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Kemoterapi kanser tedavisinde başarı oranını ciddi şekilde arttırmaktadır, fakat testis dahil olmak üzere birçok sağlıklı organda toksisiteye neden olmaktadır. Bu çalışmanın amacı, birçok kanser türünün tedavisinde kullanılan Adriamycin’in (ADR) sıçan testislerinde pluripotensinin düzenlenmesi ve sürdürülmesi üzerindeki etkilerinin araştırılmasıdır. 
Bu amaçla, 30 adet 8-12 haftalık 100-200 gr ağırlığında Wistar Albino ırkı erkek sıçanlarda ADR uygulaması ile testis hasarı indüklendi. Sıçanlar Kontrol (n=10), Kronik ADR (n=10, 2 mg/kg ADR, her 3 günde 1, 30 gün boyunca) ve Akut ADR (n=10, 15 mg/kg, tek doz ADR) olmak üzere 3 gruba ayrıldı. Histopatolojik incelemeler için seminifer tübüllerdeki hasar skorlandı ve seminifer tübül çapları ölçüldü. Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL ekspresyon seviyeleri immünohistokimyasal boyamalar ve Gerçek Zamanlı PZR ile belirlendi. Ayrıca, serum testosteron seviyeleri ELISA yöntemi ile ölçüldü. 
Deney sonunda, ADR gruplarında testiküler hasar skorunun ve seminifer tübül çaplarının daha düşük olduğu gözlendi. Oct-4, Sox2, Klf4 ve UTF1 ekspresyonlarının ADR gruplarında önemli ölçüde azaldığı görüldü. Ayrıca, ADR gruplarında spermatogenik hücrelerde ve Leydig hücrelerinde c-Myc ekspresyonunun anlamlı şekilde arttığı gözlendi. DAZL ekspresyonlarının ise Kronik ADR grubunda azaldığı, Akut ADR grubunda ise arttığı belirlendi. Ayrıca ADR gruplarında serum testosteron seviyelerinin de azaldığı belirlenmiştir. Sonuçlarımız ADR’nin sıçan testislerinde pluripotensinin düzenlenmesi ve sürdürülmesi üzerinde zararlı etkileri olduğunu göstermektedir.
Anahtar Kelimeler: Adriamycin, Kemoterapi, Pluripotensi, Testis hasarı.
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Chemotherapy significantly increases the success rate of cancer treatment, but causes toxicity in healthy organs, including testis. The aim of this study is to investigate the effects of Adriamycin (ADR), which is used in the treatment of many cancer types, on the regulation and maintenance of pluripotency in rat testes.
For this purpose, testicular damage was induced by ADR administrations in 8-12 weeks old 30 male Wistar Albino rats weighing 100-200 g. Rats were divided into three groups: Control (n=10), Chronic ADR (n=10, 2 mg/kg ADR every 3 days for 1, 30 days) and Acute ADR (n =10, 15 mg/kg, single dose ADR). For histopathological examinations, damage in the seminiferous tubules was scored and seminiferous tubule diameters were measured. Expression levels of Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 and DAZL were determined by immunohistochemical staining and Real-Time PCR. Moreover, serum testosterone levels were measured by ELISA assay.
At the end of the experiment, it was observed that testicular damage score and seminiferous tubule diameters were significantly lower in ADR groups. Expressions of Oct-4, Sox2, Klf4 and UTF1 were significantly decreased in the ADR groups. In addition, a significant increase in c-Myc expression was observed in spermatogenic cells and Leydig cells in ADR groups. On the other hand, DAZL expressions decreased in the Chronic ADR group and increased in the Acute ADR group. It was also determined that serum testosterone levels decreased in ADR groups. Our results show that ADR has detrimental effects on the regulation and maintenance of pluripotency in rat testes.
Keywords: Adriamycin, Chemotherapy, Pluripotency, Testis damage.
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ADR: 		Adriamycin
AMH: 		Anti-Müllerian hormonu
cDNA: 	Komplementer DNA
c-Myc: 	Miyelositomatosis viral onkogen 
CT: 		Döngü eşiği
DAB: 		Diaminobenzidin
DAZL: 	Azoospermide silinmiş-benzeri 
DNA: 		Deoksiribonükleik asit
DOX: 		Doksorubisin
EGH: 		Embriyonik germ hücresi
EKH: 		Embriyonik kök hücre
ELISA: 	Enzim ilişkili immunosorbent yöntem
H2O2: 		Hidrojen peroksit
IPS: 		İndüklenebilir pluripotent kök hücre
İHK: 		İmmunohistokimyasal
İPKH: 		İndüklenebilir pluripotent kök hücre
JTBS: 		Johnsen’in testiküler biyopsi skorlaması.
Klf4: 		Kruppel-benzeri faktör 4
LH: 		Luteinizan hormon
mg: 		Miligram
ml: 		Mililitre
mRNA:	 Mesajcı ribonükleik asit
ng: 		Nanogram
oC: 		Santrigrat derece
Oct-4: 		Oktomer bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4
PBS: 		Fosfat tamponlu salin
PCR: 		Polimeraz zincir reaksiyonu
pg: 		Pikogram
PGH: 		Primordiyal germ hücresi
PZR: 		Polimeraz zincir reaksiyonu
qPCR: 		Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
RNA: 		Ribonükleik asit
rpm: 		Dakikadaki devir sayısı
Rt-PCR: 	Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu
SKH: 		Spermatogonyal kök hücre
Sox2: 		SRY ilişkili yüksek hareketliliğe sahip box proteini 2 
SRY: 		Cinsiyet belirleyici bölge Y
UTF1: 		Farklılaşmamış embriyonik hücre transkripsiyon faktörü 1
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[bookmark: _Toc459907868]GİRİŞ

[bookmark: _Toc487809997]Pluripotensi hücre biyolojisinde ‘birçok şeye yetenekli’ anlamına gelen Latince ‘pluripotentia’ kelimesinden türetilmiştir. Pluripotensi terimi bir hücrenin organizmanın tüm hücrelerine dönüşebilme yeteneğine sahip olan embriyonik kök hücreler (EKH) ve indüklenmiş pluripotent kök hücreler (İPKH) için kullanılmaktadır. Fakat hücresel pluripotensi sadece EKH ve İPKH için değil, üç germ yaprağının hücrelerine de dönüşebilen ancak tam bir pluripotent hücre karakteristiği göstermeyen hücreler için de kullanılan bir terimdir [1].
Erişkin testis dokusunda spermatogonyum olarak adlandırılan spermatogonyal kök hücre hattı, mitoz bölünme ile sayılarını arttırmaya ve mayoz ve spermiyogenez aracılığıyla da sperm üretimine devam etmektedirler. Kendini yenileme ve farklanma özelliğine sahip olan spermatogonyumlar pluripotent olarak kabul edilirler. Spermatogonyumlar ile yapılan çalışmalar, bu hücrelerin bazı  transkripsiyon faktörlerinin ektopik ifadesiyle indüklendiklerinde endoderm, mezoderm ve ektodermden gelişen dokulara dönüşebildiğini göstermiştir [2]. Bu faktörlerin testis dokusunda spermatogenez aracığıyla sperm oluşumu esnasında, hücrelerin bölünmesinde ve farklılaşmasında kritik rol oynadıkları bilinmektedir [3]. 
Tamamen olgunlaşmış olan doku ve organlarda son halini almış olan hücreler bir hücre türünden diğerine nadiren dönüşürler. Fakat somatik hücreler, Yamanaka faktörleri olarak da adlandırılan Oktomer bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4 (Oct-4), SRY ilişkili yüksek hareketliliğe sahip box proteini 2 (Sox2), Kruppel-benzeri faktör (Klf4) ve Miyelositomatosis viral onkogen (c-Myc) gibi transkripsiyon faktörlerinin ektopik ifadesi ile pluripotensiye zorlanabilmektedirler [4]. 
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Yamanaka transkripsiyon faktörlerinin ifadeleri, İPS hücrelerinin birçok farklılaşmış somatik hücreye dönüşümünü sağlamaktadır [5]. Bu transkripsiyon faktörlerinden Oct-4, eşey hücrelerinin hayatta kalmasında iç hücre kütlesinin pluripotensisinin devamının
sağlanmasında kritik rol oynamaktadır. Ayrıca Oct-4 primordiyal germ hücrelerinde ve erişkin gonatlarda da yüksek seviyelerde ifade edilmektedir [6, 7]. Sox2 yüksek hareketliliğe sahip box proteinidir ve cinsiyet belirleyici gen olan SRY ile ilişkili genlerin görüntülenmesi sırasında tanımlanmıştır. Oct-4 ve Sox2 pluripotensiyi ve farklılaşmayı indükleyici olarak birlikte görev yapan transkripsiyon faktörleridir [8]. Klf4, hem farklılaşmadan çoğalan hücrelerde hem de son halini almış farklılaşmış hücrelerde yüksek miktarda ifade edilmektedir. İndüklenmiş pluripotent kök hücreler ile yapılan çalışmalarda Klf4’ün bu hücrelerin proliferasyonuna katkıda bulunduğu belirlenmiştir. Ayrıca Klf4 deri, kolon ve testis gibi mitotik aktivitenin yüksek olduğu olgunlaşmış dokularda da yüksek seviyede ifade edilmektedir [9]. Klf4, İPKH ve EKH’lerde ifade edilen Oct-4 ve Sox2 ile direkt olarak ilişki kurmaktadır. Klf4, Oct-4 ve Sox2’nin direkt interaksiyonu bu transkripsiyon faktörlerinin down-regulasyon ve yeniden programlama fonksiyonlarının olduğunu göstermektedir Ek olarak, c-Myc transkripsiyon faktörü tüm hücre tiplerinin replikasyonu ve başarılı bir hücre büyümesi için gereklidir [10]. c-Myc aynı zamanda Oct-4, Klf4 ve Sox2 ile moleküler ilişki halindedir ve c-Myc’in pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığının sağlanmasındaki rolü daha çok apoptoz ile ilişkilendirilmiştir [11]. 
Yamanaka transkripsiyon faktörlerine ek olarak, bir başka pluripotensi ilişkili gen olan Farklılaşmamış embriyonik hücre transkripsiyon faktörü 1 (UTF1)’in EKH’de, embriyonik karsinomada ve primordiyal germ hücrelerinde ifade edildiği belirlenmiştir [12, 13]. Yetişkin farelerde UTF1 ifadesi sadece ovaryum ve testiste belirlenmiştir [14]. DAZL (Deleted in Azoospermia-like) ise spermatogoniumlar için multifonksiyonel fakat yüksek derecede spesifik bir markerdir. Eşey hücrelerinin devamlılığının sağlanmasında ve farklılaşmalarında kritik rol oynamaktadır. DAZL testiste translasyonun doğru regülasyonu için gerekli olan bir faktördür [15].
Kanser hastalığı hücrelerin anormal şekilde çoğalması ile karakterize edilen ve dünyada en yüksek moraliteye sahip olan hastalıktır. Kemoterapi, direkt veya indirekt olarak hücrelerin proliferasyonunu engelleyen ve kanser tedavisinde hem cerrahi ve radyoterapi ile birlikte, hem de tek başına kullanılabilen bir tedavi yöntemidir. Fakat kemoterapide kullanılan ajanların birçoğu sağlıklı dokularda toksik etkiler oluşturmaktadır. Adriamycin (ADR, Doxorubicin-DOX) lenfoma, mesane ve göğüs kanseri gibi birçok kanser türünün tedavisinde akut ve kronik doz uygulamaları ile yaygın olarak kullanılan antrasiklin antibiyotiklerden biridir. ADR hızlı çoğalan kanser hücrelerinde DNA ile interkalasyon yaparak topoizomeraz-II enziminin devamlılığını ve dolayısıyla DNA replikasyonunu engellemektedir [16]. Kanser tedavisindeki olumlu etkilerinin yanı sıra ADR, sağlıklı dokularda quinon tip serbest radikallerin oluşumunu arttırarak sitotoksik etki de oluşturmaktadır [17]. Bu etkiler arasında kardiyak disfonksiyon, nefrotoksisite ve testiküler toksisite bulunmaktadır [18]. ADR’ye bağlı testiküler toksisitenin mekanizması oksidatif stress indüksiyonu, proinflamatuvar sitokinlerin artan salınımı ve spermatositlerdeki apoptozisin indüklenmesidir. Bu etkiler gonad hasarına neden olabilmekte ve erkek fertilitesini ciddi derecede etkilemektedir [19].
Birçok çalışmada, ADR’nin neden olduğu testis hasarının oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, inflamasyon ve hücresel apoptoz ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür. Bununla birlikte, ADR kaynaklı testis hasarının pluripotensinin düzenlenmesi ve sürdürülmesi üzerindeki etkileri net bir şekilde açıklanamamıştır. Bu tez çalışmasının hipotezi, ADR’nin testis dokusunda meydana getirmiş olduğu hasarın testiküler pluripotensi üzerinde de olumsuz etkilere sahip olduğudur. Bu amaçla, ADR ile oluşturulan testis hasarının pluripotenside rol oynayan Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL ekspresyon seviyeleri üzerine etkileri araştırılmış ve böylece ADR tedavisinin yan etkilerinin aydınlatılması konusunda literatüre katkı amaçlanmıştır.


1.  BÖLÜM

[bookmark: _Toc63266582]GENEL BİLGİLER ve LİTERATÜR ÇALIŞMASI
[bookmark: _Toc63266583]1.1. TESTİS
Erkek üreme sistemi bir çift testis, üretilen spermler için depo ve boşaltım görevi gören genital kanal sistemi (tubuli seminiferi, tubuli rekti, rete testis, duktus efferens, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus ve üretra) ve bu kanalların etrafında bulunan yardımcı bezler (seminal vezikül, prostat ve Cowper bezleri) ve penisten oluşmaktadır [20] (Şekil 1.1).
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[bookmark: _Toc63266683]Şekil 1.1. Erkek genital sistemi oluşturan organ ve kanalların şematik görünümü [21].
[bookmark: _Toc63266584]1.1.1. Testis Embriyolojisi
Gelişmekte olan embriyonun cinsiyeti döllenme esnasında eşey kromozomları aracılığıyla (XX veya XY) genotipik olarak belirlenmektedir. Fakat dişi veya erkek gonadlara ait fenotipik özellikler gelişimin 7. haftasına kadar ayırt edilememektedir [22].
Abdominal kavitenin posterior duvarında ve peritonun arka tarafında boşaltım sistemi ile ilişkili olarak gelişen testisler üç farklı kaynaktan köken almaktadırlar:
1. Ara mezoderm: Karın duvarının arka tarafındaki ürogenital kabarcıkların, Leydig hücrelerinin ve miyoid hücrelerin kaynağını oluşturmaktadır.
2. Mezodermal epitel: Ürogenital kabartıların iç yüzeyinin epitelini oluştururlar. Ayrıca Sertoli hücreleri mezodermal epitelden köken almaktadırlar.
3. Primordiyal germ hücreleri: Vitellus kesesinden köken alırlar ve ürogenital kabartılara göç ederler. Bu bölgede bölünmeler geçirerek spermatogonyumları oluştururlar. 
Primordiyal germ hücrelerinin genital kabartıların bulunduğu bölgeye migrasyonu, buradaki mezodermal ve sölomik mezotel hücrelerinin proliferasyonunu indüklemektedir. Bunun sonucunda primer eşey kordonları oluşmaktadır. Bu aşamada bu kordondaki hücreleri primordiyal germ hücreleri, öncü Sertoli hücreler ve bu hücreleri dıştan çevreleyen miyoid hücre tabakası oluşturmaktadır. Primer eşey kordonları daha sonra tubuli seminiferi, tubuli rekti ve rete testis gibi yapıları oluşturmaktadır [23] (Şekil 1.2).
Gonadların gelişimi 5. haftadan itibaren morfolojik olarak gözlenmeye başlamaktadır. Öncelikle mezonefroz tipteki böbreğin orta kısmında mezotel tabakasının altındaki mezenşim hücrelerinin çoğalması ile gonadal kabartılar meydana gelmektedir. Daha sonra kısa süre içerisinde gonadal kabartıların altında bulunan mezenşim içerisine epitelyal kordon invajinasyonu gerçekleşir. Gonadların bu farklılaşmamış formu, dışta korteks içte medulladan oluşmaktadır [24].
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[bookmark: _Toc63266684]Şekil 1.2. Embriyonik testis gelişim evrelerinin şematik görünümü [23].
a. Gelişimin 5. haftasında farklılaşmamış gonadların görünümü.
b. Primer eşey kordonlarından köken alan seminifer kordonların oluşumu.
c. Testis gelişiminin son aşamaları.
Testisler, embriyonik gelişimin erken evrelerinde abdominal duvarın posteriyorunda bulunan ve hem erkek hem de dişi cinsiyet özelliklerini barındıran farklılaşmamış primordiyumlar şeklindeki ürogenital kabartılardan gelişirler. Bu dönemde embriyo her iki cinsiyete de gelişebilecek potansiyeldedir. Fakat Y kromozomu üzerinde bulunan SRY geninin ifadesi, embriyonun erkek özellikleri kazanmasını indükler. Özellikle öncü Sertoli hücrelerinde SRY geni yüksek miktarda ifade edilmektedir. Farklılaşmamış primordiyumların testisi oluşturacak şekilde gelişimini indükleyen testosteron hormonu Leydig hücreleri tarafından üretilmektedir. Leydig hücreleri de seminifer kordonları birbirinden ayıran mezenşimden köken almaktadır. Ayrıca testosteron hormonu erkek üreme sistemine ait kanalları oluşturan Wolff kanallarının gelişiminden de sorumludur. Eş zamanlı olacak şekilde, seminifer kordonlarda farklılaşan Sertoli hücreleri de bir diğer önemli hormon olan Anti-Müllerian Hormonu (AMH) ifade etmektedirler. Yüksek moleküler ağırlığa sahip olan AMH, Müller kanalındaki (paramezonefrik kanal) hücre proliferasyonunu engellemekte, dişi genital organ ve kanallarının gelişimini inhibe etmektedir [23].
Gelişimin 4. ayında, seminifer kordonlar at nalı halini alır ve bu yapının uç kısımları rete testis ile birleşmektedir. Bu evrede artık seminifer kordonların iç kısımlarını primitif germ hücreleri ile bu hücrelere metabolik ve fiziksel destek sağlayan Sertoli hücrelerinden meydana gelmektedir. Seminifer kordonlar arasında bulunan ve bu bölgeyi dolduran mezenşimden köken alan Leydig hücreleri, seminifer kordonların farklılaşmaya başladığı ilk andan itibaren gelişmektedirler. Leydig hücreleri embriyonik gelişimin 8.  haftasından itibaren testosteron üretmeye başlarlar. Bu aşamada testisler artık erkek cinsiyet organ ve kanalların gelişimini ve fonksiyonlarını etkileyecek hale gelmiştir.
Ergenlik dönemine kadar kapalı halde bulunan seminifer kordonların lümenleri hormonların etkisiyle açılarak seminifer tübüllere dönüşürler. Lümenleri açılır açılmaz seminifer tübüller rete testis ile birleşir ve duktus efferensler ile devam ederler. Aslında duktus efferensler mezonefrik kanal sistemden geriye kalan üriner tübüllerdir.  Bu kanallar rete testisi Wolff kanallarına bağlayan yapılardır [22].
Gelişimin ilk dönemlerinde abdominal kavitede bulunan testisler 26. haftaya gelindiğinde testis torbasına (skrotum) göç etmektedirler. Testislerin bu hareketini skrotum ile testislerin inferior kutupları arasındaki bağlantıyı oluşturan ligament olan gubernakulum gerçekleştirmektedir. Testosteron etkisiyle gubernakulumun kısalması ve abdominal kavitenin skrotumdan ayrı gelişmesi sonucu testisler, bu iki yapı arasında geçit görevi gören inguinal kanal aracılığıyla skrotuma yerleşirler. Bu göç esnasında her bir testis duktus deferens ile ilişkili kan damarları, lenf damarları ve sinirler de skrotuma doğru hareket etmektedirler. Skrotum içerisindeki sıcaklık vücut sıcaklığının yaklaşık 2-3 C altındadır ve bu sıcaklık spermatogenez için hayati öneme sahiptir [23]. 
[bookmark: _Toc63266585]1.1.2. Testis Anatomisi
Testisler, skrotum içerisinde funikulus spermatikus ile asılı halde bulunan bir çift genital organdır [25].
[image: Ä°lgili resim]Şekil 1.3. Erkek üreme sistemi anatomisi [26].



Testislerin içerisinde bulunduğu kese olan skrotum, iç kısımda septum skroti tarafından iki bölüme ayrılmıştır. Oval şekle sahip olan testisler ise yetişkinlerde yaklaşık 4-5 cm boya, 2.5 cm genişliğe ve 3 cm kalınlığa sahiptir. Skrotum içerisinde dik bir duruşa sahip olmayan testisler anteroposteriyor düzlemde hafif eğik pozisyonda durmaktadır ve hareket esnasındaki çarpışma ve sürtünmeleri önlemek amacıyla biri diğerinden (genellikle sol) daha aşağı seviyededir [25].
Dıştan tunica albuginea adı verilen kalın ve sağlam bir fibröz örtü ile sarılı halde bulunan testislerin facies lateralis ve facies medialis olmak üzere dış ve iç yüzü, margo anterior ve margo posterior olmak üzere ön ve arka kenarları ve extremitas inferior ve extremitas superior olmak üzere alt ve üst uçları bulunmaktadır. Epididimis margo posteriora tutunmaktadır. Tunica albuginea esneme özelliği göstermez ve testisin arka kenarında bez içerisine sokulur ve tam olmayan bir septum meydana getirmektedir. Bu septum mediastinum testis olarak tanımlanmaktadır ve testis kanalları ile testise giren ve çıkan damarlar bu bölgede bulunmaktadır. 
Tunica albuginea periferden mediastinum bölgesine doğru septumlar (septula testis) göndererek testisi yaklaşık olarak 200-300 lobüle (lobuli testis) ayırmaktadır. Bu septumları oluşturan bağ dokusu içerisinde Leydig hücreleri (intersitisyel hücreler) bulunmaktadır. Lobuli testis parankiması üreme hücrelerini meydana getiren tubuli seminiferi kontorti (seminifer tübüller) adı verilen kıvrımlı kanallar meydana getirmektedir. Bu kanallar mediastinum testise doğru ilerledikçe düz bir hal alırlar ve bu bölgede birleşerek tubuli seminiferi recti adı verilen 1.5 mm kalınlığındaki düz kanalları meydana getirirler. Daha sonra bu kanallar da birleşir ve ağ yapısındaki rete testisi (Haller ağı) oluştururlar. Rete testisi epididimise bağlayan 12-15 adet kanallara ise ductuli efferentes testis adı verilmektedir. Bu kanallar ise caput epididimis bölgesinde ductus epididimis adı verilen kanallara açılmaktadırlar.
Epididymis spermatozoonların depo edildiği ve gelişiminin tamamlandığı bölgedir. Testislerin margo posterior bölgesine tutunan epididimis yaklaşık 6 m uzunluğunda olan duktus epididimisin yumak halinde bir araya toplanmasıyla oluşmaktadır. Epididimis caput epididimis (üst parça), corpus epididimis (orta bölge) ve cauda epididimis (alt parça) olmak üzere üç bölgeden meydana gelmektedir.
Ductus deferens yaklaşık olarak 40-50 cm uzunluğunda olan ve cauda epididymis bölgesinden ductus ejakulatoryusa uzanan bir borudur. Kalın bir duvara sahip olan ductus deferensin görevi epididimiste depolanan spermatozoonların ductus ejakulatoryusa taşınmasını sağlamaktır. Ductus epididymis 4 kısımdan oluşmaktadır. Cauda epididimis bölgesinden sonra gelen ve testisin arka kenarı uzunluğunca yükselen kısım pars epididimica, canalis inguinalis içinde ilerleyen kısım pars inguinalis, pelvisten dışa ve aşağıya uzanan parçası pars pelvina ve mesane tabanında yer alan genişlemiş kısım ise ampulla ductus deferentis olarak isimlendirilmektedir. 
Ampulla ductus deferensin son kısımlarındaki lümen daralır ve prostatanın tabanında bulunan seminal veziküllerin kanalı ile dar bir açı yapacak şekilde birleşerek ductus ejakulatoryusu oluşturmaktadır. Yaklaşık 2 cm uzunluğundaki ductus ejakulatoryus prostat içinde üretraya açılmaktadır.
Testislerin kanlanması abdominal aortun bir dalı olan aorta testicularis tarafından gerçekleştirilmektedir. Venler ise ilk olarak funiculus spermaticusu saran plexus pampiniformisi meydana getirirler, daha sonra birleşerek vena testicularisi oluşturmaktadırlar. Sağ taraftaki vena testicularis vena cava inferiora, sol vena testicularis ise vena renalis sinistraya açılmaktadır [27] (Şekil 1.3).
[bookmark: _Toc63266586]1.1.3. Testis Histolojisi
Testis en dıştan üç tabakalı kalın bir bağ dokusu kapsülü ile çevrilidir. Bu kapsülün dış tabakası tunika vaginalis, orta tabakası tunika albuginea ve iç tabakası tunika vaskuloza olarak isimlendirilmektedir. Kapsül testisin margo posterior bölgesinde kalınlaşır ve organın içine doğru girerek mediastinum testisi oluşturmaktadır. Bağ dokusu yapısındaki bu septumlar testisleri yaklaşık olarak 200-300 lobüle ayırmaktadır. Her lobül içerisinde 1-4 adet kıvrımlı ve iyi paketlenmiş seminifer tübüller ve bu tübüllerin arasını dolduran ve Leydig hücrelerini (intersitisyel hücreler) ihtiva eden bağ dokusu stroması bulunmaktadır (Şekil 1.4).
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[bookmark: _Toc63266686]Şekil 1.4. Testisin şematik görünümü ve seminifer tübülün mikroskobik görüntüsü [21].
a. Testis ve testise ait kanalların sagittal kesit görüntüsü.
b. Seminifer tübülün enine kesitinin mikroskobik görüntüsü.
Testisin ekzokrin bölgesini oluşturan seminifer tübüller yaklaşık olarak 150-250 m çapında ve 30-70 cm boyundadırlar ve kıvrımlı yapıları sayesinde lobül içerisinde sıkı bir şekilde paketlenmiştir. Tüm hücre sekresyonu şeklinde ürettikleri spermatozoonlar sayesinde holokrin salgı yapan bezler olarak kabul edilmektedirler. Piramit şeklindeki lobüllerin uç bölgelerinde seminifer tübüller küçülerek tubuli rekti adı verilen kısa kanallara dönüşür. Daha sonra bu küçük kanallar geniş bir kanal ağı olan rete testis ile birleşir. Rete testisin dalları ductuli efferentes aracılığıyla epididimisin baş bölgesi olan caput epididimise bağlanır [23, 28-32].
[bookmark: _Toc63266587]1.1.3.1. Seminifer Tübüller
Seminifer tübül duvarı histolojik olarak bir bazal membran üzerine yerleşmiş germinal epitelden ve bunların altında bulunan lamina propria tabakasından oluşmaktadır. Bazal membran germinal epitel ile direkt ilişki halindedir ve bazal membranda bulunan tip I ve tip IV kollajen ile laminin Sertoli hücreleri tarafından sentezlenmektedir. Lamina propria üç tabakadan meydana gelmektedir. Dış tabaka peritübüler salgı yapan 3-7 tabakalı ve mekik şekilli hücreler ile karakterizedir. Orta tabaka 3-5 hücre tabakası içeren miyoid veya miyofibroblastlar olarak adlandırılan düz kas hücrelerini barındırmaktadır. İç tabaka ise bazal membran ile ilişki halindedir ve bol miktarda kollojen içermektedir (39, 40). Miyoid hücreler memelilerin tamamında bulunmaktadır fakat bu hücrelerin dokulardaki yerleşimleri türden türe farklılık göstermektedir. Kemirgenlerde bu hücreler tek tabaka olarak görülmektedir. İnsanlarda ve bazı hayvanlarda seminifer tübüllerin bazal katmanında çok sayıda hücresel tabakalanma gözlenmektedir. Ayrıca miyoid hücre sitoplazmasında çok sayıda türe spesifik bir şekilde düzenlenmiş aktin filamanları ayırt edilmektedir. Miyoid hücre iskeleti aktin, miyozin, dezmin ve vimentin proteinlerinden oluşmaktadır [33, 34]. Miyoid hücreler seminifer tübüllerin kontraksiyonundan sorumludurlar ve henüz hareket özelliği kazanmamış olan spermlerin lümendeki hareketine katkıda bulunurlar. Bunun yanı sıra Sertoli hücreleriyle mezenşimal epitel hücreleri arasındaki etkileşimi sağlamaktadır [35, 36]. 
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Seminifer epitel Sertoli hücreleri ve spermatojenik hücre serisinden oluşmaktadır [23].
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Bazal membran üzerine yerleşmiş prizmatik veya düzensiz şekilli hücrelerdir. Spermatojenik hücre serisine metabolik desteklik sağladıklarından dolayı ‘hemşire hücre’ olarak da isimlendirilir [37, 38]. Ergenlik dönemine kadar seminifer tübüldeki birincil hücreler Sertoli hücreleridir. Fakat ergenlik döneminden sonra seminifer tübüllerdeki hücrelerin çoğunu spermatojenik hücreler oluşturmaktadır. Yaşlılık döneminde spermatojenik hücre serisindeki hücrelerin sayılarının azalmasıyla birlikte, Sertoli hücreleri ergenlik dönemi öncesine benzer şekilde seminifer tübülün birincil hücreleri olmaya başlar [39].  Erişkin sıçanlarda her bir testiste yaklaşık 20-46 milyon, tavşanlarda 24 milyon, farelerde 110 milyon ve insanlarda 41 milyon Sertoli hücresi bulunmaktadır [40]. 
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Seminifer tübüllerin içerisinde bulunan ve bazal membran ile lümen arasında 4-8 katlı bir hücre serisi oluşturan hücrelerdir. Spermatojenik serideki hücreler proliferasyon ve farklılaşma yeteneği yüksek olan hücrelerdir ve nihayetinde spermatozoonları oluşturan farklı aşamalardaki hücrelerden meydana gelir. Primordiyal germ hücrelerinden farklılaşan hücrelerden spermatozoonların oluşmasına kadar geçen dönem spermatogenez olarak adlandırılmaktadır. Spermatogenez esas olarak üç evreden oluşmaktadır. Bunlar; spermatositogenez, mayoz evresi ve spermiyogenez evreleridir [20].
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Canlıların gelişimi haploid kromozoma sahip erkek ve dişi eşey hücrelerinin fertilizasyonu sonucu meydana gelen zigot ile başlar. Eşey hücrelerinin oluşumu yalnızca diploid kromozoma sahip gametlerde mayoz bölünme sonucu gerçekleşen bir olaydır. Erkeklerde ergenlik dönemi ile birlikte olgun erkek eşey hücrelerinin oluşması spermatogenez olarak isimlendirilmektedir. Bu olay spermatogonyumların bölünüp farklılaşarak spermatozoonları oluşturmasına kadar geçen dönemi kapsamaktadır. Spermatositogenez spermatogonyumların öncelikle mitoz bölünme geçirmesi sonucu primer spermatositlerin oluştuğu dönemdir. Primer spermatositlerin birinci mayoz bölünme geçirmesi sonucu iki tane haploid kromozomlu sekonder spermatosit meydana gelmektedir. Sekonder spermatositlerin geçirdiği ikinci mayoz bölünme sonucunda da spermatidler oluşmaktadır. Spermatidlerin farklılaşma sonucu hareket yeteneğine sahip spermatozoonlara dönüşmesi ise spermiyogenez olarak adlandırılmaktadır. İnsanlarda spermatogenez ve spermiyogenez olayları tahminen 9 haftalık bir süreyi kapsamaktadır [41].
Seminifer tübül içerisinde spermatogenik hücre serisinin en alt tabakasında bulunan ve bazal membranın üzerine yerleşmiş olan spermatogonyumlar kök hücre karakteri sergileyen hücrelerdir. Spermatogonyumlar nukleus morfolojilerine göre üç kategoriye ayrılırlar. Bunlar; Tip A koyu, Tip A açık, Tip B spermatogonyumlardır. Tip A koyu spermatogonyumlar ince ve granüler yapıda bir kromatine sahiptirler ve yoğun bazofilik boyanma gösterirler. Tip A koyu spermatogonyumlar spermatogenik serinin diğer hücrelerini meydana getiren kök hücrelerdir. Bu hücreler bölünerek yine bir Tip A koyu spermatogonyumu veya Tip A açık spermatogonyumu oluşturabilirler. Tip A koyu spermatogonyumlar kök hücre rezervi olarak kalırken, Tip A açık spermatogonyumlar bölünüp farklılaşarak spermatozoonları meydana getirirler. Tip A açık spermatogonyumlar ince granüler ve açık boyanan nükleus morfolojileri sayesinde diğer spermatogonyumlardan ayırt edilirler. Birçok bölünmeden sonra Tip A açık spermatogonyumlar Tip B spermatogonyumlara farklılaşırlar. Tip B spermatogonyumlar büyük yuvarlak nukleusa sahip olmaları ile ve kromatininin perinukleer membran ve nukleolus çevresinde yoğun kümeler yapmasıyla diğer spermatogonyumlardan ayrılmaktadırlar. Tip B spermatogonyumların mitoz bölünme geçirmesi sonucunda primer spermatositler meydana gelmektedir. Daha sonra mayoz bölünmeye giren primer spermatositler Mayoz I sonucu sekonder spermatositleri, Mayoz II sonucunda da spermatidleri meydana getirirler. Poligonal veya yuvarlak görünümlü, bazofilik nukleusa sahip olan spermatidler daha sonra spermiyogenez olayı ile spermatozoonlara dönüşürler [41].
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Sekonder spermatositlerin geçirdiği Mayoz II sonucu meydana gelen spermatidler haploid kromozom sayısına sahiptirler ve 22 somatik ve 1 adet eşey (X veya Y) kromozomu ile temsil edilirler. Spermatidler olgun spermatozoonları meydana getiren ve 4 aşamadan oluşan bir sürece girerler. Bunlar; golgi fazı, kep fazı, akrozom fazı ve olgunlaşma (matürasyon) fazlarıdır.
Golgi fazı, spermatidlerin sitoplazması içerisinde golgi komplekslerinin etrafında kümelenen Periyodik Asit-Schiff (PAS) pozitif granülleri ile karakterize edilmektedir. Devamında gelen Kep fazında akrozomal veziküller çekirdeğin ön kısmının ½’lik kısmı üzerinde yayılış göstermektedir. Akrozom fazı ile birlikte spermatid lümene doğru kendini hizalar ve baş bölgesi Sertoli hücresinin içerisine iyice gömülür. Olgunlaşma fazında ise sperm kuyruğunun (flagellum) etrafındaki fazla sitoplazma atılarak olgun spermatozoonlar meydana gelmektedir (Şekil 1.5) [23].
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Testis dokusunda seminifer tübüller arasını bağ dokusu, sinirler, pencereli kapiller damarlar ve lenf damarları doldurmaktadır. Bağ dokusunu fibroblastlar, farklılaşmamış hücreler, mast hücreleri ve makrofajlar oluşturmaktadır. Puberte ile birlikte yuvarlak veya çokgen şekilli, merkezi nükleusa sahip, sitoplazmasında küçük yağ damlacıkları bulunduran ve eozinofilik boyanan bir hücre tipi daha oluşmaktadır. Bu hücrelere intersitisyel hücreler veya Leydig hücreleri adı verilmektedir ve testis dokusunun steroid salgılayan hücreleri olarak görev yapmaktadırlar [31].
Leydig hücreleri, Franz Leydig tarafından 1850 yılında isimlendirilmiştir [43]. Bu hücreler memeli testislerinde intersitisyel alanda tek tek ya da gruplar halinde bulunan ve testosteron üretimi sayesinde spermatogeneze ve seminifer epitelin devamlılığına destek olan hücrelerdir. Kapiller damarlara yakın yerleşim gösterirler [44, 45]. Leydig hücrelerinin hücre morfolojisi tübüler kristalara sahip mitokondriler ile gelişmiş düz endoplazmik retikulum ile karakterize edilmektedir. Ayrıca bu hücrelerin sitoplazmasında sadece insan ve yabani çalı sıçanlarında belirlenen Reinke kristaloidleri bulunmaktadır. Fonksiyonları tam olarak bilinmeyen Reinke kristaloidleri ergenlik dönemi ile birlikte görülmeye başlar ve yaşa bağlı olarak sayıları artmaktadır [23].
İki tip Leydig hücresi tanımlanmıştır. Bunlar; fötal ve yetişkin Leydig hücreleridir. Hücre morfolojileri ve biyokimyasal karakteristikleri farklı olsa da her iki hücre çeşidi de androjen üretimi için belirli fonksiyonları kullanırlar. Fötal Leydig hücreler, fötal ve doğum sonrası yaşam boyunca erkeğe ait karakteristik özelliklerin oluşmasını sağlar [46]. Yetişkin Leydig hücreleri ise neonatal dönemdeki testis dokusunun intersitisyel alanlarındaki farklılaşmamış hücrelerin farklılaşmasıyla meydana gelen hücrelerdir. Yetişkin Leydig hücreleri kök, progenitör, immatür ve yetişkin Leydig hücreleri olmak üzere 4 aşamalı bir gelişime sahiptirler. Rejenerasyon ve farklılaşma yeteneğine sahip olan kök Leydig hücreleri farklılaşmamış hücrelerdir. Progenitör Leydig hücreleri ise kök Leydig hücrelerinden farklılaşan mekik şekilli hücrelerdir. LH hormon reseptörüne sahip ve mitotik aktivitesi yüksek olan bu hücreler az miktarda testosteron üretirler. Progenitör Leydig hücrelerinden farklılaşan, yuvarlak ve bol miktarda endoplazmik retikuluma sahip olan ve bir miktar testosteron üretebilen immatür Leydig hücrelerinin bir kısmı çok yüksek seviyede testosteron üreten yetişkin Leydig hücrelerine dönüşür [47].
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Hücre biyolojisinde pluripotensi (Latince, pluripotentia, ‘birçok şeye yetenekli’), endoderm, mezoderm ve ektoderm germ yapraklarının herhangi birine farklılaşma yeteneğine sahip olan kök hücreler için kullanılan bir terimdir [48]. Ancak hücre pluripotensisi EKH ve İPKH gibi embriyodaki tüm hücrelere dönüşebilen hücreleri kapsamasının yanı sıra, üç germ yaprağının hücrelerine de dönüşebilen ancak tam bir pluripotent hücre karakteristiği göstermeyen hücreleri de kapsamaktadır. 
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Germ hücreleri türlere spesifik olan hücrelerdir. Bu hücreler genetik ve epigenetik bilginin nesilden nesile aktarılmasını ve türlerin devamlılığını sağlayan eşsiz hücre hatlarıdır. Testis dokusunda sperm germ hücresine farklılaşan spermatogonyal kök hücreler (SKH) ile yapılan çalışmalar, bu hücrelerin infertilite tedavisi ve rejeneratif tıp alanlarındaki kullanımı açısından büyük bir potansiyele sahip olduklarını önermektedirler [49-51]. SKH’ler testiste seminifer tübüller içerisinde bulunan ve ileri derecede farklılaşma yeteneğine sahip olan erişkin kök hücreleridir. Spermatogenez için gerekli hücre popülasyonunu oluşturan SKH’ler testiste milyonlarca spermin oluşumunu ve spermatojenik hücre serisinin devamlılığını sağlamaktadır. SKH’ler embriyonik kök hücre (EKH) prekürsörleri olduklarından dolayı pluripotent özelliğe sahiptirler. Deney hayvanları üzerinde yapılan çalışmalarda SKH’lerin bazı transkripsiyon faktörlerinin ektopik ifadesi aracılığıyla indüklendiklerinde endoderm, mezoderm ve ektodermden meydana gelen dokulara dönüşebildiği bildirilmiştir [52-54].
Primordiyal germ hücreleri (PGH) nihayetinde sperm veya oosite dönüşecek olan embriyonik germ hücresi (EGH) öncüleridir. Farelerde, gonadlardaki PGH’ler somatik hücrelerin etkisi altında cinsiyete bağlı farklılaşmaya uğramaktadırlar. Erkek germ hücreleri embriyonik 13,5. (E13,5) günde mitotik areste girerler ve embriyogenez sırasında mitotik sessizliklerini korurlar. Doğumdan sonra, spermatogonyum adı verilen SKH hattı proliferasyona ve mayoz bölünme ve spermiyogenez aracılığıyla sperm üretimine devam etmektedirler.
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PGH’lerinin farklılaşma sürecinde eşey hücrelerine spesifik olan genlerin (Dnd1) transkripsiyonel aktivasyonu, pluripotensi ile ilişkili genlerin (Sox2 ve Nanog) reaktivasyonu ve somatik hücre farklılaşmasının inhibisyonu gibi birçok olay rol oynamaktadır [55, 56].  Epigenetik yeniden programlama da eş zamanlı olarak gerçekleşmektedir. DNA metilasyonu pasif ve aktif demetilasyon aracılığıyla devre dışı bırakılır ve tüm genoma yayılmış halde eşsiz histon kapıları meydana getirilmektedir [57].
Hücresel pluripotensinin mekanizması, en kapsamlı şekilde EKH'ler kullanılarak incelenmiştir. Pluripotensi, temel olarak Oct-4, Sox2 ve Nanog nüklear transkripsiyon faktörlerinden oluşan bir ağ tarafından düzenlenir ve istikrarlı bir şekilde korunmaktadır [8]. Bu transkripsiyon faktörleri erken epiblastlarda da ifade edilir, ancak epiblast farklılaşmasında Oct-4 farklılaşmanın nistepen daha ileri evrelerinde eksprese edilmesine rağmen, Sox2 ve Nanog ekspresyonları erken evrelerde değişiklik göstermektedir. PGH esasen in vivo olarak unipotent olmalarına rağmen, spesifikasyonlarına göre pluripotensi için anahtar rol oynayan gen ağını aktifleştirebilirler. PGH'ler farklılaşma esnasında Oct-4'ü eksprese etmeye ve Sox2 ve Nanog’un ifadesini arttırmaya devam eder [58].
Somatik hücreler, Yamanaka faktörleri olarak adlandırılan Oktomer bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4 (Oct-4), SRY ilişkili yüksek hareketliliğe sahip box proteini 2 (Sox2), Kruppel-benzeri faktör (Klf4) ve Miyelositomatosis viral onkogen (c-Myc) gibi transkripsiyon faktörlerinin ektopik ifadesi ile pluripotensiye zorlanabilmektedir. PGH üzerinde yapılan birçok çalışmada bu hücrelerin Yamanaka faktörlerinin ektopik ifadesiyle pluripotensiye zorlanarak üç germ yaprağından gelişen hücrelere de dönüşebildiği gösterilmiştir [59-61].
Yamanaka transkripsiyon faktörlerinin ifadeleri, İPKH’lerin birçok farklılaşmış somatik hücreye dönüşümünü sağlamaktadır [62]. Bu transkripsiyon faktörleri içerisinde Oct-4, plutipotensinin düzenlenmesi ve devamlılığının sağlanmasında kritik rol oynamaktadır. Oct-4, Pou5f1 geni tarafından kodlanan ve Oct3/Oct3/4 olarak da bilinen bir transkripsiyn faktörüdür ve ilk olarak farelerde EKH ve üreme hücrelerine özgü bir transkripsiyon faktörü olarak tanımlanmıştır. Fare embriyonik gelişimi esnasında Oct-4, pluripotent embriyonik hücrelerde ve ayrıca germ hücre hattında yüksek oranda eksprese edilir ve ekspresyonu farklılaşmanın ileri evrelerinde hızla azalır [63].
Sox2 yüksek hareketliliğe sahip box proteinidir ve cinsiyet belirleyici gen olan SRY ile ilişkili genlerin görüntülenmesi sırasında tanımlanmıştır. Oct-4 ve Sox2 pluripotensiyi ve farklılaşmayı indükleyici olarak birlikte görev yapan transkripsiyon faktörleridir [64]. Klf4 ise, tümör oluşumu sırasında genetik değişiklikten nadiren etkilenir, ancak normal ve tümör hücrelerinde RAS, p53, survivin ve BCL2 aracılığıyla stres yanıt mekanizmasının temel bileşenlerini oluşturur. Tümör hücrelerinde Klf4, hücre proliferasyonunu, hücrelerin devamlılığını ve kanser kök hücresi benzeri hücrelerin tümör indükleyici özelliklerini düzenleyen önemli roller oynar. Bu faktör, tercihen EKH veya kanser kök hücresi benzeri hücrelerde ifade edilebilir. Ayrıca Klf4, EKH’de pluripotensi ağının anahtar bileşenlerini temsil eder ve yetişkin hücrelerde diğer Yamanaka faktörleri ile birlikte ifade edildiğinde pluripotensiyi indükler [65]. Klf4 İPKH ve EKH’de ifade edilen Oct-4 ve Sox2 ile direkt olarak ilişki kurmaktadır. Klf4, Oct-4 ve Sox2’nin direkt interaksiyonu bu transkripsiyon faktörlerinin down-regulasyon ve yeniden programlama fonksiyonlarının olduğunu göstermektedir [66]. Ek olarak c-Myc transkripsiyon faktörü tüm hücre tiplerinin replikasyonu ve başarılı bir hücre büyümesi için gereklidir. Ayrıca c-Myc transkripsiyon faktörü apoptoz ile de ilişkilidir [67]. c-Myc transkripsiyon faktörü Oct-4, Klf4 ve Sox2 ile moleküler ilişki halindedir, fakat İPKH’lerin farklılaşmasında ve yeniden programlanmasında c-Myc’in rolü halen tartışılmaktadır. 
OSKM transkripsiyon faktörlerine ek olarak DAZL (Deleted in Azoospermia-like) da testis dokusunda pluripotensinin devamlılığı için önemli transkripsiyon faktörlerinden bir tanesidir. Spermatogoniumlar için multifonksiyonel fakat yüksek derecede spesifik bir markerdir. Eşey hücrelerinin devamlılığının sağlanmasında ve farklılaşmalarında kritik rol oynamaktadır. DAZL testiste translasyonun doğru regülasyonu için gereklidir [68].
UTF1 ise, EKH ve PGH’nde eksprese edilen bir faktördür. UTF1 ifadesi, doğrudan UTF1 geninin enhansırı ile üçlü bir kompleks oluşturan pluripotensi faktörleri Oct-4 ve Sox2 tarafından kontrol edilir. UTF1 proteini, in vitro EKH’nde ikili gen ekspresyonunun kromatin organizasyonunda ve epigenetik kontrolünde rol oynar ve burada pluripotensinin sonlanması esnasında etkili hücre farklılaşmasına destek olur [69].
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Kemoterapi, hücrelerin biyokimyasal mekanizmalarını değişikliğe uğratan ve direkt veya endirekt olarak hücrelerin çoğalmasını engelleyen bir tedavi yöntemidir. Vücuttaki sağlıklı hücrelere zarar vermeden sadece anormal hücreleri yok etmek veya tümör gelişimini baskılamak amacıyla cerrahi ve radyoterapi ile veya tek başına kullanılabilen bir yöntem olan kemoterapi, neoplastik hastalıkların hemen hemen tamamının tedavisinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır [70, 71]. 
Kemoterapötik ajanlar birçok kanser türünün tedavisinde kullanılmaktadır. Kanser tedavisinde göstermiş oldukları yararlar ve potansiyelleri düşünüldüğünde, bu ilaçların vücutta oluşturdukları yan etkiler sıklıkla göz ardı edilmektedir. Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların birçoğu çeşitli doku ve organlarda toksisiteye neden olmaktadır. Kemoterapötik ajanların üreme çağındaki bireylerin testis ve over dokusunda meydana getirdiği hasara bağlı olarak üreme yeteneğinin azalması veya kaybolması (infertilite) durumu bu ilaçların en yaygın görülen yan etkilerinden biridir. Testis dokusu hücreleri proliferasyon ve farklılaşma gibi birçok süreçten geçtiklerinden dolayı kemoterapötik ajanlara karşı daha hassastırlar. Çeşitli etki mekanizmalarına sahip olan kemoterapötikler alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, mitotik inhibitörler, antibiyotikler, enzimler, hormonlar ve hormon antogonistleri gibi çeşitli kategorilerde değerlendirilmektedir [72]. 
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ADR veya DOX antrasiklin antibiyotik sınıfında bulunan ve 30 yılı aşkın süredir kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir kemoterapötiktir. ADR ilk olarak bir mantar türü olan Streptomyces peucetius’tan elde edilmiştir (Şekil 1.6). Solid tümörlere karşı tedavide en yaygın kullanılan ilaç olan ADR lenfoma, mesane ve göğüs kanseri gibi birçok kanser türünün tedavisinde de yaygın olarak kullanılan antrasiklin antibiyotiklerden biridir [73-76].  ADR’nin etki mekanizması karmaşıktır ve hala tam olarak aydınlatılamamıştır. ADR, DNA ile interkalasyon yoluyla etkileşime girerek makromoleküler biyosentezi inhibe eder. ADR, replikasyon sırasında açılan DNA çift sarmalının yeniden kapanmasını önleyerek topoizomeraz II kompleksini stabilize eder ve replikasyon sürecini durdurur (Şekil 1.7). 
Kanser hücrelerinin çoğalmasını engellemesinin yanı sıra birçok yan etkiye de sahip olan ADR, sağlıklı hücrelerde quinon tip serbest radikallerin oluşumunu arttırarak sitotoksik etki de oluşturmaktadır. ADR kardiyak disfonksiyon, nefrotoksisite ve testiküler toksisite gibi birçok sitotoksik etkiye sahiptir [77]. ADR’ye bağlı testiküler toksisitenin mekanizması oksidatif stress indüksiyonu, proinflamatuvar sitokinlerin artan salınımı ve spermatositlerdeki apoptozisin indüklenmesidir. Bu etkiler gonad hasarına neden olabilmekte ve erkek bireylerde fertiliteyi ciddi derecede etkilemektedir [78].
[image: metin içeren bir resim

Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]
[bookmark: _Toc63266688]Şekil 1.6. Adriamycin’in kimyasal yapısı [76].

[image: metin içeren bir resim

Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]DNA Sentezi
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[bookmark: _Toc63266689][bookmark: _Toc487809999]Şekil 1.7. Adriamycin’in (doxorubicin-DOX) hızlı çoğalan kanser hücre replikasyonu üzerine etkisi. (A) Topoizomeraz-2b enziminin DNA çift sarmalını açması sonucu replikasyonun gerçekleşmesi, (B) Doxorubicin’in DNA çift sarmalı ile interkalasyonu sonucu DNA replikasyonunun engellenmesi [79].

2.  BÖLÜM

[bookmark: _Toc63266601]YÖNTEM VE MATERYAL
[bookmark: _2981zbj][bookmark: _Toc487810003]Bu çalışma, Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayı doğrultusunda Erciyes Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü’nde planlandı ve Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirildi. Tüm işlemler Uluslararası Hayvan Hakları Evrensel Beyannamesine uygun olarak, Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 14.02.2018 tarihli ve 18/029 nolu Etik Kurul onayı ile gerçekleştirildi. Tez çalışmasının deney hayvanları üzerindeki uygulamaları içeren aşamaları Erciyes Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma Merkezinde (DEKAM) uygulandı. Diğer deneylerin ve işlemlerin tamamı ise Genom ve Kök Hücre Merkezi ve Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirildi. Ayrıca bu tez çalışması Erciyes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından TDK-2018-8165 kodlu proje ile desteklenmiştir.
[bookmark: _Toc63266602]2.1. DENEYSEL PROSEDÜR
Bu çalışmada, DEKAM’da yetiştirilen 30 adet 8 haftalık 100-200 gr ağırlığında yetişkin Wistar albino ırkı erkek sıçanlar kullanıldı. Kafesler içinde tutulan sıçanlara günün normal düzeninde 21 0C ve 12 saatlik aydınlık/karanlık ortamında su ve besin ihtiyaçları sağlandı. Sıçanların ağırlıkları tartıldıktan sonra deney grupları oluşturuldu. Hayvanlara kafesler içerisinde daha elverişli bir ortam sağlamak amacıyla bir kafese en fazla 5 adet sıçan konuldu ve ait oldukları gruplar kafeslerin üzerindeki etiketlerde belirtildi. Çalışmada kullanılan hayvanların DEKAM’da barındırıldıkları kafesler Şekil 2.1’de gösterilmiştir.
[image: ]
[bookmark: _Toc63266690]Şekil 2.1. Erciyes Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma Merkezinde deney hayvanlarının barındırıldığı kafesler.
Bu tez çalışmasında kullanılan 30 adet Wistar albino ırkı erkek sıçanın gruplandırılması ve bu hayvanlar üzerinde gerçekleştirilen uygulamalar Tablo 2.1’de verilen deneysel prosedüre göre gerçekleştirildi. Çalışmanın temelini oluşturan testiküler hasar modelinin gerçekleştirilmesi amacıyla kullanılan ADR (Adrimisin, SABA İlaç Sanayi ve Ticaret A.Ş.), Erciyes Üniversitesi Nazende-Nuri Özkaya Onkoloji Gündüz Tedavi Merkezi İlaç Hazırlama Ünitesi’nden elde edilmiştir. Deney hayvanları her grupta 10 adet hayvan olacak şekilde 3 eşit gruba ayrılmıştır. 
[bookmark: _Toc66958943]Tablo 2.1. Deney hayvanlarına uygulanan deneysel prosedür.
	Grup 
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR

	İlaç
	Uygulama yok
	Her 3 günde bir, 2 mg/kg
	Tek doz, 15 mg/kg

	Gün
	30 gün
	30 gün boyunca
	Deneyin ilk günü

	Toplam Doz
Sakrifikasyo Günü
	-
30. gün
	20 mg/kg
30. gün
	15 mg/kg
10. gün


Kontrol Grubu (n=10): Kontrol grubu olarak seçilen hayvanlara deney süresi olan 30 gün boyunca herhangi bir uygulama gerçekleştirilmedi. Deney hayvanları normal besin ve su ihtiyaçları ile birlikle en uygun şartlarda barındırıldı.
Kronik ADR Grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara deney başlangıcının ilk gününden itibaren, ilacın kronik uygulamasının etkisini görmek amacıyla her 3 günde bir 2 mg/kg olacak şekilde intraperitoneal (i.p.) yolla ADR enjeksiyonu gerçekleştirildi. ADR, enjeksiyon sıvısı ile enjeksiyona uygun hale getirildikten sonra hayvanlara vücut ağırlıklarına göre ayarlanan hacimlerde uygulandı.
Akut ADR Grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara ise deney başlangıcının ilk gününde i.p. yolla, akut şekilde tek doz 15 mg/kg ADR enjeksiyonu gerçekleştirildi. Uygulanan enjeksiyon hacmi hayvan ağırlıklarına göre belirlendi.
[bookmark: _Toc63266603]2.1.1. Deney Hayvanlarının Vücut ve Testis Ağırlıklarının Ölçülmesi
Deney sonunda ağırlıkları tartılan deney hayvanlarının ketamine hydrochloride (50 mg/kg i.m/i.p) + %2 xylazine hydrochloride (10 mg/kg i.m/i.p) anestezisi altında kanları alınıp testis dokuları çıkarılarak Kontrol ve Kronik ADR grubundaki deney hayvanlarının 30. günde, Akut ADR grubundakilerin ise 10. günde yaşamlarına son verildi. Elde edilen testis dokuları tartılarak ağırlıklar kaydedildi. 
[bookmark: _Toc63266604]2.2. HİSTOLOJİK PROSEDÜR
[bookmark: _Toc63266605]2.2.1. Doku Takibi
Deney sonunda elde edilen sağ testis dokuları %10 ‘luk formaldehit solüsyonu içerisinde tespit edildi. Tespit işleminden sonra dokular artan dereceli alkol serilerinden geçirilerek (%50, %70, %80, %96, %100) dehidrate edildi. Ksilen ile şeffaflandırılan dokular parafin bloklar içerisine gömüldü (Tablo 2.2).


[bookmark: _Toc66958944]Tablo 2.2. Testis dokularına uygulanan doku takibi prosedürü.
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre

	1
	Musluk suyu
	1 saat
	7
	%100 alkol-II
	1 saat

	2
	%50 alkol
	1 saat
	8
	%100 alkol-III
	1 saat

	3
	%70 alkol
	1 saat
	9
	Ksilen-I
	20 dakika

	4
	%80 alkol
	1 saat
	10
	Ksilen-II
	20 dakika

	5
	%96 alkol
	1 saat
	11
	Ksilen-III
	20 dakika

	6
	%100 alkol-I
	1 saat
	12
	Parafin
	2 saat 


[bookmark: _Toc63266606]2.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama 
Parafin bloklardan otomatik miktorom cihazı (Leica, RM 2155) vasıtasıyla alınan 5 m kalınlığındaki kesitler öncelikle su banyosu içerisine alındı. Su banyosu içerisinden lamlar üzerine alınan dokular etiketlenerek kasetlere yerleştirildi. Daha sonra kasetler içerisinde bulunan kesitler üzerinde Tablo 2.3’te belirtilen boyama prosedürüne göre Hematoksilen-Eozin boyaması gerçekleştirildi. Boyama işleminden sonra dokuların üzeri kapatma solüsyonu olarak kullanılan Entellan (Merck) ile kapatılarak ışık mikroskobu (Olympus, BX51) altında incelendi.
[bookmark: _Toc66958945]Tablo 2.3. Hematoksilen-Eozin boyama prosedürü.
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre

	1
	Etüv (60 °C)
	2 saat
	14
	Eozin 
	3-5 dakika

	2
	Ksilen I
	10 dakika
	15
	Akarsu
	1 dakika

	3
	Ksilen II
	10 dakika
	16
	%50 Alkol
	1 dakika

	4
	Ksilen III
	10 dakika
	17
	%70 Alkol
	1 dakika

	5
	Absolu Alkol I
	5 dakika
	18
	%80 Alkol
	1 dakika

	6
	Absolu Alkol II
	5 dakika
	19
	%96 Alkol
	1 dakika

	7
	%96 Alkol
	5 dakika
	20
	Absolut Alkol I
	1 dakika

	8
	%80 Alkol
	5 dakika
	21
	Absolut Alkol II
	1 dakika

	9
	%70 Alkol
	5 dakika
	22
	Absolut Alkol III
	1 dakika

	10
	%50 Alkol
	5 dakika
	23
	Ksilen I
	5 dakika

	11
	Akarsu
	5 dakika
	24
	Ksilen II
	5 dakika

	12
	Hematoksilen
	6-8 dakika
	25
	Ksilen III
	5 dakika

	13
	Akarsu
	5 dakika
	26
	Entellanla kapatılır
	 


[bookmark: _Toc63266607]2.2.3. Histopatolojik İnceleme
Hematoksilen-Eozin ile boyanmış ve üzeri kapatılmış dokular ışık mikroskobu altında incelendi. Testis dokusunda meydana gelen histopatolojik değişikliklerin ve gruplar arasındaki farklılıkların belirlenmesi amacıyla her gruptan rastgele seçilen toplamda 100 seminifer tübül üzerinde Johnsen’in Testiküler Biyopsi Skorlaması (JTBS) gerçekleştirildi [80]. Skormalanın objektif olması açısından her bir seminifer tübüle 2 bağımsız histolog tarafından skor verilerek ortalaması alındı. Seminifer tübüller içerisindeki spermatogenik hücre serisinde meydana gelen patolojik durumları baz alan bu skorlamadaki kriterler Tablo 2.4’te gösterilmiştir. Ayrıca Olmypus BX51 ışık mikroskobuna bağlı kamera eklentileri ve Analysis LS Research programı ile enine geçen kesitlerde her gruptan rastgele seçilen toplamda 100 adet ve kısmen yuvarlak şekle en yakın seminifer tübüllerin çapları ölçülerek gruplar arasındaki farklılıklar belirlendi. 
[bookmark: _Toc66958946]Tablo 2.4. Johnsen’in Testiküler Biyopsi Skorlaması (JTBS).
	Skor
	Testiküler Skorlama Kriterleri

	10
	Germinal epitelin santral lümen çevresinde çok katlı yapıda olması, lümenin açık ve çok sayıda spermatozoon içeriyor olması.

	9
	Germinal epitel görülmekle birlikte lümeni tıkayabilecek önemsiz miktarda döküntü, tıkalı lümende spermatozoon ve döküntü epitel görülmesi.

	8
	Germinal epitelin çok tabakalı olması ancak lümende 10’dan az sayıda spermatozoon bulunması.

	7
	Çok sayıda spermatid olması ve hiç spermatozoon olmaması.

	6
	Spermatozoon olmaması ve 10’dan az sayıda spermatid olması.

	5
	Sadece spermatositlerin olması, spermatozoon ya da spermatidlerin hiç olmaması.

	4
	Hiç spermatozoon ve spermatid olmaması ve 5’den az sayıda spermatosit varlığı.

	3
	Germ hücresi olarak sadece spermatogonyum varlığı.

	2
	Sadece Sertoli hücreleri olması ve hiç germ hücresi olmaması.

	1
	Seminifer tübül lümeninde hiç hücre olmaması.


[bookmark: _Toc63266608]2.3. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL UYGULAMALAR
Testis dokusunda pluripotensi belirteçlerinin protein düzeyindeki ekspresyonlarının belirlenmesi amacıyla polilizinli lamlar üzerine alınan testis dokuları üzerinde Tablo 2.5’te verilen immünohistokimyasal (İHK) boyama protokolü uygulandı. 
[bookmark: _Toc63266609]2.3.1. Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL İçin İHK Boyama Protokolü
Polilizinli lamlara alınan testis dokusu kesitleri kasetlere yerleştirilerek bir gece boyunca etüvde 60˚C’de inkübe edildi. Daha sonra ksilen ile deparafinize edilen dokular azalan dereceli alkol serilerinden geçirilerek rehidrate edildi. 3 defa 3’er dakika olmak üzere distile su ile yıkandı. Antijen geri kazanımı için %10’luk sitrat buffer mikrodalga fırın içerisinde 300-350 C’de 5 dakika sıcaklık uygulanıp oda sıcaklığında 10 dakika soğumaya bırakıldı. Fosfat tamponu (PBS) ile yıkanan kesitlerin endojen peoksidaz aktivitesinden korunmaları için 12 dakika boyunca %3’lük hidrojen peroksit (H2O2) içerisinde bekletildi. Ardından PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkanan dokulara immunohistokimyasal boyama kiti (Katalog No: TA-125-HDX, Thermo Fisher Scientiﬁc, Waltham, MA, USA) uygulandı. Öncelikle antijenlerin dışında kalan bölgelerin reaksiyona kapatılması için dokuların üzerine Serum Blok uygulandı ve 10 dakika bekletildi. Daha sonra Oct-4 (Katalog No: E-AB-62173, Elapscience, USA), Sox2 (Bioassay Technology Laboratory, Birmingham, UK), Klf4 (Bioassay Technology Laboratory, Birmingham, UK), c-Myc (Bioassay Technology Laboratory, Birmingham, UK), UTF1 (bs-12227, Bioss, USA) ve DAZL (Bioassay Technology Laboratory, Birmingham, UK) antikorları ilgili firmaların göndermiş olduğu protokole göre 1:100 oranında seyreltilerek dokuların üzerine uygulandı. Negatif kontrol olarak kullanılacak kesitlerin üzerine PBS damlatıldı. Üzerine antikor damlatılan dokular 1 gece boyunca +4 C’de bekletildikten sonra 30 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha kesitlere sekonder antikor (biotin) damlatılarak oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkanan dokuların üzerine bu kez streptavidin peroksidaz damlatılarak yine 10 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. PBS ile yıkama işleminden sonra gerçekleşen immünoreaktiviteyi görünür hale getirmek amacıyla dokuların üzerine boyama kiti içerisinde bulunan ve diaminobenzidin (DAB) (TA-060-HDX, Thermo Fisher Scientiﬁc, Waltham, MA, USA) özelliği gösteren 40/1000 µl oranında seyreltilmiş peroksidaz substrat damlatıldı ve 90 saniye bekletildi. Daha sonra distile su ile yıkanan dokular üzerinde Gill hematoksilen ile zıt boyama işlemi gerçekleştirildi ve tekrar distile su ile yıkandı. Son olarak artan alkol serisi ile dehidrate edilen dokular kapatma solüsyonu (Entellan, Merck) ile kapatıldı ve ışık mikroskobu altında her gruptan rastgele fotoğraflanan seminifer tübüller içerisindeki spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerin ve c-Myc geni için seminifer tübüllerin dışındaki Leydig hücrelerindeki immünoreaktivite yoğunluğu deney gruplarında her hücre grubundan toplamda 100’er adet ölçüm olacak şekilde Image J programı ile ölçülerek kaydedildi. 
[bookmark: _Toc66958947]Tablo 2.5. İmmünohistokimyasal boyama protokolü
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre
	Sıra
	Yapılan işlem
	Süre

	1
	Etüv (60 °C)
	2 saat
	18
	PBS
	3x5 dakika

	2
	Ksilen I
	5 dakika
	19
	Streptavidin Peroksidaz
	10 dakika

	3
	Ksilen II
	5 dakika
	20
	PBS
	3x5 dakika

	4
	Ksilen III
	5 dakika
	21
	DAB Kromojen
	5 dakika

	5
	Absolu Alkol I
	5 dakika
	22
	Distile Su
	2x3 dakika

	6
	%96 Alkol
	5 dakika
	23
	Hemotoksilen
	1 dakika

	7
	%80 Alkol
	5 dakika
	24
	Çeşme suyu
	1 dakika

	8
	%70 Alkol
	5 dakika
	25
	%70 Alkol
	5 dakika

	9
	Distile su
	3 kez 
	26
	%80 Alkol
	5 dakika

	10
	%10 sitrat buffer
	5 dakika
	27
	%96 Alkol
	5 dakika

	11
	PBS
	3x5 dakika
	28
	Absolu Alkol I
	5 dakika

	12
	%3 H2O2
	12 dakika
	29
	Absolu Alkol II
	5 dakika

	13
	PBS
	3x5 dakika
	30
	Ksilen I
	5 dakika

	14
	Normal Serum
	5 dakika
	31
	Ksilen II
	5 dakika

	15
	Primer Antikor
	Bir gece +4°C 
	32
	Entellan ile kapatılır
	

	16
	PBS
	3x5 dakika
	
	
	

	17
	Sekonder Antikor
	10 dakika
	
	
	



[bookmark: _Toc63266610]2.4. mRNA GEN İFADESİ ÇALIŞMALARI
Deney hayvanlarından alınan sol testis dokusunda Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL genlerinin mRNA ekspresyonlarının belirlenmesi için yapılan çalışmaların tamamı Erciyes Üniversitesi Betül-Ziya EREN Genom ve Kök Hücre Merkezi’nin Genom Birimi’nde gerçekleştirilmiştir. 
Deneylerde Kullanılan Cihazlar
1. Sensequest Labcycler PCR Cihazı
2. Heidolph Vorteks Cihazı
3. Gilson GmCLab Spin Cihazı
4. Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR Cihazı 
5. Peqlab Perfect Spin Cihazı
6. Sigma Soğutmalı Santrifüj
7. Siemens +4 °C Buzdolabı
8. Siemens -20 °C Buzdolabı
9. Shımadzu Biotech Biospec-nanodrop Cihazı 
10. Gilson Pipetörler
Deneylerde Kullanılan Malzemeler
1. 10 µl - 100 µl  - 1000 µl’ lik Filtreli ve Filtresiz Pipet ucu
2. EvoScript Universal cDNA Master (Roche, İsviçre)
3. Prime Time qPCR Assay (Integrated DNA Technologies, ABD)
4. SYBR Green I Master Kit (Roche, İsviçre)
5. Qiazol (Qiagen, Texas, ABD)
6. İzopropanol
7. Kloroform
8. Ethanol
9. Qiagen RNase Free Water
10. 1,5 ml’ lik ependorf Tüp
11. 2 ml’ lik ependorf Tüp PCR Strip Tüp
12. +4°C ve -20°C soğutucu blok
[bookmark: _Toc63266611]2.4.1. Testis Dokusundan Total RNA İzolasyonu
Sol testis dokusundan Total RNA izolasyonu Qiazol Liziz buffer (Qiagen, Texas, ABD) kullanılarak üretici firma protokolüne göre yapılmıştır. Ratlardan alınan testis dokuları 2 ml’lik ependorf tüpe konuldu, 100 mg doku için 1 ml Qiazol Liziz buffer (Qiagen, Texas, ABD) eklenerek, doku homojenize edildi. Homojenize edilmiş örnek oda sıcaklığında (15-25oC) 5 dk bekletildi. 1 ml Qiazol Liziz buffer için 0.2 ml kloroform eklendi. Ependorf dikkatli bir şekilde alt üst yapılarak, 15 sn vorteks ile karıştırılıp, oda sıcaklığında 3 dk bekletildi. 12000 rpm’de 15 dk +4 oC’de santrifüj yapıldı. Santrifüj sonunda, oluşan aköz faz yeni 1.5 ml’lik ependorf tüpe alındı. Aköz faz üzerine 1:1 oranında izopropanol eklenip, kısa bir süre vorteks ile karıştırıldı. Daha sonra oda sıcaklığında 10 dk bekletildi. 12000 rpm’de 10 dk +4 oC’de santrifüj yapıldı. Oluşan süpernatant dikkatli bir şekilde aspire edildi. Pellet üzerine 1 ml Qiazol Liziz buffer için 1 ml 75%’lik etanol eklenip 7500 rpm’de 5 dk +4 oC’de santrifüj yapıldı. Oluşan süpernatant tamamen aspire edildi ve RNA pelleti alkolün tamamen uzaklaştırılması için oda sıcaklığında 5 dk bekletildi. 30 µl RNAse free water (Qiagen, Texas, ABD) eklenerek pellet resüspanse edildi. Son olarak RNA konsantrasyonu NanoDrop 2000 spektrofotometre kullanılarak ölçüldü. Elde edilen RNA tekrar kullanılacağı zamana kadar -80 oC’ de saklandı.
[bookmark: _Toc63266612]2.4.2. Total RNA’dan Tamamlayıcı DNA (cDNA) Sentezi
Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizlerinde kullanılan cDNA’yı elde etmek için daha önceden izole edilen RNA’lar kullanıldı. Öncelikle template RNA konsantrasyonları 25ng–5µg arasında olacak şekilde ayarlandı. cDNA sentezi için gerçekleştirilen deneyler EvoScript Universal cDNA Master (Roche, İsviçre) cDNA Kit protokolüne göre gerçekleştirildi.  cDNA sentezi için Tablo 2.6’da belirtilmiş olan protokoller takip edilmiştir.


[bookmark: _Toc66958948]Tablo 2.6. Reverse transkripsiyon miksinin hazırlanması.
	Ürün
	Miktar (1 reaksiyon için)
	Miktar (25 reaksiyon için)

	5x Reaction Buffer
	4 µl
	100

	Nuclease-free water
	11 µl
	275

	Toplam
	15
	375



Genomik DNA ayırma miksi 1.5 ml’lik ependorfta hazırlandı. Daha sonra her bir örnek için 0.2 ml’lik PZR tüpleri etiketlendi. Tablo 2.6’da hazırlanan miksten her bir tüpe 15 µl dağıtıldı her bir örneğe ait 3 µl RNA örnekleri PZR tüplerine dağıtıldı. 5 dk buzda bekletildi. Daha sonra miks üzerine 2 µl 10x reaksiyon miksi dağıtıldı. Hazırlanan tüpler Sensoquest marka Thermal Cycler’ da Tablo 2.7’de belirtilen programa göre inkübasyona tabi tutuldu ve hemen buzun içine konulup en az 1 dk bekletildi. 
[bookmark: _Toc66958949]Tablo 2.7. PZR inkübasyon programı
	Sıcaklık
	42oC
	85 oC
	65oC
	4 oC

	Süre
	15 dakika
	5 dakika
	15 dakika
	∞



Toplamda 20 µl olan cDNA üzerine 80 µl Nuclease free water eklenerek örnekler ⅕ oranında seyreltildi. cDNA ürünleri gerçek zamanlı PZR gerçekleştirilene kadar -20 oC’de saklandı.
[bookmark: _Toc63266613]2.4.3. Gerçek zamanlı PZR
Gerçek zamanlı PZR için SYBR Green I Master Kit (Roche, İsviçre) ve hazır olarak temin edilmiş Pou5f1 (Rn. PT.58.5645707, IDT), Sox2 (Rn.PT.58.13562326), Klf4 (Rn. PT.58.9903422, IDT), c-Myc (Rn. PT.58.34142320, IDT), UTF1 (Rn. PT.58.35814546, IDT), DAZL (Rn. PT.58.24143764, IDT) ve housekeeping gen olarak da Actb (Rn.PT.58.9783056, IDT) Prime Time qPCR Assay kullanılmıştır. Her bir primer assay için Tablo 2.8’de gösterildiği gibi toplam 18 µl olan miks 1.5 ml’ lik ependorf tüp içerisine hazırlandı. Plate üzerindeki 1 kuyucuk için olması gereken hacim 20 µl’dir. 28 kuyucuk için hazırlanan miks 12’li çoklu pipet kullanılarak her bir kuyucuğa 18 µl olacak şekilde dağıtıldı. Daha sonra miks üzerine 2 µl cDNA örneği dağıtıldı. Ardından plate üzeri şeffaf kapatıcı ile kapatılıp spin yapıldı. Daha sonra Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazı kullanılarak Tablo 2.9’da gösterilen PZR programı uygulandı.
[bookmark: _Toc66958950]Tablo 2.8. Gerçek Zamanlı PZR miksinin hazırlanması.
	Madde
	Miktar (1 kuyucuk)
	Miktar (28 kuyucuk)

	SYBR Green Mastermix (2x)
	10 µl
	280 µl

	Primer (40x)
	0,5
	14 µl

	RNase Free Water
	7,5 µl
	210 µl

	Toplam Hacim
	18 µl
	504 µl



[bookmark: _Toc66958951]Tablo 2.9. Roche LightCycler 480 II Gerçek Zamanlı PZR Programı.
	İşlem
	Sıcaklık
	Süre
	Döngü Sayısı

	İnkübasyon
	95 °C
	10 dakika
	

	Bağlanma
	95 °C
60 °C
	15 saniye
60 saniye
	45 Döngü

	Soğuma
	60 °C
	15 saniye
	



[bookmark: _Toc63266614]2.4.4. Verilerin Analiz Edilmesi
Elde edilen CT değerleri Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazından alınıp, 2-ΔΔCt (fold change) metodu kullanılarak normalize edilmiştir ve normalize edilen veriler üzerinden uygun istatistiksel analizler yapılmıştır. 
[bookmark: _Toc63266615]2.5. BİYOKİMYASAL ANALİZLER
Deney sonunda anestezi altında testis dokuları çıkarıldıktan sonra yaşamlarına son verilen hayvanlardan elde edilen kan örnekleri 10000 rpm de 15 dakika santrifüj edildi. Kan serumları ayrı bir ependorf tüpe alınarak daha sonra yapılacak olan biyokimyasal analizler için -80 °C’de saklandı.
[bookmark: _Toc63266616]2.5.1. ELISA Yöntemi ile Serum Testosteron Seviyelerinin Belirlenmesi
Deney hayvanlarından elde edilen kan serumu örneklerinde ELISA yöntemi ile testosteron seviyesi tayini gerçekleştirildi. Örnekler üzerinde ticari olarak satın alınan Rat Testosteron ELISA Kit (Sunredbio, 201-11-5126) protokolü uygulandı. Daha sonra ELISA Reader cihazı aracılığıyla serum testosteron seviyeleri pg/ml olarak ölçüldü (Şekil 2.2). 
ELISA protokolü;
1. Tüm örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına getirildi.
2. [bookmark: _Toc63265956][bookmark: _Toc63266617]Standartlar kit protokolüne göre hazırlandı. Standart kuyucuklarına 50 µl, örnek kuyucuklarına ise 40 µl serum örneği eklendi.
3. [bookmark: _Toc63265957][bookmark: _Toc63266618]Standartlar kuyucuğu hariç her kuyucuğa 10 µl antibody eklendi. 1 saat 37 °C’de inkübe edildi.
4. [bookmark: _Toc63265958][bookmark: _Toc63266619]Tüm kuyucuklar yıkama cihazı aracılığıyla 5 defa yıkandı.
5. [bookmark: _Toc63265959][bookmark: _Toc63266620]Her bir kuyucuğa 50 µl kromojen A ve 50 µl kromojen B eklendi. 10 dakika 37 °C’de inkübe edildi.
6. [bookmark: _Toc63265960][bookmark: _Toc63266621]İnkübasyon sonrası her kuyucuğa 50 µl stop solüsyonu eklendi ve serum testosteron miktarları ELISA Reader cihazı aracılığıyla 450 nm’de pg/ml olacak şekilde ölçüldü ve sonuçlar bilgisayara aktarıldı.
[image: ]
[bookmark: _Toc63266691][bookmark: _Toc63266622]Şekil 2.2. ELISA yöntemi için kullanılan yıkama cihazı (solda), okuma cihazı (ortada) ve ilgili yazılıma sahip olan bilgisayar (sağda).
2..6. BULGULARIN DEĞERLENDİRİLMESİ VE İSTATİSTİKSEL ANALİZ
Deney hayvanlarından deneyin uygulanması sırasında elde edilen vücut ve testis ağırlıkları belirlenerek kaydedildi. Histolojik prosedürün uygulanması sonucunda elde edilen testis dokusu kesitlerinden Johnsen’in Testiküler Biyopsi Skorlaması ve seminifer tübül çapı ölçümleri elde edildi. İmmühohistokimyasal boyamalar sonucunda Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL antijenlerinin seminifer tübül içerisindeki immünreaktiviteleri Image J programı ile ölçülerek elde edilen sayısal veriler kaydedildi. mRNA gen ifadesi çalışmalarından elde edilen veriler ve ELISA yöntemi sonucu elde edilen serum testosteron seviyeleri de kaydedilerek istatistiksel analizlere hazır hale getirildi. Deneyler sonucunda elde edilen tüm verilerin istatistiksel analizi için Graphpad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla California, USA) programı kullanıldı. Verilerin normal dağılıp dağılmadığını belirlemek amacıyla D’Agostino-Pearson omnibüs ve Shapiro-Wilk normalite testleri yapıldı. Normal dağılım gösteren verilerde gruplar arasındaki farklılıkların belirlenmesi amacıyla One-Way ANOVA ve Tukey’in Post-hoc testleri uygulandı. Tekrarlı ölçümler içeren, hayvanların deney öncesi ve sonrası vücut ağırlıklarının gruplar arasındaki karşılaştırmaları için Two-Way ANOVA testi ile Dunnet’in ve Sidak’in çoklu karşılaştırma testleri kullanıldı.
3.  BÖLÜM

[bookmark: _Toc63266624]BULGULAR
[bookmark: _Toc63266625]3.1. Deney Prosedürü Sonunda Sıçanların Genel Vücut ve Testis Ağırlıkları
Deney prosedürünün uygulanmasının ardından ilaç gruplarındaki başlangıçta 100-200 gr ağırlığında olan deney hayvanlarının genel vücut ve testis ağırlıklarında kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ciddi bir azalma gözlendi. Deney hayvanlarına ait deney başlangıcındaki ve deney sonundaki genel vücut ağırlıkları ile testis ağırlıklarının gruplar arasındaki değişimi Tablo 3.1’de Şekil 3.1’de gösterilmiştir. Kontrol grubundaki deney hayvanlarının deney başlangıcındaki vücut ağırlıklarının deney sonunda anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05). Buna karşılık kronik ADR uygulanan grupta deney hayvanlarının deney başlangıcındaki vücut ağırlığının deney sonundaki vücut ağırlıkları ile aralarında anlamlı bir farklılık olmadığı (p>0.05), akut ADR uygulanan grupta ise deney hayvanlarının başlangıçtaki vücut ağırlığının deney sonunda anlamlı bir şekilde azaldığı belirlendi (p<0.05). İlaç uygulanan gruplarda testis ağırlıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlendi. Kronik ADR uygulanan grupta testis ağırlıklarının kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaldığı (p<0.05), akut ADR uygulanan grupta ise testis ağırlıklarının hem kontrol grubu ile hem de kronik ADR uygulanan grup ile istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde bir azalma gösterdiği belirlendi (p<0.05). 
[bookmark: _Toc66958952]Tablo 3.1. Deney sonunda sıçanların genel vücut ve testis ağırlıkları.
	Gruplar
	
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	Vücut Ağırlığı (gr)
	İlk Ağırlık
	102.3±10.9
	173.1±19.7*
	164.1±8.9*
	0.001

	
	Son Ağırlık
	258.85±15.3+
	181.42±16.5*
	113.70±25.2*,+
	0.001

	Testis Ağırlığı (gr)
	
	1.33±0.11
	0.97±0.13*
	0.70±0.29*
	0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *: Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı farklılığı göstermektedir. +: Vücut ağırlıklarının deney başlangıcında ve sonundaki anlamlı değişimleri göstermektedir. 
B
A







[bookmark: _Toc63266692]Şekil 3.1. Deney sonunda sıçanların vücut (A) ve testis ağırlıklarının (B) değişimi. 
*: Kontrol grubu ile karşılaştırıldığındaki anlamlı farklılığı göstermektedir. 
+: İlk ve son vücut ağırlıkları arasındaki anlamlı farklılığı ifade etmektedir.

Deney sonunda ilaç gruplarında yer alan hayvanların bazılarında karın bölgesinde kıl dökülmeleri tespit edildi. Deney hayvanlarının sakrifikasyonu sonrasında dokuların elde edilmesi esnasında ise karın boşluğunda ciddi bir sıvı birikimi gözlendi. Ayrıca testis dokusu üzerindeki yağ tabakasında sertleşme ve kalınlaşmalar belirlendi.  Bunun yanında karaciğer, böbrek ve bağırsak gibi karın boşluğunda yer alan hayati organların morfolojisinde de bazı farklılıklar gözlenerek fotoğraflandı (Şekil 3.2).

A
B









[bookmark: _Toc63266693]Şekil 3.2. Deney hayvanlarının sakrifikasyonu esnasında gözlenen değişiklikler. (A) Kronik ADR grubunda testis dokusu üzerindeki yağ dokusundaki değişiklikler. (B) Yağ dokusuna ek olarak Akut ADR grubunda karın boşluğunda oluşan sıvı birikimi.
[bookmark: _Toc63266626]3.2. Histolojik Bulgular
Testis dokusu kesitleri üzerinde Hematoksilen-Eozin boyamasının gerçekleştirilmesi ve fotoğraflanması sonucunda ADR gruplarındaki testis dokusunda Kontrol grubu ile kıyaslandığında birçok histopatolojik değişikliğe rastlandı. Kronik ve Akut ADR gruplarında seminifer tübül çaplarının daralması, spermatogenik hücre serisinde azalma ve lümene dökülen hücreler gözlendi. Bu histopatolojik durumların dışında 2 bağımsız histolog tarafından gerçekleştirilen Johnsen’in Testiküler Biyopsi Skorlaması’na göre, Kronik ve Akut ADR gruplarında Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ciddi bir hasar gözlendi. Ayrıca seminifer tübül çaplarının ölçümünden elde edilen veriler doğrultusunda, Kronik ADR grubunda seminifer tübül çaplarının Kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı, Akut ADR grubunda seminifer tübüllerde meydana gelen daralmanın ise hem Kontrol grubundan hem de Kronik ADR grubundan anlamlı bir şekilde farklı olduğu tespit edildi (Şekil 3.3). Tüm gruplara ait JTBS ve seminifer tübül çapı ölçümleri Tablo 3.2’de verilmiştir.


[bookmark: _Toc66958953]Tablo 3.2. JTBS ve seminifer tübül çaplarının gruplar arasındaki değişimi.
	Gruplar
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	JTBS
	9.42±0.60
	6.41±1.97a
	6.96±2.02b
	0.001

	Seminifer Tübül Çapları
	314.39±42.04
	251.07±41.49a
	216.40±48.4b
	0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.
Kontrol
Kronik ADR
Akut ADR
A
B
C
D
E
F








[bookmark: _Toc63266694]Şekil 3.3. Deney gruplarına ait Hematoksilen-Eozin ile boyanmış testis dokusu kesitleri. Kontrol grubunda (A, B) testis dokusu normal histolojik görüntü sergilemektedir. Kronik (C, D) grubunda spermatogenik hücre serisinde azalma, lümene dökülen hücreler ve seminifer tübül çaplarında daralma görülmektedir. Akut ADR grubunda (E, F) ise seminifer tübüllerdeki daralmanın arttığı gözlenmektedir. Hasarlı tübüller ve lümene dökülen hücreler ok ile gösterilmiştir. Görüntü büyütmesi; A-C-E x200, B-D-F x400.
[bookmark: _Toc63266695][image: ][image: ]
[bookmark: _Toc63266627]Şekil 3.4. JTBS (A) ve seminifer tübül çaplarının (B) gruplar arasındaki değişiminin grafikleri. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılığı ifade etmektedir. 
3.3. İmmünohistokimyasal Sonuçlar
Testis dokusundan elde edilen kesitler üzerinde Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL antikorları aracılığıyla gerçekleştirilen immünohistokimyasal boyamalar sonucunda, ADR uygulanan gruplarda bu genlerin protein düzeyindeki ifadelerinin Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde değiştiği gözlendi (p<0.05).
Tüm gruplarda immünohistokimyasal boyama yöntemiyle boyanan Oct-4 immünreaktiviteleri Şekil 3.5A, B ve C’de gösterilmiştir. Kronik ADR grubunda Oct-4’ün seminifer tübüller içerisindeki spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki immünreaktivitesinin Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05). Akut ADR grubunda ise Oct-4’ün spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki immünreaktivitelerinin hem kontrol grubuna hem de Kronik ADR grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edildi (p<0.05) (Tablo 3.3) (Şekil 3.6A, B, C).
Deney gruplarındaki Sox2 immünreaktivitesine ait fotoğraflar Şekil 3.5D, E ve F’de gösterilmiştir. Yapılan ölçümler ve istatistiksel analizler neticesinde Sox2’nin spermatogonyumlardaki immünreaktivitesinin Akut ADR grubunda hem Kontrol hem de Kronik ADR grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05). Ayrıca Kronik ADR grubunda spermatogonyumlardaki Sox2 immünreaktivitesinin de Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edildi (p<0.05). Kronik ADR ve Akut ADR gruplarında, spermatosit ve spermatidlerdeki Sox2 immünreaktvitelerinin Kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05) (Tablo 3.3) (Şekil 3.5D, E, F). Oct-4 ve Sox2 immünreaktivitelerinin gruplar arasındaki değişimini gösteren grafikler Şekil 3.6’da gösterilmiştir.
[bookmark: _Toc66958954]Tablo 3.3. Oct-4 ve Sox2’nin immünreaktivite yoğunluğu ölçümleri.
	
	Gruplar
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	Oct-4
	Spermatogonyum
	134.7114.5
	117.2317.7a
	96.1715.7b
	0.001

	
	Spermatosit
	131.6317.4
	113.6012.2a
	86.4715.4b
	0.001

	
	Spermatid
	115.4017.6
	105.8921.5a
	74.3612.7b
	0.001

	Sox2
	Spermatogonyum
	111.4311.0
	100.1510.5a
	96.3083.8b
	0.001

	
	Spermatosit
	99.1012.4
	87.629.0a
	87.228.5a
	0.001

	
	Spermatid
	96.969.6
	89.808.4a
	88.207.2a
	0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.
Kontrol
Kronik ADR
Akut ADR
Oct-4
Sox2
A
B
C
D
E
F







[bookmark: _Toc63266696]Şekil 3.5. İmmünohistokimyasal boyama yöntemi ile Oct-4 ve Sox2 antikorlarıyla boyanan testis dokusu görüntüleri. Oct-4’ün Kontrol (A), Kronik ADR (B) ve Akut ADR (C) gruplarındaki ile Sox2’nin Kontrol (D), Kronik ADR (E) ve Akut ADR (F) gruplarındaki immünreaktivite değişimleri gösterilmiştir. Ok işaretleri immünreaktif hücreleri göstermektedir. Görüntü büyütmesi x400.
Oct-4
Sox2







[bookmark: _Toc63266697]Şekil 3.6. Oct-4 ve Sox2’in seminifer tübüller içerisindeki immünreaktivite ölçümlerinin gruplar arasındaki değişimi. Grafikler Oct-4’ün spermatogonyum (A), spermatosit (B) ve spermatidlerdeki (C) immünreaktivite yoğunlukları ile Sox2’nin spermatogonyum (D), spermatosit (E) ve spermatidlerdeki (F) immünreaktivite yoğunluklarını ve bu ölçümlerin gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklarını ifade etmektedir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılıkları göstermektedir.
İmmünohistokimyasal boyama yöntemi ile Klf4 boyaması gerçekleştirilen dokulardan elde edilen fotoğraflar Şekil 3.7A, B ve C’de gösterilmiştir. Fotoğraflar üzerinden yapılan ölçümler sonucunda Klf4 immünreaktivitesinin Kronik ADR grubunda seminifer tübüller içerisindeki spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05). Akut ADR grubunda ise Klf4’ün spermatogonyum ve spermatidlerdeki immünreaktivitelerinin hem kontrol grubuna hem de Kronik ADR grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edildi (p<0.05). Ancak Akut ADR grubunda spermatositlerdeki Klf4 immünreaktivitesi ile Kronik ADR grubundaki spermatosit Klf4 immünreaktivitesi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olmadığı belirlendi (p>0.05) (Tablo 3.4) (Şekil 3.8A, B, C).
c-Myc geninin immünohistokimyasal boyamalar sonucunda elde edilen fotoğrafları Şekil 3.7D, E ve F’de gösterilmiştir. Yapılan immünreaktivite ölçümleri doğrultusunda, Kronik ve Akut ADR gruplarında spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki c-Myc immünreaktivitesinin kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı belirlendi (p<0.05). Ayrıca Akut ADR grubunda c-Myc’in spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki immünreaktivitesinin Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında da anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05). c-Myc’in seminifer tübüller dışında kalan Leydig hücrelerindeki immünreaktiviteleri ölçümleri sonucunda, bu genin protein düzeyindeki ifadesinin Akut ADR grubunda hem Kontrol hem de Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05) (Tablo 3.4) (Şekil 3.8D, E, F). c-Myc immünreaktivitesinin Leydig hücrelerindeki immünreaktivitesi ise Şekil 3.9 da gösterilmiştir. Yapılan ölçümlerde c- Myc’in Kronik ADR grubunda Leydig hücrelerindeki immünreaktivitesinin Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı belirlendi (p<0.05). Akut ADR grubunda ise Leydig hücrelerindeki c-Myc immünreaktivitesinin hem Kontrol grubu hem de Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05) (Tablo 3.4) (Şekil 3.9).
[bookmark: _Toc66958955]Tablo 3.4. Klf4 ve c-Myc’in immünreaktivite yoğunluğu ölçümleri.
	
	Gruplar
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	Klf4
	Spermatogonyum
	123.2510.22
	99.2114.35a
	107.587.4b
	0.001

	
	Spermatosit
	116.1713.07
	100.619.33a
	99.376.88a
	0.001

	
	Spermatid
	108.1710.23
	101.729.30a
	96.527.76b
	0.001

	

 c-Myc
	Spermatogonyum
	110.3819.83
	126.6024.08a
	152.618.4b
	0.001

	
	Spermatosit
	92.8727.64
	134.0021.41a
	147.524.7b
	0.001

	
	Spermatid
	99.0923.24
	118.2422.50a
	130.922.3b
	0.001

	
	Leydig hücreleri
	108.9015.23
	122.1421.42a
	141.721.12b
	0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.
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[bookmark: _Toc63266698]Şekil 3.7. İmmünohistokimyasal boyama yöntemi ile Klf4 ve c-Myc antikorlarıyla boyanan testis dokusu görüntüleri. Klf4’ün Kontrol (A), Kronik ADR (B) ve Akut ADR (C) gruplarındaki ile c-Myc’in Kontrol (D), Kronik ADR (E) ve Akut ADR (F) gruplarındaki immünreaktivite değişimleri gösterilmiştir. Ok işaretleri immünreaktif hücreleri göstermektedir. Görüntü büyütmesi x400.
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[bookmark: _Toc63266699]Şekil 3.8. Klf4 ve c-Myc’in seminifer tübüller içerisindeki immünreaktivite ölçümlerinin gruplar arasındaki değişimi. Grafikler Klf4’ün spermatogonyum (A), spermatosit (B) ve spermatidlerdeki (C) immünreaktivite yoğunlukları ile c-Myc’in spermatogonyum (D), spermatosit (E) ve spermatidlerdeki (F) immünreaktivite yoğunluklarını ve bu ölçümlerin gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklarını ifade etmektedir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılıkları göstermektedir.
[image: ]
[bookmark: _Toc63266700]Şekil 3.9. Leydig hücrelerindeki c-Myc immünreaktivitesinin gruplar arasındaki değişimini gösteren grafik. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.  *, gruplar arasındaki anlamlı farklılığı ifade etmektedir.
UTF1 immünreaktivitesinin gruplar arasındaki değişimini gösteren fotoğraflar Şekil 3.10A, B, C’de gösterilmektedir. Fotoğraflardan elde edilen ölçümler neticesinde, UTF1 immünreaktivitesinin Kronik ADR grubundaki spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde, Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı belirlendi. Akut ADR grubunda ise UTF1’in spermatogonyumlardaki immünreaktivitesinin Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı, spermatosit ve spermatidlerdeki immünreaktivitelerinin ise hem Kontrol hem de Kronik ADR grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05) (Tablo 3.5) (Şekil 3.11A, B, C). 
Spermatogonyumlar için spesifik bir belirteç olan DAZL’ın immünohistokimyasal boyamaları neticesinde elde edilen fotoğraflar Şekil 3.10D, E, F’de gösterilmiştir. Fotoğraflar üzerinden Image J programıyla elde edilen ölçümler doğrultusunda, Kronik ADR grubunda DAZL’ın spermatogonyumlardaki immünreaktivitesinin Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi. Akut ADR grubuna ise spermatogonyumlardaki DAZL immünreaktivitesinin hem Kontrol grubu hem de Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05) (Tablo 3.5) (Şekil 3. 11D).

[bookmark: _Toc66958956]Tablo 3.5. UTF1 ve DAZL’ın immünreaktivite yoğunluğu ölçümleri.
	
	Gruplar
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	UTF1
	Spermatogonyum
	132.3711.38
	109.648.98a
	111.3811.5a
	0.001

	
	Spermatosit
	114.2210.02
	100.188.44a
	94.969.56b
	0.001

	
	Spermatid
	99.769.23
	94.3681.15a
	87.086.81b
	0.001

	DAZL
	Spermatogonyum
	189.207.208
	181.3512.19a
	198.314.3b
	 0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.
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[bookmark: _Toc63266701]Şekil 3.10. İmmünohistokimyasal boyama yöntemi ile UTF1 ve DAZL antikorlarıyla boyanan testis dokusu görüntüleri. UTF1’in Kontrol (A), Kronik ADR (B) ve Akut ADR (C) gruplarındaki ile DAZL’ın Kontrol (D), Kronik ADR (E) ve Akut ADR (F) gruplarındaki immünreaktivite değişimleri gösterilmiştir. Ok işaretleri immünreaktif hücreleri göstermektedir. Görüntü büyütmesi x400.
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[bookmark: _Toc63266702]Şekil 3.11. UTF1 ve DAZL’in seminifer tübüller içerisindeki immünreaktivite ölçümlerinin gruplar arasındaki değişimi. Grafikler UTF’in spermatogonyum (A), spermatosit (B) ve spermatidlerdeki (C) immünreaktivite yoğunlukları ile DAZL’ın spermatogonyumlardaki (D) immünreaktivite yoğunluklarını ve bu ölçümlerin gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklarını ifade etmektedir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılıkları göstermektedir.
[bookmark: _Toc63266628]3.4. mRNA Gen Ekspresyonu Sonuçları
Testis dokusunda Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL genlerinin Kantitatif Gerçek zamanlı PZR ile belirlenen mRNA ekspresyonu sonuçları ve gruplar arasındaki değişimi Tablo 3.6’da gösterilmiştir. Gen ekspresyonu ölçümlerinden elde edilen sonuçlar doğrultusunda Kronik ve Akut ADR gruplarında Oct-4 mRNA ekspresyonunun Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı belirlendi (p<0.05). İstatistiksel olarak anlam taşımasa da Akut ADR grubunda Oct-4 mRNA ekspresyonunun Kronik ADR grubuna göre de azaldığı gözlendi (p>0.05). Sox2 geninin mRNA sonuçlarının istatistiksel analizleri doğrultusunda, Kronik ve Akut ADR gruplarında Sox2 mRNA ekspresyonunun Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edildi (p<0.05). Yine Oct-4 mRNA sonuçlarına benzer şekilde Akut ADR grubundaki Sox2 mRNA ekspresyonunun Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında da azalma gösterdiği fakat bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (p>0.05). Oct-4 ve Sox2 mRNA ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler Şekil 3.12’de gösterilmiştir.
[bookmark: _Toc66958957]Tablo 3.6. Oct-4 ve Sox2 genlerinin mRNA gen ekspresyonu sonuçları.
	
Genler
	Gruplar
	
	

	
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	
	p

	Oct-4
	0.440.28
	0.080.06a
	0.010.03a
	
	0.001

	Sox2
	1.260.27
	0.250.20a
	0.060.06a
	
	0.001


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.






[bookmark: _Toc63266703]Şekil 3.12. Oct-4 (A) ve Sox2 (B) genlerinin mRNA gen ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılığı ifade etmektedir.
Kantitatif Gerçek zamanlı PZR ile belirlenen Klf4 ve c-Myc mRNA ekspresyonları sonuçları Tablo 3.7’de verilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre Klf4 mRNA ekspresyonunun hem Kronik hem de Akut ADR gruplarında Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında azaldığı fakat yalnızca Akut ADR grubundaki azalmanın Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlam ifade ettiği belirlendi (p<0.05). c-Myc geninin mRNA ekspresyonunun ise hem Kronik hem de Akut ADR gruplarında Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı belirlendi (p<0.05). Ayrıca Akut ADR grubunda c-Myc mRNA ekspresyonunun Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında da istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (p<0.05). Klf4 ve c-Myc mRNA ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler Şekil 3.13’de gösterilmiştir.
	[bookmark: _Toc66958958]
Genler
	                      Gruplar
	
	

	
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	
	    p

	Klf4
	1.321.02a
	0.560.51ab
	0.190.18b
	
	0.011

	c-Myc
	3.973.19
	4.732.28
	17.9811.43a
	
	0.001


 Tablo 3.7. Klf4 ve c-Myc genlerinin mRNA gen ekspresyonu sonuçları.
Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.






[bookmark: _Toc63266704]Şekil 3.13. Klf4 (A) ve c-Myc (B) genlerinin mRNA gen ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılığı ifade etmektedir.


UTF1 ve DAZL genlerinin mRNA ekspresyonları sonuçları Tablo 3.8’de verilmiştir. PZR sonucunda elde edilen mRNA gen ekspresyonu sonuçlarına göre Kronik ve Akut ADR gruplarındaki UTF1 mRNA ekspresyonunun Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı belirlendi (p<0.05). Akut ADR grubunda UTF1 mRNA ekspresyonu Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında azalma göstermesine rağmen bu iki grubun mRNA sonuçları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir değişim tespit edilmedi (p>0.05). DAZL geninin mRNA ekspresyon sonuçlarının incelendiğinde ise Kronik ADR grubunda DAZL mRNA ekspresyonunun hem Kontrol hem de Akut ADR grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05). Bunun yanı sıra Akut ADR grubundaki DAZL mRNA ekspresyonunun ise hem Kontrol hem de Kronik ADR grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı belirlendi (p<0.05). UTF1 ve DAZL genlerinin mRNA ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler Şekil 3.14’te gösterilmiştir. 
	[bookmark: _Toc66958959]
Genler
	                      Gruplar
	
	

	
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	
	    p

	UTF1
	1.250.36
	0.290.23a
	0.200.47a
	
	0.001

	DAZL
	2.752.23
	0.210.11
	9.818.20a
	
	0.001


 Tablo 3.8. UTF1 ve DAZL genlerinin mRNA gen ekspresyonu sonuçları.
Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve aynı harfi taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.












[bookmark: _Toc63266705]Şekil 3.14. UTF1 (A) ve DAZL (B) genlerinin mRNA gen ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimlerini gösteren grafikler. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. *, gruplar arasındaki anlamlı farklılığı ifade etmektedir.
[bookmark: _Toc63266629]3.5. Biyokimyasal Analiz Sonuçları
Deneklerden alınan kan serumu örneklerinden ELISA yöntemi uygulanarak elde edilen serum testosteron miktarları pg/ml olarak Tablo 3.9’da verilmiştir. Elde edilen ölçümler sonucunda Kronik ve Akut ADR gruplarındaki serum testosteron miktarlarının Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında azalma gösterdiği gözlendi. Fakat ADR gruplarında serum testosteron seviyesinde meydana gelen bu azalmanın istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı belirlendi (p>0.05). Deney gruplarının serum testosteron seviyelerindeki değişiklikler Şekil 3.15’te gösterilmiştir.
[bookmark: _Toc66958960]Tablo 3.9. ELISA yöntemi ile tayin edilen serum testosteron seviyeleri.
	Gruplar
	Kontrol
	Kronik ADR
	Akut ADR
	p

	Serum Testosteron Seviyesi (pg/ml)
	43987.08
	351.5052.53
	390.8083.38
	0.167


Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir. Tüm gruplar birbirleri ile karşılaştırılmış ve p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.
[image: ]
[bookmark: _Toc63266706]Şekil 3.15. Serum testosteron seviyelerinin gruplar arasındaki değişimini gösteren grafik.












[bookmark: _Toc63266631]4.BÖLÜM
[bookmark: _Toc63266632]TARTIŞMA-SONUÇ ve ÖNERİLER
[bookmark: _Toc63266633]4.1.Tartışma
Hücrelerin anormal ve kontrolsüz şekilde çoğalması olarak bilinen ve bu durumun birçok türde ölümle sonuçlandığı bir hastalık olan kanser, mortalitesi en yüksek hastalıklardan biridir. Bu nedenle bilim insanları bu hastalığın tedavisi için oldukça yoğun araştırmalar yapmaktadırlar [81]. Antineoplastik kemoterapinin keşfi ile birlikte kanser hastalığının mortalite ve morbidite oranlarında önemli azalmalar meydana gelmiştir. Ancak kemoterapide kullanılan ilaçların faydalarının yanı sıra, sahip oldukları sitotoksik etkileri neticesinde bu ilaçların uzun süreli kullanımlarının kanser hastalarında doku ve organ sistemlerinde ciddi hasarlar meydana gelmesine neden olmaktadır [82]. 
Kemoterapötik ilaçlardan en çok etkilenen organlar rejenerasyon yeteneği yüksek olan mide-barsak, mukozalar ve kıl folikülleridir. Ayrıca sitotoksik etkiye sahip olan bu ilaçlar, erkek üreme sisteminde de ciddi hasarlara neden olmakta ve erkek fertilitesini olumsuz şekilde etkilemektedir. Kemoterapide yaygın olarak kullanılan birçok ilaç üzerine yapılan detaylı araştırmalara rağmen bu kemoterapötiklerin insan ve deney hayvanlarında fertilite üzerine olan yan etkileri yeterince aydınlatılamamıştır [83-86].
Solid tümörler tedavisinde en yaygın kullanılan ilaç olan ADR, aynı zamanda lenfoma mesane ve göğüs kanseri gibi birçok kanser türünün tedavisinde de yaygın olarak kullanılan antrasiklin antibiyotiklerden biridir [73-76]. ADR hızlı çoğalan kanser hücrelerinde DNA’nın çift zinciri arasına girerek topoizomeraz-2b enziminin DNA çift zinciri üzerinde ilerlemesini ve dolayısıyla DNA replikasyonunu engellemektedir [16].
Kanser tedavisindeki olumlu etkilerinin ve potansiyelinin yanı sıra ADR kardiyak disfonksiyon, nefrotoksisite ve testiküler toksisite gibi birçok sitotoksik etkiye sahiptir [18]. ADR’ye bağlı testiküler toksisitenin mekanizması oksidatif stress indüksiyonu, proinflamatuvar sitokinlerin artan salınımı ve spermatositlerdeki apoptozisin indüklenmesidir. Bu etkiler gonad hasarına neden olmakta ve erkek bireylerde fertiliteyi ciddi derecede etkilemektedir [19]. 
Bilim insanlarının ADR üzerine yaptıkları çalışmalar sonucunda ADR’nin testis dokusunda oksidatif strese bağlı ciddi bir hasar meydana getirdiği ve bunun sonucunda testis parametrelerinde önemli azalmalar meydana geldiği belirtilmiştir. Fakat ADR’nin testis dokusunda hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerine etkisi incelenmemiş ve dolayısıyla erkek fertilitesi üzerine olan olumsuz etkileri tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu nedenle çalışmamızda, ADR’nin sıçan testis dokusunda meydana getirdiği sitotoksik etkilerin hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerine etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla, testis dokusunda Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL genlerinin mRNA ve protein düzeyindeki ekspresyonlarının gruplar arasındaki değişimleri belirlenerek kanser tedavisine yaygın olarak kullanılan bu ilacın testis dokusunda pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığını sağlanması üzerine etkisi de belirlenmiştir.
Kanser tedavisinde kronik ve akut uygulamalara sahip olan ADR çeşitli doku ve organ sistemlerinde önemli ölçüde hasara neden olmaktadır ve bu yan etkiler kanser tedavisi gören hastalarda tedavi sonrası hayatı ciddi şekilde etkilemektedir. Yaptığımız çalışmada, sıçanlara kronik ve akut şekilde ADR uygulaması gerçekleştirilmiş ve bu iki doz uygulamasının deney hayvanlarında meydana getirdiği etkiler arasındaki farklılıklar da karşılaştırılmıştır. 
Sıçanlarda ADR üzerine yapılan birçok çalışmada, ADR’nin deney hayvanlarında genel vücut ve testis ağırlıklarında ciddi azalmalar meydana getirdiği belirtilmiştir. Nitekim, Georgy ve Maher [87] sıçanlarda ADR ile yaptıkları çalışmada, deney hayvanlarına kronik olarak haftada iki kez 5 mg/kg olacak şekilde ADR uygulaması gerçekleştirmişlerdir. Deney sonunda ADR uygulanan gruplarda sıçanların genel vücut ve testis ağırlıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma belirlemişlerdir.   Turedi et al. [19] yapmış oldukları çalışmada, sıçanlara akut olarak tek doz 10 mg/kg olacak şekilde ADR uygulamış ve deney hayvanlarının genel vücut ve testis ağırlıklarında önemli ölçüde azalmalar meydana geldiğini belirlemişlerdir. Yapmış olduğumuz çalışmanın sonucunda, ADR uygulanan gruplarda deney hayvanlarının genel vücut ve testis ağırlıklarında istatistiksel olarak anlamlı azalmalar meydana geldiği belirlenmiştir. Kronik şekilde uygulanan ADR’nin kümülatif dozlarda hayvanların kilo alımına etki ederek vücut ağırlığının deney süresince sabit kalmasına ve deney sonunda kontrol grubu ile aralarında anlamlı bir farklılık oluşmasına neden olmuştur. Akut şekilde uygulanan yüksek dozlardaki ADR’nin ise hayvanlarda ciddi bir kilo kaybına neden olduğu belirlenmiştir. Genel vücut ağırlığında meydana gelen bu değişimlerin ADR’nin çoklu organ sistemleri üzerinde de ciddi hasarlar meydana getirmesinden kaynaklandığını, testis ağırlığının azalmasının ise testis dokusunda ADR’nin neden olduğu spermatogenik hücre serisindeki azalma neticesinde gerçekleştiğini düşünmekteyiz.
ADR’nin testis dokusunda meydana getirdiği testiküler doku hasarı üzerine birçok çalışma gerçekleştirilmiştir. Çeşitli araştırmacılar ADR’nin testis dokusunda oksidatif stresi arttırdığını, apoptozisi indüklediğini ve hücre proliferasyonu üzerine olumsuz etkilere sahip olduğunu belirtmişlerdir [88-91]. ADR’nin testis dokusundaki olumsuz etkileri testis doku morfolojisinde önemli değişimler meydana getirmektedir. Turedi et al. [19] yapmış oldukları çalışmada, tek doz ADR uygulanan deney grubunda, seminifer tübül çaplarının kontrol grubuna göre anlamlı şekilde daraldığını belirlemişlerdir. Ayrıca testis dokusundaki histopatolojik değişiklikleri belirlemek amacıyla JTBS gerçekleştirmişlerdir. Bunun sonucunda tek doz ADR uygulanan grupta seminifer tübül hasarının kontrol grubuna göre anlamlı şekilde arttığını bildirmişlerdir. Silva et al. [92] ise yaptıkları bir çalışmada, ADR’nin kısa ve uzun süreli toksisitesinin spermatogenez üzerine etkisini incelemek amacıyla, sıçanlara akut olarak tek doz 7,5 mg/kg olacak şekilde ADR uygulaması gerçekleştirmiş ve sırasıyla 7, 14, 21 ve 28. günlerde testiste meydana gelen histopatolojik değişiklikleri incelemişlerdir. Çalışmanın sonunda, seminifer tübüllerdeki daralmanın 7. günden itibaren kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Yapılan başka bir çalışmada da Ceribasi et al. [93] ADR’nin neden olduğu testiküler doku hasarı üzerine elajik asidin etkisini araştırmışlardır. Bu amaçla deney hayvanlarına i.p. yolla 8 hafta boyunca haftada bir kez 2 mg/kg olacak şekilde ADR uygulaması gerçekleştirmişlerdir. Çalışmanın sonunda sadece ADR uygulanan grupta seminifer tübül çaplarının kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaldığını ve JTBS verileri sonucunda da ADR grubundaki seminifer tübüllerdeki hasarın kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde arttığını belirtmişlerdir. Yaptığımız çalışmada da ADR uygulanan gruplarda seminifer tübül çaplarının kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir. Ayrıca JTBS’den elde edilen skorlama verilerine göre de kronik ve akut olarak ADR uygulanan gruplardaki seminifer tübül hasarının kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde arttığı, ADR grupları içerisinde en fazla hasar gözlenen grubun ise kronik olarak uygulanan ADR grubu olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçlar ADR’nin testis dokusunun fonksiyonel parankiması olan spermatogenik hücre serisinin azalmasına ve seminifer tübül çaplarının daralmasına neden olarak ciddi bir hasara yol açtığını göstermektedir. 
Çeşitli araştırmacılar tarafından pluripotensi üzerine yapılan birçok in vivo ve in vitro çalışmada, pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığını sağlayan birçok genin ekspresyonları üzerine yoğunlaşmışlardır. Çalışmamızda testis dokusunda meydana gelen hasar durumda mRNA ve protein ekspresyonlarının araştırıldığı Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL faktörleri de pluripotenside rol oynayan ve birçok araştırmacı tarafından yaygın şekilde araştırılan faktörlerdir. 
Oct-4 transkripsiyon faktörü Pit-Oct-Unc (POU) transkripsiyon faktör ailesi üyelerinden biridir ve yaygın olarak POU5F1 olarak isimlendirilmektedir. Oct-4 ekspresyonu pluripotent hücreler ile sınırlıdır [94] ve pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığının sağlanmasının yanı sıra apoptozun baskılanması üzerine rolü olduğunu da bilinmektedir. Primordiyal germ hücrelerindeki Oct-4 ekspresyonunun azalması hücreleri farklılaşma yerine apoptozis sürecine götürmektedir [95]. Farklılaşmamış germ hücrelerinde Oct-4 ekspresyonu çoğunlukla nukleus ile sınırlıdır [96]. Fakat spermatogonyal germ hücreleri farklılaştıkça Oct-4 ekspresyonu sitoplazmaya lokalize olur ve mayozun başlangıcı ile birlikte ekspresyon seviyeleri düşer. Oct-4’ün spermatosit ve spermatid nukleuslarındaki ekspresyonları bu transkripsiyon faktörünün mayozun çeşitli evrelerinde belirli rollere sahip olduğunu göstermektedir [97].  
Kurkure et al. [98] yaptıkları bir çalışmada, çocukluk döneminde kanser teşhisi konulan ve tedavi sonrası hayatta kalan hastalardan elde edilen testiküler biyopsi örneklerinde Oct-4 ekspresyonundaki değişimleri incelemişlerdir. Kanser tedavisi sonrası azoospermi teşhisi konulan hastalarda Oct-4 ekspresyonunun hem mRNA düzeylerinin hem de smear örneklerindeki immünreaktivilerinin kontrol hastalarına göre anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Mahanty et al. [99] ise havuz barbusu (Puntius sophore) türünde ısı stresinin ovaryum ve testiste Oct-4 mRNA ekspresyonu üzerine etkisini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda, Rt-PCR analizleri sonucu elde edilen veriler doğrultusunda ısı stresi uygulanan grupta Oct-4 mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Aktug et al. [100] ise yaptıkları çalışmada, sıçanlarda diyabet hastalığının testis dokusunda meydana getirdiği hasarın pluripotensi üzerine etkisini araştırmışlardır. Bu amaçla Yamakana transkripsiyon faktörleri olarak adlandırılan genlerden biri olan Oct-4’ün ekspresyon seviyelerindeki değişimleri incelemişlerdir. Çalışma sonucunda, diyabet grubundaki deney hayvanlarının testis dokusunda spermatogenik hücre serisi ve Sertoli hücrelerindeki Oct-4 immünreaktivitesinin kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Yapmış olduğumuz çalışmada, Oct-4 geninin immünohistokimyasal boyamalardan elde edilen sonuçları doğrultusunda bu ilacın akut ve kronik uygulamalarının testis dokusundaki spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki Oct-4 ekspresyonunu kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir şekilde azalttığı belirlenmiştir. Ayrıca Rt-PCR sonuçlarına göre hem kronik hem de akut ADR uygulanan gruplarda Oct-4 geninin mRNA seviyelerinin de kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir. Oct-4 ifadesindeki bu azalmanın hem ADR’nin negatif etkisinden hem de mayoz bölünmeden kaynaklandığını düşünmekteyiz. Ayrıca Oct-4 ekspresyonlarındaki bu azalmanın ADR’nin pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığının sağlanması üzerindeki negatif etkilerinden kaynaklandığını savunmaktayoz. Ayrıca Oct-4’ün azalan ekspresyon seviyelerinin, apoptoz üzerindeki inhibitör etkisinin azalmasından bağlı olarak testis dokusunda apoptozun artmış olabileceğini ve dolayısıyla testiküler hasarın da ciddi boyutlara ulaşmasında önemli rol oynamış olabileceğini düşünmekteyiz.
Sox2, Oct-4 ve Nanog transkripsiyon faktörleri insan ve kemirgen emriyonik kök hücrelerinde pluripotensinin devamlılığı için merkezi bir rol oynamaktadırlar ve Sox2-Oct-4 iş birliği, bu regülasyon mekanizmasındaki hiyerarşinin en tepesinde bulunmaktadır. Testis dokusunda SKH popülasyonu diğer hücreler ile kıyaslandığında %1’den daha azdır fakat bu moleküler belirteçler testis dokusunda kök hücre havuzunun devamlılığının sağlanmasına katkıda bulunmaktadır [101, 102]. Sox2’nin insan testis dokusunda protein ve mRNA seviyelerinin çok düşük olduğu ve eşey hücrelerindeki immünreaktivitesinin ve mRNA ekspresyonunun yok denecek kadar az olduğu bildirilmiştir [95] fakat yumuşakçalarda yapılan bir çalışmada Sox2’nin spermatogeneze katıldığı ve spermatogenik hücre serisinde ifade edildiği gösterilmiştir [103]. Kurkure et al. [98] yaptıkları çalışmada, kanser tedavisi sonrası hayatta kalan çocuk hastalardan elde edilen testiküler biyopsi örneklerinde uyguladıkları gerçek zamanlı PZR analizleri sonucunda Sox2 mRNA ekspresyonlarının bazı hastalarda azaldığını belirlemişlerdir. Mahanty et al. [99] yaptıkları çalışmada havuz barbusu (Puntius sophore) türünde ısı stresinin ovaryum ve testiste Sox2 mRNA ekspresyonunu ciddi şekilde azalttığını belirlemişlerdir. Aktug vd. [100] ise sıçanlarda diyabetin testis dokusundaki Sox2 immünreaktivitesini azalttığını belirlemişlerdir. Bizim çalışmamızda ise, kronik ve akut şekilde ADR uygulanan gruplarda spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerdeki Sox2 immünreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı şekilde azaldığı gözlenmiştir. Aynı zamanda testis dokusunda Sox2 mRNA ekspresyonu da anlamlı bir şekilde azalmıştır. Oct-4 ile birlikte önemli bir role sahip olan Sox2’nin protein ve mRNA düzeylerindeki bu azalmanın hem Oct-4 ekpresyonlarının azalmasına hem de ADR’nin negatif etkilerine bağlı olarak gerçekleştiğini önermekteyiz. Oct-4 ile birlikte Sox2 ekspresyonlrının da anlamlı şekilde azalmasının ADR’nin testiste hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerinde ciddi bir etkisi olduğuna işaret ettiğini düşünmekteyiz.
Klf4 hem farklılaşmadan çoğalan hücrelerde hem de son halini almış farklılaşmış hücrelerde yüksek miktarda ifade edilmektedir. Klf4 İPKH’lerin çoğalmasına katkıda bulunur ve deri, kolon ve testis gibi olgunlaşmış dokularda ifade düzeyleri yüksektir [9]. Klf4, İPKH ve EKH’de ifade edilen Oct-4 ve Sox2 ile direkt olarak ilişki kurmaktadır. Klf4, Oct-4 ve Sox2’nin direkt interaksiyonu bu transkripsiyon faktörlerinin downregulasyon ve yeniden programlama fonksiyonlarının olduğunu göstermektedir [66]. Behr et al. [104] yaptıkları çalışmada Klf4’ün normal ve patolojik insan testislerindeki protein ve mRNA düzeyindeki ekspresyon seviyelerini araştırmışlardır. Çalışma sonunda patolojik testis dokusundaki Klf4 immünreaktivitesinin ve mRNA ekspresyonun normal testis dokusu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde azaldığını belirlemişlerdir. Aktug et al. [100] ise yaptıkları çalışmada, diyabetin sıçan testislerinde meydana getirdiği hasarda Klf4 spermatogenik hücre serisindeki immünreaktivitesinin kontrol grubuna göre ciddi şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Yapmış olduğumuz bu çalışmada, akut ve kronik şekilde ADR uygulanan gruplarda Klf4 immünreaktivitesinin spermatojenik hücre serisinin tamamında kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir. Ayrıca ADR gruplarındaki Klf4 mRNA ekspresyon seviyeleri de kontrol grubuna göre azalmıştır. Çalışmamızda azalan Klf4 seviyelerinin Oct-4 ve Sox2 ile kurmuş olduğu interaksiyon sayesinde pluripotensiye olan katkısını da ciddi derecede etkilediğini ve aynı zamanda spermatogenik hücre serisinin proliferasyonunun da olumsuz etkilendiği kanaatindeyiz.
c-Myc apoptozis, hücre büyümesi ve proliferasyonu, anjiyogenez ve farklılaşma dahil olmak üzere birçok süreçte aktif olarak rol oynayan bir onkoproteindir [105]. c-Myc’in farklılaşmadaki rolü apoptoz ile ilişkilendirilmektedir. Nitekim birçok çalışmada çeşitli patolojik durumlarda c-Myc ekspresyonlarının arttığı bildirilmiştir. Örneğin Li et al. [106] yapmış oldukları çalışmada, bir siyanobakteri olan Microcystin’in ekstratlarının Wistar ırkı sıçanların karaciğer ve testis dokusunda c-Myc mRNA ve protein seviyelerinin ciddi şekilde arttığını bildirmişlerdir. Yine Malekinejad et al. [107] sıçanlarda ADR ile indüklenen testis hasarında c-Myc mRNA ekspresyon seviyeleri üzerine silymarinin etkisini araştırmışlardır. Çalışma sonunda ADR gruplarında artan c-Myc mRNA ekspresyonunun Silymarin gruplarında anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Aktug et al. [100] ise sıçanlarda diyabet ile oluşturulan testiküler hasar durumunda c-Myc immünreaktivitesinin kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığını göstermişlerdir. Yaptığımız çalışmada hem akut hem de kronik şekilde uygulanan ADR’nin sıçanların testis dokusunda spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve Leydig hücrelerindeki c-Myc immünreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde arttırdığı belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, ADR uygulanan gruplarda testis dokusundaki c-Myc mRNA ekspresyon seviyelerinin de kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde arttığı belirlenmiştir. c-Myc ifadesindeki artışın, Oct-4 ifadesindekindeki azalmaya bağlı olarak apoptozun inhibisyonu üzerindeki etkisinin azalmasına ve bunun sonucunda c-Myc bağımlı apoptoz yolağının aktifleşmiş olabileceği düşüncesindeyiz. Ayrıca c-Myc ifadesindeki bu artışın aynı zamanda ADR’nin testis dokusunda indüklediği oksidatif stres ve inflamasyonun sonucu olarak tetiklenen apoptoz sonucunda da gerçekleşmiş olabileceğini düşünmekteyiz. 
Yamanaka’nın transkripsiyon faktörleri İPKH’lerin farklılaşmasında ve çoğalmasında önemli rol oynamaktadır. İmmunoreaktivite ve gen ifadesi çalışmalarından elde edilen sonuçlar ışığında, ADR’nin testis dokusunda Yamanaka’nın transkripsiyon faktörleri olarak adlandırılan ve pluripotensinin düzenlenmesi ve sürdürülmesinde önemli rol oynayan Oct-4, Sox2, Klf4 ve c-Myc ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı değişimlere yol açarak hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerinde önemli bir etkisi olduğunu düşünmekteyiz.
UTF1, lösin fermuar içeren bir transkripsiyonel koaktivatördür ve pluripotensi belirteci olarak kabul edilmektedir [108]. Sıçan testis dokusunda spermatogonyumlarda ve gonositlerde UTF1’in eksprese edildiği fakat ekspresyon seviyelerinin germ hücrelerinin gelişim evrelerine göre değişiklik gösterdiği bilinmektedir [109]. Yetişkin insan testislerinin spermatogenez aşamalarında da UTF1 ekspresyonuna rastlanmıştır [110]. Medrano et al. [111] insan testis dokusu üzerinde yaptıkları çalışmada, 7-14 yaş arası kanser tedavisi görmeden önce biyopsisi yapılan ve organotipik kültüre alınan immatür testis dokuları üzerinde ısı, gonatotropin ve nakavt serum uygulamasının spermatogenez üzerine etkisini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda gonadotropin ve nakavt serum uygulamasının insan testis dokusunda UTF1+ spermatogonyumların sayısını ve UTF1 mRNA seviyelerini anlamlı bir şekilde arttırdığını bildirmişler ve bu nedenle UTF1’in spermatogenezde etkin bir rol oynadığı sonucuna varmışlardır. Yapmış olduğumuz çalışmada ise, kronik ve akut şekilde uygulanan ADR’nin testis dokusunda UTF1 mRNA ve protein seviyelerini kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azalttığı belirlenmiştir. Elde ettiğimiz veriler doğrultusunda ADR’nin testis dokusunda UTF1 ekspresyon seviyelerini azaltarak hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerine olumsuz etkilere sahip olduğunu önermekteyiz. 
DAZ (Deleted in Azoospermia) gen ailesi insanlar da dahil olmak üzere birçok hayvan için önemli fertilite faktörleridir [112]. Boule, DAZL ve DAZ olmak üzere üç adet üyeye sahip olan bu gen ailesi içerisinde DAZL, diğer proteinlere ait hedef mRNA’ların ekspresyonunu, lokalizasyonunu ve transportasyonunu düzenleyebilme yeteneğine sahiptir [113].  DAZL (Deleted in Azoospermia-like) Spermatogoniumlar için multifonksiyonel fakat yüksek derecede spesifik bir belirteçtir. Eşey hücrelerinin devamlılığının sağlanmasında ve farklılaşmalarında kritik rol oynamaktadır [15]. Khanlarkhani et al. [114] yaptıkları çalışmada, sıçanlarda ADR ile benzer hasar mekanizmalarına sahip olan bir kemoterapötik olan busulfan ile indüklenen testis hasarında stromal türevli faktör-1 (Stromal-derived factor-1, SDF-1)’in rolünü araştırmışlardır. Çalışma sonucunda busulfan uygulanan gruplarda testis dokusunda DAZL’ın protein ve mRNA seviyelerinin kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Yine Khanlarkhani et al. [15] yaptıkları başka bir çalışmada da busulfanın sıçan testislerinde DAZL mRNA ve protein düzeylerini ciddi şekilde azalttığını doğrulamışlardır. Karaman et al. [115] ise yapmış oldukları çalışmada Amoxicillin ve Gentamicin’in sıçan testislerinde ciddi bir oksidatif strese sebep olduğunu ve DAZL mRNA ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azaltarak spermatogenezi olumsuz etkilediğini bildirmişlerdir. Bizim yapmış olduğumuz çalışmada da akut ve kronik şekilde uygulanan ADR’nin spermatogonyumlardaki DAZL proteininin ve testis dokusunda total DAZL mRNA ekspresyon seviyeleri üzerine etkisi araştırılmıştır. Çalışmamızda kronik şekilde uygulanan ADR’nin spermatogonyumlarda DAZL immünreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde azalttığı belirlenmiştir. Fakat akut olarak ADR uygulanan grupta, 10 gün sonunda testis dokusundaki DAZL protein ve mRNA ekspresyonlarının kontrol grubuna göre anlamlı şekilde arttığı belirlenmiştir. Bu gruptaki DAZL ifadesinin anlamlı şekilde artmasının, DAZL’ın spermatogenez ve hücre yenilenmesi üzerindeki etkisi düşünüldüğünde, bu durumun spermatogonyumların akut olarak verilen ADR dozlarına karşı kendini korumak amacıyla DAZL ekspresyonlarını arttırdığı fizyolojik bir süreç olabileceği düşüncesindeyiz. DAZL’ın spermatogonyumların farklılaşmasındaki ve spermatogenik hücre serisinin devamlılığının sağlanmasındaki önemli rolüne bağlı olarak, çalışmamızdaki DAZL protein ve mRNA seviyesindeki değişikliklerin testis dokusunda hücre yenilenmesi ve farklılaşmasını olumsuz etkilediği sonucuna varılmıştır. 
ADR’nin testis dokusunda neden olduğu toksisitenin hem dokudaki hem de serumdaki testosteron seviyeleri üzerine olan olumsuz etkileri birçok araştırmacı tarafından gösterilmiştir [111, 116-119]. Yapmış olduğumuz çalışmada da biyokimyasal sonuçlar doğrultusunda kronik ve akut şekilde uygulanan ADR’nin deney hayvanlarında serum testosteron seviyelerini azalttığı belirlenmiştir. Serum testosteron seviyelerindeki bu azalmanın intersitisyel alandaki Leydig hücrelerinde ADR uygulamalarına bağlı olarak indüklenen sitotoksik hasar veya c-Myc-bağımlı apoptoz neticesinde meydana gelen Leydig hücre kaybından kaynaklanmış olabileceğini düşünmekteyiz. Nitekim ADR gruplarının Leydig hücrelerinde c-Myc immunoreaktivitesindeki artış, bu düşüncemizi kısmen desteklemektedir.
Kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan ve kronik ve akut uygulamalara sahip olan ADR’nin meydana getirdiği testiküler toksisite erkek bireylerde fertiliteyi olumsuz yönde etkilemektedir. Birçok araştırmacı meydana gelen bu toksisiteyi oksidatif stres artışı, inflamatuvar sitokinlerin artan salınımı ve apoptozun indüklenmesi ile ilişkilendirmişlerdir. Fakat ADR’nin testis dokusunda hücre farklılaşması ve proliferasyonu üzerine olan etkileri moleküler düzeyde aydınlatılmamıştır. 
Yapmış olduğumuz çalışmanın amacı, kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan ve kronik ve akut şekillerde uygulanan ADR’nin sıçan testis dokusunda meydana getirmiş olduğu hasarın pluripotensi üzerine olan etkisinin histolojik ve moleküler açıdan göstermekti. Histolojik incelemeler, immünohistokimyasal boyamalar, mRNA ekspresyonu çalışmaları ve biyokimyasal analiz sonucu elde edilen veriler ışığında, ADR’nin testis dokusunda pluripotensinin düzenlenmesi ve devamlılığının sağlanmasında kritik rol oynayan Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, UTF1 ve DAZL gen ekspresyonları etkileyerek pluripotensiyi olumsuz yönde etkilediği gösterilmiştir. 
Sonuç olarak, bu tez çalışmasının bulgularının ADR’nin doku ve organlarda indüklediği hasarın moleküler mekanizmasının aydınlatılması yönündeki çalışmalara katkı sağlayacağı düşüncesindeyiz. Ayrıca ADR’nin sağlıklı dokularda meydana getirmiş olduğu hasarın elimine edilmesi yönündeki çalışmalarda, ADR’nin pluripotensi üzerine olan olumsuz etkilerinin de dikkate alınması gerektiğini önermekteyiz.
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DNA-Doxorubicin
Complex

Fig. 1: Doxorubicin intercalation into DNA
A) TOP2b relaxes DNA supercoil to facilitate replication and DNA synthesis, B) doxorubicin forms a complex by DNA through G
bases in both of DNA strands and prevents TOP2b activity and DNA synthesis. TOP2b: Topoisomerase 2b, G: guanine, C: cytosine
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