler hem de
fibroz kilif,spermiyumun 6ne hareketi sirasinda mikrotibuller kayma ve

kivrilma icin saglam bir iskelet olusturur.

Son parca (Pars terminalis): yaklasik 5 pm uzunlugundadir.

Dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi nedeniyle sadece

aksonum igeren, kuyrugun en kisa parcasidir.*>*?

2.3.4. interstisyel Doku ve Leydig hiicreleri (interstitium

testis ve Endocrinocytus interstitialis)

Testisin seminifer tubulleri arasinda yer alan interstisyel bag
dokusu, kan damarlarindan, lenfatiklerden, sinirlerden zengin gevsek bag
dokusudur. Testisin kilcal damarlari pencereli tiptedir ve kan proteinleri
gibi buyuk molekullerin gecgisine izin verir. Bu dokuda ince kollajen ve
retikUler lifler ile fibroblastlar, mast hucreleri ve makrofajlar bulunur. Bu
hicrelere ek olarak puberte doneminde belirgin hale gelen Leydig
hdcreleri veya interstisyel hucreler olarak adlandirilan hicreler goriimeye
bagslar. Testiste bu bolum stromay! olusturur.
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Leydig hucreleri veya interstisyel hicreler, kan damarlari ve
lenfatik kanal veya sintzoidler yakininda, intertibiler alanda yerlesmistir.
Leydig hucreleri, 15-20 ym g¢apinda, poligonal sekilli ve merkezi nukleusa
sahip, sitoplazmasi eozinofilik boyanan tipik olarak lipid damlaciklari
iceren hucrelerdir. Cekirdek okromatiktir ve bir-iki gcekirdekgik icerir. Steroid
salgilayan hucrelerde oldugu gibi Leydig hucreleri de iyi gelismis
granullstz endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi, lizozomlar,
¢ok sayida kuguk lipid damlaciklari, tibuler kristali mitokondriyonlar, yas
ilerledikce artan lipofuskin pigment grandlleri ile kristalize yapidaki

proteinler olan Reinke kristali ve dnciillerine sahiptir. °*>*

Leydig hacreleri, sekonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumlu hormon olan testosteronun Uretiminden
sorumludur. Bu hicreler salgiladiklari testosteron hormonu (toplam
testosteronun  %9%5’ini Uretir, geri kalan %5 bdobrek Ustl bezinin
korteksinde Uretilir) ile spermatogenezisi surdurur. Testosteron sentezi
mitokondriyonlarda ve granulsiz endoplazmik retikulumlarda bulunan

enzimlerce gerceklestirilir. Uretilen testosteron dogrudan kana verilir.>*

insanda gebelik sirasinda plasentadan uretilen gonadotropik
hormon, maternal kandan fotisa gecer ve androjenik hormonlari Ureten
fotal testikiler interstisyal htcreleri uyarir. Bu hormonlar, embriyonun
gelisim sirasinda erkek genital organlarin farklanmasini saglar. Fotal
Leydig hucreleri gebeligin 8 ile 18. haftalari arasinda oldukga aktiftirler.
Daha sonra gerilerler. Hucreler puberte dncesi doneme degin inaktirdirler.
Pubertede ise testosteron salgisi, sperm Uretimi, aksesuar bezlerin
salgisinin baglatiimasi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi igin
gereklidir. Erigkinde ise testosteron salgisi, spermatogenez, sekonder

seks karakterlerinin devami, genital bosaltim kanallari ve aksesuar bezler
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icin gereklidir. ***#°! Leydig hiicrelerin erk ve islevini hormonal uyarimlara
baghdir. LH ve prolaktin Leydig hucrelerinin iglevini dizenler. Leydig
hacreleri LH ile uyariimasinin ardindan testosteron uretir. Prolaktin ise LH

reseptériiniin gen ekspresyonunu diizenler. 244>

2.4. Testis Fizyolojisi

Testis dokusu ekzokrin ve endokrin iglevlere sahiptir.
Ekzokrin iglevu seminifer tubullerde spermiyogenezis ile spermiyumliari
uretmektir. Endokrin iglevu ise androjenler olarak tanimlanan erkeklik

hormonlarini salgilamaktadir. 2

Testisin  endokrin iglevi hipotalamustaki noéroendokrin
hicreleri salinan Gonadotropin Serbestlestirici Hormon'un (GnRH) etkisi
ile hipofiz 6n lobundan (adeno hypophysis, lobus anterior) salinan
gonadotropinler (FSH, LH) tarafindan dizenlenir. Bu hormonlar testisin

ekzokrin islevini denetler. >

Hipofiz 6n lobundan salgilanan LHnin etkisi ile Leydig
hidcrelerinden  testosteron  yapimi  uyarilir.  Testosteron sentezi
spermatazoalarin Uretimi ve olgunlasmasi igin gereklidir. Leydig
hicrelerinden salinan testosteron kan damarlarina ve peritibuler dokuya
verilir. Kan damarlari ile yardimci Ureme bezlerine ve diger pek ¢ok organa
etki ederken, peritibller dokuya ulasan testosteron FSH’nin etkisi ile
Sertoli hucrelerinden salinan androjen baglayici proteine baglanarak
seminifer tubdl Iimenine ulasir. Tubul lGmeninde biriken testosteron,

spermatogenetik hucrelerin gevresinde androjen seviyelerini yukseltir ve
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spermatogenezis i¢in gerekli olan testosteronun yogunlastiriimasini
saglar. °* Sertoli hiicrelerinden FSH’nin etkisi ile androjen baglayici protein
disinda FSH’nin salinimini inhibe eden ‘inhibin’ ve aktive eden ‘aktivin’ gibi
salgisal proteinlerde Uretilir. Ayrica embriyonal gelisim sirasinda Muller
kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan Muller kanallarini

baskilayici madde’de (Mullerian inhibiting substance; MIS) salgilanir.>

Testisin esas hormonu bir steroid olan testosterondur.
Testosteron testisin Leydig hucrelerinde kolesterolden sentezlenir. Ayrica
progesteron yolu ile 17-hidroksiprogesterondan da sentezlenir, fakat bu
yol ile sentez insanlarda azdir. Leydig hucrelerinin LH tarafindan uyarmasi
CAMP yoluyla olur. cAMP kolesterol esterden kolesterol olugsumunu artirir,
protein kinazin aktive edilmesi ile de kolesterol pregnenolon’a
donustaralir.  Kolesterolden pregnenolon sentezi mitokondriyonda
olaylanir; pregnenolon mitokondriyondan ayrilir ve mikrozomal enzimler
aracihgr ile progesterona c¢evrilir. Leydig hucrelerinin  endoplazmik
retikulumunda progesteron once androstenedion’a, androstenedion ise

daha sonra testosteron’a dénusturalur. (Sekil 1)

LH

KOLESTERIL ESTER

|
! |

Mitokondriyonda HOLCHIGROE Protein kinaz
P

olur
REGNENOLON

Leydig hicresi

& Mikrozomal enzimler

7= HDROAS): PROGESTERON
PREGNENQLON l
DEHIDROEPI. 17 - HIDROKSI -
ANDROSTERON PROGE STERON
ANDROSTENEDIOL ANDROSTENEDION
(Andros-5-ene_ (Andros-4-ene._
3, 7-diol) 3,17-dion)

TESTOSTERON

Sekil 1. Leydig hiicrelerinden testosteron salinimi®
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Testosteron hormonu spermatogenezis icin gerekli olmanin
yani sira embriyonal ve foétal yasam sirasinda cinsel farklanma ve
gonadotropin salgisinin kontrolu icinde gereklidir. Fotal gelisim doneminde
ve ergenlikten sonra (yaklagik 10-13 yasindan itibaren) testosteron Uretimi
gerceklesir. Gebelikte plasentadan udretilen gonadotropik hormon, fotlsa
gecer ve fotal testis Leydig hicrelerini uyararak testosteron Uretimini
uyarir. Fotal donemde duretilen bu hormon erkek Ureme organlarinin

embriyonik farklanmasi icin gereklidir. >

Embriyonal Leydig hticreleri gebeligin dérdlincu ayina kadar
tamamen farkhlagsmamis olarak kalirlar, daha sonra testosteron
sentezinde azalma gergeklesir ve puberteye kadar salinimi durur.
Pubertede testosteron saliniminin baslamasi ile penis buyur, yardimci
genital bezler buyur ve salgl salgilamaya baglarlar; ses kalinlasir, sakal,
biyik ¢ikar, pubis bdlgesi killanir ve genel olarak vicut killanmasi artar,
karg! cinse ilgi duyma artar; vucut bigciminde erkege has genis omuz, dar
kalga, kuvvetli kas gelismesi gibi ikincil cinsiyet ozelliklerinde gelisme
gOzlenir. Yag bezi salgisinda ve protein sentezinde artis gozlenir; buna
badli olarakta blyuime hizinda ve kas gelisiminde artis gerceklesir.
Testosteron kemik bliyumesini artirirken, epifiz plaginin kapanmasi ile boy
uzamasini sonlandirir. Normal eritrosit kutlesinin surdurtlmesine yardimci
olarak eritropoietin sentezini ve eritroid Oncullerinin olgunlagmasini ve
bobrekte sodyum geri emilimini uyarir, kargi cinse ilginin ve libidonun

baglamasini saglar.

Dolasim kanindaki asir testosteron seviyesi negatif geri

bildirim etkisi gdstererek én hipofizden LH salinimini engeller. #+42°354
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2.5. Kemoterapi

Kanser, sik gorilmesi ve oldurtculigunun yuksek olmasi
bakimindan gunumizde o©Onemi giderek artan saghk ve yasam
sorunlarindan biri haline gelmistir. istatistiklere gére kanser, &zellikle
gelismekte olan ulkelerde kalp ve damar hastaliklarindan sonra dlume yol

acan nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. *%>*

Kanser, vicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, kontrolsiz
ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi ile invaziv Ozellik kazanarak uzak
organlara kan veya lenf yolu ile yayillmasi (metastaz) sonucu ortaya gikan
bir hastaliktir.!

Apoptozise gitmesi gereken DNA hasari olmus ya da yanlis,
eksik veya fazla transkript olmus hulcreler anormal sekil ve hizda
bliylimeye ve cogalmaya baslarlar, salgiladiklar proteolitik ve fagositik
enzimlerle dokularin saglikh hucrelerini eritip, daha fazla ¢ogalmak igin
kendilerine yer acarlar. Hucreler once bulunduklari yerde sinirsiz bir
¢ogalma yetene@i ardindan da normal hucreler kadar guclu baglarn
olmamasi nedeniyle vicudun baska boélgelerine yayilarak uzak yerlerde
cogalma yetenegi (metastaz) gelistirirler. Yayilan bu hicreler bulunduklari
yerdeki doku ve hucreleri isgal ederek, islevlerini onlerler bdylece tUmor
adi verilen kitle olusumuna yol acarlar. Surekli ¢gogalarak asiri miktarda
artan hdcre sayisinin, normal olarak gerceklesen uygun miktarda hucre
kaybiyla dengelenememesi sonucu olugan dizen bozuklugu ve anormal

hlcre artisi kanserin olusmasina neden olur.
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Kanser hucreleri kaynaklandiklari normal hucrelere gore
daha kisa zamanda Olmelerine ragmen yeni hucre olusumu o kadar
hizlidir ki, sonugta hicreler devamli birikir. Bu dengesizlik (asiri hicre
birikimi), hem kanser hucrelerindeki genetik anormalliklerden hem de
organizmanin bu hucreleri tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan

kaynaklanmaktadir, 1:414255:56.57.58,59

Hastaya kanser tanisi konulduktan ve hastaligin yayginligi
belirlendikten sonra, hastaligi tamamen iyilestirmek amaciyla timoérin
histolojik yapisina, lokalizasyonuna, buyukligune, hastaligin asamasina,
metastaz olup olmamasina, hastanin fizyolojik ve psikolojik durumuna ve
gereksinimlerine gore yasam slresini uzatmak veya yasam Kkalitesini

artirmaya yonelik uygun tedavi ydntemleri segilir. *°

Kanser tedavisinde kullanilan belli bagh tedavi yontemleri
sunlardir; cerrahi (bdlgesel), radyoterapi (RT), kemoterapi ve yeni tedavi
yontemleri (hormon tedavisi, immunoterapi - biyolojik tedavi , anjiogenez
inhibitorleri , sinyal ileti sistemi inhibitorleri , gen tedavisi, kemik iligi
transplantasyonu) ‘dir. Bu yodntemlerden birisi ya da birkagi birlikte

uygulanarak kanser tedavisi saglanmaktadir. °%°°

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapinin ana
ilkesi; hastanin normal hucrelerine zarar vermeden 06zellikle kontrolsliz
¢ogalan hucrelere kargi secici oldurtcu etkileri olan, tumor hdcrelerinin
blyumesini, cogalmasini durdurmak veya yok etmek amaci ile dogal veya
sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar veya hormonlarla yapilan

tedavilerin timiini icine alan bir tedavi seklidir. *°
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Kemoterapinin baglica amaci; hastaligi tedavi etmek,
kanserli hlcrenin ¢ogalmasini ve bdlinmesini engellemek, hastahgin
yayllmasini Onleyerek kanserin kontrol altinda tutulmasini saglamak,
hastaligin buyumesini yavaslatmak, bagka bir yere yayilmis olma ihtimali
olan kanser hucrelerini yok etmek, hastaliga bagh rahatsizliklar azaltmak,
ortalama yasam suresini uzatmak, yasami tehdit eden spesifik

komplikasyon riskini azaltmak ve bdylece yasam kalitesini yiikseltmektir. *

1900’ 10 yilllarda Alman bakteriyoloji bilgini Paul Ehrich
(1854-1915), bakterilerin vicut dokularina yerleserek birgok hastaliga
(kolera, tifo, verem, tetanos, kangren) sebep oldugu bilgisi ile yola g¢ikarak
hastaliklarin  6nlenmesinde ve tedavisinde bakterilere karsi toksik
olabilecek kimyasal maddelerden nasil yararlanilabilecegini arastirmistir.
Deneyleriyle bu bilgileri daha da zenginlestirerek, bazi boyalarin
bakterilerde yogunlasabilecegini kesfetmesi ile bakteri ve toksinlerin yol
actigi olumsuz etkilere karsi cgesitli kimyasal maddeler kullanilarak
hastaliklari tedavi edilebilecedi duguncesi ile ilk kez ‘kemoterapi’ terimini
ortaya atmistir. Bunun Uzerine bir ¢ok arastirici transplante tumorleri
tasiyan fare modelleri kullanarak potansiyel kanser kemoterapdtiklerini
test edebilmisler ve gunumuize kadar yaklasik 40 yararli anti-kanser ilaci

kesfedilmistir.

Kemoterapi tedavisinde kullanilan ilaglar, kanser hucresi
uzerindeki etkilerine, hastaligin evresine, hastanin genel durumuna gore

tek basina veya birkag ilacin birlikte verilmesi seklinde uygulanabilirler.
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2.5.1. Kemoterapotik Ajanlar

Altretamin  heksametilamin, amsakrin-AMSA  Akridinil
anisidid, Anastrazol, Arsenik trioksit, Asparaginaz, Azasitidin, Bacillus
Calmette-Guerin  (BCG), Beksaroten, Bevasizumab, Bleomisin,
Bikalutamid, Buserelin, Busulfan, Dakarbazin, Daktinomisin, Daunorubisin,
Doksorubisin  (Adriamycin), Dosetaksel, Eksemestasan, Epirubisin,
Ekstramustin, Etoposid, Floksuridin, Fludarabin, Fluorourasil, Flutamid,
Fulvestrant, Gefitinib, Gemsitabin, Gemtuzumab, Goserelin asetat,
Heksametilmelamin, Hidroksilire, idarubisin, ifosfamid, imatinib mesilat,
interferon-2a, interldkin-2, irinotekan-CPT-11, Kapesitabin, Karboplatin,
Kladribin, Klorambusil, Letrozol, Loprolid asetat, Medroksiprogesteron
asetat, Megestrol asetat, Mekloretamin, Melfalan, Merkaptopurin,
Metotreksat, Mitomisin, Mitotan, Mitoksantron, Oksaliplatin, Oktreotid,
Paklitaksel, Pemetreksed, Plikamisin, Prokarbazin, Raltitreksed,
Rituksimab, Setuksimab, Siklofosfamid, Sisplatin, Sitarabin, Streptozin,
Talidomid, Tamoksifen, Temozolomid, Tioguanin, Tiotepa, Topotekan,

Trastuzumab, Vinblastin, Vindesin, Vinkristin, Vinorelbin.>%°

Kemoterapotik ajanlar kimyasal yapilarina ve hucredeki
aktivitelerine gore; alkilleyiciler, antimetabolitler, antitUmor antibiyotikler,
alkoloidler, enzimler, kortikosteroidler =~ (hormonlar ve  hormon
antagonistleri) olmak Uzere etki mekanizmalari birbirinden tamamen farkh

cesitli kategorilere ayrilirlar. ®°

Alkilleyici _ajanlar; o6zellikle hizli ¢ogalan hucrelere etki

ederler. Yapisindaki alkil koku ile makromolekullerin nukleofilik kisimlarina

geri donugumsuz olarak baglanirlar ve 6zellikle DNA zincirlerinde gapraz
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baglantilarin  kirilmasina neden olarak dogrudan DNA'y1 etkilerler.
Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin, Klorambusil, Karboplatin,
Sisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin, ifosfamid, Nitrojen

mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer alir.

Anti-metabolitler; hiicredeki normal metabolitler ile benzerlik

gosterdiklerinden dolayi rahatlikla htcre igine girirler burada metabolitlerin
yerine gegerek aktiviteyi bloke eder, azaltir yada makromolekullerin igine
girerek, islevi olmayan bir makromolekul yaratirlar. DNA sentezi gibi
hdcrenin metabolik sureclerini bozarak hucre gelisimini bloke ederler.Bu
gruptaki ilaglar hdcreyi S fazinda etkilerler. Allopurinal, Fluorourasil,
Metotreksat, 6-Merkaptopurin, Hidroksilrea, Floksuridin, Gemsitabin,
Fludarabin, 6-Tioguanin, Pentostatin anti-metabolit ajanlar arasinda yer

alir.

Antibiyotikler; farkl yapida bir grup olup, hlcre siklusuna
0zgu olmayan bu ilaglar hicrede DNA ve RNA replikasyonunu durdurur,
dokularda uzun sure kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hucre élumune
yol acarlar. Radyasyonla birlikte verildiklerinde toksisiteleri artar.
Bleomisin,  Aktinomisin, Daktinomisin, Adriyamisin, Doksorubisin,
Epirubicine, Daunorubicin, Mitomycin-c, Mitoxantrone, idarubisin

antibiyotik ajanlar arasinda yer alir.

Alkoloidler; hucreyi mitoz bolinme evresinde iplikgiklerin

olusmasina engel olarak hicre bolunmesini bloke eden ilaglardir.
Podofilotoksinlerden ve vinca alkoloidlerinden semisentetik olarak elde
edilirler. Etoposid, Teniposid, Vinkristin, Vinblastin, Vineralbin, Paklitaksel,

Doketaksel alkoloid ajanlar arasinda yer alir.
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Enzimler; protein sentezini ve hicre metabolitlerini inhibe

ederler. L-asparaginase bu grupta yer alan ajanlardir.

Kortikosteroidler; pasif difuzyon ile hdcre igine girer,

glukokortikoid reseptérleri ile baglanarak ¢ekirdege gecger, orada DNA ‘ya
baglanarak DNA’nin transkripsiyonunu engeller. Ozellikle hormon bagimii
kanserlerin buyumesini, cogalmasini onler, protein sentezini inhibe eder.
Prednisone, Dexamethasone kortikosteroidler grubunda yer alan

ajanlardir. >

Kemoterapdtik ilaglar olusturdugu etkiye goére iki gruba

ayrilirlar;

Hucre dongusune bagimh ilaclar; S evresine donuk ilaglar;
antimetabolitler, M evresine donik ilaglar; alkoloidler ve G2 evresine

donuk ilaglar; antibiyotikler.

Hicre déngustine bagimsiz ilaglar; hormonlar, antibiyotikler

ve alkilleyici ajanlar.

Antikanser ajanlarin buyuk c¢ogunlugu hucrenin en aktif
oldugu dénemler olan G1, G2, S ve Mitoz evrelerinde etkilidir. Bunun yani
sira hicre dongusiune bagimh olamayan ajanlarda bulunmaktadir. GO
evresindeki hicrelere etki eden bu ajanlar yavas blytyen timorlere karsi

da kismen etkilidir.
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Antitimoral etkisi olan ilaglarin etki mekanizmalarini genel
olarak dzetleyecek olursak ; DNA sentezini durdurarak DNA sentezinde rol
oynayan folik asit ve nukleotidleri baskilarlar. Bu nedenle hicreler DNA ve
RNA sentezlerini yapamazlar (Metotreksat, Fluorourasil, Hidroksiure,
Merkaptopurin). Hucre gekirdeklerindeki DNA’ya dogrudan hasar verirler
bdylece DNA’nin kendini kopyalamasi gerceklesemez (Siklofosfamid,
Sisplatin, Doksorubicin, Etoposid). Mitotik iplikgiklerin  sentezini
engelleyerek ya da yikimina neden olarak hicre bdoluinmesi sirasinda
mitotik iplikgiklere hasar verirler ya da tubilin proteinlerinin yapisini
bozarak eslesen kromozomlarin ig iplikgikleri tarafindan hiicre kutuplarina
cekilmesini onleyerek bolunmeyi durdurlar ve 2 yeni hucrenin olugmasini
engellerler (Vinblastin, Vincristin, Paclitaxel). Bazi enzimler protein
sentezi igin gerekli olan aminoasitleri yok ederler. (Asparjinaz) Bu etki

mekanizmalari sayesinde kanserli hiicrenin yok edilmesi saglanmis olur. 2

Kanserli hucreler gelismeye bagladigi donemlerde aktif halde
bolundrler. Eger tam bu evrede sitotoksik ajanlar uygulanirsa iyilesme
sansi yuksektir; aksi takdirde tGmor blayukluGgu arttikca oksijen ve besin
gereksinimini karsgilayabilmek i¢in kanser hicresinin bolunme hizi yavaslar
ve inaktif GO fazina girer; ¢ogu kemoterapodtik ajan, replikasyon ve
proliferasyon doénemlerinde hicreler Uzerine etkili oldugundan, GO
fazindaki kanser hucreleri kemoterapdétik ajanlarin sitotoksik etkilerinden
korunurlar ve malign aktivitelerini suardurarler, bu durum kanser
tedavisindeki basarisiziigi agiklamaktadir. Ek olarak tumoér hicrelerinde
ilaglara karsi olusan kalitsal veya kazanilmig diren¢g olusumuda kanser
tedavisinde basarisiz olunmasina sebep olur. Tumorler kemoterapiye kisa
bir duyarhlik doneminden sonra sik sik karsilasilmasi sonucu direngli hale
gelebilirler. Direngli hiicredeki gesitli proteinler ilacin hicre igi etkinliginin
kaybolmasina ve ilacin hizla hicre digina atilmasina neden olur. Kanser

kemoterapisine direncli genler arasinda en bilineni mdr-1 genidir. **®
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2.6. Cisplatin (CiS-DIAMINEKLOROPLATINUM |l = CDDP)

Cisplatin, kanser tedavilerinde siklikla kullanilan ve yuksek
antitimoral aktivite gosteren en onemli antineoplastik ilaglardan biridir.
081 Oldukga genis kullanim alanina sahip olan cisplatin;  (rogenital
sistem kanserleri, santral sinir sistemi tumorleri, ilerlemis yumurtahk
kanserleri, nonseminomatdz testis tumorleri, mesane, prostat, serviks,
O0zafagus, meme ve bas-boyun kanserleri gibi erigkin ¢gagda gorulen bir
¢ok kanser turinun vyani sira, noroblastom, Wilms tumord,
hepatoblastoma, beyin timorleri, germ hucreli timoér, osteosarkom gibi
pek c¢ok cocukluk ¢agi tumoérinin de tedavisinde yaygin olarak

kullaniimaktadir.%?

1965 yilinda biyofizikgi Barnett Rosenberg ve arkadaslari,
elektriksel alanin bakteri ve memeli hdcrelerinin boélunmesine etkilerini
incelemek icin Escherichia Coli ile yaptiklari deney sirasinda tesaduf
eseri sisplatini kesfetmislerdir. Yapilan bu calismada E.coli'nin biylime
alaninda platin elektrodlari kullaniimis ve platin elektrodlarinin bulundugu
bdlgedeki bakterilerin bélinmesinin durdugu ancak normalden ¢ok daha
uzun filamanlara sahip oldugu gézlenmistir. incelemeler sonucunda bu
olayin elektriksel alandan kaynaklanmadigr platin elektrotlarindan
E.col’nin buyUme ortamina gecen platin turevlerinden kaynaklandigi
bulunmustur. Yapilan kimyasal analizler sonucunda bakterinin hulcre
boélinmesini durduran bilesenin ilk defa 1845 yilinda tanimlanmis ve
Peyron kloridi ad1 ile bilinen daha sonra cisplatin adini alan platinin organik
bir tarevi oldugu saptanmigtir. Bu bilesenin bakteri hicre bdlunmesini
engellemesi, ¢ok hizli blylyen timorlerdeki hicre boélinmesinide
durdurabilecegini disundirmus ve 36 gun suren sarkomlu fareler Gzerine

yapilan ¢alismada cisplatinin tumor boyutunda gerilemeye sebep oldugu
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saptanmigtir. 1978 yilinda Amerika Gida ve llag kurumunun (FDA)
onayini alan cisplatin antineoplastik ilaglardan biri olarak klinik kullanima
girmis ve kanser hastalari Uzerinde yaygin olarak kullaniimaya

baslanmigtr. 61:62:63.64.65

2.6.1. Cisplatin’in Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Cisplatin ( cis-diaminedikloroplatinum (ll), cis-platinum (II),
cis-DDP, CDDP), merkezdeki iki deg@erlikli platin atomuna bagh iki klor ve
iki amonyum atomu igeren, suda ¢ozlinebilen bir bilegiktir. Kimyasal
formuld; Cl,HgN2Pt olan sisplatinin molekuler agirligi; 300.05 g/mol’dur.
(Sekil 2)%4142

[
Cl.,

T L]

Pt
cl”” NH,

"""NHS

Sekil 2. Cisplatinin molekiler yapisi (Cl; klor, NHS3;

amonyum, Pt; platinum)

Bilesik cis ve trans olmak Uzere iki izomere sahiptir.

Bunlardan cis formu sitotoksik 6zellige sahiptir. (Sekil 3) °+%°
H,N Cl H;N NH,
N,/ 3
PL¢ >Pt<
cl NH; Cl Cl

cis-diaminedikloroplatinum  trans-diaminedikloroplatinum

Sekil 3. Cisplatin izomerleri
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Cisplatin, hucre dongusune 6zgu olmayan alkilleyici ajanlar
grubuna dahildir. DNA g¢apraz baglarini etkiler ve hizla kontrolsiiz gogalan
kanser hucrelerinin bolunmesini engeller. Cisplatinin antitimaoral etkisinin
gorulebilmesi igin hlcre igerisinde reaktif platin tlrlerine (monoaqua-
diamine-platin veya diaqua-diamine-platin) hidrolize olmasi gerekir. ilacin
etkinliginin gorulebilmesi i¢in cisplatinin hucre igine alimi dnem kazanir.
Cisplatin hicre igine pasif difizyon ve aktif transport yolu ile alinir. Pasif
difizyon ile alimda, ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonu onem
tasir. Hucre igi klor iyonu konsantrasyonu hicre digi klor iyonu
konsantrasyonundan az oldugu takdirde sisplatin pasif difizyon yolu ile
hicre icerisine alinir. Cisplatinin hucre igerisine aktif transport ile
alinmasindan sorumlu mekanizmalar organlara gore degisiklik
gOstermektedir. Hicre membran proteinlerinden bakir transport proteini
olan ‘copper transporter 1’ (CTR1) ve bakir transport proteinlerinden Golgi
ve hicre membrani arasinda tasiyici rol oynayan ATP7A ve ATP7B
proteinleri cisplatinin hicre igine alinmasinda goérev almaktadir. Bunun
yani sira  organik katyon transporter (OCT) proteinice  proksimal

tiibullerde cisplatinin hiicre igine alinmasinda rol oynamaktadir. 53646566

Cisplatin hucre igerisine girdikten sonra birgok sinyal ileti
yolagini aktive ederek hlcrede apopitoz, nekroz, oksidatif stres,
fibrogenez, inflamasyon, hipoksi ve mitokondrial hasara yol acarak
sitotoksik etkisini gosterir. Ozellikle hiicrede sitozolde, mitokondrionda,

niikleus ve mikrozomlarda cisplatin konsantrasyonu maksimumdur. &’

flag hiicre igerisine girdikten sonra su ile reaksiyona girerek
sahip oldugu klor iyonlarini kaybeder ve klor iyonlari yerine su molekilu
kazanarak ilacin nukleik asitlerle ve proteinlerle reaksiyona giren pozitif

yUkIU aktif seklinin olugmasini saglar.

38



Pozitif olarak yukla aktif yeni molekule, hucre igerisindeki
cifttesmemis elektron iceren oksijen atomlari, sulfir ve nitrojen atomlari,
tiyoller, membrandaki fosfolipidler, hiicre iskelet elemanlarindan
mikrofilamanlar, deoksiribonukleikasit (DNA) ve ribonukleikasit (RNA)’in
purin bazlan ve birgcok aminoasit yan zincirleri gibi nukleofilik gruplar
baglanarak ilacin sitotoksik 6zelligi gézlenir. Ozellikle DNA ilacin sitotoksik
Ozelliginin goéruldigu baslica hedeftir. Cisplatin, DNA’daki purin bazlarinin
(adenin ve guanin) oldukga reaktif olan 7.azot atomu ile kolayca
reaksiyona girerek tekli bag, DNA ile sitozol ve cekirdekteki proteinler
arasinda, iki DNA zinciri arasinda (interstrand) ( cis-platinumdiamine-d
(GpG)) ve en sik olarak da tek DNA zincirindeki purin bazlari arasinda
(intrastrand) (cis-platinumdiamine-d (ApG)) kovalent c¢apraz baglar
olusturarak DNA’nin yapisini bozar ve DNA’nin transkripsiyonunu ve
replikasyonunu inhibe ederek hicre siklusunun G2 fazinda durmasini
saglar. DNA'da olusan hasar sonucu devreye hicre iginde bulunan,
DNA’da olugsan hasari tanimakla gorevli hiicre igi proteinler girer ancak
cisplatin’in modife ettigi DNA yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan
DNA hasari onarilamayacak boyutlardadir ve hicre tarafindan tolere
edilemez, bu sebeple DNA hasarini fark eden ve sarmal Ulzerine baglanan
proteinler birgok sinyal ileti yolagini aktive ederek apopitoz veya nekroz

yolu ile hiicre élimiine neden olur, %3646>66.67.68.143 (gaLij| 4 5)

hidrojen bagi

Guanin

Sekil 4. Pirin bazlarinin ( Adenin ve Guanin ) reaktif 7.azot atomu **
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Sekil 5. Cisplatinin DNA ile olusturdugu baglar 1) intrastrand
bag 2) DNA tekli bag 3) interstrand bag 4) DNA-protein bagi**
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Cisplatin’in hucre DNA’sinda olusturdugu sitotoksik etkilerin
yani sira hicre mitokondrion islevi Uzerinde de etkilidir. Mitokondriondan
kalsiyum O ¢ikisini arttirir, ayni zamanda oksijen tasinmasinida arttirarak
solunum hizinda artisa, dolayisi ile hipoksiye neden olur. Bunun yani sira
ATPaz aktivitesiniengeller. Tum bu olaylar hucre o6lumu ile sonuglanir.
Makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda ilacin etkisi ile artis goézlenir ve

fibrozise neden olur. %

Cisplatin  timér nekroz faktérin (TNF-a) ekspresyonunu
arttirir, TNF-a hlcrede inflamasyona yol agar, ayni zamanda apoptozis'i

indiikler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (Uretimine katkida bulunur. 43

Cisplatin sitotoksisitesinde oksidatif stres hasari, ROS Uretimi
onemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres hasarinda ortaya g¢ikan reaktif
oksijen turleri; mitokondrion, ksantin-ksantin oksidaz ve nikotinamid adenin
dindkleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) tarafindan Uretilir. Cisplatinin
etkisi ile tim bu yolaklarca uretilen reaktif oksijen turleri proteinlere,
lipidlere, DNA'ya etki ederek yapilarina zarar verir. ilag ayni zamanda
glikoz-6 fosfat dehidrogenaz ve hekzokinaz aktivitesinin artigina sebep
olarak reaktif oksijen radikallerinin olusumunu tetikler ve glutatyon
peroksidaz, slperoksid dismutaz, katalaz gibi aktif antioksidan enzimlerin
aktivitelerini inhibe ederek antioksidanlarin Uretiminin azalmasina yol acar.
Antioksidan sistemlerinin hasar gérmesi sonucunda lipit peroksidasyon
arinud, malondialdehid (MDA) duzeyi artmaktadir. Olusan serbest
radikaller, hicre membraninda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna sebep
olarak hucre membraninin lipid yapilarina zarar verir, proteinlerin
denatlrasyonuna yol agar, buda enzimatik inaktivasyona ve mitokondrial

disfonksiyona neden olur.***142143
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Sonucta serbest oksijen radikallerinin artisina bagli olarak
serbest yag asitleri artar, 6zellikle karaciger ve bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonu artar, fosfolipidler degrede olur, antioksidan Uretimi azalir,
mitokondrideki voltaj bagimli kanallarla reaksiyona girerek membran
permeabilitesinin  degismesine ve sitokrom c’nin  mitokondriden
salinmasina yol acar, bir ¢ok sinyal ileti yolagini aktive hale getirerek

hiicrede apoptozisi baslatir ve hiicre éliimiine sebep olur. 3646566

2.6.2. Cisplatine Bagl Toksisite ve Toksisitenin Onlenmesi

Cisplatin ve benzer kemoterapétik ilaglar timor hdcrelerinin
buyumesini ve ¢ogalmasini durdurarak tedavi edici etki gostermenin yani
sira, normal hucre ile tumor huacreleri arasindaki yapisal benzerlikten
dolayr normal hucrelerin de kemoterapi ile hasarlanmasina neden

olmaktadir.

flaglarin kullanimini sinirlayan klinik agidan énemli birgok
sistem Uzerinde yan etkisi oldugu yapilan c¢alismalarda godsterilmistir.
Cisplatininin doz kisitlayici en iyi bilinen yan etkileri; ototoksisite,
nefrotoksisite, renal toksisite, noérotoksisitedir. Siddetli bulanti, kusma,
diyare, istahsizlik, tat duyusunda bozukluk gibi gastrointestinal sistem
bozukluklari, bradikardi, hipertansiyon, serebral arterit gibi kardiyovaskuler
bozukluklar, sa¢ dokulmesi, dokuntu gibi dermatolojik etkiler,
miyelosUpresyon, anemi, hemolitik anemi, miyelosupresyon gibi
hematolojik bozukluklar, ates ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonlar, karaciger
islev testlerinde yukselme, bilirubin seviyesinde ylkselme gibi hepatik
sistem bozukluklari, gen mutasyonlarina, kromozomal kiriimalara ve

somatik hucrelerde anoploidiye neden olmaktadir, Ureme organlari
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uzerinde toksik etki sonucu infertilite, isitme kaybi, gorme bozuklugu,
renk algisinda degisiklik, periferik néropati gibi nérolojik bozukluklar, kemik
iligi Uzerine depresif etkisi, kas kramplari, serum demir dizeyinde

ylikselme gibi gok sayida istenmeyen yan etkiler gériilmektedir. ¢’

Bunlarin igerisinde en onemli doz sinirlayici yan etkisi
nefrotoksisitedir, clinku sisplatinin buyuk bir kismi (%90) idrar yolu ile atilir,
bdbreklerin diger organlara oranla sisplatine daha ¢gok maruz kalmasi ciddi
ve geri donlUsumslz bobrek hasarina yol agmaktadir. Cisplatin
nefrotoksisitesi Uzerine c¢ok sayida calisma yapilmaktadir, cisplatinin
vucuttan atiiminda boébreklerin ana organ olmasi ve cisplatine fazlaca
maruz kalmasi nedeni ile bobrekler iglevini kaybetmekte ve akut bobrek
yetmezligi , akut tlbuler nekroz, glomeriler filtrasyonun bozulmasi gibi

etkiler cisplatin alan hastalarda siklikla karsilasiimaktadir. ®° (Sekil 6)
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Sekil 6. Cisplatine bagli gelisen toksisiteler®®*4

43



Olusan bu yan etkileri dnlemek igin cisplatin hizli enjeksiyon
yerine uzun sureli inflzyon seklinde uygulanabilir bu sayede elimine edilen
ilac miktar1 azaltilir ve toksisite minimuma dusurultr. Toksisite bu sekilde

kesilemezse doz azaltilir veya ilag kesilir.**?

flacin tedaviye devami igin kullanimi zorunlu oldugu
durumlarda ise yalnizca tumorla hdcreyi hedef alarak, ilacin antitimoral
etkinligini engellemeden, cisplatinin istenmeyen yan etkilerinden korunmak
amaci ile koruyucu ajanlar cisplatin gibi kemotoropatik ilaglarla birlikte

kullanilarak olusan toksisite minimuma indiriimeye calisilir.®®

Kemoterapotik ilaglarin toksisiteyi Onleyici ajanlarla birlikte
kullanilmasi son zamanlarda onem kazanmistir ve bununla ilgili ¢ok
sayida deneysel calisma yapimistir. Yapilan c¢alismalarda vitamin C,
vitamin E, glutamin, melatonin, silmarin, L-carnitin gibi pek¢ok antioksidan
kullanilmis ve bu antioksidanlarin cisplatine bagli olusan toksisiteyi

azalttigi gosterilmistir.®®

Cisplatine bagl gelisen toksik etkilerin onlenebilmesi igin
antioksidan kullaniminin yani sira ilaci verirken ve ilaci verdikten sonra
salin (%0.9 NaCl) ile hidrasyon yapilmasi sisplatinin yol actigi toksisiteyi
onemli odlgude azaltmaktadir. Salin ya da benzeri hipertonik sivilarin
sisplatin ile kullaniimasi sisplatinin vicuttan atilimini hizlandirir. Bunun
yani sira salin igerigindeki yuksek klor iyonu konsantrasyonu sayesinde
klor iyonlarinin cisplatinden ayrilmasi 6nlenerek reaktif sisplatin

tiirevlerinin olusumuda engellenmis olur. %%
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2.6.3. Cisplatinin Farmakokinetigi

Cisplatin mide ve barsak kanalindan emilemedigi icin
intravendz (IV) veya intraperitoneal (IP) uygulanir. Vicuttan atilimi ise
iiriner yol ile olur. Cisplatin ya tek basina yaklasik 100 mg/ m? dozda
uygulanir ya da onayl diger kemoterapétik ajanlarla yaklasik 20 mg/ m?
dozda kombine olarak uygulanir. Her iki uygulamada toksisite ayni
gorunsede intraperitoneal uygulama sonrasinda sisplatin konsantrasyonu
periton boslugunda (diyaframda, mezenterde, omentumda, peritonda)
daha fazla oldugu tespit edilmis bu sebeple intraperitoneal uygulama daha
cok tercih edilmektedir. Cisplatin uygulandiktan sonra ilk 5 gun iginde
ilacin %27-43 kadari idrar ile elimine olur. Geri kalan kismi ise daha uzun
surede vucuttan atilir. Yaklagik 180 gune kadar ilag dokularda

saptanabilir. %>67°

2.7. Apoptozis

Hucrelerin buyumesi, ¢cogalmasi ve farklilagmasi bir dizen
icerisinde olmaktadir. Hicreler cesitli ic ve dis etmenlerin etkisi sonucu
mitozla cogalirlarken, programli 6lum ya da ‘apopitozis’ denilen olayla
kontrolli bir sekilde yok olurlar. Dogal bir denge halinde batin bu olaylar
devam eder, bodylelikle yapim ve ylkim dengesi saglanarak dokulardaki

hiicre sayisi uygun seviyede tutulmus olur. ">’

Apoptozis, saglikli doku olusumu ve gelisiminin
surdurtlmesinde anahtar rol oynayan énemli bir mekanizmadir. Genetik

olarak kontrol altinda hdcrelerin kendi kendini yok ettigi, RNA’ya, protein
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sentezine ve enerijiye ihtiyag duyan programli hiicre 6lim seklidir.* Hiicre
olumundn normal gelisim evrelerinde, homeostazisin saglanmasinda veya
organizmanin ihtiya¢ duymadigi yaglanmig, hasarlanmig, biyolojik gorevini
tamamlamig, organizma igin tehlikeli olabilecek hucrelerin  yok
edilmesinde, bakteri ve otoreaktif viruslerce enfekte olmus hucrelerin
ortadan kaldiriimasinda gorevli olan apoptozis, komsu hucrelere zarar
vermeden, hucre membran butinliginin korundugu bir seri kontrolll

olaylar zinciridir. **

Apoptozis Yunanca’, ‘apo’ (ayri) ve ‘ptosis’ (dismek)
sdzcuklerinin birlesmesiyle olugsmustur. Dusmek, dokilmek anlamina
gelmektedir. Sonbahardaki yaprak dokumund andirdigi igin, hicre yitimini
belirtmek amaciyla bu terim ilk kez 1972 yilinda iskogyali patolog John
Kerr ve arkadaslari tarafindan kullaniimistir. Kerr ve arkadaslari ilk olarak
apopitotik  hucreleri  elektron  mikroskobik ve morfolojik olarak
g6zlemlemigler, 6len hucrelerin komsu hicrelerden badimsiz, hicre
hacminin kuguldugu, hucrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin
parcalarinin goézlendigi, organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayi
‘blzasme nekrozu’ olarak adlandinimislardir. Ancak apoptozis ile
gerceklesen huicre oluminde, hucresel morfolojik ve biyokimyasal
olaylarin, genetik mekanizmaya dayandigi ve nekroz ile gerceklesen hucre
olimudnden tamamen farkli oldugunun gozlenmesi Uzerine nekrozdan ayri
bir hucre oOlum sekli oldugunu belirtmek adina ‘apoptozis’ terimini
kullanmiglardir. 1984’de Andrew Wylie ve arkadaslarinin yaptigi
calismalarla da apopitotik hicrede morfolojik degisimlerin yani sira birgok
biyokimyasal markerlarinda oldugunu, apopitotik hicre DNA’sinin agaroz
jel elektroforezi yontemi ile DNA butinliginin kalmadigini, DNA’da
endonukleazlarin yol actigi kiriklar sonucu apopitotik hucrelere 6zgu

DNA’'daki mono ve oligonukleozomal birimlerin merdiven basamagini
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andiran bantlar  olusturdugunu gozlemleyerek bu bilgileri

desteklemislerdir.”>"

2.7.1 Apoptozisin Biyolojik Suirecteki Rolu

Dogadaki birgok canlida; embriyonal suregten baslayarak,
organogenezise kadar gecen tum gelisim basamaklarinda, doku
homeostazisinin saglanmasinda ve yaslanip 6linceye kadar gegcen tum

yasam siireci boyunca apoptozis mekanizmasi gézlenmektedir. "

insan embriyosunun el ve ayak ekstremitelerinin gelisimi
sirasinda, parmaklar arasindaki mezensimal hicrelerin apopitozunda,
ureme organlarinin olusumu sirasinda Muller ve Wolf kanallarinin
involisyonunun gergeklesmesinde, huicrelerin fokal delesyonunda, kalp,
sindirim sistemi gibi i¢ organlarin lUmenlerinin olugsmasinda, sinir sistemi
gelisimi sirasinda istenmeyen noéronlarin ortadan kaldiriilmasinda, gézde
lensin olusmasinda ve organogenez asamasinda daha bir ¢ok sistemin

olugsmasi ve gelisiminde apopitozisin rolt bulunmaktadir. n

Cok hucreli canlilarin  normal gelisimleri sirasinda,
organizmanin toplam hlcre sayisinin dizenlenmesinde, secilmis bazi
hicrelerin ortadan kaldiriimasinda, menstrual déngude uterus duvarindaki
endometriyal hucrelerin  dokulmesinde, menstrual dongude veya
menopozda gorulen folikll hiicre atrezisinde, laktasyonun kesilmesinden
sonra meme bezlerinin rejenerasyonunun saglanmasinda, barsak epitel
hlcresi gibi slrekli yenilenme gdsteren hiicre gruplarinda hicre sayisinin

dengelenmesinde, bagisiklik sisteminin duzgun c¢aligmasinin saglanmasi
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icin timusda olgunlasan T lenfositlerin etkisiz olanlari veya organizmanin
kendi dokularina kargi reaksiyon verme potansiyeli tasiyanlari kan
dolasimina girmeden o6nce ortadan kaldinimasinda, derideki
keratinositlerin ylizeye dogru go¢ edip epidermisin en ust tabakasina
dogru gogu ile derinin organizmayi dis etkenlerden (enfeksiyon ajanlari,
travmatik zedelenmeler vs.) koruyucu OlU tabakasinin olusmasinda
(stratum korneum) ve organizma icin 6nemli fizyolojik olaylarin

gerceklesmesinde etkin bir rol oynamaktadir. %"

Apoptozis mekanizmasi fizyolojik kosullarda genetik kontrolle
gerceklestigi gibi patolojik suregler sonrasinda da gozlenir. DNA hasari
olusmus hucrelerde, virUslerle enfekte olmus hucrelerde, hipertermi,
iyonize radyasyon, hipoksi gibi fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan
hicrelerde, ilag ve cevresel faktorlere (insektisitler, tarimda kullanilan
ilaglar, kozmik iginlar vb.) maruz kalan hicrelerde, kanser hucrelerinin
(kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi gibi yodntemlerle) ortadan
kaldiriimasi, otoimmun hastaliklara yol agcan immun sistem hucrelerinin
ortadan kaldiriimasi gibi patolojik olaylarda diger hucrelere zarar

vermeden hedeflenen hiicre yok olur. ™

Organizmada go6zlenen fizyolojik ve patolojik olaylarda
apoptozis mekanizmasinin dengede ve dogru bir sekilde islemesi buyuk

onem tasir.

Apoptozis ile gergceklesen hucre olumlerinin zamaninda ve
gerekli sayida olmasi gerekir. Apoptozisin gereginden fazla olmasi veya
yetersiz olmasi durumunda, hicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki

dengenin bozulmasi  bircok onemli hastaligin patogenezine katkida
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bulunur. Apopitozisin artmasi veya azalmasi sonucu ndrodejeneratif
hastaliklar, iskemik hasar, bagisiklik sistemi bozukluklari veya kanser

olusumu gibi birgok hastalik goriilmektedir. ™

2.7.2. Apoptozis Morfolojisi ve Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptozis uyarisi alan bir hicrede birtakim morfolojik ve
biyokimyasal degigiklikler gozlenir. Apoptozis fizyolojik veya patolojik
olaylar kargisinda ATP bagimh aktif bir strectir. Apopitoziste odak nokta
cekirdektir. Cekirdek igerisinde bulunan kromatin yogunlasir (kromatin
kondensasyonu), aktive olan Ca®* ve Mg®** badiml endoniikleazlar
tarafindan pargalanir, kromatin pargalar bir araya toplanarak ¢ekirdek zari
altinda toplanir (kromatin agregasyonu) ve kresentik bir goranim
olusturur.  Apopitotik hucrede gozlenen  ‘kromatin kondensasyonu’
sonucu hemotoksilen-eozin boyamalarda hicre ¢ekirdegi koyu, yogdun ve
mor renkli gozlenir. Apopitoziste hicre DNA’si nukleozomlar arasi
bdlgeden pargalanarak, 180-200 baz cifti ve bunun katlar1 seklinde kiriklar
meydana gelir ve hucre bu asamada onarim yapamaz. Kromatin
parcalanmasi sonucu, agaroz jel elektroforezinde apopitozise 6zgu

merdiven goériinimii seklinde DNA kiriklari gdzlenir. "*""

Apopitotik hucrede gozlenen diger Ozellikler ise; hucre
hacminde azalma ve sitoplazmada buzilme. Hicre buzulmesinin baglica
sebebi; plazma membraninda bulunan iyon kanallarinin pompalama
sistemlerinin  bozulmasi ile hucre i¢ ve dig sivi hareketlerinin
gerceklesememesindendir. Diger hucrelere gore daha kuguk ve organeller
bir araya toplanip sikica paketlendigi i¢in sitoplazmasi daha yogun olarak

gozlenir. Aktin filamanlarin yikimi sonucu hicre normal seklini kaybeder.
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Komsu hdcreler ile olan temas yuzeylerini ve hucre
ylzeyinde gorulen 6zellesmis yapilari kaybederler. Granilli endoplazmik
retikulum konsantrik sarmal yapilar olarak gézlenir. Mitokondrion membran
kanallarinin gegirgenligi degigir, butunligl bozulur, elektron transport
zinciri yikilir, sonugta mitokondrion iglevlerinin kaybi goézlenir. Diger
organeller vyapilarini  korur. Hucre membraninda yuzeye dogru

tomurcuklanmalar (bleb) olusur.”*"6"7

Sitoplazmada iyonize kalsiyum surekli olarak artar. Kalsiyum
apoptozis slrecinde apopitotik yapilarin gdzlenmesini saglayacak
enzimleri aktive eder. Bu enzimler; DNA kiriklarinin olusmasini saglayan
kalsiyum bagimhi  endonUkleazlar, sitoplazmik proteinlerin ¢apraz
baglanmasini saglanarak hucre igeriginin digari sizmasini Oonleyen ve
enflamatuar cevabin olusumu engelleyen transglutaminaz, hicre
iskeletinin yikilmasindan sorumlu kalpain gibi proteazlar, membrani
doseyen fosfolipidlerin yapisinin bozulmasini saglayan lipit modifiye edici
enzimlerdir. Lipit modifiye edici enzimlerin aktivasyonu ile hicre i¢ ylzeyini
doseyen fosfolipidlerden bazilar (fosfotidilserin), hiicre dis ylzeyine dogru
yer degistirir. Fosfolipid asimetrisi kaybolur. Membran butanlGgunuin
kaybolmasi sonucu hicre membran tomurcuklari pargalanir ve apopitotik

kesecikler olugur 37477879

Hucrenin parcalanmasi ile apopitozisin son basamagi olan
apopitotik cisimler meydana gelir. Apopitotik cisimler; membranla kapli
degisen miktarlarda nukleus, sitoplazma, organeller veya diger hucre igi
yapilari igerir. Bu asamadan sonra olusan apopitotik cisimler; komsu
hicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Burada 6nemli olan
apoptozis mekanizmasi gerceklesirken veya apopitotik hlcreler fagosite

edilirken; apopitotik hicreye ait tum yapilarin plazma membrani ile gevirili
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‘apopitotik cisimcikler’ denilen kesecikler icinde g¢evrili olmasi ve
inflamasyon yoninde immun sistemi uyarici sinyallerin salinmamasi ve
fagositozun ¢ok hizli gerceklesmesidir. Fagositoz asamasinda fagosite
edilecek hucrenin taninmasi ve yok edilmesi; hicre membraninda
meydana gelen degisimler sayesinde fagosite edecek hicre ya da
makrofajlarin ylzeyinde bulunan reseptorler (vitronektin, nektin) ile hicre
membraninin i¢ yuzeyinden apoptozis uyarisi sonucu dig yluzeye
yerlesmis fosfolipidlerin (fosfotidilserin), ayrica hicre zarina yerlesen;
thrompospondin gibi adheziv glikoproteinler ve adezyon molekdlleri (ICAM

3)'nin birbirine baglanmasi sonucu gergeklesir.?° (Sekil 7)

Apoptoik Hiicreler  Fagositik Hiicre
Nukleus Fragmantasyonu

Kromatin Kondensasyonu
s @
< DR O Fagositozis %

Sekil 7. Apoptozis morfolojisi

2.7.3. Apoptozis Mekanizmasi

Hucrenin apoptozise gidebilmesi igin, genetik
mekanizmasinin hucresel seviyede olusan veya hicre disindan gelen

cesitli sinyaller yoluyla uyarilmasi gerekmektedir.
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2.7.3.1. Apoptozis'i Etkileyen ic ve Dis Uyaranlar

Apoptozis’i tetikleyen hicresel seviyedeki sinyaller; hucre igi
kalsiyum miktarinin artmasi, hicre i¢i pH'nin digmesi, viral enfeksiyonlar,
bakteriyal toksinler, DNA hasari nedeni ile timoér stpressoér geninin (p53)
aktive olmasi, metabolik bozukluklar veya hucre siklusunda godzlenen

bozukluklar.8!

Apoptozisi tetikleyen hicre disi sinyaller; néron blylime
faktora (NGF), insilin benzeri buyume faktoru (IGF), transforme edici
bayume faktori (TGF-B), Koloni uyarici faktorler (CSF) gibi komsu
hicrelerden veya ekstraselller matriksten gelen yasam sinyallerinin
yetersizligi, sitokinler, hormonlar, onkogenler, serbest radikaller,
antineoplastik ilaglar, radyasyon, hipertermi, hipoksi gibi durumlar, tGmor
nekroz faktor reseptor ailesinin (TNF) dyeleri olan Fas ve TNFR-1
sistemlerinin hucrede ilgili ligandlara baglanmasi, cesitli ilacglar, antijenler,
hicre ylzeyinde perforin kanallarinin olusumu yoluyla granzimlerin hlicre
ile etkilesime girmesi, otoimmun hastalik gelisiminde roll oldugu belirtilen

Fas/FasL, sFas proteinleri hiicreyi apoptoza gétiiren dis faktorlerdir. "

2.7.3.2. Apoptozis Diizenleyicileri

Apoptozis; ¢ok sayida ve gesitte genler ve bu genlerin Grinu
olan proteinler tarafindan dizenlenir. Apoptozisin dizenlenmesinde rol
oynayan genler; c-myc, bcl-2 gen ailesi ve p53 genidir. Bu genlerin
urettikleri proteinlerde bu genlerle ayni adi alir. p53 proteini, bcl-2 ailesi

proteinleri, kaspaz proteinleri, apoptozis baskilayici faktor (IAP) ve
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apoptozis uyarict  faktor (AIF) protein aileleri apopitozisin

diizenlenmesinde gorev alan proteinlerdir.”

p53 Proteini

p53 geni 17p13.1 kromozomunda bulunur. p53 geninin Urdnd
olan p53 proteini ya da diger adiyla tumor baskilayici protein (TP53),
hicre doénglsunu dizenleyen bir transkripsiyon faktéri olarak gorev
yapar. Ug islevel bdlge iceren 393 aminoasitli bir proteindir. N-ucunda
asidik transaktivasyon bolgesi, merkezde DNA’'ya baglanan bdlge ve C-
ucunda da tetramerizasyon bdlgesi vardir. Birgok organizmada kanser

olusumunu baskilayan ¢ok énemli bir proteindir.8284

Hucre cekirdeginde normal kosullarda inaktif halde bulunan
p53 proteini hipoksi, radyasyon, kemoterapi, kimyasal ajanlar, ilaclar,
serbest radikaller gibi stres kosullarina maruz kalan hucrede
kanserlesmeye gidecek herhangi bir bozukluk oldugunda veya DNA’da
olusan herhangi bir hasar sonrasi eksprese olur. Eksprese olan p53
proteini DNA’ya dogrudan baglanarak hasari tanir daha sonra hicre
dongusini G1 evresinde durdurur, hiicre DNA’sinin onarimi igin hlicreye
vakit kazandirir (DNA zarar gérdtiginde DNA tamir proteinlerini harekete
gegirir) ancak hasar onarilamayacak boyutlarda ise (DNA tamir
edilemeyecek kadar zarar goérdugunde) apoptozisi baslatir. Hucrenin
apoptozis yolu ile ortadan kaldiriimasi igin gerekli dizenlemeleri (Bax/Bax,
Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini duzenler) saglar. p53’Un
apoptozisi induklemesi; mitokondrion Uzerinden Bax proteinlerinin
ekspresyonunu arttirarak Bcl-2/Bax oranini  degistirmesi  yoluyla

gerceklesir. Cevresel sartlara ve hiicresel duruma goére hiicre déngisunin
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kontroli, DNA tamiri ve sentezi, hucre farkhlasmasi, genomik sekillenme
ve programli 6limde goérev almaktadir. p53 proteini, genomda mutasyon

olmasini énleyerek genom stabilitesini korur. -84

p53 geni insan kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan
genlerden biridir. Eger p53 geninde bir mutasyon olusursa DNA'yi
etkileyen faktorler hicreyi etkiler, DNA’siI hasarlanan hicre tamir edilemez
veya apopitozisle kontrolll bir sekilde yok olamaz sonugta hicre yasami
kontrolsuz bir sekilde uzar, uzun vadede diger hicreleride etkileyerek
kanser olusumuna sebep olur. Bazi virUsler (papillom virGist, adenovirls
tip 12) p53 proteinini inaktive ederek ya da Bax’a baglanarak apoptozu

bloke edebilirler, bu yolla bu viriisler karsinogenezise katkida bulunurlar. 3

AlF Ailesi Proteinleri

AIF 57-kD agirhginda bakteriyel oksirediktaz benzeri bir
proteindir. Mitokondrial intermembran araliga yerlesmistir ve buradan
salinir. AlF’'nin kaspazlardan bagimsiz olarak DNA kirilmasi ve kromatin
yogunlasmasina sebep olan bir gen oldugu son zamanlarda kesfedilmis
ve Apopitoz Uyarici Faktér (AIF) olarak isimlendirilmistir. Apoptozis;
kaspaz ailesi, kaspaz DNaz aktivitesi ve birkag yeni proteinin aktivasyonu
ile baglar. Apoptozis bagladiginda AIF mitokondriden ¢ekirdede transloke

olur ve kromatin kondensasyonu ile DNA fragmentasyonuna neden olur.®
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C-myc

Blyume faktorlerinin etkisi ile hicrenin ¢ogalmasini uyarir.
Cogalan buyume faktorlerinin veya sinyallerin yoklugunda apopitotik
sureci tetikleyen bir  protoonkojendir. c-myc geni ‘janus’ geni olarakda

bilinir. 8

Bcl-2 Protein Ailesi

Bcl-2 ailesi apopitotik yolagin kritik diizenleyicileridir. Insan
vicudunda yaklasik 20 Gyesi tanimlanmigtir. Bunlar; mitokondri, ¢ekirdek

zari ve endoplazmik retikulum zarinin {izerinde yer alir.3

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusan genis
bir ailedir. Bu gruplardan bir kismi apoptozisi indukleyici etkiye sahipken
(pro-apopitotik), bir kismida apoptozisi baskilayici (anti-apopitotik) etkiye
sahiptir. Bu iki grubun iglevleri birbirinden tamamen farklidir. Pro-
apopitotik  olanlar, sitokrom c¢’nin  mitokondriden  sitoplazmaya
saliverilmesini  indUklerken, anti-apopitotik olanlar sitokrom c¢’nin
saliverilmesini baskilar. Bu ailenin Uyeleri homodimer (bcl-2/bcl-2) veya

heterodimerler (bcl-2/bax) seklinde kompleks olustururlar. 2 (Tablo 1)
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Antiapopitotik Proapopitotik
Bcl-2 Bax
Bcl-XI Bak
Bcl-w Bad
Mcl-1 Bcl-xs
Bim
Bid

Tablo 1. Anti-apopitotik ve pro-apopitotik gruplar

Bu iki zit etkili grubun igleyisi yapilarinda bulunan iki bolgeye;
hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks’e baglidir. Yapilarindaki hidrofobik cep
BH1, BH2, ve BH3 bodlgelerinden olusur. Amfipatik a-heliks ise BH3
bdlgesinde yer alir. Anti-apopitotik Uyelerde ayrica BH4 bdlgeside bulunur.
Bu bdlgenin, apoptozisin diger hicresel yolaklari ile iligki kurdugu
dusundlmektedir. Pro-apopitotik Uyeler ise kendi icinde iki alt gruba
ayrilirlar. Bu alt gruplardan biri yapilarinda her tg bolgeyi (BH1, BH2, BH3)
de iceren uyelerden (6rn., Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bodlgesini
iceren Uyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur. Hidrofobik cep sayesinde bir diger

bcl-2 ailesi tiyesi diger bcl-2 ailesinin BH3 bdlgesine baglanir. 842

Bcl-2 ailesi proteinleri yapisal ve islevsel olarak 3 alt gruba

ayrilir;3+%

1) Bcl-2 alt grubu: Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1, Boo/Diva gibi
proteinler bu grubu olusturur. BH1, BH2, BH3, BH4 bdlgelerini igerirler.

Antiapopitotik etkiye sahiptir, hlcre sagkaliminin devamhligindan
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sorumludur. Mitokondrion membraninda bulunur. Proteinin C ucunda zara

tutunma bolgesi mevcuttur bu boélgeden mitokondri membranina baglanir.

2) Bax alt grubu: Bak, Bad, Mtd, Diva gibi proteinler bu grubu
olusturur. BH1, BH2, BH3 bdlgeleri icermesi ile bcl-2 alt grubuna benzerlik
gOsterse de, hepsi proapopitotiktir. Yapi olarak bazi bakteriyel toksinlerin
por olusturan proteinlerine benzerlik gosterir ve mitokondri, endoplazmik

retikulum ve gekirdek zarlarinda kanallar olusturarak apoptozisi indukler.

3) Bik alt grubu : Bad, Bid, Puma, Noxa, Bim, Hrk gibi
proteinler bu grubu olusturur. yalnizca BH3 bdlgeleri iceren proapoptotik
Ozellikte proteinlerdir. En onemli Ozellikleri; heterodimer yapilari

olusturarak, eslerinin aktivitelerini saglamalaridir. ®84%° (Sekil 8)

Bcl-2 Reglilasyon Kanal Olusumu Baglan.bslg

Antiapoptotile Bcl-x! BH4 - BH1 BHZ2 .j

* Bel-w
*Mcl-1  Antiapopitotik Hidrofobik
« Bfl-1 C-terminali
* Boo/Diva

Bax

W e B W
Proapoptotik .. pog

* Mtd Proapopitotik
* Diva

Bik

i — n
Proapoptotik * Bid

Puma N
 Noxa Proapopitotik

* Bim
* Hrk

Sekil 8. Bcl-2 ailesi proteinlerinin yapisi
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Pro ve anti-apopitotik Uyelerin dengesi yasam ile oOlum
arasindaki secenegi belirler. Pro-apopitotik Gyelerin anti-apopitotik Gyelere
badlanmasi halinde inhibitdér etki ortadan kalkar, Bax/Bcl-2 oraninin
degismesi hdcrenin apoptozise gidip gidemeyecegini belirler. Bax
sitokrom c’nin mitokondriondan sitozole salinimini indukleyecegi icin, artigi
hicre igin o6limcaldir. Bu yuzden, anti-apopitotik Uyelerin asiri
ekspresyonlari apoptozisi baskilarken, pro-apopitotik Uyelerin asiri

ekspresyonu apoptozisi indiikleyerek hiicreleri 6lime gétirir.3*

Bcl-2 geni bu genlerin icinde ilk tanimlanan gendir. ilk olarak
1985 yilinda, insan B hucreli folikiler lenfomada kromozomal kiriima
noktalarinda kesfedilmistir. Bu lenfoma tipinde, Bcl-2 geninin normalden
uzun yasam suresine sahip oldugu gorulmagtur. Bu gen 18. kromozomun
uzun kolunda (18g21) yer alir ve ayni adi tasiyan 25 kD molekil agirhdina
sahip proteini kodlar. Urettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya doéniik
dis zar Uzerinde ve endoplazmik retikulumun bir bolimd olan ¢ekirdek
zarinda bulunur ve iyon transportunu dizenler. Apoptozisi baskilama
Ozelligine sahip bir protoonkogendir. Bu proteinler iyon alig-verigini
duzenler ve zarin parcalanmasina karsi koruyucu etki saglarlar. Hormona
duyarli organlar ile kendi kendini yenileyen ve prolifere olan cesitli
dokularda bcl-2 proteininin ekspresyonunun kuvvetli oldugu, ancak tiumor
hicrelerinde bu proteinin ekspresyonunun zayifladigi  gosterilmistir.
Antiapopitotik genler iginde yer alan diger bir gen; Bcl-xL mitokondriyal
hasari engelleyerek mitokondriyi korumaktadir. Bu sayede apoptozis

inhibisyonu gerceklesmektedir. °*%

Bax  proteinleri ise  sitoplazmada  bulunur.  Bax
ekspresyonunun daha fazla olmasi, bcl2/bax oraninin azalmasi, DNA'da

olusan bir hasar sonrasi p53 proteini aktive olur ve bax proteinlerinin
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ekspresyonunu arttirir  ya da IL-3 veya hicre igi kalsiyum artigi gibi
durumlarda proapopitotik proteinlerin ekspresyonunu arttirarak apopitotik
surece katkida bulunurlar. Bunun yani sira Bax proteinlerinden; bid aktif
kaspaz 8 tarafindan kirihr ve proapopitotik Gyeleri etkinlestirir, bad;
defosforile olur ve antiapopitotikler ile etkilesime girerek antiapopitotiklerin
etkisini ortadan kaldirir, mikrotubullerden salinan ve dynein motor
kompleksi ile birlikte bulunan bim ve bmf proteinleride apopitotik uyari ile
aktive olur. Sonugta; apopitotik sinyalin alinmasindan sonra gelisen tim
bu olaylar sonrasinda Bax proteinleri, mitokondrion dis zarina baglanirlar.
Bu baglanma mitokondrion membraninin segici iyon gecirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir ya da tamamen kaybedebilir ve zarda
‘Permeabilite Gegis Por Kompleksi’ (PTPC) denilen 1.5 kDa’dan kuguk
proteinlerin gegebilecedi buylk kanallarin agilmasina neden olur. Zardaki
bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve AlIF (Apoptozis Inducing Factor)
gibi mitokondri zar icinde yer alan apopitozisin gerceklesmesini

saglayacak faktorler sitoplazmaya gecer. °1848°

Kaspaz Ailesi

Apoptozisin  uyarilmasi, devamlihginin saglanmasi ve
sonlandiriimasinda gorevli buylk bir proteaz ailesidir. Aktif merkezlerinde
sistein aminoasiti igceren sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimdir. Kaspazlar hicrede inaktif zimojenler seklinde sentezlenir ve
‘prokaspaz’ adini alir. inaktif olarak bulunan prokaspaz enzimleri apoptozis
sinyalini alarak ‘aktif kaspaz’ seklini alirlar ve aktiflesen bu kaspazlar
inaktif prokaspazlari aktiflestirirler. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon dizisi) neden olurlar. Inaktif
prokaspazlarin, aktif kaspaz formuna dénusmesini saglayan Ug¢ farkl

mekanizma mevcuttur. Bunlardan ilki; proteolitik kesim sonucu
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aktivasyondur. Bu aktivasyon seklinde; prokaspaz yapisinda yer alan
oncul bolge (pro-domain) kesilerek yapidan ayrilir, geriye blyuk ve kiguk
alt birimleri igeren heterodimer bir yapi kalir, olugan bu iki heterodimer
yap! birleserek, iki aktif bolgeye sahip heterotetramer aktif kaspaz yapisi

meydana gelir. #% (Sekil 9)

inaktif Proenzim 7
Small )
(~10kD)

Aocp X Asp X

Proenzim Kaspaz kesilim
dizisinden kesilir. (Asp-x)

Katalitik Bolgeler

 iki genis ve ikl KUuguk
subunit aktif tetramernik
enzimil olusturur.)

AKtif Kaspaz

Sekil 9. inaktif prokaspazin aktif kaspaza dénuiisimii

Prokaspazlarin aktif hale geg¢mesini saglayan ikinci
mekanizma; yakin uyariima ile aktivasyonun saglanmasidir. Bu
mekanizmada; hucre membraninda bulunan 6lum reseptoru proteinleri ile
membranin i¢ tarafinda 6lum bdlgeleri iceren adaptor proteinleri baglanip
aktive olduktan sonra, 6lim bolgeleri iceren adaptor proteinleri ile
prokaspazlarin 6ncil bdlgeleri (pro-domain) baglanarak bir kompleks
olusturur ve bolunerek aktif kaspaz seklini alir. Prokaspazlarin
aktiffesmesinde gorevli son mekanizma ise; holoenzim olusumu ile
aktivasyondur ki bu mekanizmanin gergeklesmesi igin prokaspazin
aktivasyonunu duzenleyen bir yapinin olugsmasi ve aktive olmasi
gerekmektedir. Buna en iyi 6rnek prokaspaz-9’un aktivasyonudur. Clnki

prokaspaz-9’un aktive olabilmesi igin Apaf-1'in sitokrom c ile ATP

60



varhiginda birlesmesi ve olusan bu yapininda daha sonra prokaspaz-9 ile

birlesip onu aktive etmesi gerekir. %

Apoptozis sinyalleri ile aktif hale gecen kaspazlar giderek
artan hizda diger prokaspazlarida aktive ederler ve kaspaz kaskadinda yer
alan enzimler bir kere aktiflestikten sonra asla geriye donlus olmaz ve aktif
hale gelen bu kaspazlar hicre iginde spesifik substrat molekulleri Gzerinde
proteolitik etki gostererek hucreyi programl 6lume goéturecek olan olaylar
dizisini baslatirlar. Kaspazlar hicrede 100’den fazla proteini substrat
olarak kullanir. Aktif kaspazlar substratlarina etki ederek hicrede birtakim
degisiklikler meydana getirir bunlardan bazilari; DNA'nin pargalanmasina
yol agcan nukleazlari inhibe eden proteini parcalarlar ve bdylece hucre
kendi nukleazlari ile DNA’sini pargalar, DNA hasarinin onarilmasinda
gorevli proteinleri parcalar bu sebeple DNA hasari giderilemez, ¢ekirdek
membraninin batunltguinl saglayan proteinlere etki ederek cekirdek
membraninin yapisini bozar ve g¢ekirdekte birtakim morfolojik degisiklikler
gozlenir, kromatin yogunlagsmasindan ve DNA’'nin kirilmasindan sorumiu
endonukleazlar aktive ederler, aktini yikan proteini aktiflestirir ve htcre
seklinin bozulmasini sadlar, hucre ici lipid birikimini kontrol eden
proteinlere etki ederek hucrede lipid birikiminin artmasina neden olurlar,
membranin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserinin, membranin dis yuzine

yerlesmesine sebep olurlar. "®"’

Aktif kaspazlar, substratlarini yalnizca sisteinin ucundaki
aspartik asit bulunan bdlgeden keser. ‘Caspases’ (Cysteinyl-aspartic-acid-
proteases) adida; c- sistein proteaz aktivitesini, asp- aspartik asiti, ases-

parcalama, ayirma 6zelliginden gelmektedir.
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Kaspazlar yapisal olarak, inaktif zimojen olarak sentezlenir
ve dort bolge igeren tek bir zincirden olusur. Kaspazlarin yapisini
olusturan birimler; NH2 terminal bolge, buyuk alt tGnite, ki¢uk alt Gnite ve
buayuk alt Unite ile kuiguk alt Uniteyi birbirine baglayan baglayici boélgeden
olusur. Inaktif olan kaspazlarin proteolitik kisimlari homoloji gdsterir.
Proteolitik kisimlar; 20 kDa agirhgindaki buyuk alt dnite ve 10 kDa
agirhginda kuguk alt Uniteden olusur. Bu alt Uniteleri birbirine baglayan 10
aminoasitlik baglayici bdlge vardir. inaktif kaspazlar dizenleyici gorev
yapan gesitli uzunluklarda birde 6n bodlge (prodomain) veya NH2 terminal
peptid bolgesi icerir. Bu bolge; baglatici ve sitokinleri aktive eden
enflamatuar kaspazlarda 100 aminoasitten daha uzun iken, efektor
kaspazlarda 30 aminoasitten daha kisadir. Kaspazlarin on bdlgelerinde
protein-protein etkilesiminden sorumlu; baslatici kaspazlarda kaspaz
iyilestirme bdlgesi (CARD), diger kaspazlarda ise 6lum tetikleyici bdlge
(DED) bulunur. Bu boélgeler; prokaspazlarin adaptorleri ile etkilesime
girerek aktive olmasinda gorev alirlar. DED bolgeleri 6zellikle kaspaz 8 ve
10’un aktivasyonunda, CARD ise kaspaz 9 ve Apaf-1’in aktivasyonunda
rol oynar. Kaspaz 3’'Un aktive olmasi apoptozisin geri donisimsiz

noktasinin en énemli gdstergesidir. 38 (Sekil 10)
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—— c/AC COOH  Kzipaz-1(KCE)
= DED ) ) ) . .
[———] EULOK Watalitk alt "5 COOH  Kampaz-4[KCE-Il, IC-2, TX)
KUgLk kataltik ait COOR Kawpaz-§ (ICE-IIL
COOKH  Kampaz-11(kemirgsn)
Kampaz-12
Kapaz-13

Kapaz-14(MICE)

Kawpaz2 (ICH-1)
Kawpaz-& (FLICE MACH, Mch§)
Kanpazs (ICE-L Aps, Mchs)

Kampaz-10 (Mchd)

Kawpaz-d (Yama, CPP32, apopain)

+ Kawpaz6 (Mch2)

Kapazy [ICE,LAFE Mch 3, CMH-1)

Sekil 10. Kaspazlarin yapisi

Kaspaz ailesi iglevlerine goére 3 gruba ayrilirlar@. Bunlar ;
baslatici kaspazlar, bitirici (efektdr) kaspazlar ve sitokinleri aktive eden
enflamatuar kaspazlardir. Baslatici kaspazlar; uzun 6ncul-bolgelere (NH2-
terminal peptid bolgesi) sahip 2, 8, 9, 10. kaspazlardir. Bu kaspazlar
adaptor proteinlerle veya sitotoksik etkiye sahip maddelerle etkilesime
girerek, farkli yonlerden gelen uyarilari apoptozisi gergeklestirecek bitirici
kaspazlara tasiyarak oncul-kaspazlarin aktif kaspazlara donusimuinu
saglarlar. Yeterli miktarda bitirici kaspazin aktive olmasini saglayarak,
apopitotik mekanizmanin huicre iginde farkli yénlerde g¢ogalarak devam
etmesine neden olurlar. Apoptozisin en son basamaginda da kontrol
noktasi olarak gorev yaparlar. Bitirici (efektdr) kaspazlar; kisa oncul-
bdlgelere (NH2-terminal peptid bolgesi) sahip, 3, 6 ve 7. kaspazlardir. Bu
kaspazlar, apopitotik uyari ile baslayan olum sinyallerini baslatici

kaspazlardan alirlar ve proteinleri (hlcre iskeleti proteinleri aktin veya
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fodran, nikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli
(ADP-riboz) riboz polimeraz (PARP), kaspaz aktive eden DNaz inhibitdru
(ICAD), jelsolin gibi 6zel 6lum yapilan) cesitli enzimatik reaksiyonlarla
parcalayarak apopitotik hticre morfolojisinin meydana gelmesine neden
olurlar. Sitokinleri aktive eden enflamatuar kaspazlar; 1, 4, 5, 11, 12, 13,
14. kaspazlardir. Bu kaspazlarda, sitokinlerin aktivasyonunda gorev alirlar.
Ornegin; prokaspaz 1 aktive olduktan sonra interldkin 1-B dénistiriicu

enzimin (ICE) aktif hale gelmesini saglar. %

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunsa da, bazilar cgesitli
organellerde yer alir ve buralardan salinirlar. Ornegin; kaspaz 2, 3, ve 9
mitokondrionda, kaspaz 12 Golgi cisimciginde bulunur. Mitokondrion
aracili apopitoziste kaspaz 9, ekstrensek yolak ile apoptoziste kaspaz 8 ve
endoplazmik retikulum stres yolagi ile gerceklesen apopitozisde kaspaz 12

bilyiik rol oynar. %%

IAP Ailesi Proteinleri

Apoptozisin negatif dizenlenmesinde gorevli, anti- apopitotik
molekul ailesidir. IAP ailesi Uyelerinden clAPs, XIAP ve kaspazlarin
inhibisyonundan sorumludur. Bu aileye ait inhibitérler yapilarinda 70
aminoasitten olusan farkl proapopitotik proteinlerle etkilesimi saglayan
tekrar bdlgeleri (BIR) igerir. Bu bdlgelerden prokaspazlara ve aktif
kaspazlara (kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9) direkt olarak baglanarak
aktivitelerini inhibe eder ve apoptozisi baskilar. Ayrica transkripsiyon
faktorlerinin modulasyonu ve hucre siklusunun kontrolinde yer alarak
apoptozisi inhibe ederler. Ozellikle malign hiicrelerde IAP proteinlerinin

ekspresyonu fazladir. IAP’lerin  ekspresyonlarinin  artmasi veya
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kaspazlarda olugsan defektler sonucu otoimmun hastaliklarin, bazi nérolojik

bozukluklarin gérillmesine ve kanser olusumuna sebep olur. 887

2.7.3.3. Apoptozis Yolaklari

Apoptozis mekanizmasi enerji bagimh, molekuler aktivite
kaskadi iceren karmasik bir olaydir. Apoptozis mekanizmasinda iki temel
yolak vardir. Bunlar; ekstrensek veya reseptor aracili yolak ve intrensek
veya mitokondrial yolak. Ayrica; sitotoksik T hlcreleri ve NK (Natural killer)
hacreleri ve perforin/granzim bagimli  apopitozisin  gerceklesmesini
saglayan ek vyolaklarda bulunmaktadir. Tum bu yolaklar efektor
kaspazlarin aktive olmasi ile apopitozisin gergeklesmesini saglayan infaz
yolaginda birlesir. infaz yolagi pro-kaspaz 3'lin aktive olmasi ile baslar ve
apoptozis i¢in karakteristik yapilarin gértlmesi ile olaylanir. Son basamak
olarak da, olusan apopitotik cisimler fagositler tarafindan ortadan kaldirilr.
(Sekil 11)61, 87,88
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[ Ekstrensek Yolak j ‘ Perforin { Granzim Yolag:

Bliim ligandh Sitotoksik T hicreleri
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Glum reseptdrd

e e e e e e R R R R AR RRRRaRaRaRaRaas
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perforin

i
adaptdrler granzim & arazAm A
kaspaz 10 /
disk clugumu aktivasyonu
SET kompleksi
kaspaz 8 aktivasyonu l

\ DMNA aynimasi

kaspaz 3 aktivasyonu

/ infaz Yolagi

Kaspaz 9 aktivasyonu \
endoniikleaz aktivasyonu — kramozomal DNA' nin yikiimasi
apoptozom olugumu = hiicre Iskelet ve =
proteaz aktivasyonu — gekirdek proteinlerinin —hiicre iskeletinin yeniden
f yikilmasi organizasyonu

i 4
mitokondlal degisikliklar sitomorfolojik degisiklikler:

kromotin we sitoplazmik yogunlagma,
niikleer parcalanma,vb.

i
apoptotik cisimlerin alugumu

intrensek Yolak
Radyasyon, toksinler, hipoksi v b,

Sekil 11. Apoptozis yolaklari”

Ekstrensek/Reseptor Aracili Yolak

Apoptozis ile ortadan kaldiriimasi hedeflenmis hicre’nin
membraninda bulunan spesifik reseptérlere uygun ligandlarin baglanmasi
sonucu ekstrensek yolak ile 6lum uyarisi hicreye aktarilmig olur. Hucre
membraninda bulunan apopitozisde goérevli reseptorler igerisinde en
onemli grup ‘Tumoér Nekroz Faktér Reseptor (TNFR) ailesidir. Bu ailenin
birgcok Uyesi bulunmaktadir ve biyolojik etkileri ¢ok gesitlidir. Apopitozisin
gerceklesmesinde goérevli TNFR ailesi Uyesi 6lum reseptorleri; DR1
(TNFR1, CD120a, p55, p60), DR2 (Fas, CD95, APO-1), DR3 (APO-3,
LARD, TRAMP, WSL1), DR4 (TNF-related apopitozis-inducing ligand
reseptor 1(TRAILR1), APO-2), DR5 (TRAIL-R2), DR6, Ectodysplasin A
reseptor (EDAR), Nerve growth faktor reseptér (NGF-R) dir. Bu
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reseptorler icerisinde apopitozisin ekstrensek yolaginda gorevli, en iyi
tanimlanmis transmembran glikoproteinleri Fas (Apo-1, CD95) ve Tumor
Nekroz Faktdér Reseptori-1 (TNFR-1)dir.  TNFR-1 bircok dokuda
bulunurken, Fas reseptorl; hepatositlerde, lenfoid hucrelerde, timor
hucrelerinde, miyokardda ve akcigerlerde bulunur. Bu reseptdrlerin hucre
disinda sistinden zengin ‘baglanma bodlgeleri’ vardir. Bu bdlgelere
reseptore 6zgu ligandlar baglanir. Hucre disindan sinyalin alinmasi hicre
membran reseptorine uygun ligandin baglanmasi ile olur. Fas
reseptorine FasL, TNFR-1 ‘e TNF ligandi baglanir ve apopitotik sinyal
hicreye aktarilir. TNF ve FasL TNF ailesi Uyeleridir. FasL, sitotoksik T
hicrelerinde (CTL) ve NK (natural killer) hicrelerinde bulunur.
Reseptorlerin sitoplazmik kisimlarinda ise 80 aminoasitten olusan ‘6lum
baglanti bolgesi’ (death domain (DD)) denilen protein zincirleri vardir.
Olim baglanti bolgeleri 6lim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre igine

aktariminda rol oynar. 82

Fas ve TNFR-1 reseptorlerine ilgili ligandlarin baglanmasi ile
reseptor aktivasyonu gergeklesir. Aktive olmus reseptorlerin sitoplazma
icerisinde kalan 6lum bdlgelerine (DD), sitoplazmada bulunan adaptor
proteinler baglanir. Fas reseptorinin sitoplazma igerisinde kalan 6lim
bolgesine ‘Fas’a bagimli 6lium bdlgesi adaptér proteini’ (FADD)
baglanirken, TNFR-1 reseptorunun sitoplazma igerisinde kalan oOlum
bolgesine ise ‘TNFR bagimli 6lum bdlgesi adaptér proteini’ (TRADD)
baglanir. TRADD daha sonra FADD ile birlegir. Ancak bazi durumlarda
TRADD, FADD yerine baska adaptor proteinlere de baglanabilir. Bunun
sonucunda da 6nemli bir transkripsiyon faktéri olan nukleer faktor- kB
(NFkB) aktive olur. Bu durumda hiicre apopitozise gidemez ve canli kalir.
TUmér hiicrelerinde bu proteinin aktif oldugu gézlenmistir.??  Adaptor

proteinlerin  6lum bodlgelerine baglanan ‘DD’ bolgelerinden baska
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prokaspazlara baglanan ‘DED’ bélgeleride vardir. inaktif prokaspazlar

DED bélgeleri ile adaptor proteinlerin DED bélgelerine baglanir.®88

Ligandin reseptorine baglanmasi ile reseptorunun hucre
icinde bulunan pargasi, adaptor proteinle birlesir, adaptor proteinlerine ise
inaktif prokaspazlar baglanir. Olusan bu yapi; 6lim baslatan sinyal
kompleksini (death inducing signal complex - DISC) olugturur. Olusan bu
yapl sayesinde, inaktif prokaspazlarin aktif kaspazlara  dénlUsimu
saglanir. Aktif kaspazlar birbirlerini aktive ederek proteolitik kaskadi

tetiklerler.

Ekstrensek yolak ile apopitoziste kaspaz 8 buylk rol oynar.
DISC kompleksinin olusmasindan sonra aktif kaspaz 8 olusur. Bu
asamadan sonra apopitozisin ilerleme fazi baglar. Baslatici kaspazlardan
olan aktif kaspaz 8, infazi gercgeklestirecek olan infaz yolagini baslatan
prokaspaz 3’U aktiflestirir. Bunun icin iki farkli yol vardir. Bunlar; direkt ve
endirekt yoldur. Direkt yolda, aktif kaspaz 8 prokaspaz 3’U direkt olarak
parcalar ve aktif hale getirir. indirekt yolda ise mitokondrial yolagi uyararak

aktif hale gecen kaspaz 9 tarafindan prokaspaz 3 aktiflestirilir.”*

intrensek/Mitokondriyal Yolak

Hucre disindan herhangi bir 6lum uyarisi alinmadan,
hicrede olusan bir takim stres kosullari sonucunda mitokondrion

tarafindan baslatilan apopitozisin i¢ yolagidir.
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Mitokondrion, hlcrenin enerji deposudur. Ayrica hucre
olumuandn gergceklemesi gereken durumlarda apoptozisi aktive eden gesitli
proapopitotik faktorleri sitoplazmaya salar. Apoptozisi indiukleyen ve
mitokondriondan salinan faktorler; sitokrom c, AIF, Smac, Omi/HtrA2,

endoniikleaz G ve ¢ok sayida kaspazlardir (prokaspaz 2, 3, 9). *

Sitokrom c; mitokondrial elektron iletim sisteminin dnemli bir
parcasidir. Mitokondri i¢ ve dis membran arasindaki bdlgede bulunur.
Kaspazlarin aktivasyonunda gerekli bir kofaktérdir. Sitokrom c, sitoplazma
proteini olan Apopitotik Proteaz Aktive Eden Faktor-1 (Apaf-1)'e baglanir.
Apaf-1 ‘de ATP’ye ve prokaspaz-9’ a baglanir. ‘Apopitozom’ olarak
isimlendirilen bir kompleks olusur. Olusan bu kompleks prokaspaz-9'u
aktive eder. Aktif kaspaz—9 efektdér kaspazlardan prokaspaz-3 ve

prokaspaz 7’i aktive eder.®®

Smac; |AP’lerin (apoptoz inhibitér proteinleri) Kaspaz-9
aktivitesi Uzerindeki inhibitér etkilerini baskilayarak apoptozisin
ilerlemesine neden olur. Apopitozun gerceklesebilmesi icin ortamda IAP
inhibitorlerinin olmasi gerekir. Smac proteinleri ile ayni goérevi yapan
HtrA2/Omi proteinleride IAP’larin BIR bdlgeleri ile baglanti kurar ve onlari

inhibe eder.®®

AIF (apoptozis indukleyici faktor); Mitokondri ic ve dig
membran arasindaki bolgede bulunur. Kaspazlardan bagimsiz olarak
apoptozisi indukler. Dogrudan c¢ekirdege etki ederek, kromatin
yogunlagsmasina ve nuklear fragmentasyona neden olur. Ayrica hlcre
membrani (fosfotidilserinlerin translokasyonu) ve mitokondri membraninda

degisikliklere neden olur. 8
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EndonUkleaz G; kaspazlardan bagimsiz olarak

oligonukleozomal DNA pargalarinin olusmasindan sorumludur.

Perforin/Granzim Yolagi

Virls veya bakteri ile enfekte olmus hucreler ve tumor
hicreleri sitotoksik T lenfositler tarafindan taninir ve olduraltr. TUmor
hicrelerinin ortadan kaldiriimasinda NK (natural killer) hlcreleride gorev
alir. Hedef hicrelerin ortadan kaldiriilmasinda iki yol vardir. Bunlar;

ekstrensek yolak ve perforin/granzim yolagidir.

Ekstrensek yolak; sitotoksik T hucrelerin yuzeyinde bulunan
Fas ligandin hicredeki Fas reseptorine baglanmasi sonucu gergeklesen

reseptor aracili yolaktir.

Perforin ve granzimler sitotoksik T hucrelerinin ve NK
hdcrelerinin ~ sitoplazmik salgi  granullerinde bulunan proteinlerdir.
Sitotoksik T hucreleri hedef hlicreye baglandiginda ilk olarak perforin

iceren granuller salar.

Perforin hdcrenin  membranina baglanarak membranda
porlar meydana getirir. Porlardan hiicre icerisinde Ca *2 iyonlari girer ve
granzim igeren granullerde hucre igerisine girer. Granzim A; sitotoksik T
hicresi ile baslatiimis kaspaz bagdimsiz yolakta aktif rol oynar. DNA
kodlarini aktive eden NM23-H1 geninin inhibisyonunu ortadan kaldirir. Bu

genin aktive olmasi ile tumor baskilayici gen Uretilir ve apoptozis uyarilir.
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Granzim B; direkt olarak inaktif prokaspaz 3 ve 10'u aktive eder.
Mitokondriden sitokrom c salinimini arttirir ve ICAD gibi faktorleri inhibe

ederek apoptozisi aktive eder. 8°

Infaz yolagi

Tdm bu yolaklar apopitozisin son basamagi olan infaz
yolaginda birlesir. infaz yolaginin baslangici infazi gerceklestirecek olan
kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektér kaspazlarin aktivasyonudur. Bu kaspazlar
apopitozise 6zgu morfolojik ve biyokimyasal yapilarin meydana
gelmesinden sorumludur. Aktif kaspaz 3 ve 7 nukleus igerisine girer.
Kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiribonikleaz inhibitérinid (ICAD)
inaktive eder boylece ICAD’a badli kaspazla aktiflesen deoksiribonlkleaz
(CAD/DFF-40) serbestlesir. CAD/DFF-40 DNaz aktivitesine sahiptir ve
apopitozisin karakteristik bulgularindan biri olan oligonikleozomal DNA
kiriklarina ve kromatin yogunlagsmasina neden olur. Kaspaz 3 ayrica hucre
membraninin butunligunin korunmasindan sorumlu jelsolini pargalar. Bu
parcalanma ile hiicre membran tomurcuklari olugur. Ayni zamanda PDK-2
(p21 aktive kinaz-2) 'yi aktive eder. PDK-2 hucre iskelet proteinlerini
parcalar. Hucre iginde bulunan fosfotidilserinler hicre disina c¢ikar.
Membran bUutinligdu bozulur ve hlcre apopitotik cisimlere parcalanir.
Olusan apopitotik cisimlerde apopitozisin son asamasi olarak fagositler

tarafindan taninir ve ortadan kaldirilir.®’
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2.8. Antioksidanlar

Tam hucrelerde normal metabolik faaliyetler sonucu aerobik
hidcre metabolizmasinin bir Grind olarak serbest radikaller meydana gelir.
Serbest radikallerin émurleri ¢ok kisa olsada yuksek derecede realktiftir.
Canli sistemindeki protein, lipid, DNA, karbonhidrat ve nlkleotid
koenzimler gibi bir ¢ok biyolojik materyalle kolayca reaksiyona girerek

hlcre yapi ve islevlarina zarar verebilmektedir. %0

Serbest radikaller canli metabolizmasinin dogal bir Grinu
olarak ortaya cikabildigi gibi c¢evre Kkirliligi, radyasyon, pestisitler,
kontamine, sular, 1s1, adir egzersiz, inflamasyon, enfeksiyon, atesli
hastaliklar, hava kirliligi, sigara dumani, kemoterapdtik ajanlar gibi viucut

disindan gelen pek cok faktoriin etkisi ile de olusabilir. % %

Aciga cikan serbest radikallerin vicutta meydana getirecegi
zararli etkilerden korunmak ve olusabilecek hasari azaltmak igin SR’lerle
reaksiyona girerek onlari notralize eden g¢esitli savunma sistemleri
gelismistir. Bunlara anti-oksidan savunma sistemleri veya anti-oksidanlar

denir.

Ozel bir maddenin oksidasyonunu engelleyen ya da
geciktiren maddeler olarak da tanimlanan anti-oksidanlar SR’leri yakalar

ve SR’lerin neden oldugu oksidasyonlari 6nler. %2
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SR’lerin olusum hizi ile bunlarin anti- oksidanlar tarafindan
noétralize edilmesi hizi arasinda bir denge bulunmaktadir. Oksidatif denge
saglandigi slrece organizma, SR’den etkilenmemektedir. Olusan serbest
radikaller belirli bir dizeyin Gzerinde olugursa veya antioksidanlar yetersiz
oldugu takdirde ikisi arasinda var olan denge bozulur. Oksidan-
antioksidan dengesinin oksidanlar lehine bozulmasi sonucu hucre yapi ve
islevlarinda protein, lipid, karbonhidrat, nukleik asit ve yararli enzimler
uzerine etki ederek hlcrelerde olumsuz gelismelere yol acar. Bu meydana
gelen oksidatif hasara ‘oksidatif stres’ denir. Oksidatif stres patofizyolojik
olaylarin ve bir ¢cok dejeneratif hastaliklarin gelismesinde énemli rol oynar.
Bu sebeple organizmanin canlihiginin  ve hiicre homeostazinin
surdurilmesinde anti-oksidanlar SR’lerin meydana getirecegi kimyasal
hasarlara kargi hucreyi korudugu icin SR ve anti-oksidanlar arasindaki

dengenin korunmasi son derece 6nemlidir. %

2.8.1. Serbest Radikaller ve Etki Mekanizmalari

SR’ler uyariilmis molekullerin ve iyonlarin ayriimalari sonucu
olusan dig yodrungelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektrona sahip atom veya molekullerdir. Eglesmemis eloktronlardan
dolayl SR’ler bir baska radikalin elektronunu alir veya bir elektron transferi
yaparak daha kararli hale gelme egilimindedir. Bu sebeple SR’ler elektron
alici (oksitleyici) ya da elektron verici (redukleyici) 6zelliklere sahip, son
derece reaktif yapida ve tum hucre bilesenleri ile etkilesime girme 6zelligi
gOsterirler. Organik veya inorganik yapida olabilirler. Yari d6murleri oldukga

kisadir. Yuksek enerjili stabil olmayan bilesiklerdir. %492
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SR’ler normal molekullerin elektron kaybetmesi sonucu
negatif yukli normal molekillere elektron eklenmesi sonucu pozitif yuklu
veya kovalent baglarin parcalanmasi sonucu elektriksel olarak yuksuz

olabilirler.®*

SR’ler kararh hale gelebilmek i¢in daha ¢ok radikal olmayan
maddeler ile tepkimeye girer ve elektron aligverisinde bulunurlar. Bu
durumda radikal olmayan maddeleri de kararsiz hale getirirler. Bu

tepkimeler sonucunda reaktif ve kararsiz yeni SR’ler olusur. **

SR’ler; hidroksil, sUperoksit, lipid peroksit ve nitrik asit,

alkoksil radikalleri gibi farkh kimyasal yapilara sahiptirler.

Hucreleri hasara ugratabilen serbest radikal ti]rleri;91

1. Oksijen merkezli ajanlar, molekuler oksijen, superoksid
radikali, hidroksil radikali, alkoksil radikali, peroksil radikali.

2. Oksijen merkezli olmayan ajanlar; karbon merkezli olanlar
(Lipid radikalleri, alkoksil radikalleri), kukurt merkezli olanlar (Thiyl),
hidrojen merkezli olanlar (Hidrojen atomu), demir merkezli olanlar (Perferin
radikali).

3. Reaktif oksijen metabolitleri (ROM); ozon, hidrojen

peroksit, lipid peroksit, hipokloriz asit (HOCI), koraminler.
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Biyolojik sistemlerde onemli baglica SR’ler oksijenden olusan
radikallerdir. Molekuler oksijen; aerobik enerji metabolizmasinda gorevli,
hayati oneme sahip bir molekuldur. Molekuler oksijenin herhangi bir toksik
etkisi yoktur. Ancak dogada dioksijen (O;) olarak bulunur. Enerji
duzeylerinde bulunan e yapisindan kaynakli kararsiz bir elementtir.
Molekuler oksijenin bu biradikal dogasindan dolayr aerobik hicre
metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikaline donusir. SOR’de bir

takim enzim reaksiyonlari sonucu reaktif oksijen turlerine (ROS) donusur.

Biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan oksijen tlrevli

radikaller sekil 12’ de gosterilmistir.

;, ¥”°LT’ ¥,

Molekiiler Siiperoksit Peroksit Hidroksil
Oksijen Radikali (0y) H:0  Radikali
(Triplet) (0y)

Sekil 12. Oksijen tiirevli radikaller®

ROS, SR zincir reaksiyonlarini baglatabilir ve hucrede
peroksit radikalleri ( ROOQOY), karbon merkezli organik radikalleri (R),
alkoksil radikalleri (RO"), sulfirik radikalleri (RSO, tiyol radikalleri (RS),
tiyol peroksit radikalleri (RSO;") gibi gesitli serbest radikallerini olugturma

yetenegindedirler.

Biyolojik sistemlerde bulunan baglica SOR Urunleri ve

oncilleri sunlardir; molekiiler oksijen (O2), singlet oksijen (*02), siiperoksit
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anyon radikali (02" °), hidrojen peroksit (H202), hidroperoksil veya
perhidroksil radikali (HOy"), hidroksil radikali (OH"), alkoksil radikali (RO,
alkilperoksit radikali (RO3’), hipoklorit (C,07) ve nitrik oksit (NO’)'tir. SOR
terimi, OH ve O, gibi reaktif oksijen radikallerini kapsadigi kadar, HOCI,

H,0, ve 10, gibi oksijenin radikal olmayan énciillerini de kapsamaktadir. *

Serbest radikaller, organizmada normal olarak meydana
gelen oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlari sirasinda olusabildigi gibi,
hicrelerde endojen ve ekzojen kaynakh etmenlere bagll olarakta

olusabilir. 9%

Ekzojen kaynakli etmenler; iyonize ve non-iyonize
radyasyon, antineoplastik ajanlar (nitrofurantoin, cisplatin, adriyamisin),
hava kirleticileri, sigara dumani, zehirli gazlar, dogal zararli gazlar (ozon,
oksijen ve hiperbarik oksijenin yuksek konsantrasyonlari), bazi ilaglar,
kanserojen maddeler, alkol, anestezikler, patojenik bakteri, virtsler ve

pestisitler en onemli baslica ekzojen serbest radikal Uretim kaynaklaridir.

Endojen kaynakh etmenler ise; metabolik olaylarin
ilerleyebilmesi icin metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin cesitli
basamaklarinda serbest radikaller Uuretilir. Bunlardan baslicalari,
mitokondrionlarda elektron transportu sirasinda, endoplazmik retikulum ve
nikleer membran elektron transport sistemleri sirasinda, redoks
dongulsinde, arasidonik asit metabolizmasi, fagositoz, otooksidasyon ve
oksidan enzimlerin reaksiyonlarinda serbest radikaller acgiga ¢ikar.

76



Hucrede serbest radikallerin olumsuz etkilerinden koruyacak
savunma sistemleri yetersiz oldugunda ve serbest radikallerin UGretimi
arttigr  durumda hucredeki nukleik asitleri, karbonhidratlari, lipitleri,
proteinleri etkileyen patolojik bir sure¢ baslar. Kanser, iltihabi hastaliklar,
otoimmun hastaliklar, radyasyon hasari, goéz rahatsizliklari, yaslanma,
Alzheimer hastaligi, ateroskleroz, iskemi, Down sendromu, diyabet, astim
gibi pekcok hastaligin kaynagi olarak serbest radikallerin etkili olabileceqgi

gosterilmistir.%°

2.8.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hicreler, SR meydana getirece§i zararlardan antioksidan
savunma sistemleri sayesinde korunur. Antioksidanlar, hidroksil, alkoksil
ve peroksil gibi serbest radikalleri ortadan kaldirir. Reaktif oksijen veya 0,
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen turevlerinin konsantrasyonunu
dusurur, ortamdan wuzaklagtinr veya olusumunu engeller. Lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonunu inhibe ederek lipit peroksidasyonunu
engeller. Hucrede karbonhidrat, protein ve lipitlerin oksidasyonuyla

olusacak zarari 6nler. %

Antioksidanlar'in SR Uzerine  etkileri dort sekilde

gerceklesir.®®

1. Toplayici etki (scavenging)

2. Baskilayici etki (Quencher)

3. Zincir kirici etki (chain breaking)
4. Onarici etki (repairing)
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Toplayici etki; serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari

tutma veya daha zayif yeni molekile cevirme iglemidir. Antioksidan

enzimler bu tip bir etki gosterirler.

Baskilayici _etki; SR’e bir hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltma veya inaktif sekle dénustlirme islemidir.

Zincir kirici_etki; SR zincirlerini kirarak islevlarini engeller ve

SR kendilerine baglar.

Onarici_etki; SR’nin olusturduklari hasarin onarilmasi ve

tamirin saglanmasi seklindedir.

2.8.3. Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

Dogadaki antioksidanlar cesitli kriterlere gore

siniflandirilabilir:

2.8.3.1.Kaynaklarina gore;

Endojen antioksidanlar: vicudun kendisinin SR karsi Urettigi
dogal bilesiklerdir. Bunlar; superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz, bilirubin, Urik asit, sistein, histidin, albimin,

hemoglobin, transferrin gibi.

78



Ekzojen antioksidanlar; vitamin, ilag ve gida gibi disaridan
alinan bilesiklerdir. Bunlar; ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz
inhibitorleri, NOS inhibitorleri, lokal anestezikler, rekombinant slperoksit

dismutaz, barbituratlar gibi.

2.8.3.2. Yapilarina gore;

Enzimatik olan antioksidanlar; sitokrom oksidaz, glutatyon
reduktaz, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz,

hidroperoksidaz gibi.

Enzimatik  olmayan  antioksidanlar;  askorbik  asit,
seruloplazmin, retinoidler, glutatyon, askorbik asit, E vitamini, A vitamini,

keratinoidler, ubikinonlar, flavanoidler, melatonin, trik asit, albumin gibi.

2.8.3.3. Cozunurliklerine gore;

Suda ¢dzlnenler: Glutatyon, C vitamini, trik asit gibi.

Lipidlerde ¢ézinenler: A vitamini, E vitamini, ubikinonlar gibi.

2.8.3.4. Yerlesimlerine gore;

Hucre icinde bulunanlar; katalaz, peroksidaz, ferritin gibi.
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Plazma ve diger ekstraselluler sivilarda bulunanlar;

transferrin, laktoferrin, seroloptazmin, haemopeksin, albumin gibi.

2.8.3.5. Enzimatik Antioksidanlar

Viucudumuzda dogal olarak bulunan enzimatik antioksidanlar

organizma agisindan iglevel 6Gneme sahiptir.

2.8.3.5.1.Siperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz enzimi, stiper oksit anyonunu (O,) daha
az reaktif olan hidrojen peroksit (H,O) ve molekuler oksijene donusimunu
katalize ederek superoksit radikaline karsi koruyucu bir enzimdir.
Superoksit serbest radikali, oksijenin potansiyel toksik etkisinden

sorumludur. Bu sebeple hiicredeki stiperoksit dizeylerini kontrol eder.

SR karsi gelisen ilk antioksidan savunma sistemi SOD

enzimi ile gergeklesir.

20, +2H" _>°° | H,0,+0,

Aerobik canlilarin butin doku, hlcre sitoplazmasi ve hucre
mitokondrionunda SOD enzimi bulunmaktadir. SOD enziminin aktivitesi

dokudan dokuya farkhlik gosterirken karaciger, bébrek Ustl bezi, bobrek
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ve dalakta SOD enzim aktivitesi en yuksek dizeydedir. Hucre ici oksijen
konsantrasyonlarinin artmasi veya ROS turlerinin artmasina paralel olarak

SOD enzim aktivitesinde artis gosterir.

2.8.3.5.2.Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi aktif bdlgesinde hem’a bagli demir iceren,
metalloenzim olarak bilinen, redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili
protein katalizlerinden biridir. %80 oraninda peroksizomlarda bulunurken,

%20 oraninda sitozolde, mitokondride, mikrozomlarda yer alir.

SOD enziminin faaliyeti sonucu H,O, olustugunda SR’ler
tam olarak giderilmis sayilmaz. Cunkt H,O, demir katalizérligunde
reaksiyona girerek en toksik SR olan OH™ ‘i olusturur. Bu sebeple toksik
H,O.’nin H,O ve O,ye donusmesi gerekir. Bunu saglayanda katalaz

enzimidir.

Karaciger, bobrek ve eritrositlerde katalaz enzimi diger
dokulara gore daha yuksek aktivite gosterir. Katalaz enzimi yuksek H,O,
konsantrasyonlarinda aktive olur. H,O, konsantrasyonu dusuk oldugunda
toksik H,O, glutatyon peroksidaz tarafindan yikilir. Yine ayni sekilde H,O

ve Oy’ye donusturalr.

oH,0, &4z 510+ 0,

81



2.8.3.5.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden
sorumludur. Hidrojen peroksitlerin yani sira organik hidroperoksitlerinde

indirgenmesini saglar.

2GSH+ H,0, SSHPX 555G + 2H,0

Hidrojen  peroksitlerin ~ ve  organik  hidroperoksitlerin
indirgenmesi sirasinda GSH’yi kullanir. Tepkimeye giren glutatyonlar
disulfit baglari ile birbirlerine baglanarak indirgeyici 6zelliklerini yitirir ve

yukseltgenmis glutatyona dénugsur.

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitleri ve hidroperoksitleri
indirgeye bilmesi icin ortamda GSH’ nin bulunmasi gerekir. Bu sebeple
yukseltgenmis glutatyon (GSSG), GSH’ye indirgenir. Bu tepkime NADPH
bagimli  bir enzim olan glutatyon rediktaz (GSHR) tarafindan

gerceklestirilir.

+ GSH-rediiktaz

GSSG + NADPH + H » 2GSH + NAD

GSSG’nin  GSH'ye indirgenmesini saglayan kofaktor
NADPH’dir. NADPH’nin yeniden sentezlenebilmesi i¢cinde devreye glikoz 6

fosfat dehidrogenaz enzimi girer. Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD);
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pentoz-fosfat yolunun ilk asamasini katalizler ve NADPH’nin
devamhligindan sorumludur. Eksikliginde yetersiz NADPH ve yetersiz

redukte glutatyon duzeyine neden olur.

GSH-Px daha cok sitozolde yer alir. Karacigerde en aktif
iken, kalp, beyin ve akcigerlerde orta derecede aktiftir, kaslarda ise

aktivitesi azdir.

GSH-Px; SR peroksidasyonu sonucu fagositik hucrelerin
zarar gormesini engeller. Eritrositlerde gobzlenen oksidan strese karsi

koruyucu etki gosterir. (Sekil 13)

Siperoksit Dismitaz

20, +2H" —_— 2 H,0,
Kalalaz
2H,0, 2HO + O,
GSH NADP*
(REDUKTE)
GSH peroksidaz GSH rediiktaz
GSSG
H.O (OKSIDE) \/\D"’ + H'

PENTOZ F ()SI "AT YOLU
(GLUKOZ 6~ FOSFAT DEHIDROGENAZ)

Sekil 13. Antioksidan Mekanizmalar
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2.8.3.6. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.8.3.6.1.Diyetle alinan antioksidanlar:

C vitamini, tokoferoller, karotenoidler, flavonoidler, selenyum,

bakir, ¢inko, taurin ve hipotaurin, glutatyon

2.8.3.6.2. Diger antioksidanlar:

Bilirubin, dihidrolipoat,fibrinojen, koenzim Q, nitrik oksit, Urik

asit, melatonin, L-Karnitin 91:92:93:94.95.96

2.9. L-Carnitin

L-carnitin ilk kez 1905 yilinda hayvan kaslarindan izole
edilmistir. 1927'de ise kimyasal yapisi belirlenmistir. Bu yapiya gore
karnitin, amino asitlere benzeyen ancak higbir protein yapisina girmedigi
icin gercek bir amino asit olarak kabul edilmeyen vitamin benzeri bir

amindir.%"%

Suda ¢o6zinebilen L- carnitinin kimyasal formali 3-hidroksi-4-
N-trimetilamino-butirat’tir. L-carnitin’in diger kimyasal formlari, asetil-L-

carnitin ve propionil-L-carnitin’dir. (Sekil 14) %
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Sekil 14. L-carnitin ve diger kimyasal formlarinin yapisi

L-carnitin, tum memelilerde bulunan onemli bir endojen
molekuldir. Baslica kaynagi diyet (%75) olmakla birlikte, %25’i karaciger
ve bobrekte lizin ve metiyoninden sentezlenir. L- carnitin sentezi
yapmayan organlar, ihtiyacglarini kana verilen karnitinden karsilarlar. L-
carnitin ozellikle et, sut ve sut urtnlerinde bol bulunur, bitkisel besinlerde

ise ok az seviyededir. %

Endojen L-carnitin sentezi igin baslica lizin ve metiyonin,
kofaktor olarak da askorbik asit (vitamin C), nikotinik asit, demir,
magnezyum, B3 ve B6 vitaminleri, alfa ketoglutarat ve S-

adenozilmetiyonin (SAM) gerekmektedir.
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L-carnitin biyosentezi bes basamakta gergeklesmektedir.
Sentezin ilk basamagi proteine bagl lizinin metilasyonudur. Metilleyici ajan
SAM, tepkime sonucu olusan madde ise trimetillizindir. ikinci basamakta
3-hidroksitrimetillizin  olusur. Uclinci basamakta deoksikarnitinaldehit,
dordincl basamakta ise deoksikarnitin olusur. Son basamakta ise
deoksikarnitin hidroksilaz enziminin katalizérliigiinde carnitin olusur.*?%*0*
L-carnitinin insanlardaki gunlik sentez seviyesi 0,16 mg/kg ile 0,48 mg/kg
arasinda degismektedir. BOylece yaklagik 70 kg agirlhigindaki bir insan

giinde 11-34 mg L-carnitin sentezi yapabilir.***

Endojen olarak sentezlendikten sonra iskelet ve kalp
kaslarina tasinir. > Plazma veya dokularda serbest formda ya da yag
asitlerine bagll olarak yani ester formunda (agil L-carnitin, propiyonil L-
carnitin, Palmitoil L-carnitin) bulunur. Vicutta L-carnitin, esterleri ile birlikte
total L-carnitin havuzunu olusturur. Acil L-carnitin vlcutta en yaygin
dagilim gosteren esterdir. L-carnitin gibi o da beyinde ve O0zellikle

hipotalamusta yiiksek diizeylerde bulunur. 1%

Serbest L-carnitin’in plazma konsantrasyonu 30-70 pmol/L
araligindadir. Kalp, iskelet kasi, karaciger, bobrekler, yag dokusu,
epididimis ve seminal sivida carnitin icin spesifik transport sistemleri
bulunur ki karnitin bu dokular iginde yodunlasir. Testosteronun etkisi ile
epididimiste L-carnitin dizeyi plazmadan saglanarak artmaktadir. Kan yolu

ile tasinan L-carnitin agirlikh olarak kalp ve iskelet kasinda depolanir.’**

L-carnitin memeli metabolizmasinda ATP Uretiminde, organik
asitlerin  detoksifikasyonunda ve wuzun zincirli yag asitlerinin beta

oksidasyonu igin sitoplazmadan mitokondrinin i¢c membranina gegisinde
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gorev alan bir bilegiktir. L-carnitinin islevi ile ilgili bir bozukluk yag
asitlerinin  mitokondriye tasinmasini kisitlayarak sitoplazmada yag
asitlerinin birikimini arttirir. Mitokondrionlarda yag asitlerinin azalan duzeyi
beta oksidasyonunu sinirlar ve daha az ATP olusumuna yol agar. Carnitin
destegi ile yag asidi taginmasini saglayarak enerji Uretimini arttirilir.
Koenzim A (KoA)lara karsl gecgirgen olmayan mitokondrion
membranindan uzun zincirli yag asitlerinin tasinmasini aktive eder ve
sonrasinda beta oksidasyon ile ATP saglanir. Birgok hucresel metabolik
yolda kullanilan KoA’larin ¢ogu mitokondrion iginde bulunur. L-carnitin,
beta oksidasyonu hizlandirarak asetil-KoA miktarini arttirir. Toksik etKkili
asetil-KoA gruplarini tamponlayarak trikarboksilik asit (TCA) dénguslnde
KoA'larin yeniden kullaniimasini saglar. Bu sekilde asetil-KoA/KoA oranini
dizenler. intramitokondriyal —asetil-KoA'larin  birikimi  basta  sitrat
dongusundeki enzimler olmak Uzere glikoneogenez, ure dongusu ve yag
asit oksidasyonu gibi bircok mekanizmanin enzimlerini inhibe edebilir. Bu

nedenle hiicrede asetil-KoA/KoA orani cok dnemlidir.*®

L-carnitinin 6nemli bir 0zelligi de antioksidan aktivite
gOstermesidir. Yasa bagli oksidatif zedelenme ve mitokondrional bozukluk
L-carnitin verilmesi ile duzelmektedir. L-carnitin, bir antioksidan olarak
antioksidan savunma mekanizmasinda gorevli SOD, GPx ve katalaz gibi
enzimlerin aktivitelerini korur. Ayrica yagslanmaya bagl olarak ortaya ¢ikan
bozukluklari en aza indirdigi saptanmigtir. Yapilan bir calismada, L-
carnitinin nitrikoksit miktarini, hicresel solunumu dizenledigi belirtilmigtir.
L-carnitin ve carnitin turevlerinin enerji Uretimine aracilik eden molekulleri
oksidatif hasardan korudugu ve hasarl biyomolekillerin tamirine yardimci
oldugu bilinmektedir. L-carnitin, lipid peroksidasyonunu indukleyen demir
iyonlarinin miktarini azaltmaktadir. L-carnitinin glutatyon miktarini arttirdigi

sdylenmektedir. *°°
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L- carnitin eksikliginde; astrosit sitoplazmasinda sisme,
mitokondride genisleme ve beyaz cevherde miyelin bozuklugu, makrofaj
ve lenfosit infiltrasyonu olusur. Yag asitleri sitoplazmada birikir, serbest
yag asitlerinde ve ftrigliseritlerde artma goOzlenir, kaslarda yaglanma
meydana gelir, kalp ve iskelet kaslarinda eneriji intiyaci agiga cikar, toksik
etkiye bagli metabolik bozukluklar go6zlenir, karbonhidratlarin agiri
kullanilmasina bagli hipoglisemi olusur, ¢ocuklarda buyime ve gelisme
geriligi ve tekrarlayan enfeksiyonlar gozlenir. Ayrica siroz, kronik bobrek
yetmezligi, bagirsak rezeksiyonu, valproik asit tedavisi, diyabet, kalp
yetmezligi, Alzheimer Hastaligi ve kanser gibi hastaliklar L-carnitin
eksikliginde gdzlenir. Ayrica anoreksi, kronik yorgunluk, kardiyovaskuler
hastaliklar, difteri, hipoglisemi, muskuler myopati, erkek infertilitesi gibi

durumlarda disaridan verilen L-carnitinin faydasi gdsterilmistir. *°>1®

Yapilan bir calismada, sperm hareketliliginde azalma teshisi
konulan erkek hastalara ekzojen L-carnitin destedi verilmis ve sperm
hareketliliinde anlamli bir artis gdézlemlenmistir. Son zamanlarda L-
carnitinin  immunmodilator  Ozelliklerinin - de oldugu c¢alismalarda
gosterilmigtir.  L-carnitin  tedavisinin  yash inflamatuvar hucrelerde

kemotaktik ve fagositik aktiviteleri arttirdig bildirilmistir.*%>*®
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Bu calismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistrme ve Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)'nden saglanan
Wistar Albino cinsi, 24 adet, 200-250 gram agirliginda erkek siganlar
kullanildi.

Denekler laboratuvar ortaminda 3 gun slresince 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik doéngisunde ve 20+2 C’lik sicaklikta tutuldular.

Tum deneklerin su ve besine serbest erigimi saglandi.

Calismada kullanilan siganlar 4 gruba ayrildilar:

1.Grup (Kontrol grubu) (n=6): Birinci gun ilk olarak
5ml/kg/doz salin intraperitoneal (i.p) uygulandi. Kontrol grubunda diger
gruplarla ayni stres kosullarini olusturmak amaciyla, 30 dakika sonra
cisplatin solisyonu ile ayni hacimde salin i.p uygulandi. Son olarak 30
dakika sonra L-carnitinle esit hacimde salin subkutan (s.c) uygulandi.

ikinci ve tiglincli glin ayni uygulamalar tekrarlandi.

2.Grup (L-carnitin grubu) (n=6): Birinci gun ilk olarak
5ml/kg/doz salin i.p uygulandi, 30 dakika sonra cisplatin sollisyonu ile ayni

hacimde salin i.p uygulandi. Son olarak 30 dakika sonra L-carnitin
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200mg/kg/doz s.c uygulandi. Ikinci ve (glincii gin ayni uygulamalar

tekrarlandi.

3.Grup (Cisplatin grubu) (n=6): Birinci gun ilk olarak
5ml/kg/doz salin i.p uygulandi, 30 dakika sonra 0,5 mg/mL salin iginde
hazirlanmis 13 mg/kg/doz cisplatin bir saatlik intraperitoneal infuzyonla
uygulandi. Son olarak L-carnitinle esit hacimde salin s.c uygulandi. 2. ve
3. gun ayni uygulamalar cisplatin verilmesi disinda tekrarlandi. Her iki gin
de cisplatin uygulamalari yerine cisplatin sollisyonu ile ayni hacimde salin

i.p uygulandi.

4. Grup (L-carnitin+cisplatin grubu) (n=6): Birinci gun ilk
olarak 5ml/kg/doz salin i.p uygulandi, daha sonra 0,5 mg/ml salin i¢inde
hazirlanmis 13 mg/kg/doz cisplatin bir saatlik intraperitoneal infuzyonla
uygulandi. En son olarak L-carnitin 200 mg/kg/doz s.c uygulandi. ikinci ve
uguncu gun ayni uygulamalar cisplatin verilmesi diginda tekrarlandi. Her
iki gunde de cisplatin uygulamalari yerine cisplatin solisyonu ile ayni

hacimde salin i.p uygulandi.

Cisplatin uygulamasindan 72 saat sonra (4.gin) siganlar
ketamin (44 mg/kg) ve ksilazin enjeksiyonu ile uyutularak o6tenazileri
gerceklestirildi. Otenazi sonrasi siganlarin testisleri alindi. Her gruptan 1.
ve 2. hayvalarin testisleri TESE (Testikuler Sperm Ekstraksiyonu) yontemi
icin besi yeri iceren petri kaplarina aktarildi. Isik mikroskobik incelemeleri
icinde diger hayvanlardan alinan doku érnekleri %10’luk nétral formalinde
72 saat tespit edildi. Daha sonra alisilagelmis histolojik takip

yontemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi.
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3.2. immunohistokimyasal Yéntem

Imminohistokimyasal boyamalar igin testis dokusu
bloklarindan polilizinli lamlara 4 ym kalinhginda kesitler alindi. Kesitler
37°C’ deki etlivde bir gece tutuldu, daha sonra deparafinizasyonu
kolaylastirmak igin etlv 1sisi 57°C’ ye c¢ikarilarak bu i1sida 1 saat, son
olarakta 61 °C’ de 20 dakika bekletildi.

Camlar deparafinizasyonu tamamlamak icin 2 kez 20’ser
dakika ksilol'e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100,
%96,%90, %80 ve % 70’lik alkol serilerinden gegirildi.

Dehidrate edilen dokulari alkolden arindirmak igin kesitler 2
kez Ser dakika distile sudan gecirildi. Daha sonra doku igerisinde
formaldehit’in kapattigi reseptor boélgelerinin agiga ¢ikarilmasini saglamak
amaciyla, dokulara 1p sitrat tamponu (pH 6.0) (Cat: AP- 9003- 500, Lot:
9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) ile mikrodalga firinda retriver
islemi uygulandi. Mikrodalgadan c¢ikan sitrat tamponundaki dokular 20
dakika disarida sogumaya birakildi. Daha sonra dokular sitrattan
arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegcirildi. Dokularin etrafi
PAP-pen ile gevrilerek nemli ortam olan immunohistokimya barina dizildi.
Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7.4) ile
yikandi. Daha sonra, 15 dakika %3’luk hidrojen peroksit (Cat: AP- 9003-
500, Lot: 9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) ile etkin birakilan
dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem sonrasinda

PBS ile camlar yikandi.
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Yikanan camlara 5 dakika UltraV block (Cat: TA-125-UB, Lot:
AUB100129, Lab Vision, Thermo Scientific) uygulanarak, 6zgin olmayan
baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular

yikanmadan primer antikor agsamasina gegildi.

Bloklama asamasinin ardindan kesitler yilkanmadan, 1/100
oraninda hazirlanan Caspase-9 (Caspase 9 Ab-4, Cat: RB-1205-P, Lot:
1205 P 1002B), Caspase-3 (Caspase 3 (CPP32) Ab-4, Cat: RB-1197-P,
Lot: 1197 P 909N) primer antikorlarina etkin birakilarak 45 dakika oda
sicakhginda bekletildi. Bu asamada dokulara uygulanan Caspase-8 (
Caspase 8, Cat: ab4052, Lot: GR1367-2) primer antikoru +4 derecede 1
gece inkube edildi. Ertesi gun islemlere devam edildi. Primer antikordan
sonra camlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra 10 dakika
biotinli sekonder antikor (Cat:TP-125-BN, Lot: PBN100121, Lab Vision,
Thermo Scientific) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi.
Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin biotine baglanmasi
amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim (Cat: TS-125- HR, Lot:
SHR100406, Lab Vision, Thermo Scientific) kompleksine etkin birakildi.
islem sonunda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikand..

Son olarak ortama diaminobenzedin iceren (DAB) substrati
(Cat: DABS-125, Lot: 90824B, Spring Bioscience) igeren kromojen DAB
(Cat: DABC-004, Lot: 90428, Spring Bioscience) eklenerek yaklasik 5-10
dakika bekletildi ve gdzle godrulebilir immun tepkimenin ortaya g¢ikmasi

saglandi. Zemin boyasi olarak Mayer’'in hematoksilen’i kullanildi.

DAB ile boyanan camlar azalan alkol serilerinden gegirildi.
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Son olarak da 20 dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan
ile lamel ile kapatildi. Kesitler bilgisayar destekli gorintileme sisteminde

fotograflandi.

3.3. TUNEL Yontemi

DNA fragmantasyonu ile gelisen apoptozisi saptamak

icin TUNEL yo6ntemi uygulandi.

Kesitler 37° C'deki etlivde bir gece tutuldu daha sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak igin etliv isisi 57° C'ye c¢ikarilarak bu
isida 1 saat, son olarakta 61 °C’ de 20 dakika bekletildi.

Camlar deparafinizasyonu tamamlamak i¢cin 3 kez 20’ser
dakika ksilol'e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100,
%96, %90, % 80 ve %70’lik alkol serilerinden gegirildi. Kesitler alkolden

arindiriimak igin iki kez 5’er dakika distile sudan gegirildi.

Sudan ciktiktan sonra etrafi PAP-pen ile ¢gevrelenen dokular,
25 dakika boyunca 37 ‘C’de 20 ug/ml proteinaz K( REF: 03115836001,
Lot: 11403400, Roche Diagnostics, GmbH) ile inkiibe edildi. Daha sonra
dokular 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. PBS ile yilkama asamasindan
sonra 15 dakika %3’lik hidrojen peroksit (Cat: AP- 9003- 500, Lot:
9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) ile etkin birakilan dokularda
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan kesitler 60
dakika 37 ‘C nemli ve karanlk ortamda TUNEL Kkiti ( 450 pL Label
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solusyon, 50 yL Enzim sollsyon) (Roche, In Suti Cell Death Detection Kit,
AP Cat: 116489910) ile inkibe edildi. Kalan 100 pyL Label solisyonu
negatif kontroller icin kullanildi. Daha sonra dokular 3 kez 3’er dakika PBS
ile yikandi. Ardindan dokular converter-POD (Cat: 11684817910, Roche
Diagnostics, indianapolis, IN, USA, 001) solliisyonu ile nemli ortamda, 37
derecede 30 dakika inkube edildi. Tekrar dokular 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandi. Yikamanin ardindan TUNEL pozitif hlcreleri belirleyebilmek igin
DAB ile boyama yapildi. Zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i
kullanildi.

Boyanan camlar azalan alkol serilerinden gegirildi. Son
olarak da 20 dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan ile lamelle
kapatildilar. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli
goruntileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda fotograflari ¢ekilerek

degerlendirildi.

3.4. TESE (Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu) Yontemi

Her gruptan iki hayvanin testisleri TESE yontemi icin
fertilizasyon medyasi (G-IVF™ PLUS, REF: 10135, Lot: 502683) iceren
petri kabina aktarildi. Ayni sivi igerisinde insulin enjektor uglari ile dokular
parcalara ayrildi. Bu islem esnasinda kanallar igerisindeki sperm hucreleri
fertilizasyon medyasi icerisine dagildi. Spermiyumlari iceren fertilizasyon
medyumu gradient medyumuna aktarildi.(Gradient medyasi hazirlamak
icin; G-IVF™ PLUS medyasindan 1 ml alindi, ISOLATE ( REF: 99.306,
Lot: 99306100701) medyasindan 9 ml alindi ve %90’k gradient
olusturuldu. G-IVF™ PLUS medyasindan 3 ml, ISOLATE medyasindan
7 ml alindi ve %70’lik gradient olusturuldu. G-IVF™ PLUS medyasindan 1
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ml, ISOLATE medyasindan1 ml alindi ve %50’lik gradient olusturuldu.
Olusan gradientlerden en altta %90, onun Uzerinde %70 ve en Ustte
%50’lik olacak sekilde hazirlanan gradientlerden sira ile 1’er ml alindi ve 3
ml olacak sekilde konik dipli steril santrifij tuplerine aktarildi.)
Spermiyumlari igeren gradient medyumlari 1300 rpm’de 10 dakika santrifuj
edildi. Santriftjun ardindan dibe ¢Okmis spermiyumlar gradient
medyasindan arindirilmak igin fertilizasyon medyasinda 2 kez 1300
rom’de santriflj edildi. Yikama igleminin ardindan dibe ¢Okmus
spermiyumlar lama vyayildi. Lama yayilmig spermiyumlar KRUGER

yontemi ile boyanarak sperm morfolojileri incelendi.

3.5. istatistiksel Yontem

Deneyin baslangic ve bitis tarihlerinde tartilan ratlarin
agirliklar arasindaki farklar Wilcoxon sirali isaretler testi ile istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Tabul gapi ve tubdl epitelinin boyu olguldd, ikili gruplarin

karsilastiriimasi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Deneyimizde Cisplatin grubuna ait bir hayvan deney
sonlandiriimadan 6nce 6lmugtur. Bu sebeple deney bulgalari 23 hayvan

Uzerinden yorumlanmistir. (Tablo 8)

l. Uygulama (24 erkek rat)

Canli Oli
Kontrol 6 0
L-carnitin 6 0
Cisplatin 5 1
L-carnitin+ Cispltin 6 0

Tablo 8. Deney sonunda elde edilen canh ve 6lu hayvan verileri

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Testis Histomorfolojisi

Kontrol grubuna ait testis dokusunda seminifer tubdller,
seminifer tubdller arasindaki bag dokusu bdlmeleri belirgin olarak izlendi.
Bag dokusunda damarlar cevresinde Leydig hucreleri belirgin olarak

g6zlendi. Seminifer tubul’ de bazal laminanin belirgin oldugu, bazal lamina
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uzerinde oldukga duzenli spermatogenik hicre serilerinin belirginligi dikkat
cekti. Sertoli hlcreleri piramidal yapilari ile izlenirken, apikal sitoplazmaya

gOémulla spermatidler belirgin olarak izlendi. (Fotograf 1,2)

Yalin L-carnitin uygulamasi yapilan gruba ait testis dokulari
histomorfolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubuna es deger

gOrunum izlendi. (Fotograf 3,4)

Yalin Cisplatin uygulanan grubun testis dokularinda
histomorfolojik olarak yapilan dederlendirmeler sonucu, cisplatin grubuna
ait testislerde periferde dejenerasyon ve spermatogenik hucre serilerinin
tubdl duvarindan ayrildigi ve seminifer tibul limeninde serbest hale gelen

hicresel dokuntuler birlikte izlendi. (Fotograf 5,6)

Ayni gruba ait yapilan incelemelerde belirgin bir sekilde
merkezi intersitisyel 6demin oldugu dikkati ¢ekti. Seminifer tibll ¢capinda
belirgin azalma izlendi. Seminifer tibul ¢apindaki azalmaya bagli olarak
birbirlerinden uzaklasmig seminifer tabuller ayirt edildi. Hucreler arasi ve
hicre bazal membran arasi baglanti birimlerinin dejenerasyonuna bagli
olarak germ hucrelerinin bazal membrandan uzaklagsmasi sonucu olusan
bosluklar ilgiyi ¢ekti. Seminifer tablllerde spermatogenik hicre
katmaninda azalma oldugu buna bagh olarak seminifer tubul Iimeninin

genisledigi belirgin olarak izlendi. (Fotograf 7,8)

L-carnitin+cisplatin grubu testis doku o&rnekleri morfolojik
olarak degerlendirildiginde, elde edilen bulgular kontrol ve yalin L-carnitin

uygulanan gruplara esdes oldugu gorildu. (Fotograf 9,10)
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4.1.2. Spermiyum Morfolojisi

Cisplatinin spermiyumlar Uzerine yarattigi etkiyi morfolojik
olarak belirlemek amaci ile TESE uygulamasi sonrasi her gruptan elde

edilen spermiyum o&rnekleri KRUGER teknigi uygulanarak incelendi.
139,140

Kontrol ve yalin L-carnitin uygulamasi yapilan gruplarda
normal spermiyum morfolojisi izlenirken, yalin Cisplatin uygulanan grupta
buklilmis basli (bend head) sperm, orta par¢ca anomalisi olan kement
benzeri (lasso-like) spermiyum, orta parca (midpeace) anomalisi olan
sperm, donuk orta pargcaya sahip (looping midpeace) spermiyumlar,

sitoplazmik dropletlere sahip spermiyum ornekleri dikkati ¢ekti.

Buna karsin L-carnitin+cisplatin grubuna ait spermiyum
morfolojileri incelendiginde, kontrol ve yalin L-carnitin gruplarindakine

esdes oldugu gozlendi. (Fotograf 11)

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubu ve yalin L-carnitin grubuna ait testis dokulari
incelendiginde seminifer tibdl epitelinde yer alan Sertoli hlcreleri ve

testikuler germ hucre serilerinde caspaz 9 tutulumunun olmadigr goruldu.
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Cisplatin  uygulanan  grupta, koyu ve acik tip
spermatogoniumlarda ve spermatosit I'lerde sitoplazmada caspaz 9
immunreaktivitesinin - yogun oldugu goézlendi. Sertoli hlcrelerinde ise

kaspaz 9 tutulumu izlenmedi.

L-carnitin+cisplatin grubuna ait testis dokusundaki caspaz 9
immunreaktivitesi incelendiginde az sayida bulunan spermatosit I'lerde
pozitif tutulum gbzlenirken, Sertoli hicreleri ve spermatogoniumlarda

caspaz 9 immun tutulumu goézlenmedi. (Fotograf 12)

Caspase 8 tululumu incelendiginde, cisplatin diginda kalan
tim gruplarda tutulum gbzlenmezken, cisplatin grubunda; Sertoli
hicrelerinde tutulum gdézlenmedi ancak spermatogonium ve spermatosit

Ilerde belirgin pozitif sitoplazmik tutulum oldugu belirlendi. (Fotograf 13)

Caspaz 3 tutulumuna bakildiginda tium gruplarda aktif
caspaz 3’Un Sertoli hlcrelerinde ve germ hucre serilerinde tutulumunun

negatif oldugu goraldu. (Fotograf 14)

DNA fragmantasyonunu belirlemek ig¢in yapilan TUNEL
boyamasi sonucu kontrol grubunda tutulum gdzlenmedi, yalin L-carnitin
ve L-carnitin+cisplatin gruplarin da ¢ok az sayida spermatogonium ve
spermatosit I'lerde  TUNEL pozitif hicreler goruldi. Cisplatin uygulanan
grupta ise ¢ok sayida spermatogonium ve spermatosit I'de TUNEL pozitif
hicreler goézlendi. (Fotograf 15)
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4.3. lstatistiksel Bulgular

4.3.1. Vucut Agirliklarinin Degerlendiriimesi

Deneyin baslangic ve bitig tarihlerinde tartilan ratlarin
agirliklar arasindaki farklar Wilcoxon sirali isaretler testi ile istatistiksel
olarak deg@erlendirildi. p<0.05 ‘ten klUgUk olan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

Calismamizda yer alan gruplar analiz asamasi sirasiyla;
Kontrol Grubu; L-carnitin uygulamasi yapilan deney grubu; Cisplatin
uygulamasi yapilan deney grubu; L-carnitin+Cisplatin uygulamasi yapilan

deney grubu olarak adlandirildi.

Baslangic agirliklarina bakildiginda gruplarin agirhk duzeyleri
ortalamalari Wilcoxon sirali igaretler testi ile; kontrol grubunda 235.50 *
11.05 gr, L-carnitin grubunda 239.00 + 3.16 gr, Clisplatin grubunda 259.60
+ 4.50 gr, L-carnitin+Cisplatin grubunda 257.33 + 5.31 gr olarak saptandi.

Deney sonu agirliklarina baktildiginda gruplarin  agirlik
duzeyleri ortalamalari Wilcoxon sirali igaretler testi ile; kontrol grubunda
239.66 * 10.94 gr, L-carnitin grubunda 226.16 * 4.70 gr, Cisplatin
grubunda 214.20 £ 9.09 gr, L-carnitin+Cisplatin grubunda 216.50 + 6.89 gr
olarak saptandi. (Grafik 1)
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Kontrol grubunun baglangic ve deney sonu agirliklarini

karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli artis gézlendi. (P= 0.046)

L-CARNITIN grubunun baslangi¢c ve deney sonu agirliklarini

kargilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli azalis gézlendi. (P=0.027)

CISPLATIN grubunun baglangig ve deney sonu agirliklarini

karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir azalg go6zlendi.
(P=0.041)

L-CARNITIN+CISPLATIN grubunun baslangic ve deney
sonu agirliklarini kargilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir azalig
g6zlendi. (P=0.027) (Tablo 2)

Mann Whitney U Testi ile gruplar arasi deney oOncesi ve

sonrasi agirlik farklari kargilastirildi. (Tablo 3)

Kontrol grubu ile L-carnitin_grubu kiyaslandijinda ortalama

agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli azalis goézlendi.(P=0.004)

Kontrol grubu ile Cisplatin grubu kiyaslandiginda ortalama

agirhk degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli azals gozlendi.(P=0.006)
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Kontrol grubu ile L-carnitin+Cisplatin grubu kiyaslandiginda

ortalama agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlamh azalig
g6zlendi.(P=0.004)

L-carnitin grubu ile Cispaltin_grubu kiyaslandiginda ortalama

agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli azalis gézlendi.(P=0.006)

L-carnitin grubu ile L-carnitin+Cisplatin grubu kiyaslandiginda

ortalama agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlamh azalig
g6zlendi.(P=0.004)

Cisplatin grubu ile L-carnitin+Cisplatin grubu

kiyaslandiginda ortalama agirlik degisimlerinde istatistiksel olarak anlaml
bir fark gézlenmedi.(P=0.231)

4.3.2. Tubul Capr ve Tubul Epiteli Boyutlarinin

Degerlendiriimesi

Kruskal Wallis testine goére 4 grup arasindaki tibul cap ve
tibll epiteli boyu arasindaki fark anlamli olarak bulundu (p=0.000). ikili
gruplarin karsilastiriimasi Mann Whitney U testi ile yapildi.

ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirmada Kontrol ve L-
Carnitin gruplari arasinda tubul ¢api ve tubul epiteli boyu arasinda anlamli

fark gézlenmedi.
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Cisplatin grubunun epitel capinin diger gruplara gore

anlamli olarak azaldigi gozlendi.

L-Carnitin+Cisplatin grubunun ise Cisplatin grubuna goére
tubdl cap ve tubul epitel boyunun daha yuksek oldugu, ancak Kontrol ve
L+Carnitin grubuna gére anlamli olarak daha az oldugu, Cisplatin ile L-
Carnitin  grubu arasinda da anlaml fark oldugu goézlendi. (Grafik 2,3)
(Tablo 4,5,6,7)
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Grafik 1. Deneklerin deney baslangici ve
agirhiklari
Sican Agirhiklan
300
250
200
150
100
50
0
Kontrol L-carnitin Cisplatin carnitinl:cisplatin
i Baglangig 235,5 239 259,6 257,33
B Son 239,66 226,16 214,2 216,5

Grafik 2. Seminifer tubal ¢aplari dagilimi

Mann Whitney U testi kullanildi.

deney sonu

* Cisplatin ile L-carnitin+Cisplatin gruplarinin, Kontrol ve L-

carnitin grubuna gore tubul capi arasinda anlamh fark oldugu goézlendi.

(p<0.05)
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Grafik 3. Seminifer tubul epiteli kalinlik élgumleri dagilimlari
Mann Whitney U testi kullanildi.

* Cisplatin ile L-carnitin+Cisplatin gruplarinin, Kontrol ve L-

carnitin grubuna gore tubul epiteli kalinhd1 arasinda anlaml fark oldugu

go6zlenmigtir. (p<0.05)
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Tablo 2: Deneklerin deney baslangici ve deney sonu

agirliklarinin istatistiksel farkhliklar (P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli

kabul edilmis ve koyu karakterler ile vurgulanmistir.) * Wilcoxon siral

isaretler testi.

N | Ortalama | Standart | Varyans | Minimum | Medyan | Maksimum p*
Sapma Deger Deger
3 ik giin
& 6 | 23550 11,05 122,30 222 236 250 0,046
% Son giin
< 239,66 10,94 119,86 227 239 253
ik giin
c
2 6 239 316 10,00 235 240,50 242 0,027
§ Son glin
4 226,16 4,70 22,16 221 225,50 233
=z ik giin
b, 5 | 259,60 4,50 20,30 253 260 265 0,041
a Son giin
)
© 214,20 9,09 82,70 202 219 222
8 |
2 | llkgin
, O 6| 257,33 5,31 28,26 250 259 264 0,027
— £ 9 Songin
% 216,50 6,89 47,50 211 213,50 229
o

106




Tablo 3: Gruplar arasi deney oncesi ve sonrasi agirlik
farklarinin karsilastiriimasi. (P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edilmis ve koyu karakterler ile vurgulanmistir.)

* Mann Whitney U Testi

+ Artis
- Azalis
Agirhik -
Degisimleri
Kontrol 3,33gr+
0,004
L-carnitin 12,83 gr -
Kontrol 3,33 ¢gr +
0,006
Cisplatin 45,40 gr -
Kontrol 3,33gr+
0,004
L-carnitin+Cisplatin 40,83 gr -
L-carnitin 12,83 gr -
0,006
Cisplatin 45,40 gr -
L-carnitin 12,83 gr -
0,004
L-carnitin+Cisplatin 40,83 gr -
Cisplatin 45,40 gr -
0,231
L-carnitin+Cisplatin 40,83 gr -
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Tablo 4. Gruplara ait seminifer tubul ¢api dlgumlerine iligkin

tamamlayici istatistik degerleri.

Kontrol | Cisplatin | L-carnitin L-
carnitin+Cisplatin

Ortalama 237,8 198,6 236,1 217,8
Standart 28,5 28,4 29 26,4
Sapma

Tablo 5. Gruplar arasi seminifer tubdl c¢api 6lgimlerinin

istatistiksel degerleri.

Anlamlilik Degerleri
Kontrol / Cisplatin P=0.000
Kontrol / L-carnitin P=0.755
Kontrol / L-carnitin+Cisplatin P=0.000
L-carnitin / Cisplatin P=0.000
Cisplatin/ L-carnitin+Cisplatin P=0.000
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Tablo 6. Gruplara ait seminifer tibul kalinhdr olgumlerine

iligkin tamamlayici istatistik degerleri.

Kontrol | Cisplatin | L-carnitin L-
carnitin+Cisplatin

Ort 94,2 68,2 91,4 79,8

ss 16,6 21,2 13,7 12,8

Tablo 7. Gruplar arasi seminifer tubul epiteli kalinhgi

Olcumlerinin istatistiksel degerleri.

Anlamlilik Degerleri
Kontrol / Cisplatin P=0.000
Kontrol / L-carnitin P=0.310
Kontrol / L-carnitin+Cisplatin P=0.000
L-carnitin / Cisplatin P=0.000
Cisplatin/ L-carnitin+Cisplatin P=0.015
L-carnitin / L-carnitin+Cisplatin P=0.001
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FOTOGRAFLAR

Fotograf 2. Kontrol grubunda intersitisyum (yildizlar) ve seminifer tubuller (ST)
normal gérinimde Sertoli hiicreleri (kirmizi ok), germ hicre serileri (siyah ok) ve

spermatidler (yesil ok). H&E
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Fotograf 3. Yalin L-carnitin grubundan alinan testis doku o&rnekleri kontrol

grubunda oldugu gibi normal gériinimdeydi. H&E

Fotograf 4. Yalin L-carnitin grubunda normal gérinimde seminifer tibduller (ST)

ve germ hiicre serileri (siyah ok). H&E
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Fotograf 5. Yalin cisplatin grubundan elde edilen testis dokularinda periferik

dejenerasyon ve seminifer tibullerde germ hiicre deskuamasyonu (yildiz). H&E

-

Fotograf 6. Yalin cisplatin grubundaki seminifer tibdllerde germinal

desquamasyon (kirmizi oklar) H&E
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Fotograf 7. Yalin cisplatin grubundaki testislerde merkezi 6dem (yildiz) ve tibdl
c¢apindaki azalma nedeniyle birbirlerinden uzaklasmis seminifer tibduller (siyah
ok), baglanti birimlerinin dejenersyonuna bagli olarak germ hcrelerinin bazal

membrandan uzaklagmasi (kirmizi ok). H&E
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Fotograf 8. Yalin cisplatin grubundaki seminifer tibulllerde germinal hicre

-

katmaninda azalma (siyah ok) ve limende genisleme (yildiz). H&E
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Fotograf 9. L-carnitin+cisplatin grubu testis doku 6rneklerindeki bulgular kontrol

ve yalin L-carnitin grubu ile benzer gériinimde. H&E
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Fotograf 10. L-carnitin+cisplatin grubunda germ hicre desquamasyonu,
germinal epitelin bazal membrandan uzaklasmasi, limen genislemesi, periferik

ve merkezi intersitisyel 6dem gdzlenmedi. H&E
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C1 C2

/

D1 D2

Fotograf 11. TESE uygulamasi sonucu KRUGER teknigi uygulanan spermiyum
ornekleri. A-B: Kontrol ve L-Carnitin gruplarinda normal spermiyumlar, C:
cisplatin grubu; C1: bukilmus basli (bend head) spermiyum, C2: orta parca
anomalisi olan kement benzeri (lasso-like) spermiyum, C3: orta parca (midpeace)
anomalisi olan spermiyum, C4: doénik orta pargaya sahip (looping midpeace)
spermiyumlar, D1 ve D2: L-carnitin + cisplatin grubunda normal gérinimde

spermiyumlar.
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Fotograf 12. Kaspaz 9 imminisaretlemesi yapilan gruplar: (A) Kontrol grubu ve

(B) yalin L-carnitin grubunda immdin pozitif hicre goézlenmedi.(C) cisplatin
grubunda ise immunreaksiyon gdstermeyen Sertoli hicreleri (kirmizi oklar),
pozitif rekasiyon gosteren spermatogoniumlar (yesil oklar) ve spermatosit I’ ler
(mavi oklar), (D) L-carnitin+Cisplatin grubunda ise pozitif tutulum sadece
spermatosit I’ lerde goézlendi. (DAB&Hematoksilen)
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Fotograf 13. Kaspaz 8 imminisaretlemesi yapilan gruplar: (A) Kontrol grubu ve
(B) yalin L-carnitin grubunda immun pozitif hiucre gézlenmedi. (C) Cisplatin
grubunda ise imminreaksiyon gdstermeyen Sertoli hiicreleri (kirmizi oklar),
spermatogoniumlar (yesil oklar), pozitif reaksiyon gosteren spermatosit I’ ler
(mavi oklar) gézlendi. (D) L-carnitin+cisplatin grubunun kontol ve L-karnitin
gruplarina estes oldugu gortilda. (DAB&Hematoksilen)
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Fotograf 14. Aktif Kaspaz 3 immdunreaktivitesi tum gruplarda negatif olarak

g6zlendi. (DAB&Hematoksilen)

118



-

e ——
T IV

o

~5
’

Fotograf 15. TUNEL ydntemi uygulanan gruplar: (A) Kontrol grubunda TUNEL
pozitif hicre gézlenmedi. (B) yalin L-carnitin grubunda primer spermatositlerde
(yesil ok) TUNEL pozitif hucre gézlendi. (C) Cisplatin grubunda spermatagonia
(mavi ok) ve primer spermatositlerde (kirmizi ok) TUNEL pozitif hucreler
gézlendi. (D) L-carnitin+cisplatin grubunda ise, TUNEL pozitif hucrelerin

sayisinda azalma oldugu gézlendi. (DAB&Hematoksilen)
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5. TARTISMA

Gonadotoksinler erkeklerde gorulen infertilitenin  onemli
nedenlerindendir. Gonadotoksinler zararli etkilerini testisteki germ
hicrelerini dogrudan etkileyerek veya destek saglayan Sertoli hicre

islevlarini baskilayarak yaparlar.*®’

Spermatogenetik hicreler kemoterapétik ilaglarin  zararh
etkilerine ¢ok duyarlidir. Kok hucre toplulugunda onarilamayan hasara yol
acgarak kalici infertiliteye yol agabilirler. En duyarl hdcreler aktif bolinen
spermatogonia ve pre-leptoten fazina kadar ki spermatositlerdir.
Kemoterapotik ajanlardan  en  gonadotoksik  olanlart  alkilleyiciler
(siklofosfamid, mustin,  klorambusil, melfelan,  busulfan, lamustin,
karmustin), antimetobolitler (sitarabin), vinka alkoloidler(vinblastin) ve
digerleri (prokarbazine, cisplatin, nitrojen mustart) olarak bilinir. 2
Spermatogenezisdeki bozulmanin ciddiyeti ve duzelebilirligi ajanlarin

yapisina, toplam dozuna ve tedavi sekline baghdir. %1%

Alkilleyici ajanlarin ve prokarbazinin testikuler hasar yaptigi
saptanmistir.  Siklofosfamid iceren birden fazla kemoterépik ajanin
bulundudu ilaglarla tedavi sonrasinda hastalarin %35 -100'Unde uzun
sureli azospermi goérulmustir. Spermatogenezisin tekrar normale
donmesinin ortalama 2 vyl sdrdugu goézlenmigtir. Birden fazla
kemoterapotik ajanla tedavi edilen testis kanserli hastalarda %17-68
arasinda degisen uzun sureli azospermi gorulmektedir. Testikuler kanserli
hastalarda %25 oraninda spermatogenik defekt tespit edilmistir. Testis
tumorla hastalarin kemoterapi sonrasi gebe birakma oranlar % 13-31

arasinda oldugu belirtilmigtir. 107120121
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Kemoterapinin testislerin endokrin iglevu Uzerine etkileri
tartismalidir. Sertoli ve Leydig hucrelerinin nispeten yavas bdlinen
hiucreler oldugu ve kemoterapi ilaglarinin etkilerine direngli olduklari
bildiriimektedir. Leydig hucreleri direngli olmasina ragmen tedavi
sonrasinda disfonksiyon olustugu, LH seviyelerinde ylkselme ve
testosteron dizeylerinde disme goéruldiglu saptanmistir. Kemoterapi
tedavisini takiben olusan en sik hormonal degisiklik FSH ylkselmesidir.
Serum FSH seviyeleri tedavi sonrasi spermatogenezisin takibinde bir

géstergedir 107,108,109,110,124

Testis kanseri igin verilen kemoterapinin spermatogenez ve
Leydig hucre islevlar Uzerinde akut etkileri vardir; kemoterapi germinal
epiteli direkt olarak etkilemektedir ve Leydig hilicre yetersizligi sik
gorulmektedir. Hastalarin buyuk c¢ogunlugu tedaviyi izleyen ik 12 ay
suresinde yukselmis serum gonadotropin duzeyleri ile beraber azoospermi
gOzlenir. Bu toksik etkiler gogu hastada geri donagludar, bununla beraber
yaklasik %50’ sinde tedaviden sonraki 2 yil iginde spermatogenez ve
Leydig hicre iglevlerinin dizeldigi goérilmustar. Spermatogenezisin
dizelme ihtimalini azaltan baz faktorler vardir; bunlar 30 yasin Uzerinde
olmak, tedavi suresinin 6 aydan uzun surmesi ve abdominal radyoterapi
almis olmaktir. Kemoterapi sonrasi persistan oligospermi, anormal formlar

ve motilite bozuklugu bildirilmistir, 107110-111.112.124

Roth ve arkadaslarinin 229 hastayi igceren retrospektif
calismasinda, sadece kemoterapiyle tedavi edilen hastalarin en az
1/3'inlin saglkli cocuk sahibi oldugunu belirtmislerdir. ***
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Platin icerikli ilaglar; ovarian, testikller, akciger ve
karacigerdeki solid timér tedavilerinde siklikla kullaniimaktadir. Ozellikle
testis kanserinin kemoterapisinde 1970’ lerde Cisplatin’ in kullanima

girmesi en 6nemli asamay olusturmaktadr,'"113124

Bohlen ve arkadaglar yuksek riskli evre | germ hucreli
tumoru olan hastalara uygulanan 2 siklus cisplatin bazli kemoterapinin

fertilite ve seksiiel islevleri olumsuz etkilemedigini bildirmislerdir. **°

Lampe ve arkadaslari 170 hasta ile yaptiklari calismalarinda,
orsiyektomi ve cisplatin bazli kemoterapi sonrasinda spermatogenezis
ihtimalinin 2 yil icinde %48 e, 5 yil icinde ise %80 e yukseldigini

bildirmislerdir. *°

Buna karsin bir ¢cok calismada cisplatinin spermatotoksik
oldugu bildirilmigtir. Leydig hucrelerine olasi direkt etkisinden dolayi
cisplatin kullanimi  serum testosteron seviyelerinde azalmaya yol
acmaktadir. Cisplatin bazli kemoterapide hastalarin gogunda azospermi
go6zlendigi, fakat bunlarin ¢ojunda spermatogenezisin 4 vyil igcinde geri

déndugi gosterilmistir. 7

X. Zhang ve arkadaslarinin Balb/c fareler ile yaptiklari
calismalarinda, uyguladiklari cisplatin sonrasinda germ hucrelerinde doza
bagli olarak apoptozisin induklendigini bulmuslardir. Yine ayni ¢alismada
cisplatinin  spermatogenik serideki hucrelerin olgunlagsma sureglerini
etkiledigi, spermatogenezisi azalttigi ve azospermiye sebep olarak

fertiliteyi etkilediklerini gézlemlemislerdir. *3
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Oldukga genis kullanim alanina sahip olan cisplatin;
urogenital sistem kanserleri, santral sinir sistemi tumorleri, ilerlemis
yumurtalik kanserleri, nonseminomatoz testis tumorleri, mesane, prostat,
serviks, Ozafagus, meme ve bas-boyun kanserleri gibi erigkin ¢agda
gorulen bir ¢ok kanser turinun yani sira, noroblastom, Wilms tumord,
hepatoblastoma, beyin tiumorleri, germ hucreli tumor, osteosarkom gibi
pek ¢ok cocukluk ¢agl tumoérinin de tedavisinde yaygin olarak

kullaniimaktadir. 2

Cisplatin gibi  kemoterapoétik ilaglar  kanser hicrelerinin
bdyUmesini ve g¢ogalmasini durdurarak, gugli antitimoral aktivite
gOstererek tedavi edici etkisi bulunmaktadir. Ancak bu ilaglar, normal
hidcre ile tumor hucreleri arasindaki yapisal benzerlikten dolayr normal
hicrelerin de kemoterapi ile hasarlanmasina neden olmaktadir.
Gonadotoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi sik gorulen ve

istenmeyen, doz sinirlayici yan etkileri belirtilmistir. °®¢7

Cisplatin hucre igerisine girdikten sonra birgok sinyal ileti
yolagini aktive ederek hucrede apopitoz, nekroz, oksidatif stres,
fibrogenez, inflamasyon, hipoksi ve mitokondriyal hasara yol agarak

sitotoksik etki gosterir. 18

Apoptoz normal ve patolojik sureglerde hicre 6limunin
onemli bir yoludur. Hucre olum reseptorlerinin aracilik ettigi ekstrinsik
yolak, mitokondri Uzerinden isleyen intrinsik yolak ve endoplazmik
retikulum (ER)- stres yolagi apoptozisteki baglica yolaklardir. Ekstrinsik
yolagin aktivasyonu ile aktive hale gelen kaspaz 8, mitokondriondan

sitoplazmaya sitokrom ¢ salinimini aktive eder ve bir dizi etkilesim sonucu
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kaspaz 9 aktive hale gelir. Kaspaz 8 ve 9 apopitozda kritik bir role sahip
olan kaspaz 3’0 aktive ederek apoptozisin geri donlsumsiz olarak

baslamasina neden olur.}*®*33

Kaspaz—3, aktivasyonu programlanmis hicre 6liminde geri
donugumsuz noktanin en Onemli gostergesidir. Kaspazlara Kkargi
geligtiriimis antikorlar kullanilarak, sitoplazmik kaspaz ekspresyonunun
immunohistokimyasal yontemlerle gosteriimesi, apopitozisin tespitinde sik
kullanilan bir yontem haline gelmisti. TUNEL ydntemi ise apopitozis
tayininde kullanilan bir diger yontemdir. Apopitozisin karakteristigi olan
DNA fragmatasyonunun, TUNEL yontemi ile gosteriimeye baglanmasi,
toksisite calismalarinda bu teknigin kullaniimasini saglamigtir. TUNEL
apoptozisin erken asamasindaki apoptotik hudcrelerin  tanimlanmasini

saglayan 6zel bir yontemdir.

Bizde calismamizda, bu bilgiler 1siginda literatirle uyumlu
olarak cisplatin gonadotoksisitesinde kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesini
immunohistokimyasal olarak inceledik. Bunun yani sira, apoptozisin en
onemli  ozelliklerinden  biri  DNA  pargalanmasi  oldugu igin,
endonukleazlarca  internUkleozomal  birimlerin  ayriimasi  sonucu
gerceklesen DNA pargcalanmasini, ¢alismamizda histokimyasal olarak
TUNEL (Terminal deoxynukleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-

labelling) yontemi ile gosterdik.

Toksisiteye bagli erkek infertilitesinin patogenezinde oksidatif
stresin dnemi kanitlandiktan sonra, antioksidanlarin bu alanda koruyucu
amacl kullanimini ile ¢ok sayida ¢aligsma dizayn edilmistir. Bu ¢alismalarin

cogunda, seminal plazmanin serbest radikal sUpuriclu kapasitesini
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arttirmaya yonelik antioksidan destegi yapilmis ve Ureme sistemi Uzerine

faydali etkileri oldugu gdsterilmistir. %

Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici 6zelliklerine karsi
hicreler dogal olarak oksidatif hasari azaltmaya veya sinirlamaya
yeteneklidirler. Bu hicre koruyucu mekanizmalar oksijen radikallerini
gidermek ve detoksifiye etmek Uzere duzenlenmis birkag enzim sistemini
icerir. Ancak bu savunma sistemleri yetersiz kalinca, serbest oksijen
radikalleri  zararli  etkiler yapabilirler. Serbest oksijen radikali
temizleyicilerinin deneysel ve Kklinik kullaniminin etkinligini gosteren
calismalardan 6zellikle 6nemi anlagilan antioksidanlar son zamanlarda en

yaygin yapilan galismalar arasina girmistir. 89193

Assayed ve arkadaslarinin Wistar turt siganlarla yaptigi
calismada, sentetik bocek zehiri olan cypermethrin (CYP)'nin testisteki
toksikolojik  Ozellikleri ve infertilite parametreleri Uzerine etkisini
arastirmiglardir. Ayni ¢calismada dogal elementlerden sarimsak 6zutinun
(GRE) ve C vitamini (VTC) 'nin bdcek ilaci toksisitesine karsi koruyucu
Ozelliklerini de incelenmistir. CYP sonrasi testis dokusu Atessahin ve
arkadaglarinin  ve Lirdi ve arkadaglarinin cisplatin ile yaptigi
calismalardaki bulgulara es deger bulgular elde etmislerdir. Sonug olarak
CYP’ nin erkek uUreme islevlarini olumsuz etkiledigi saptanmistir. Bu
olumsuzluklar anormal spermatozoal parametreleri ve testis dokusunda
histopatolojik degisiklikler olarak gézlenmistir. . Diger bir sonugta GRE ve
VTC ‘nin koruyucu ve iyilestirici etkisinin agikga gd6zlendigidir. Bu
elementlerin  CYP’nin toksikolojik etkisine kargi yalniz verilmesi yada
kombinasyon halinde verilmesi sonucunda sarimsak &6zunin bdcek

zehirinin toksisitesine karsi, vitamin C’den koruyucu 6zelliginin daha fazla
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oldugu saptanmistir. Ayrica her iki dogal maddedin birlikte verilmesinim,

ayri ayi verilmesine karsin daha avantajli oldugu belirtilmistir. 3

Bizde calismamizda antioksidan 6zelligi oldugu bilinen L-

carnitin’in testis Uzerine etkisini arastirdik.

Bir calismada L-carnitin yiklemesinin periferik kanda lenfosit
proliferasyonunu arttirdi§i ve periferik kan lenfositlerini hiicreler tarafindan

aciga cikarilan oksidatif stresten korudugu gésterilmistir. ***

Monti ve aradaslari insan lenfositlerini in vitro olarak H,O, ile
inkiibe etmigler, daha sonra ortama L-carnitin eklemisler ve L-carnitin’in
hdcreleri reaktif oksijen tdrlerinin olusturdugu hasardan korudugunu
bulmuslardir.*?? L-propiyonal karnitinin miyokardi, endoteli ve eritrositleri
peroksidatif hasarlanmadan korudugunu, hasarlanmis hicre membranini
stabilize ettigini ve MDA duzeyinin dustugunu bulan c¢alismalarda

bulunmaktadir.*?®

L-Carnitin’in, serbest radikal kaynakli mitokondrial ve nukleer
DNA hasarina karsi hucreleri korudugu gdsterilmistir. L-carnitin’in yasli
ratlarda oksidan Uretimini azaltmak ve antioksidan durumunu arttirmak
suretiyle, yaslanma esnasinda olusan oksidatif stres aracili DNA hasarini

indirgeyerek mitokondriyal islevleri iyilestirdigi gdsterilmistir. *°°
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Ishii ve arkadaslari 2000 yilinda L-asetil karnitin ilavesinin
kGltire  edilmis noéronlarda DNA fragmantasyonu ve nukleer

kondansasyonu azalttigini bildirmislerdir.*?°

Sundaram ve arkadaslari ise yagsh ratlarin iskelet kaslarinda
artmis olan DNA tek zincir kiriklarinin  L-carnitin uygulamasi ile
azaltilabilecegini gostermiglerdir. Bunlarin yani sira son g¢aligsmalar ile L-
carnitinin, DNA onarici enzim poly (ADP-ribozil) polimeraz'in aktivitesini

arttirdi§ini gosterilmislerdir. *2°

infertil hastalarin seminal sivisinda L-carnitin
konsantrasyonunun azaldigi ve ekzojen L-carnitin tedavisiyle sperm
canlihginin, sperm motilitesinin ve spontan gebelik oraninin arttinildigini
gOsteren calismalar temel alinarak, son zamanlarda erkek infertilitesinin
tedavisinde L-carnitin ve turevlerinin kullanilarak tedavi edilmesi ile ilgili

calismalar hiz kazanmistir. 10410>.106

Zohre Zare ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi calismada,
L- carnitinle muamele edilen farelerde vucut ve testis agirliklar testis
dokusu, sayimi, motilitisi, viabilitisi ve epididimal spermin kromatin kalitesi,
testisin her graminda testikiler spermatid sayis (TSN) ve gunlik sperm
uretimi  (DSP) arastirilmistir. Bu c¢alismada olgun NMRI fareler
kullaniimistir. Deney sonucunda sperm morfolojisi papanicula
boyamasiyla  incelenmistir.Sperm  kromatin  kalitesi  aniline-blue
boyamasiyla incelenmis. Sol testis Bouins solisyonunda histolojik deney
icin fiske edilmis ve H&E ile boyanmis. Sonug olarak L-carnitin uygulanan
normospermi hayvanlarda vicut agirhginda anlamh derecede azalma
g6zlenmis. (p < 0.05). Kromatin kalitesinde ise artis indUklemigtir (p<0.05).

Diger gruplarda ise incelenen parametrelerde anlamli bir degisiklik
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g6zlenmemigtir. Bu sonuglar normal spermatogenezisli farelere L karnitinin
oral uygulanmasinin uUreme sistemine anlamh etkisi oldugunu

gostermektedir.**

Bizde calismamizda, testisler Uzerinde L-carnitin etkisi ve
cisplatinin yol actigi etkilere karsin L-carnitin’in sperm morfolojisine,
seminifer tublle ve spermatogenik hucrelere olan koruyucu etkisini

inceledik.

Spermatozoa normal metabolik aktivitesi sirasinda ROS
uretir. ROS insan spermatozoasinin patofizyolojisinde 6nemli rol oynar.
Bundan dolay oksidatif stres insan infertilitesinde majoér faktor olarak
gérilir. infertil erkeklerin seminal ROS seviyeleri bllyiik oranda yiiksektir.
Spermatozoa ve seminal plazma ylksek oranda ROS temizleyicileri,
Superoksit dismutaz ve katalaz enzimleri igermektedir. Bununla birlikte
spermatozoa ve seminal plazmada farkli antioksidan aktivite gdsteren,
Tokoferol, askorbik asid ve karnitin gibi maddeler de vardir. Bundan dolayi
bircok infertil erkek boyle vitaminler ve vitamin benzeri maddelerle tedavi

edilmektedir, %2124

En fazla L-carnitin konsantrasyonu epididimal sivi igerisinde
olup sirkulasyondaki kandan 2000 kez daha fazladir. Yapilan ¢alismalar
epididim i¢indeki L-carnitin’in spermatozoa maturasyonunda rolt oldugunu

gostermistir, 10419

Bizim ¢alismamizda da karnitin ile tedavi ettigimiz gruplarda,

spermatogenetik htcrelerin  biGtin serileri  (spermatogonia, primer
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spermatosit, sekonder spermatosit ve spermium) izlendi. Calismamizda,
spermatogoniumlara ait apoptotik degisikliklerin L-carnitin tedavisi ile

azaldigi gorulda.

Costa ve arkadaslar L-carnitinin hem kantitatif hem de
kalitatif olarak sperm motilitesini  arttirdigini ve sperm morfolojisinin

diizgiin oldugunu gdstermislerdir. *#’

Claudette Jeulin ve arkadaslarinin yaptidi bir calismada
memelilerin  olgun spermatazoalarinin L- carnitin ve serbest L-carnitini
almasindaki 6nemi agiklanmigtir. Ayrica ayni ¢alismada okaryotik hucre
metabolizmasinda serbest L-carnitinin ve carnitin esterlerinin gorevleri
farkh bir bakis acisiyla desteklenmistir. Yine ayni ¢alismada hicresel
organeller de spesifik carnitin agiltransferazin, yag asitlerinin mitokondriye
tasinmasindaki ve agil koenzim A ( Co-A) 'nin ayarlanmasindaki gorevi
incelenmistir. Memelilerde serbest L-carnitin kan yoluyla alindigi ve

epididimal limende yogunlastigi belirtilmistir. 3’

Topcu ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismaya gére Gama
radyasyonu uygulamasini takiben L-carnitinin germ-hlicre azalmasini
minimalize ettigi belirtilmistir. Ayrica L-carnitinin rat testislerinde hicrelerin
morfolojik hasarlarini azalttigi belirtiimigtir. Morfolojik analizlerde Gama
radyasyonu uygulanmis testislerde germ hucrelerinde duzensizlik ve
azalma, spermatogeneziste duraksama ve germinal epitelde
vakuolizasyon  gobzlenmigken, L-carnitin  uygulamasindan  sonra
radyoterapinin  neden oldugu hasara karsi koruyucu oldugu

saptanmistir.**®
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Antikanserojen ajanlarin pek ¢ogu, oksidan ve antioksidanlar
arasindaki dengeyi bozarak, g¢esitli organ ve dokularda toksisiteye neden

olmaktadirlar. 12%12°

Cisplatin toksisitesine karsi pek ¢ok stratejiler gelistirilmis, es
zamanl olarak koruyucu ajan takviyesiyle cisplatinin yan etkilerini onleyici

pek cok calisma yapilmistir. **°

Aleise ve arkadaslari L-carnitin ile cisplatine bagl
nefrotoksisite arasindaki iliskiyi toplam 40 rattan olusan denek grubunda
arastirdiklari calismada; cisplatin sonrasi bobrek dokusunda total
nitrat\nitrit duzeylerinde artis, total karnitin dlzeylerinde ise azalma
oldugunu, L-carnitin uygulanmasi ile cisplatine bagh gelisen glomeruler ve
tubuler hasarlanmada istatistiksel olarak anlamli derecede duzelme

oldugunu bildirmislerdir. *3*

Srivastava ve arkadaslarinin g¢alismalarinda, cisplatin
tedavisi sonrasi nitrik oksit sentaz artisi ile beraber serum ure ve kreatinin
dizeylerinin ve hedef organlardaki lipid peroksidasyonunun énemli élgtide
arttigini, bu durumun nitrik oksit sentaz enzim inhibitéri tarafindan

onlendigini bildirmislerdir.

Bizde galismamizda  siganlar  Uzerinde  cisplatinin
gonadotoksik etkilerinin L-carnitin ile tedavi olup olmadigini belirlemek

amaci ile arastirmamizi bu yonde yaptik.
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Atessahin ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada cisplatin
induksiyonu ile olusturduklar toksisiteye karsi melotoninin koruyucu
etkisini  arastirmiglardir.  Cisplatin  uygulanan  gruplarda sperm
konsantrasyonunda azalma, sperm motilitesinde azalma, abnormal sperm
oraninda artis bulmuslardir. Cisplatin uygulanan siganlarin seminifer
epitelinde incelme, seminifer c¢apinda azalma, germinal epitelde
desqumasyon sonucu lumende germinal hucre dokuntuleri gorulmus ve

interstisyel alanda 6dem gézlenmistir. ***

Yine ayni g¢alismada cisplatin  gruplarinda lipid
peroksidasyonunda artis oldugu, GSH-Px aktivitesinde azalma oldugu
g6zlenmigtir. Cisplatin verilmis siganlara uygulanan melotonin sonrasinda
ise GSH-Px antioksidan savunma sisteminde artis oldugu, olusan reaktif
oksijen radikallerine karsi koruyucu rol oynadigi, abnormal sperm
oraninda azalma oldugu, sperm motilitesinde, epididimal sperm
konsantrasyonunda cisplatin grubuna goére artis oldugu, isterstisyal
ddemin ise azalmis oldugu bulunmustur. ** Bizim yaptigimiz calismadada

cisplatin uygulanan siganlarda ayni bulgular elde edilmigtir.

Lirdi ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise cisplatin
uygulanan sig¢anlarda amifostinin koruyucu etkisi arastirilmistir. Cisplatin
uygulanan gruplarda tubul capinin azaldigi, interstisyal 6demin arttigi,
lenfatik alan hacminin arttigi, abnormal morfolojiye sahip spermiyumlarin
oldugu goézlenmistir. Abnormal nukler morfolojiye sahip hicrelerin TUNEL
yontemi uygulanarak TUNEL pozitif hdcrelerin  artmis  oldugunu
g6zlemlemislerdir. Seminifer epitelin dejenere oldugu, limende hiicresel
debrislerin oldugu, germinal hicrelerin periferinde fragmente ve kondanse
kromatinlerin oldugu, germinal hicre katmaninda azalma oldugu, tabul

duvarinin inceldigi, spermatogoniumlarin ve primer spermatositlerin
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TUNEL pozitif oldugu, tibul duvarinda kalan spermatogoniumlarin, dev

(giant) spermatogonium formunda oldugu belirtilmistir.**® Bizim
calismamizdada cisplatin uygulanan siganlarda ayni bulgular elde
edilmistir ve cisplatin grubunda TUNEL pozitif hucrelerin fazlaligi dikkati

cekmistir.

Yine ayni c¢alismada cisplatin sonrasi uygulanan amifostin
sonrasl, lenfatik doku hacminin azaldigi, semnifer epitel kalinhginin artmis
oldugu, seminifer ¢capinda artma oldugu, abnormal nuikleer morfolojideki
hicrelerde azalma olmasi bununla birlikte TUNEL pozitif hicrelerin
oraninda azalma oldugu, interstisyel 6demde azalma oldugu bu sebeple

cisplatin sonrasi tedavi edici oldugu belirtiimistir.**°

Yaptigimiz  ¢alismada literatirde  yapilmisi  benzer
¢calismalara benzer sonuglarin elde edildigi, cisplatin sonrasi uygulanan
ekzojen antioksidan olan L-carnitinin tedavi edici 6zelligi oldugu ve
cisplatin grubunda godzlenen hasarin, L-carnitin+cisplatin grubunda

g6zlenmedigi L-carnitin ve Kontrol gruplari ile esdes oldugu bulunmustur.

GUnumuzde kemoterapi alan kanser hastalarinda
kemoterapinin  etkilerinden korunabilmesi ile ilgili c¢aligmalar hiz

kazanmistir.

Gonadotoksik etkiye sebep oldugu bilinen pek ¢ok maddenin
antioksidan destekli tedavi ile kullaniimasi olusabilecek yan etkilere ve
infertilite sorunlarina karsi koruyucu role sahip oldugu kanisini

dogurmaktadir.
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6. SONUG

Deneyin baglangic ve bitis tarihlerinde ratlarin agirhk
Olcumleri yapildi. Deney sonu agirliklarina bakildiginda kontrol grubunda
anlamli bir artis go6zlenirken, L-carnitin, Cisplatin, L-carnitin+Cisplatin
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. Deneysel
cisplatin gonadotoksisitesi olusturulan ratlarin deney 6ncesi ve sonrasi
arasindaki agiliklari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli kilo

kaybi oldugu gozlendi.

Histomorfolojik olarak yapilan degerlendirmelerde ise
Cisplatin grubu testislerde merkezi intersitisyel 6demin oldugu, germ hucre
serilerinin tubul duvarindan ayrilarak lUmende serbest hale geldigi, bazi
tubdllerin lGmeninde hucresel desquamasyonun oldugu gozlendi. Yine
ayni grupta seminifer tibul duvarinda incelme sonucu limen genislemesi
dikkati geken bulgular oldu. Bu bulgularin higbiri kontrol ve yalin L-carnitin
guplarinda go6zlenmezken, L-carnitin+cisplatin  grubunda az miktarda

merkezi 6dem dikkati gekmekteydi.

Spermiyum morfolojileri incelendiginde Cisplatin uygulanan
grupta, bikilmis basl (bend head) spermiyumlar, orta pargca anomalisi
olan kement benzeri (lasso-like ) spermiyumlar, orta pargca (midpeace)
anomalisi olan spermiyumlar, donik orta pargaya sahip (looping
midpeace) spermiyumlarr, sitoplazmik dropletlere sahip spermiyumlar

izlendi.
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Cisplatinin gonadotoksik etkisinin olugturabilecegi apopitotik
etkileri incelemek ve apopitozun hangi yolakla tetiklendigini belirlemek igin
yapillan caspaz isaretlemesi sonucu aktive caspaz 3 uygulamasinda
cisplatin uygulamasinin Uzerinden 72 saat gectigi icin anlamli pozitiflik

saptanmad..

Aktive caspaz 3’'Un aktif caspaz 8 ve 9 kaskadini baslattigi
dusundldu. Caspas 8 ve 9 antikor uygulamalari sonucunda ise kontrol
grubu, yalin L-carnitin grubu ve L-carnitin+cisplatin gruplarinda tutulum
g6zlenmezken, cisplatin grubunda her iki antikorda da spermatogonium
ve spermatosit I'lerde kuvvetli pozitif sitoplazmik tutulum goézlendi. Ancak
pozitif tutulum gdsteren spermatogonium ve spermatosit | hicre sayilari
caspaz 8 grubuna gore caspaz 9 grubunda ¢cok daha fazla sayida oldugu
belirlendi. Bu durumda cisplatin gonadotoksisitesinde apopitozun hem
intrinsik hem de ekstrinsik olarak tetiklendigi ancak caspaz 9 isaretli
hicrelerin daha c¢ok sayida olmasi nedeniyle intrinsik faktorlerin daha
guclu rol oynadigini dustndirdl. Ayni zamanda DNA fragmantasyonunu
belirlemek i¢in yapilan TUNEL boyamasi sonucu cisplatin uygulanan
grupta TUNEL pozitif hlcre sayisinin fazla olmasi cisplatinin testis germ

hicrelerinde apoptozisi indukledigini gosterdi.

Ayrica morfometrik olarak yapilan dl¢gimlerde Cisplatin grubu
ratlarin  testislerindeki tubul c¢aplarinin  kalinligi, diger gruplarla
kargilastirildiginda anlamh olarak farkh oldugu istatistiksel analizlerle
belirlendi. Tubul ¢aplarinin azaldidi ve buna paralel tubul duvar kalinhginin
da azaldigi gozlendi. Kontrol grubu, yalin L-carnitin grubu ve L-
carnitin+cisplatin gruplarinda is tubul c¢aplari ve duvar kalinliklari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Sonug¢ olarak cisplatinin rat testis dokusunda olusturdugu
gonadotoksik etkiler gerek histomorfolojik ve morfometrik, gerekse
apoptotik olarak antioksidan etkileri bilinen L-carnitinin profilaktik olarak

uygulanmasi ile 6nlendigi kanisina varildi.

GuUnumuzde kemoterapi alan kanser hastalarinda testikuler
kok hucrelerin kemoterapinin etkilerinden korunabilmesi ile ilgili calismalar

devam etmektedir.

Bu c¢alisma sonucunda, profilaktik olarak uygulanan L-
carnitin’in, Cisplatin’in gonadotoksik etkisiyle olusan apopitozu engelleyici
etkisi oldugu ve bu konuda vyapilacak olan arastirmalara katki

saglayabilecegi dusuncesine ulasiimigtir.
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7. OZET

Oldukga genis kullanim alanina sahip olan Cisplatin;
urogenital sistem kanserleri, santral sinir sistemi tumorleri, ilerlemis
yumurtalik kanserleri, nonseminomatoz testis tumorleri, mesane, prostat,
serviks, Ozafagus, meme ve bas-boyun kanserleri gibi eriskin ¢agda
gorulen bir ¢ok kanser turinin yani sira, ndroblastom, Wilms tumoru,
hepatoblastoma, beyin timorleri, germ hucreli timor, osteosarkom gibi
pek c¢ok cocukluk c¢agr tumoérinun de tedavisinde yaygin olarak

kullaniimaktadir. &2

Cisplatin’in  glcli  antitimoéral  aktivitesine  ragmen,
gonadotoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi sik goérilen ve
istenmeyen, doz sinirlayici yan etkileri belirtiimistir. °®” Cisplatin hiicre
icerisine girdikten sonra bir¢ok sinyal ileti yolagini aktive ederek hucrede
apopitoz, nekroz, oksidatif stres, fibrogenez, inflamasyon, hipoksi ve

mitokondriyal hasara yol agarak ROS (iretimini arttirir. 1*8

Bu calismada cisplatin uygulanan siganlarin testis
dokusunda olusabilecek yapisal degisikliklere karsin, antioksidan 6zelligi
oldugu bilinen L-carnitin’in koruyucu etkilerinin incelenmesi amagclandi.
Organlarin degerlendiriimesi eregiyle dokulara histokimyasal olarak
morfometri ve histomorfoloji analizleri igin hematoksilen-eosin (H&E)
boyama, immunohistokimyasal olarak caspaz 3, 8, 9 ve TUNEL yontemi
uygulandi. Ayrica TESE yontemi ile sperm morfolojileride incelendi.
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Yapilan degerlendirmelerde  Cisplatin uygulanan grupta
istatistiksel olarak anlamh kilo kaybi  oldugu, testislerde merkezi
intersitisyel odemin oldugu, germ hucre serilerinin tubul duvarindan
ayrilarak limende serbest hale geldigi, bazi tubullerin [Gmeninde hicresel
desquamasyonun ve seminifer tubdl duvarinda incelme sonucu limen
genislemesinin oldugu goézlendi. Sperm morfolojilerin ise anormal oldugu
dikkati cekti.

L-carnitin+cisplatin grubunda ise bu bulgularda anlaml

derecede azalma oldugu tespit edildi.

Sonug¢ olarak cisplatinin rat testis dokusunda olusturdugu
gonadotoksik etkiler gerek histomorfolojik ve morfometrik, gerekse
apoptotik olarak antioksidan etkileri bilinen L-carnitin’in profilaktik olarak

uygulanmasiyla onlendigi kanisina varildi.

Gunumuzde kemoterapi alan kanser hastalarinda testikller
kok hucrelerin kemoterapinin etkilerinden korunabilmesi ile ilgili galismalar

devam etmektedir.

Bu calisma sonucunda, profilaktik olarak uygulanan L-
carnitin’in, Cisplatin’in gonadotoksik etkisiyle olusan apopitozu engelleyici
etkisi oldugu ve bu konuda vyapilacak olan arastirmalara katki

saglayabilecegi dusuncesine ulasiimigtir.
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8. SUMMARY

Cisplatin with a wide usage area, is used widely in the
treatment of various cancer types which can be seen in the adults such as
the urogenital system cancers, central nervous system tumours, advanced
ovarian cancers, nonseminomatosis testis tumours, vesica urinaria,
prostate, cervix, esophagus, breast and head and neck cancers as well as
the various childhood tumours such as the neuroblastoma, Wilms tumour,

hepatoblastoma, brain tumours, germ cell tumours, osteosarcoma. %2

Despite the strong antitumor activity of cisplatin, some
frequently seen and unintended, dose limiting adverse effects are
specified such as gonadotoxity, nephrotoxicity and neurotoxicity. °®®’ After
cisplatin enters in the cell, it activates lots of signal conduction pathways
and increases ROS production by causing apoptosis, necrosis, oxidative
stress, fibrogenesis, inflammation, hypoxy and mitochondrial damage in

the cell. 18

In this study, it is aimed to evaluate the protective effects of
L-carnitine which is known with its antioxidant properties, on the structural
changes which can occur on the testis tissues of the cisplatin-applied rats.
In order to evaluate the organs; H&E, caspase 3, 8, 9 and TUNEL
methods as immunochemically are applied on the tissues for their
histochemical morphometry and morphology analysis. Also their sperm

morphologies are evaluated by the TESE method.

In the evaluations performed,; it is observed that statistically

significant weight loss is present in the Cisplatin-applied group, central
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interstitial edema is present in the testis, the germ cell series are
separated from the tubule wall and they are free in the lumen, in the lumen
of some tubules, a cell desquamation is present, and giant
spermatogonium forms are observed in some of the spermatogoniums
which cannot be separated from the tubule wall, lumen extension is seen
as a result of the dilution on the seminiferous tubule wall, and the sperm

morphologies are seen abnormally.

In the L-carnitine+cisplatin group, it is determined that a

significant decrease is present in these findings.

As a result, it is decided that the gonadotoxic effects which
cisplatin has formed on the rat testis tissues have prevented the
antioxidant effects of the gonadotoxic effects both by morphologically and
morphemetrically and by apoptotically by the prophylactic application of

known L-carnitine.

Today, the studies regarding to the protection of the
testicular root cells of the cancer patients receiving chemotherapy against

the effects of chemotherapy still continue.

As a result of this study, we think that the preventive effect of
the prophylactically applied L-carnitine on the apoptosis which is formed
by the gonadotoxic effect of cisplatin can contribute in the investigations

performed about this subject.
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