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1.GIRIS

Testis tiimorleri tedavisi miimkiin olan ve yiiksek oranda kesin tedavi elde edilebilen
geng ve orta yash erkeklerde daha sik rastlanan tiimorlerdir. Erkeklerde goriilen
kanserlerin %1 ‘ini olusturur. Goriilme insidensi ilerleyen yasa bagli olarak iki katina
cikabilmektedir. Testis kanseri hiicresel yapilarina gore karakterize edilir ve tedavi
timor cinsine gore yapilir. Timorlerin %95°1 germinal dokudan kaynaklanir.
Testikiiler germ hiicre tiimdrlerinde tedavi olarak ikili ya da iglii ilag kokteyli
uygulanir. En yaygin olarak kullanilani ise ti¢lii ilag kokteyli olan cisplatin, etoposit
ve bleomisin (BEP) kombinasyonudur.

Insan testikiiler germ hiicre tiimérlerinde (GCTT) uygulanan klasik BEP
tedavisi hastalarin yagam stiresini %90 oraninda arttirict etkinlige sahiptir. Ancak
BEP tedavisindeki bu 3 ilacin 6nemli yan etkileri olmaktadir. Bu neden bu 3’li
tedavinin etkinligini arttiracak ve dolayisiyla yan etkiyi azaltacak bir ek ilacin
olabilecegi Ongoriisiinden yola ¢ikarak olasi ek ama toksik etkileri daha az olan
molekiilleri arastirdigimizda son donemde yaygin olarak kullanilan bir anti-kanser
ila¢ olan Bevacizumab’in etkinliginin yiiksek olabilecegini diisiindiik. Bevacizumab
bircok tiimor tipinin tedavisinde kullanilan anti —tiimor bir ila¢ olup timor
hiicrelerine dogrudan etki etmek yerine onlart besleyen damarlari hedef alir.
Bevacizumab, neoplastik angiogenezis Kilit rol oynayan vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ad1 verilen yeni kan damarlart iiremesini tetikleyen kimyasal sinyali
bloke  etmektedir.  Calismamizda  diger  ¢alismalardan  farkli  olarak
Bevacizumab+BEP kullanilan tiimér tedavisine dair literatiirde rastlamadik. Burada
yapacagimiz ¢alisma in vitro bir ¢alisma oldugu i¢in bu konuyla ilgili gelecekteki in
vivo calismalara 1sik tutacaktir. Timor hiicreleri kontrolsiizce iirerken onlari
besleyen damarlarda genisler. Tiimor damarlanmasinda VEGF’ e kars1 gelistirilmis
Bevacizumab bir¢ok tiimor tipinin tedavisinde kullanilan anti-timor bir ilagtir.
Timor hiicrelerine dogrudan etki etmek yerine onlar1 besleyen damarlar1 hedef alir.
Bevacizumab VEGF adi verilen yeni kan damarlar tiremesini tetikleyen kimyasal
sinyali bloke etmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak Bevacizumab’m GCTT
tedavisinde onemli bir potansiyalize edici etkiye sahip olabilecegi hipotezini ortaya

koyduk. Hipotezden yola c¢ikarak planladi§imiz bu ¢alismada; Bevacizumab’in



GCTT tedavisinde kullanilan klasik BEP kemoterapisinin etkinligini arttirip
arttirmayacagini inceleyip, bunu literatiire uygun hale getirerek in vivo ¢aligmalarda

kullanilmasini saglamay1 amaglamaktayiz.

1.1.Erkek genital sistem anatomisi

Erkek genital (ireme) organlari sperm iireten kisim (testis hiicreleri), sperm
canliligint saglayan salgilar1 iireten bezler ve spermin tasimmasinda gorev alan
kanallar olmak iizere {i¢ farkli yap1 icerir. Erkek genital organlar1 bulunduklar yerler

g0z Oniine alinarak i¢ ve dis genital organlar diye iki gruba ayrilarak incelenir (Sekil
1.1).

1.1.1.i¢ genital organlar
Kismen pelvis boslugunda ve kismen de perineumda bulunurlar. I¢ genital organlar:

o Testis

e Epididimis

e Duktus deferens

e Vesikula seminalis

e Duktus ejaculatorius

e Prostat (glandula prostatica)

e Glandula bulbourethralis (cowper bezi)

e Funiculus spermaticus
Testisler; Skrotum i¢inde bulunan, sperm ve cinsiyet hormonlarmin yapildigi, 4-5
cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda bir ¢ift organdir. Her biri
yaklasik 10-15 gram agirhiginda olan yumurta sekline sahip organlardir. Testisler
skrotum i¢inde funiculus spermaticusa asili konumda bulunurlar. Dis ve i¢ (facies 1
lateralis, facies medialis ) iki yiizii, 6n ve arka (margo anterior, margo posterior ) iki
kenari, alt ve st ( extremitas inferior, extremitas superior ) iki ucu vardir. Sol testis
sag testisin konumuna gore biraz daha asagida bulunur ve arka kenara epididimis
tutunur. Testisler fetal hayatta karin boslugu iginde retroperitonel olarak fascia
transversalis ile periton arasinda gelisim gostermektedir. Fakat dogumdan 6nce
gubernaculum testis (fibroz bir yap1 ile belirlenen yol ) adi verilen yolu takip edip

canalis inguinalisten gegerek skrotum igine yerlesir. Bu yerlesiminde karin 6n duvari
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Sekil 1.1. Erkek genital sisteminde yer alan i¢ ve dis genital organlar (Marieb, 2000).

tabakalarin1 da beraberinde siiriikler. Testisler tunica albuginea denilen ¢ok saglam
bir bag dokusu kilifi ile ¢evrelenmislerdir. Epididimisin tutundugu arka kenarinda
mediastinum testis bulunur ve buradan testisin damar ve sinirleri giris ¢ikis yapar.

Tunica albuginea uzantilar1 (septula testis) testisi lobuli testis olarak adlandirilan

lobiillere ayirir.

Epididimis; testislerin arka kenarinda bulunup, spermleri ileten yolun testislerden
sonra gelen ve yaklagik 6 metre uzunlugunda olan kisimdir. Epididimisin genislemis
iist caput, orta parga corpus ve alt parca cauda epididimis olmak tizere ii¢ kismi
vardir. Uretilen spermiumlar‘in  olgunlasmast ve depolanmas: epididimiste
gergeklesir.

Duktus deferens; Spermleri ileten yolun cauda epididimisten sonra gelen

kisimdir.Sadece iletim ile gorevli yaklasik 45 cm uzunlugunda bir kanaldir.

Vesikula seminalis; Mesanenin arka tarafina yerlesmis konunda bulunan tubuler

yapida bir ¢ift bezdir.

Duktus ejakulatorius; Vesikula seminalisin kanali olana duktus excretorius ile
duktus deferensin birlesmesi ile olusan bir kanaldir. Yaklasik olarak 2cm

uzunlugundadir. Utriculus prostaticusun yan taraflarindan uretraya agilir.



Prostat (glandula prostatica); Erkek genital sisteminin en biiyiik bezi olup
yiiksekligi 3cm, genisligi 4 cm ve kaling1 2 cm’dir. Ortalama agirligi 20 gram olan
prostat kiiciik pelviste, symphysis pubicanin arkasinda, rectumun 6niinde, mesanenin

altinda, diaphragma urogenitalenin tstiinde bulunur.

Glandula bulbourethralis (Cowper bezleri ); Yuvarlak, 1 cm ¢apinda diaphragma

urogenitale i¢inde urethranin arka dis tarafinda yer alan bir ¢ift bezdir.

Funiculus spermaticus; Canalis inguinaliste seyreden ve i¢inde duktus deferens gibi

onemli yapilart bulunduran olusumdur (Arifoglu, 2017).

1.1.2.D1s genital organlar
Urogenital diaphragmanin ve arcus pubicusun asagisinda yer alirlar. Skrotum testis,

funiculus spermaticusun alt boliimii ve epididimisi iginde barindiran torba seklindeki
yapiya denir. Symphysis pubisin hemen altinda uylugun tist kisminin 6n tarafinda yer
alir ve sol yarisi sag yarisina gore biraz daha asagi konumda bulunur. Penis ise erkek
ciftlesme orgam1 ve idrarin disar1 atilmasinda gorevli olan organdir. Penisin
perineumda bulunan ve disardan goriinmeyen kismina radix penis, disardan goriilen
ve ¢iftlesmeye yarayan kismina ise corpus penis adi verilir ve penis ucundan pubise
kadar uzanir. Yetiskinlerde penis uzunlugu 8-10 cm uzunlugunda, 2-3 cm g¢apinda

iken ereksiyon halindeyken boyutlari 1,5 -2 katina ¢ikar (Unur ve ark, 2017).

1.2.Erkek Genital Sistem Histolojisi
Erkek iireme sistemi sperm (spermatozoon) yapimi, erkek seks hormonlarinin

tiretimi ve gamet hiicrelerinin disi tireme sistemine iletilmesi islevini goriir(Gartner,
Hiatt —atlas, 2009). Puberte ile baglayan spermatogenez ve spermiyogenez sonucunda
spermatogonyumlarin her birinden 4 adet saglikli spermatozoon meydana gelir.
Yardimci bezlerin de katkisi ile hareket kazanan spermler, disi genital sistemine
girdikten sonra kapasitasyon gegirerek oositi dolleme yetenegine sahip hale gelirler

(Esrefoglu, 2016).

1.2.1.Testislerin Histolojisi
Testis hem ekzokrin hem de endokrin salgilama fonksiyonuna sahip olmasindan

dolay1 karma bir bezdir (Esrefoglu, 2009). Ekzokrin fonksiyonunda sperm {iretimi ve
atilmi ile holokrin tipte sekresyon gergeklesirken, endokrin fonksiyonunda ise



Ozellesmis hiicreler tarafindan sentez edilen testosteron hormonu iiretimi gergeklesir
(Ross ve Pawlina, 2014).

Testisler, karin boslugunun disinda skrotum i¢ine yerlesmis bir ¢ift organdir.
Skrotum icinde bulunmalar1 testislerin viicut 1sisindan 2-3°C daha diisiik 1s1da
olmalarini saglar (Kierszenbaum, 2006). Normal spermatogenez i¢in en uygun isinin
34 ile 35°C arasinda olmasi gerekmektedir (Ovalle ve Nahirney, 2009). Her bir testis
anteriyor abdominal duvarin tabakalariyla devamlilik gosteren ve skrotumun
igerisine uzanan uzun bir muskulofasiyal kesenin ucunda asili konumda yer
almaktadir (Ross ve Pawlina, 2014). Testisler, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile
sarilmistir. Tabakalar ;

1. Tunika Vaginalis: Kapsiiliin en disinda bulunan ve diizlesmis mezotelyal
hiicrelerden olusan tek bir tabakadir. Tunika vajinalis testislerin karin
boslugundan skrotuma inerken birlikte stiriikledikleri abdominal peritondan
kokenlenmis serdz kesedir . Testisin 0n ve yan yiizeylerini gevreleyip,
yiizeyde skrotum tizerinde uzanarak tunika vaginalisin visseral ve paryetal
tabakasini olusturur. Iki tabaka arasinda cavitas seroza bulunur. Cavitas
seroza igerisinde testislerin kolay hareket edebilmesini saglayan sivi
bulunur.

2. Tunika Albuginea: Kapsiiliin en belirgin tabakasi olan tunike albuginea diiz
kas hiicreleri igeren yogun bir fibroelastik bag dokusutabakasi olup bazal
lamina ile tunika vaginalisten ayrilmistir. Bu diiz kas hiicreleri daha yogun
olarak epididimise komsu olan posterior ylizeyde bulunur. Tunike albuginea
tabakasinda, testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf damarlar1 ve kanallar
bulunur. Bu tabaka testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediyastinum testisi
olusturur.

3. Tunika Vaskiiloza: En i¢ tabakada yer alan damarlardan zengin gevsek bir

bag dokusu 6zelligine sahiptir (Esrefoglu, 2009; Gartner ve Hiatt, 2016).

Kapsiilden testis i¢cine dogru ince, fibroz uzantilar testisi insanda i¢ kismini
sayilar1 250 kadar olan piramidal kompartmanlara boler. Bu bolmelere lobuli testis
(testis lobiilleri) adi verilir. Testis lobiilleri tamamlanmamis septum ile birbirinden

ayrilan, haberlesmeyi saglayan piramidal sekilli baglantili boliimlerdir. Her testis



lobiiliinde kan damarlari, sinirleri ve interstisyel (Leydig hiicreleri ) hiicreler olmak
tizere pek cok tip hiicre iceren, gevsek bag dokusu ile sarili seminifer tiibiillerden
olusur. Leydig hiicreleri biiylik olup ¢ogunlukla gruplar halinde diizenlenmis
hiicrelerdir ve endokrin fonksiyonlarindan dolay1 oldukga biiyiik 6neme sahiptirler.
Her bir lobiil sayilar1 1-4 arasinda degisen spermlerin tiretildigi seminifer tiibil igerir.
Seminifer tiibiillerin mediastinum testiste yer alan diiz kisimlarina tubulus recti (diiz
tiibiiller) denir. Tubulus recti mediastinum testiste rete testis denilen anastomoz
gosteren kanallar sistemi ile devam eder (Tekelioglu, 2002; Kierszenbaum, 2006).
Seminifer tiibiillerin limeni kalin kompleks bir epitel (seminifer6z ya da germinal
epitel) ile doselidir ve bazal membran iizerine oturmus iki tiir hiicre bulunur. Bunlar;

1. Sertoli hiicreleri (besleyici ve destekleyici hiicreler)

2. Spermatogenik (germ hiicreleri) hiicreleridir (Junqueria ve Carneiro, 2006;

Gartner ve Hiatt, 2009).

Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreler arasina diizenli araliklarla yerlesen, sayilari
az prizmatik hiicrelerdir. Tabanlar1 bazal membran {lizerine oturur, apeksleri ise tiip
limenine kadar uzanir. Sertoli hiicrelerinin, lateral uzantilar1 spermatogenik seri
hiicrelerini ¢evreledigi icin hiicre sinirlar1 belirsizdir. Bu hiicrelerin ¢ok fazla
katlanmig girintiler gosteren oval ve soluk boyanan bir cekirdegi ve biiyiikk bir
niikleolusu vardir. Nukleuslarmin bir kismi bazalde ve hiicre uzun eksenine paralel
konumdadir. Apikal sitoplazma spermatid'lerin gémiilmesine uygun girinti ve
cikintilara sahiptir (Gartner ve Hiatt, 2016).

Bazolateral okludens baglantilar1 seminifer epitelyumu bir bazal ve bir
adluminal kompartmana bdlerler. Spermatogenez sirasinda spermatogoniumlardan
olusan ve sertoli hiicrelerinin yan duvarlar1 boyunca kayarak liimene dogru ilerleyen
spermatogenik seriye ait hiicreler vardir. Sertoli hiicreleri intratiibiiler ve
ekstratiibiiler araliklar arasinda zonula okludensler sayesinde makromolekiillerin
gecisini Onler. BOylece intratiibiiler aralikta bulunan germ hiicrelerinin proteinleri
kana ulagmadig i¢in bunlara kars1 antikor yapilmaz. Peritiibiiler doku ve sertoli
hiicreleri etrafindaki zonula okludensler birlikte, gelismekte olan spermatositleri ve
spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerini olustururlar
(Resim 1.1). Sertoli hiicreleri arasinda hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverislerini

saglayan gap junction tipi birlesmeler de vardir. Bu gap junction birlesmeler



seminifer epitelyum siklusunun koordinasyonunda olduk¢a 6nemlidir (Tekelioglu,
2002; Kierszenbaum, 2006).

Resim 1.1. Seminifer tiibiillerde kan-testis bariyerinde olusturan bazolateral baglantilar ve tight
junctionlarin histolojik gériintiimii. (Claudin-1 primer antikor 1/50). X10(Dr. Murat TOSUN’un
izniyle)

Sertoli hiicreleri olgun testiste boliinme goOstermeyip 1s1, radyasyon, toksik,
enfeksiyon ve beslenme yetersizligi gibi etkenlere karst olduk¢a dayaniklidirlar.
Sertoli hiicrelerinin baslica fonksiyonlart:

a) Geligsmekte olan spermatozoolar: destekler, korur ve besler. Bu hiicrelerin
beslenmeleri ve desteklenmeleri sertoli hiicrelerinin sitoplazmik dallanmalari ile
gergeklestirilir. Ciinkii spermatosit 1 ve II, spermatid ve spermatozoonlar kan
testis bariyerinden dolayr kan desteginden izole edilmislerdir. Sertoli hiicreleri
ayn1 zamanda bu hiicreler farklilasirken ortaya ¢ikan proteinler viicut i¢in yabanci
oldugundan bunlara kars1 beklenen otoimmiin reaksiyonlarin gelismesini dnler.

b) Fagositoz; spermatidlerin olgunlasmasinda ortaya ¢ikan artik cisimleri
fagosite eder.

c) Sekresyon;  seminifer tiibiillerden  genital kanallar  boyunca

spermatozoolarin taginmasint kolaylastiran ve besleyen fruktozdan zengin bir



salgiyr limene salgilarlar. Androjen baglayici proteinler (ABP), testosteronu
baglayarak tiip i¢inde birikmesini saglar ve spermatogenezin ilerlemesini saglar.
FSH’in sentezini ve salmimini durduran bir hormon olan inhibin adli bir
polipeptid salgilar. Ayni zamanda 6n hipofizden FSH sekresyonunu yliksek
miktarda salgilatan aktivin sekresyonu da sertoli hiicreleri tarafindan yapilir.

d) Fetal gelisim donemde; miiller kanallarinin gerilemesini saglayan anti —

miillerian hormon salgilar (Kierszenbaum, 2006; Gartner ve Hiatt, 2009).
Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiiliin bazal membrani ile liimeni arasina
yerlesmis 4-8 katli diploid germ hiicreleridir. Ve bu hiicreler ¢cogalip farklilagarak
(spermatogenez olay1) spermatozoonlari olustururlar. Spermatogenik seride bulunan
hiicreler;

Spermatogoniumlar: Bazal membran iizerine yerlesmislerdir. Puberte
basglayana kadar tlipiin duvarinda sadece bu hiicreler bulunur. Puberteden itibaren
hormonal etki ile ¢ogalarak diger tip hiicrelere doniisiimleri gerceklesir. Niikleus
ozelliklerine gore ii¢ tip spermatogonyum tanimlanmistir.

Tip A koyu spermatogonyumlar ince graniiler kromatine sahip yogun bazofolik
nukleuslu hiicrelerdir. Bu hiicrelerin diger spermatogenetik hiicreleri olusturan kok
hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Cesitli araliklarda ger¢eklesen boliinme ile ya yine
bir Tip A koyu spermatogonyum ya da Tip A agik spermatogonyum olustururlar. Tip
A koyu spermatogonyum kok hiicre olarak kalirken, Tip A agik spermatogonyum
farklilagip olgunlasarak spermiyum haline gelir. Tip A acik spermatogonyumlarin
graniileri, acik boyanan niikleuslar1 ile koyu spermatogonyumlardan ayrilirlar. Bu
hiicrelerde pek ¢ok kez mitoz gecirip sayilarin arttirirlar. Pek ¢ok bdliinmeden sonra
Tip A spermatogonyumlar, Tip B spermatogonyumlara farklilagirlar.

Tip B spermatogonyumlar kromatini niiklear kilif boyunca ve niikleolus
gevresinde kaba kiimeler yapan yuvarlak niikleuslu hiicrelerdir. Tip B
spermatogunyumlarin goriilmesi spermatogonyal dénemin son olaylarin1 temsil
etmektedir. Bu hiicreler primer spermatositleri olusturmak {izere béliinmeye giderler

(Tosun, 1999; Karateke, 2013; Ross ve Pawlina, 2014), (Sekil 1.2).
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Part of a seminiferous tubule with its surrounding tissues. The seminiferous epithelium is formed by two cell populations: the cells of the spermatogenic lineage and the supporting or Sertoli cells.

Sekil 1.2. Seminifer epitelde spermatojenik hiicrelerin ve Sertoli hiicrelerinin yerlesimleri (Ros ve
Pawlina, 2014)

Spermatosit I (primer spermatosit): Kiire veya oval bi¢imlidir. Duvardaki en
biiyiik hiicredir. Birinci mayotik boliinmenin profaz evresine girer ve bu durumlarini
uzun siire muhafaza etmelerinden dolay1 kesitlerde sik¢a goriiliirler. 46 kromozomlu
(diploid) hiicrelerdir.

Spermatosit Il (Sekonder spermatosit): Primer spermatositin  mayotik
boliinmesi sonucu olusan, onun yarisi biiyiikliigiinde olan hiicrelerdir. 23 kromozoma
(haploid) sahiptirler. Kisa siire sonra hemen ikinci mayotik bolinmeye
ugradiklarindan dolay1 kesitlerde seyrek goriiniirler. Ve bu hiicrelerin boliinmesiyle
spermatid’ler olusur.

Spermatid: Spermatosit II’'nin yaris1 biiyiikliigiinde olup haploid kromozoma
sahiptirler. Birbirleriyle sitoplazmik baglanti yapan sinsityal hiicre kiimesi

olustururlar (Junqueria ve Carneiro, 2006; Esrefoglu, 2009).

1.2.2.Spermatogenez
Spermatogoniumlarin  mitozla bdliinerek primer spermatositleri  olusturdugu

donemdir. Spermatidlerin sertoli hiicresi piiskiillerine gomiiliip farklilasarak hareketli
spermatozoonlara (sperm) doniismesi olay1 ise spermiyogenezis olarak adlandirilir.
Yeni olugsmus spermatidin merkezi konumlu yuvarlak bir nukleusu, 1iyi gelismis
golgi aygiti, ¢cok sayida mitokondriyonlari ve bir ¢ift sentriolii svardir. Tiim bu
yapilarda spermiyogenesizde degisimler ortaya ¢ikar. Spermatidler sertoli

hiicrelerinin luminal yiizlerindeki sitoplazma girintilerine (piiskiillerine) gomiilerek



hem beslenmelerini hem de farklilagmalarini tamamlarlar. Spermiyogenezde

hiicrelerin yeni 6zellikler kazanarak degismesi dort donemde incelenir (Sekil 1.3).

1. Golgi donemi; Cok sayidaki Golgi kompleksinin bulundugu boélgede PAS
+graniillerin birikmesi ile karaktize bir donemdir. Golgi aygitindan sentezlenen
glikoproteinden zengin graniiller (preakrozomal graniiller) birbirleriyle
birleserek, etraflari membranla sarili tek ve iri bir graniil olustururlar. Bu graniil
akrozomal graniil (akrozomal vezikiil) olarak adlandilir. Akrozomal vezikiil
¢ekirdek dis zarmna yapisir ve onu bir kep gibi sararak akrozom adimi alir.
Akrozomal vezikiillerin bulundugu bélge gelisen spermin 6n kutbunu belirler.
Akrozom bir¢ok hidrolitik enzim igermesinden dolayi fertilizasyon sirasinda
korona radiata hiicrelerinin birlerinden ayrilmasinda ve zona pellusidanin
yumusatilmasinda gorev alir.

2. Kep donemi; Akrozomal vezikiil niikleusun 6n boliimiinii kaplayacak sekilde
genisleyip sapkaya benzer sekilde bu bolimi kusatir(akrozomal kep).
Cekirdegin bir kutbunda akrozom sekillenirken diger kutbunda bir ¢ift olan
sentriol bollinerek proksimal ve distal sentriol ¢iftlerini olusturur. Proksimal
sentriolden gelisen flagellum uzamasi sonucu kalin fibriler kilif olusur. Ve bu
spermatozoonun kuyruk kismini olusturur. Bunun proksimal bolimi etrafina
mitokondrionlar diizenli sekilde dizilerek orta pargayi sekillendirirler. Distal
sentriol ise orta parcanin sonlarina dogru go¢ ederek, kuyrugun baslangicinda
flagellumu bir halka gibi kusatir(anulus).

3. Akrozom donemi; Vesikiil akrozom seklinde yogunlagmistir ve ¢ekirdek
lizerinde bas sapkasin1 meydana getirir. Tabakalar1 arasinda akrozom bulunur.
Akrozom; hyaluronidaz, asit fosfataz, néraminidaz ve tripsin benzeri proteaz
olan akrozin gibi hidrolitik enzimleri igerir. Cekirdek yogunlasir, hafifce diizlesir
ve incelip uzar, hiicre membraninin iizerine dogru ilerler ve burada tam bir
sperm basmi olusturur. Bu ana kadar sitoplazma igerisinde degisikliklere
ugramis olan mitokondriyonlar bazal sentriol ve annulus arasindaki bolgeye
gecer, burada flagellumun etrafinda spiral ya da heliks seklinde diizenlenerek
mitokondriyal kilifi olusturur. Bdylece sitoplazmanin biiyiik bir kismi kalinti
haline gelir Sitoplazmanin bir kismi kuyruk yoniinde kayarak orta parcayi

kusatir. Geri kalan kismi ise disari atilir. Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
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edilip ortadan kaldirilir. Farklilagma ilerledik¢e sitoplazma fazlasi atilmaya
devam eder. Sitoplazma miktar1 sadece ¢ekirdek, orta par¢a ve kuyrugun pars
prensipalisini saracak kadar kalmaktadir.

4. Olgunlagsma donemi (maturasyon ); Residiiel (kalint1) cisimcikler atilmasi
sonucu olgun spermatozoon’un ¢ekirdek, orta par¢a ve kuyrugu etrafinda
yalnizca ¢ok ince bir sitoplazma kalmistir. Residiiel cisimciklerin Sertoli
hiicreleri tarafindan fagositozinden sonra germ hiicrelerinin lipid icerigi Sertoli
hiicreleri sitoplazmasinda tutulur. Kuyruk yapisal yonden bir silyuma benzer,
icerisinde aynm1 say1 ve diizenlenmede longitidiinal filamanlar yer alir.
Spermatozoon olgunlagsmasinin son basamagi kapasitasyon olarak bilinir ki bu
da disilere ejakiilasyondan sonra goriiliir. Olgun spermatozoonlar bas-boyun,
orta parca ve kuyruk gibi boliimlere sahiptir (Erbengi, 1985; Demir, 1995;
Beresford, 1977; Ovalle ve Nahirney, 2009).
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| Top: The principal changes occurring in spermatids during spermiogenesis. The basic structural feature of the spermatozoon is the head, which consists primarily of condensed nuclear chromatin. The reduced volume of the
nucleus affords the sperm greater mobility and may protect the genome from damage while in transit to the egg. The rest of the spermatozoon is structurally arranged to promote motility. Bottom: The structure of a mature
spermatozoon

Sekil 1.3. Spermiogenez siirecinde spermatidlerin degisim siireci (Ros ve Pawlina, 2014)

Testiste seminifer tiipler arasindaki gevsek bag dokusundan olusan
interstisyumda bol kan ve lenf kapillerleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri,
retikiiler iplikler ve farklilasmamis mezensimal hiicreler bulunur. Pencereli tip
kapiller mevcuttur. Puberteden sonra interstisyel hiicreler Leydig hiicrelerine
dontisiir. Leydig hiicreleri farklanarak erken fetal hayatta testosteron salgilamaya
baslarlar. Testosteron embriyonik dénemde erkek fetiiste gonad gelisimi icin esas

hormon olup pubertede ise sperm iiretiminin baslamasi, aksesuar bezlerin sekresyonu
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ve sekonder seks karakterlerinin gelisiminden sorumludur. Testosteron, yetiskinlerde
spermatogenezin, aksesuar bezlerin, genital kanallarin ve sekonder seks
karakterlerinin devamlilig1 i¢in gereklidir. Erkek fetiiste erken donemde farklanan
leydig hiicreleri fetal hayatin 5. ayinda inaktif konuma gegen leydig hiicrelerini
fibroblastlardan ayirmak zordur. Pubertede salinan gonadotropinlerin etkisiyle tekrar
aktiflesen leydig hiicreleri androjen salgilamaya baslarlar (Junqueira ve Carneiro,
2006; Esrefoglu, 2009).

1.2.3. Erkek Genital Sisteminin Iletici kistmlarinin Histolojisi:

1.2.3.1. Tubuli Recti;

Diiz seyirli seminifer tiibiiller (Rete testis), mediyastinum testiste yer alan tubili
rectiye acilir. Rete testis, tek kath kiibik veya alcak prizmatik epitel ile doseli
diizensiz anastomozlasan kanallardir. Epitel hiicreleri tek bir apikal silyum ve birkag
kisa mikrovillus igerir. Epitelin yaslandigi bazal membran mediyastinumun bol kan
damarli bag dokusu ile sarilidir. Gegis bolgelerine yakin spermatogenik hiicreler
kademeli olarak azalarak ortadan kalkar, tiip duvarinda sadece sertoli hiicreleri kalir
(Paker, 1993; Tekelioglu, 2002; Dagdeviren ve Biricik, 2007a).

1.2.3.2. Duktuli Efferentes;
Rete testisi epididimise baglayan kanallardir. Rete testis epididimisin basina, sayilart

yaklasik 20 adet olan, kivrimli seyreden duktuli efferenteslerle agilir. Kanallar
doseyen yalanci ¢ok katli prizmatik epitel, prizmatik ve kiibik hiicrelerden olusur.
Hiicre boylar esit olmadigindan dolayi, epitel yiizeyi girintili ¢ikintili goriiliir. Uzun
boylu prizmatik hiicreler genellikle silyumludur. Kisa boylu hiicreler ise silyum
icermez. Ancak yiizeylerinde ¢ok sayida mikrovillus bulunur. Apikal plazma
membranlar sitoplazmaya ¢okerek kanalikiiller olusturur. Apikal sitoplazmalarinda
cok sayida mikropinositotik vezikiil, membranla sinirli yogun cisimler ve lizozomlar
bulunur. Bu 6zellikler hiicrelerin endositotik aktivitelerinin oldugunun gostergesidir.
Bazal membrana komsu yerlesen kiibik sekilli bazal hiicreler ise diger hiicrelere
doniisebilme yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Epitelde lenfositler de bulunabilir.
Elastik lif iceren, ince bir sirkiiler kas tabakasi kanali etrafin1 kusatir. Spermin bu
kanallar boyunca ilerlemesi silyumlarin hareketi ve kas tabakasi sayesinde

gerceklesir(Erkogak, 1982; Junqueira ve Carneiro, 2006; Esrefoglu, 2009).
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1.2.3.3. Duktus Epididimis;
Efferent duktuliler birleserek tek bir epididimisi meydana getirir. Efferent duktus

epididimisin bas kisminda bulunur. Bunlarin birlesmesiyle olusan tek bir kanal olan
duktus epididimis ise yaklasik 5-6 metre uzunlugundadir ve kisa bir mesafe
icerisinde kendi tizerinde birgok kivrim yaparak parmak kalinligindaki epididimisin
korpus ve caudasint sekillendirir. Cok kivrimli oldugundan enine kesitlerde ¢ok
sayida kesitine rastlanir (Resim 1.2.). Duktuli efferenteslerden ayirmada en 6nemli
kriter hem i¢c hem de dis yiiziliniin oldukca diizgiin olusudur. Epiteli yalanci ¢ok kath

prizmatiktir. Bazal membran iizerine oturmus olan konik veya yuvarlak hiicreler

limene

Resim 1.2. Duktus epididimisin histolojik goriiniimii Hematoksilen Eozin. X10(Dr. Murat TOSUN’un
izniyle)

Resim erisemez, prizmatik hiicreler ise liimene ulasir. Silindirik hiicreler hareketsiz
silyalara sahip ayni1 boydaki hiicrelerdir. Bu silyalar daha ¢ok mikrovillus
ozelliklerine sahip olup testikiiler sivinin %99'unu absorbe ederler. Bu hiicreler
spermatozoonlarin olgunlagmalarini saglar, diger taraftan kapasitasyonu inhibe eden

bir madde olan gliserofosforil-kolin salgist da iireterek liimene verirler. Dzgiin bir
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bazal membrana sahiptir. Dis kismindaki gevsek bag dokusu lamina propriyadir ve
longitudinal diiz kas lifleri igerir. Kan ve lenf damarlarinca zengindir.
Spermatozoonlarin depo edildigi ve olgunlastigi yer epididimistir (Williams ve ark.,
1989; Tekelioglu, 2002; Ovalle ve Nahirney, 2009).

1.2.3.4. Duktus Deferens;
Epididimisin kuyrugunun devami olan, kalin duvarli miiskiiler bir borudur. Testisin

arka yiiziinden asag1 dogru uzanarak spermatik kordonun bir eleman1 olarak inguinal
kanaldan gecip karin bosluguna ulagir. Burada mesaneye kadar genisleyerek
ampullayr olusturur. Ampullanin son kisminda seminal vezikiillerin kanallar1 da
katilir. Bundan sonrada duktus deferens prostata girerek iiretraya agilir. Prostata
giren sekmente ejakulatuar duktus denir. Duktus ejakiilatorius yaklasik 2 cm
uzunlugunda olup mukozasi ¢ok ince yapidadir. Epiteli tek katli veya yalanci ¢ok
katl silindiriktir. Uretraya yakin boliimii ise ¢ok katl degisken epiteldir. Epitel
hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde stero silyumlara rastlanir. Epitel altindan elastik
liflerden zengin lamina propriya yer alir. Tam gergin durumda iken duktus
deferenslerin boyu yaklasik 50 cm uzunlugundadir. Mukoza liimene dogru katlantilar
yaptigindan dolayr liimen diizensiz goriliir. Miiskiiler tabaka icte ve dista
longitudinal, ortada sikiiler seyreden kas liflerinden olusan kalin bir tabakadan
olusur:
e Tunika mukoza: Mukoza longitudinalin yaptigi kivrimlardan dolay:
ltimeni y1ldiz seklindedir.
= Lamina epiteli yalanci ¢ok kath silindirik olup bazi hiicreleri
steriosilyalidir.
* Lamina propriya bag dokusu olup elastik lifler ve kan damarlarinca
zengindir.
e Tunika muskularis: I¢ ve dista longitudinal ortada sirkiiler seyirli diiz
kaslardan olusan en kalin tabakadir.
e Tunika adventisya: Fibroelastik bag dokusu olup, kan damarlar1 ve sinirler
bakimindan zengindir (Paker, 1993; Carlos ve ark., 1993; Dagdeviren ve Biricik,
2007a).
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1.2.3.5. Uretra;
Uretra, prostatik iiretra, membrandz iiretra ve kaverndz iiretra olmak iizere 3

kisimdan meydana gelir. Epitel Prostatik tiretrada, ¢ok katli degisici epitel iken
tiretranin diger kisimlarinda ¢ok katli prizmatik veya yalanci ¢ok katli prizmatiktir.
Yapisinda kanal i¢ine mukus salgilayan intraepitelyal bezler bulunur. Membrani
miikéz yapidadir ve iiretra duvarinin kalin bir diiz kas tabakasi vardir. Bu kas
tabakasi, Ozellikle prostatik ve membrandz kisimda bulunur. Burada igte
uzunlamasina, dista dairesel kas tabakalar1 bulunur. Gevsek elastik fibrillerden
Olusan lamina propriast vardir. Kaverndz iiretra kisminda ise diiz kas tabakasi

bulunmaz (Williams ve ark., 1989; Karatz, 2002; Esrefoglu, 2009).

1.2.3.6. Vesikula Seminalis;
Seminal vezikiiller bir ¢ift olup, kivrimli tiibiiler yapilarda, mesanenin arkasinda yer

alirlar. Yaklasik uzunluklar1 15 cm’ye ulasir. Kanallar1 duktus deferensin ampullasi
ile birleserek ejekiilatuvar kanal ciftini olusturur. Vesikula seminalis, ductus
deferensin disa dogru bir evaginasyonu sonunda olustugundan dolay1 yapisi ona ¢ok
benzemektedir. Duvar tabakasi, tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika
adventisyadan olusur. Seminal vezikiillerin fazlaca katlanma gosteren duvari (miik6z
membran ) yalanci ¢ok kath epital yapisindadir. Histolojik kesitlerde bal petegi
seklinde goriiliirler. Bazal hiicrelerin arasinda daha az sayida prizmatik izlenir. Bu
hiicreler fibroelstik yapida lamina propria lizerine otururlar. Kas tabakasi icte
dairesel, dista uzunlamasina yapidadir. En dista fibroz adventisiya bulunur. Liimen
icinde bulunan hiicrelerin smirlar1 ¢ok belirgin olup sitoplazmalarinda salgi
graniilleri ve sar1 bir pigment bulunur. Pigmentin goriilmesi puberte ile baslayip yasa
paralel olarak artar. Bazal hiicrelerde organel sayisi daha azdir. Yiizeyel hiicreler ise
mitokondri, golgi aygiti, graniiler ER, salg:1 graniilleri ve mikrovilluslarca zengindir.
Vesikula seminalisin salgisi; sari renkte, yapiskan, hafif alkali, C vitamini ve
fruktozdan zengin, koagiilasyon enzimi ve prostoglandinlerden zengin olan bir sivi
icerigine sahiptir. Iceriginde bulunan C vitamini ve fruktoz, spermatozoonlarin
beslenmesi,  prostoglandinler ise fertilizasyon igin gereklidir. Epitelyal salgi
faaliyetleri testosteron hormonu epitelyal salgi fonksiyonlarmi kontrol eder. Elastik

liflerden ve damardan zengin gevsek bag dokusu lamina propria olup az sayida diiz
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kas lifleri icermektedir. Tunika muskularis ise duktus deferensten daha ince yapiya
sahiptir. Kas tabakasi igte sirkiiler ve dista longitudinal iki tabakalidir. Liimendeki
salgi, ejakiilasyon sirasinda kasilmalar sonucu bosaltilir. Elastik lifli ince bir bag
dokusu tunika adventisya tabakasidir (Karadz, 2002; Junqueira ve Carneira, 2006;
Esrefoglu, 2009).

1.2.3.7. Prostat;
Prostat, uretrayr idrar kesesinden ayrildigi kisimda cevreler. Sayilari 15 ila 30

arasinda degisen bosaltict duktuslar araciligi ile prostatik uretraya drene olan 30-50
kadar bilesik tiibiiloalveolar bezlerin bir araya gelmesi ile olusur. Pelviste mesanenin
altinda yer alir. Prostat diiz kas liflerinden zengin, fibroelastik bag dokusundan
olusan bir kapsiil ile kusatilmistir. Kapsiilden ayrilan septumlar bezin i¢ine dogru
uzanarak loblar1 olustururlar. Bezleri saran stroma da kapsiil gibi ¢cok miktarda diiz
kas lifi iceren fibroelastik bag dokusudur. Bezleri doseyen epitel, aktivasyon
durumuna bagli olarak degismekle birlikte genellikle tek katli prizmatik epitel
yapisindadir. Ancak yassi, kiibik veya yalanci ¢ok katli prizmatik 6zellik gosteren
epitel alanlar1 da icerebilmektedir. Bezler mukozal, submukozal ve periferal bezler
selinde 3 konsantrik tabaka seklinde diizenlenmistir. Direkt iiretraya drene olan
bezler, mukozal bezlerdir. Submukozal ve periferal bezler ise prostatik sinuslara
drene olurlar. Eriskinde prostat bezinin parankimasi anatomik ve klinik olarak farkli
dort boliimden olusur.

1.Santral (merkezi) bolge: glandiiler dokunun %25’ini olusturur ve ejakulatuar
kanali ¢evreler. Prostatin karsinom ve inflamasyona orani diisiik bolgesidir. Bu
bolgedeki epitel hiicreler diger bolgelerden farkli olarak hafif bazofilik stoplazmali,
daha genis nukleuslu hiicrelerdir. Nukleus seviyeleri komsu hiicreler arasinda
degisiklik gosterir.

2. Periferal bolge: Prostatin glandiiler dokusunun %70’ini igeren bu boliim
inflamasyona kars1 hassastir ve prostatik kanserlerin gogu bu bélgeden olusur.

3.Transisyonel bolge: Pprostatik glandiiler dokusunun %35’ini olusturur ve
mukozal bezleri igerir. Prostatik {iretray1 sarar. Yaslanmaya bagl olarak bu bolgede
hipertrofi goriiliir. Hiperplaziye ugrayan parankim hiicreleri ve epitel hiicrelerinde

nodular kitleler meydana gelir. Bu nodiiller nedeniyle prostatik {iretraya baski altinda
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kalir, idrar akis1 azalir, idrar ¢ikisi zorlasir. Bu durum benign prostatik hiperplazisi
(BPH) olarak adlandirilir.

4 Peritiretral bolge: Hem mukozal hem de submukozal bezleri igerir ve benign
prostatik hiperplazi (BPH) nin ileri asamasinda bu zonda patolojik kitle gozlenir. Bu
patolojik Kitle tiretral basinca neden olur ve mesaneden idrar sizmasi gergeklesir. Bez
diiz kas lifleri iceren fibroelastik bir kapsiil ile sarili olup kapsiil i¢inde yaygin bir
ven ag1 mevcuttur. Bezin bilesenleri dens stroma igerisine gomiilii durumdadir.
Stromanin devami periferde kapsiil ile devam eder. Fibroelastik stroma c¢ok fazla
diiz kas lifleri icerir. Prostat salgisinin bosalmasi, kas liflerinin ejakiilasyon sirasinda
kasilmasi ile gerceklesir. Salgi alveolleri ve tiibiilleri biiyiikliik ve sekil bakimindan
farlilik gosterir. Alveollerin liimeni oldukca genistir. Sitoplazmasi c¢ok fazla salgi
graniilleri, lizozomlar ve lipid damlaciklar1 igerir. Duktuslarin liimeni ise diizensizdir
ve daha kiigiik salgi tiibiillerine benzerler. Testosteron, seminal vezikiiller gibi
prostat bezinin gelisimi ve fonksiyonel aktivitesinde rol almaktadir. Prostat salgisi
asidiktir ve ince kivamli siitiimsii bir sivi goriiniimiindedir. Proteolitik enzimlerce
zengindir. En fazla bulunan enzimlerden olan Fibrinolizin semenin pihtilasmasina
engel olur. Cok fazla prostatikasit fosfataz (PAF) icerir. Prostatik karsinomlarda
cogunlukla bu enzim salgilanmasi fazlalasir ve enzimin kandaki konsantrasyonunda
artis olur. Histolojik boyanmalardaki kesitlerde salgi asidofil, graniiler yigim
seklinde izlenir. Ayrica sitrik asit ve prostat spesifik antijen (PSA) de salgilama
fonksiyonlart vardir (Tekelioglu, 2002; Esrefoglu, 2009; Ovalle ve Nahirney, 2009).

1.2.3.8. Bulboiiretral Bezler;
Membrandz iiretranin arkasinda iiriigenital diyaframda yerlesmis iki adet birlesik

tiibiiloalveoler bezdir. Kanallar1 penil iiretra ile birlesir. Dis yiiziinde iskelet kaslari
iceren bag dokusu kapsiil ile kusatilmistir. Bu kapsiilden ayrilan septumlar orgam
lobiillere ayirir. Septumlarin bag dokusu elastik liflerden diiz kas ve ¢izgili kas
liflerinden zengindir. Sekretuar bolimii mukus salgilayan tek kathi kiibik veya
prizmatik epitel ile doselidir. Sekrasyon {iriinii kayganlastirici olarak gorev yapan
berrak bir mukustur. Bu iriin galatoz, galaktozamin ve siyalik asitten zengindir.
Salgist preseminal sivinin bilylik boliimiinii olusturur (Erkogak, 1982; Carlos ve ark.,
1993; Paker, 1993).
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1.2.3.9. Penis;
Penis, idrar ve seminal sivinin disar1 atildigi, baslica iki dorsal erektil doku kiitlesi

olan korpus kavernozumlardan ve bir ventral erektil doku kiitlesi olan korpus
spongiozumdan olusmaktadir. Korpus spongiozumun iginde iiretranin Spongiyoz
parcast yer almaktadir. Siki bir fibroelastik tabaka olan tunika albuginea bu ii¢
parcay1 birbirine baglar ve her birinin etrafinda kapsiil olusturur. Tunika albuginea
tabakasi, deri ve alttaki gevsek bag dokusunun altinda 1mm kalinliginda, kollajen
yapida elastik ve diiz kas liflerinden olusmustur. Esas olarak helisin arterlerden
kaynaklanan kan ile doldukga vaskiiler bosluklarin boyutlar1 ve sertliginde artma
meydana gelir. Helisin arterler ereksiyon sirasinda penise kan akigini arttirmak igin
dilate olurlar. Penisin derin arteri ile periferi vendz sistem arasinda bir arteriyovenoz
(AV) anostomoz bulunmaktadir. Penisin derisi incedir ve glans penis hari¢ altindaki,
damar ve sinirden zengin olan gevsek bag dokusuna gevsekce baghdir. Korpus
kavernozum uretranin ortasindan {iretra gecer. Korpus kavernozum uretra onde
siskinleserek glans penis'i yapar. Tunika albuginea glans penis iizerinde devam
etmez. Deri glans penis lizerinde geriye ¢ekilebilen siinnet derisi (prepisyum)
olarakda adlandirilan bir kivrim yapar. Penis derisi kiiciik ter bezleri, seyrek yag
bezleri ve kil follikiilleri igerirken, distal bolim derisi kil follikiilii icermez. Penis,
somatik, sempatik ve parasempatik sinirler sinirler tarafindan inerve edilmektedir.
Penis dokusu boyunca ¢ok sayida duyusal sinir sonlanmas1 dagilim gdstermektedir
(Erbengi, 1985; Ovalle ve Nahirney, 2009; Gartner ve Hiatt, 2009; Ross ve Pawlina,
2014).

1.3. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

1.3.1. Indifferent Donemde Testislerin Gelisimi:

Cinsiyetin belirginlesmesi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida genin gorev aldigi
kompleks bir asamadir. Seksiiel dimorfizmin anahtar1 kisa kolunda bulunan (Yp11)
Sry geninin (sexdetermining region on Y) tasmimi Y kromozomu tarafindan
gerceklestirilir. Bu genin protein iirlinli rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin
olusumunun belirlenmesinde genleri aktiflestiren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY
proteini testis belirleyici faktordiir(TDF). Bu faktoriin varligiyla fetusun cinsiyeti
erkek tipinde, yoklugunda da kiz tipinde gelisme gdosterir. Embriyonun cinsiyeti,

genetik agidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina karsin, gelisimin 7.
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haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik 6zellikleri bakimindan heniiz
belirgin degildirler. Gonadlar baslangigta bir ¢ift uzunlamasina, kélomik epitelin
proliferayonu ve altindaki mezensimin yogunlugu ile genital veya gonadal sirtlar
halinde belirme gosterirler. Gelisimin 6. haftasina kadar bu genital sirtlar i¢ginde germ
hiicrelerinin varligina rastlanilmamaktadir.

Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinde yolk kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda olusum gosterirler.
Sonbarsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulasmis olurlar (Sekil 1.4) ve 6. haftada da
genital sirtlara kadar ilerlemis olurlar. Bu hiicreler genital sirtlara ulasamadiklar
taktirde gonadlarm gelisimi gerceklesmez. Gonadlarin over veya testise

farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi mevcuttur.

Foregut Hindgut

cells ridge

Allantois Genital =
ridge ~a_ f°
Hindgut . 9 : ) |
em ( S \% J .
9 Genital

Cloaca 0N / Mesonephros

Yolk sac

A B

Sekil 1.4.. Embriyonik gelisimin 5. haftasinda primordial germ hiicrelerinin gogii (Sadler, 2011)

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen 6nce ve
ulagmast sirasinda, genital sirtin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altlarindaki
mezensimin igine gomiili konumda olurlar. Bunlar burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen irregiiler sekilli kordonlar1 meydana getirirler. Erkek ve disi
embriyolarin her ikisinde de bu kordonlar yiizey epiteline baglidr ve heniiz erkek
veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilemedigi donemdir. Bu donemdeki gonad

farklanmamis gonad olarak adlandirilmaktadir. 11k basta erkek ve disi embriyolarin
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her ikisinde birden iki ¢ift genital kanal mevcuttur ve bu kanallar; mezonefrik
(wollfian) kanallar ve paramesonefrik (miillerian) kanallardir. Embriyo kural olarak
oncelikle disi gelistirmek iizere programlanmustir, ilerleyen donemde paramezonefrik
kanallarin gelisim yonii cinsiyeti belirleyici rol istlenmeye baslar (Moore ve
Persaud, 2002; Sadler, 2005; Dagdeviren ve Biricik, 2007b;).

1.3.2. ileri Haftalarda Testislerin Gelisimi:
Eger embriyonun cinsiyeti genetik bakimdan erkek ise, primordiyal germ

hiicrelerinin sahip oldugu kromozomlar XY dir. Testis belirleyici faktori kodlayan Y
kromozomu tizerindeki SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar testis veya
meduller kordonlar1 olusturmak {izere, ¢ogalmaya devam edip medullanin
derinliklerine dogru ilerleme gergeklesir. Bu kordonlar bezin hilusuna dogru, daha
sonra rete testis tlibiillerini olusturacak ince hiicre siralarindan olusan bir ag seklinde
yayilirlar. Gelisimin daha ileri evlerinde testis kordonlarinin yiizey epiteliyle olan
iliskileri tunika albuginea adli yogun fibréz bir bag dokusunun araya girmesiyle sona

ermektedir.

Dordiincii ayda, testis kordonlar1 atnali seklini alir ve bu atnalinin uglari rete
testis ile birlikte devamlilik gosterir (Sekil 1.5.). Bu durumda testis kordonlart artik
primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden koken almig sertoli destek

hiicrelerinden meydana gelmistir (Kayali ve ark., 1992; Moore ve Persaud, 2002;).
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Sekil 1.5. Gelisimin 4. ayinda erkek genital sistem dgelerinin gériiniimii (Sadler, 2011)

20



Gonadal sirtin orijinal mezensiminden koken alan interstiyel Leydig hiicreleri
testis kordonlariin arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklanmaya baslamasindan
hemen sonra gelisme gosterir. Testisler artik genital kanal ve dis genital organlarin
cinsiyetini etkileyecek duruma gelmis olur.

Fetal testislerdeki Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron ve sertoli
hiicrelerinden salgilanan MIS (Miiller inhibe edici faktor), erkekte dis genital
organlarin gelism gdstermesi i¢in var olmalidir. Leydig hiicrelerinden testosteron ve
androstenedion salgilanmasi plesantadan salgilanan HCG’nin etkisiyle meydana
gelir. Bu salgilar penisin biiylimesini, penil {retranin geligmesini, skrotum
siskinliklerinin birlesmesini, prostat, seminal vezikiil ve bulbotiretral bezlerin
gelismesini gercgeklestirir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan MIS( Miiller inhibe edici

faktor ) ise Miiller kanalinin gelisiminin inhibe edilmesinde rol oynar.

1.3.3. Erkek Genital Sisteminin Iletici Kisimlarinin Embriyolojisi:

1.3.3.1. Duktuli Efferentesin Gelisimi;

Puberteye kadar solid halde kalmis olan testis kordonlari pubertede liimenleri agilir
ve seminifer tiibiiller haline doniisiirler. Seminifer tiibiiller kanalize olur olmaz rete
testis tiibiilleriyle birleserek duktili efferenteslere kadar ilerler. Bu eferent duktuslar
mezonefrik sistemin geride kalmis bosaltim tiibiilleridir ve sayilari yaklasik olarak

10-12 tane olup testis ile duktus epididimisi birbirine baglamada aktivite gosterirler.

1.3.3.2. Duktus Epididimisin Gelisimi;
Mezonefrik kanallar en kranialdeki kisimlari, apendiks epididim, disinda sebat

ederek, ana genital kanallar1 olustururlar. Mezonefrik kanallar efferent duktuslarn
giris yerinin hemen altindan itibaren uzayip, kivrintili bir yap1 halini alarak, duktus
epididimin olusumunu gergeklestirirler. Spermlerin depolandig: ve spermlerin biiyiik

Olctide hareket kazandig1 kisimdir.

1.3.3.3. Duktus Deferensin Gelisimi;
Mezonefrik kanalin, epidimin kuyrugundan, seminal vezikiil tomurcuguna kadar,

kalin bir kas kilifina biiriinmesi ile olusur. Seminal vezikiil (glandula vezikuloza)

duktus deferensin kaudal ucundan yanlara dogru c¢ikan tomurcuklarla birlikte
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meydana gelir. Seminal vezikiiliin, sar1, yapiskan, fruktozdan zengin, hafif alkali bir

yaptya ve spermlerin beslenmesi i¢in 6nemli igerige sahip salgisi vardir.

1.3.3.4. Duktus Ejakulatoriusun Gelisimi;
Duktus deferensin seminal vezikiilden sonraki parcasina ejakulatuar kanal denir.

Paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial uclarindaki kiigiik bir kisim disinda

appendiks testis dejenere olurlar (Tosun, 1998; Seftalioglu, 1998; Sadler, 2005).

1.3.4. D1s Genital Organlarin Gelisimi;
Embriyonal gelisimin 3. haftasinda kloaka membranin1 saran mezensim dokusu

kloaka katlantilarin1 olusturmak ig¢in prolifere olur. Kloaka katlantilari, kranialde
genital tliberkiilii olusturmak i¢in birlesirler. Daha sonra uzayarak genital tiiberkiil
fallusu meydana getirir. Kloaka membran1 boyunca igte iretral katlantilar, dista
genital siskinliklerde olusum gosterir. Urorektal septum kloaka membraniyla
birleserek gelisecek anal ve iirogenital membranin ayrilmasina olanak saglamis olur.
Bir hafta ya da daha sonra membranlar anal ve iirogenital orifisi olusturmak i¢in
yirtilir. Kloaka katlantilar ise iiretral katlantilar ve anal katlantilar olarak ayrilmig
olur. Erkek dis genital organlarinin gelisim gostermesi fotal testisler tarafindan
salgilanan androjenlere bagli olusur. Genital tiiberkiil penisi olusturmak i¢in uzar ve
gelisim siirecinde tiretral katlantilar iiretral yarigi olusturmak iizere birbirlerine
yakinlasir. Uretral katlantilar spongiyoz iiretray1 meydana getirmek icin gelismekte
olan penisin 6n yiiziinde birlesirler. Glands penisin ucunda glandiiler iretrayi
olusturacak ektoderm hiicre kordonu belirmeye baslar ve spongiyoz iiretraya dogru
biiyiime gergeklesir. Genital siskinlikler de skrotumu olusturmak {izere birbirlerine
kars1 biiyiiyerek, kaynagirlar. Kadinda genital tiiberkiil ¢ok daha az uzayarak klitorisi
meydana getirir. Uretral katlantilar kapanmaz, labium minérlerin olusumunu
gergeklestirir. Genital siskinliklerin de kapanmamasi ile labium majorleri olusturulur.
Erkek ve kadin cinsiyet karakteristiklerinin ayrilmast 9. haftada belirginlesmeye
baglar, fakat 12. haftaya kadar dis genital organlar belirgin bir sekilde ayirt
edilememektedir (Tekelioglu, 1995; Sadler, 2005; Karateke, 2013).

1.4.Kanser
Kanser, normal biiylime ve farklilasmayr saglayan mekanizmalar {izerindeki

kontroliin kaybolmasi nedeniyle mutasyona ugramis bir hiicrenin siirsiz ¢ogalmasi

sonucu gelisen bir hastaliktir (Can, 2014). Normal hiicrelerin fizyolojik kosullarda
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belli bir kontrol altinda; klonal olarak cogalmasi, farklilagmasi, bagimsiz fakat
koordineli fonksiyonlara sahip olmasi, organizmanin bir bolimiinden fakli bir
boliimiine taginmasi, hasarlanma sonrasi onarim olmasi veya olmamasi gibi islevleri
kanser hiicrelerinde bozulmustur (Weinberg, 2013). Hiicrelerin anormal sekil ve
hizda bilyliimeye ve ¢ogalmaya baslamalari tiimor adi verilen kitle olusumuna neden
olur. Timorler davranislarina gore ikiye ayrilir.

1. Malign (kotii) huylu timorler; Genelde dogrudan komsu organ ve dokulara
yayilma gosterip, lenfatik ve kan dolasim sistemleri yoluyla metastaz kabiliyetlerine
sahip, smirlari belirsiz kot bir prognoza sahip tiimoérlerdir.

2. Benign (iyi) huylu tiimorler; Komsu organ ve dokulara yayilma géstermeyip,
tamamen c¢ikarildigr taktirde tekrarlanmayan, smurlart belli, kanser olmayan
timorlerdir (Cooper, 1992).

1.4.1.Kanser Nedenleri
Hiicrelerin kanserlesmesinde en sik goriilen etkenler Proto-onkogenler, Onkogenler

ve ayrica Timor baskilayici genlerde mutasyon veya yanlis ifadelenmedir.
Mutasyonlar degisik etkenlere baglidirki bunlar i¢inde temel olarak; radyasyon,
sigara, alkol, yanlis beslenme, kimyasal maddeler, genetik, yas ve c¢evre kirliligi gibi
nedenler yer almaktadir (Weinstein ve Joe, 2000). Kiiresel ¢apta kadinlarda en
yaygin goriilen meme kanseri iken erkeklerde en sik goriilen kanserler iirogenital
sistem kanserleridir. Testis kanseri, erkek irogenital sistem tiimoérlerinin = %13-
23’{inli olusturur. Testis tiimorleri 20 — 40 yas arasi1 erkeklerde en sik rastlanan
malign tiimorlerdir ve % 90-95°ni Germ hiicre tiimorleri olusturmaktadir (Chen ve
Daneshmand, 2018).

1.4.2. Testis Tumorleri
e Germ hiicreli tiimorler

o Seminom
= Spermatositik seminom
o Non-seminom
= Embriyonal karsinom
*  Yolk sac karsinom ( endodermal siniis timori )

= Koriyokarsinom
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» Teratom (matiir, immatiir, malign igerikli)
¢ Seks kord/gonadal stromal tiimorler
o Leydig hiicreli tiimorler
o Sertoli hiicreli timorler
o Cesitli 6zgiil olmayan stromal tiimorler
o Ovaryan epitelyal tiimorler
o Toplayict duktuslar ve rete testis timdorler

o Ozgiil olmayan stroma tiimérleri (benign veya malign)

1.4.2.1. Germ Hiicre Tiimorleri
Germ (esey) hiicreleri, erkeklerde testislerde, kadinlarda overlerde (yumurtaliklarda)

gelisen iireme hiicreleridir. Bazen bu hiicreler, gogiis kafesi, karin ya da beyin gibi

viicudun diger bolgelerine gé¢ edip germ hiicreli timér adi verilen nadir kanser

tipine sebep olabilirler. Germ hiicreleri gelisim gosteren hiicrelerin i¢inde olusur ve

genelde anormal bolgelerde yerlesim gosteren normal dokulart igeririler. En sik ve

agresif testis timor tipi olan germ hiicreli tiimoérlerin seminom Ve non-seminom

olmak tizere iki tiirti vardir (Chen ve Daneshmand, 2018).

Seminom: 30-50 yas arasinda en sik goriilen germ hiicre timortdiir. Over
disgerminomlar1 ile histolojik olarak ayni goériinlimdedir. Sinirlar1 belirgin,
berrak hiicreler (glikojen icerigi) yuvarlak niive ve belirgin nukleolus igerir.
Tiimor biiyiik, yumusak, testise sinir konumundadir. Tunika albuginea
saglamdir. Nekroz alami olabilir. Az olguda HCG igeren sinsisyotrofoblast
benzeri dev hiicrelerin tek tek dagildigr goriilebilir ve bu prognozu etkilemez.
Spermatositik seminom: 65 yas tizeri goriilen nadir bir timordiir. Cesitli
biiyiikliikte hiicre igerir ve prognozu ¢ok iyidir. Kromatin yapisinin, mayotik
fazdaki spermatositlere benzemesinden dolayr bu isim verilmistir.
Spermatositik seminomlar klasik seminomlara oranla daha yavas biiyiirler ve
viicudun diger organlarina yayilim daha azdir (Iguchi ve ark., 2018).

Non — seminom: Erkeklerde puberte doneminin bitiminden itibaren baslayip

40’11 yaslarin baslangicina kadar goriilen germ hiicre tiimorleridir. 4 temel
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nonseminom timor ¢esidi vardir. Cogu tiimorler en az 2 farkhi tipin
karigimidir.

Embriyonel karsinom: seminomdan daha kiigiik olmakla birlikte sinirlart
belirsiz negroz alani igeren agresif invaziv timorlerdir. Diger germ hiicre
tumiirleri ile birlikte olabilirler. Bu tiimorlerin mikroskobik goriiniimleri
embriyonun ¢ok erken donem goriintiisiine benzemektedir. Kiiclik bir kitle
halindeyken bile metastaz yapip hizlica testis disina yayilirlar (Gingu ve
Mihai, 2016).

Yolk sac (Vitelliis Kesesi) karsinom: Bu tiimor ¢esidi erken donem insan
embriyosunun yumurta kesesine benzetildigi i¢in yolk sac ismi verilmistir.
Diger isimleri endodermal sinilis tiimdrleri, ¢ocukluk c¢agi embriyonel
karsinom veya orkidoblastomdur. 3 yas alt1 ¢ocuklarda en sik raslanan tlimor
¢esidi olup iyi prognoza sahiptir. Yolk sac karsinomlar, yayilmis olsalar dahi
kemoterapiye ¢ok iyi cevap verirler. Bu tip timorler kana alfa-feto protein
(AFP) olarak bilinen bir protein yayarlar.

Koriyokarsinom: Yetiskinlerde ¢ok nadir rastlanan olduk¢a malign olan
timor ¢esididir ¢ok kiiciikken bile metastaz yapabilir ve kiigiik kitleler
olustururlar. Bu tiir kanserler akciger, kemik ve beyin gibi uzak organlara
hizla yayilirlar. Saf koriyokarsinomun testiste goriilme orani diisiiktiir ve
cogunlukla diger nonseminom kanserlerle birlikte mix germ hiicre
timorlerinde goriliir. Bu tip tliimor kana human koriyonik gonadotropin
(HCG) olarak bilinen bir protein yayarlar (Abdel-Qadir ve ark., 2017).
Teratom: tiim yaslarda goriilebilen somatik hiicre diferansiasyonu gosteren
germ hiicre tiimorleridir. Cocuklarda yolk sac tiimorlerinden sonra ikinci
sirada goriliir. Erigskinlerde siklikla embriyonal karsinom tiimdorler ile birlikte
goriiliir. Bu tiimdrlerin 3 ana tipi matiir teratom, immatiir teratom ve
teratomun malin doniisiimii seklindedir.

Matiir teratomlar: Yetiskin doku hiicrelerine benzer hiicreler tarafindan
olusan, ¢ok nadir de olsa kenar dokulara ve uzak organlara yayilim gosteren

timorlerdir. Genellikle ameliyatla tedavi edilirler.
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e immatiir teratomlar: Erken embriyoya benzer hiicrelerin az gelismis timor
cesitleridir. Yakin dokularda gelisirler (invazyon) ve testis digina yayilirlar
(metastaz). Bu tiir timorler tedaviden yillar sonra bile niiks edebilirler.

e Malign doniisiimlii teratomlar: Cok nadir rastlanan timér ¢esidi olup bazi
alanlarda matiir teratomlar gibi goriiniirken diger alanlarda testis disinda
(kaslar, akciger, bagirsak bezleri veya beyin) gelisen kanserlerdir (Reekhaye
ve ark., 2016).

1.4.2.2.Testis Kanserleri Tam Yontemleri :
e Fizik muayene ve hikaye: Hastanin genel muayenesinin yapilirken testiste

ele gelen kitlenin genel yapisi degerlendirilir.

e Ultrasonografi: Testisin i¢yapisi, kitlenin 6zellikleri ve ebadlarina bakilarak
kitlenin yapist degerlendirilir.

eSerum tiimor markerleri: Testis kanserinde, kanser hiicreleri tarafindan
kana salgilanan bazi maddelerin (marker) serumdaki diizeylerinin Sl¢limii yapilarak
kanser varligi ve ¢esidi belirlenir. Testis kanserinin aranmasinda 3 tane timor

markert bulunmaktadir.

e Alfa-feto protein (AFP)
e Beta-human chorionic gonadotropin (beta-HCG)
e Laktat dehidrogenaz (LDH)

eRadikal inguinal orsiektomi ve biopsi: Kasiktan yapilan bir insizyon ile
testis kasiktaki bu kesiden digar1 alinarak kitleden biopsi tarzinda 6rnek alinir. Alinan

ornek patoloji olarak degerlendirilir (Gingu ve Mihai, 2016).

1.4.2.3. Testis Kanseri Tedavisi
Testis timdrlerinin tedavisi hastaligin evresi ve timdoriin alt tipine gore uygun

yontemler kullanilarak yapilir. Testis kanseri igin iki farkli ameliyat, kemoterapi ve
radyoterapi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Radikal inguinal orsiektomi
ameliyatt kanserin tiim evrelerinde ve tiirlerinde uygulanan yontem olup testisin
timorli kismi  ¢ikartlir  (Ishihara ve ark., 2017). Retroperitoneal lenf nodu
diseksiyonu ameliyat1 ise kanser hiicrelerinin yakin lenf nodalarina yayilmis

olabilecegine karsin karin arkasindaki lenf nodlalar1 ¢ikararak kanser hiicreleri tahlil
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edilir. Gelismis radyoterapi sistemleri daha ¢ok erken evre seminomlarda yararli olur
ve testis igindeki erismesi gili¢ tiimorler hedef alinarak kanserin yok edilmesi
hedeflenir (Peckham ve ark., 1983). Vaskiiler yayilimi olan hastalarda kiirler
seklinde kemoterapi uygulanmaktadir. Bu kemoterapi rejimine BEP protokolii
denmektedir ve Bleomisin, Etoposid ve Sisplatin adli kemoterapileri icermektedir.
Testis kanserli hastalar i¢cin bu BEP protokolii yiiksek oranda yasam kurtarici
potasiyele sahiptir(Gershenson ve ark., 1990). Orta ve koti risk grubundaki
metastatik testis nonseminomatéz germ hiicreli tiimorlerinin  kiirler seklinde
bleomisin, etopasid, sisplatin (BEP) uygulamasi standart tedavi olmasinin yanisira
BEP tedavisi bazen ciddi olabilen yan etki riski de tasimaktadir. Ozellikle
bleomisinin akciger toksisitesine neden oldugu saptanmistir (Maruyama ve ark.,

2018). Bu tiir olgularda yeni ve etkin tedavi ajanlarina ihtiyag duyulmustur.

1.4.2.4. Monoklonal Antikorlar
Monoklonal antikorlar ilk olarak Georgers Kohler ve Cesar Milstein tarafindan 1975

yilinda antijenle immiinize edilmis farelerin B hiicreleri ve myelom kanser
hiicrelerinin olusturduklar1 hibridomalardan elde edilmistir. Ve bu antikorlar kanser
ve bazi1 hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar tiimor
hiicrelerindeki spesifik antijenlere karsi iiretilen homojen antikor topluluklaridir
(Galluzzi ve Fridman, 2012). Monoklonal antikorlar kemoterapdtik ilaglart veya
radyoaktif partikiilleri kanser hiicrelerine gotiirmek igin hedef olarak ¢aligirlar. Hibrit
hiicreler tarafindan ¢ogaltilan homojen antikor topluluklari, bagisiklanmis fare veya
ratlardan elde edilen dalak hiicreleri ile myeloma adi verilen lenfoit timor
hiicrelerinden gelistirilen melez hiicreler tarafindan iretilirler (Cirakoglu, 2002).
Monoklonal antikorlarin tretimi rekombinant DNA teknolojisi ve hibridoma
teknolojisi ile gergeklestirilmektedir (Bulut, 2002). Monoklonal antikorlar geleneksel
tedavinin aksine antikor aracilifiyla tiimor antijenlerine hedeflendikleri i¢in hem
spesifiktirler hem normal dokulara toksisiteleri gorece c¢ok daha diisiiktiir ve
gelistirilen mekanizmalariyla indeksleri ¢ok daha fazladir (Kogoglu ve Yalginkaya,
1992).

Monoklonal antikorlar kanser hiicrelerine karst temel olarak ti¢ farkli

mekanizmayla etkinlik gosterirler:

e Kanser hiicrelerinin membran antijenlerine baglanan antikorlar;
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o komplement aktivasyonu ile komplemente bagl sitotoksisiteyi (CDC)

o antikora bagl hiicresel sitotoksisiteyi (ADCC) tetiklerler

o monoklonal antikorlar tiimoér hiicrelerinin membranlarindaki hedef
antijenlere baglanmalar1 ile ¢esitli mekanizmalarla tiimdr hiicrelerinin

oliimiine sebep olurlar (Galluzzi ve ark., 2012).

Birinci mekanizmada baglanan antikorun sabit Fc fragmenti effektor hiicreler olarak
bilinen natiirel killer ve monositlerde bulunan Fc gamma reseptorler tarafindan
taninir  (Weiner ve ark., 2010). Effektor hiicreler baglanma sonrasi timor
hiicrelerinde antikora bagli sitotoksisite (ADCC)'yi uyararak hiicrede apoptozun

gerceklesmesini saglarlar (Boross ve Leusen, 2012).

Ikinci mekanizmada monoklonal antikorun baglandigi membran antijeni
Oonemli bir bliylime faktorii veya biiyiime faktorii reseptoriidiir. Baglanma sonucu
biiylime faktorii reseptoriiniin uyardigi tiimor gelisiminde onemli olan sinyal
yolaklar1 engellenerek tiimor gelisimi inhibe edilir veya tiimor hiicresinde apoptoz

uyarimi gergeklesir (Ladjemi ve ark., 2010).

Sonug olarak; Kanser olusumu, progresyonu, metastazi, kanserin immiin sistem
elemanlarini inaktif hale getirme, tiimdr bilylimesini artiracak faktorleri salgilamasini
saglama ve kemoterapiye direng gelistirme mekanizmalar1 gibi bircok alanda
preklinik arastirmalar devam etmekte, kanserin molekiiler ve hiicresel biyolojisinin

her gecgen giin daha iyi anlagildig1 goriilmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan fazla sayida monoklonal antikorlar
bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde son yillarda 6ne c¢ikan Onemli bir molekiil

Bevazicumab’tir (Galluzzi ve ark., 2012).

1.4.2.4.1. Bevacizumab
Timor gelisiminde en Onemli asamalardan birisi angiyogenez adi verilen yeni

damarlarin olusmasidir. Yeni damar olusumunda en Onemli faktorlerden birisi
VEGF'tir. Metastatik kanserli hastalarin ¢ogunlugunda serumda VEGF seviyesinde
artis gozlenmistir (Mahfouz ve ark., 2017). Tiimor neoangiogenezisinde ¢ok dnemli
bir rol sahip wvaskiiler endotelyal biiytime faktorii VEGF’e karsi gelistirilen bir

monoklonal antikor olan Bevacizumab birgok tiimor tipinde ¢alismalar1 devam eden
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bir ajandir (Imai ve ark., 2017). Bevacizumab angiogenez inhibitorlerinden olup,
timdr hiicrelerinde yeni damar olusumunu engel olur. Bevacizumab baslangicta
VEGF’ye baglanir. VEGF tiimér hiicrelerinden yeni damar olusumunu aktif hale
getirmek igin salinir. Becavizumab VEGF’ye baglaninca kan damarlarindaki endotel
yiizeyinde bulunan VEGF reseptoriine baglanmasini inhibe eder (Mori ve ark.,
2017). VEGF reseptorlerinin aktivasyonu endotel hiicrelerinin biiyiimesi ve timor
i¢in besleyici yeni kan damalarinin olusumuna sebep olur. Bu biiylime ve yeni damar
olusumunun inhibe edilmesi, metaztazi engeller ve tiimor hiicrelerinin sitotoksik
ilaglara karst duyarliligini arttirir (Alvarez ve ark., 2011). Bevacizumab VEGF'e
baglanan IgGl izotipinde humanize bir monoklonal antikordur. Bu antikor VEGF'e
baglanarak anjiyojenez aktivasyonunu engeller (Tuncer, 2008). Bevacimuzab
metastatik kolorektal kanserli hastalarda kemoterapiyle beraber kombine edilerek
uygulandiginda hayatta kalma oranini anlamli Glglide artirmistir (Nieto ve ark.,
2017). Bevacimuzab metastatik kolorektal kanserde ve kiigiik hiicreli olmayan

akciger kanserinde de klinik kullanim i¢in onaylanmistir (Hurwitz ve ark., 2004).
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Etik Kurul
Calismamiz kapsaminda &ncelikle Afyon Kocatepe Universitesi insan Etik

Kurulu'ndan (AKUIEK) etik calisma onay1 alind1(03.02.2017-2017/2/45).

2.2.Kullanilan Materyaller

O

Human Testicular Germ Cell Line Tumour (HTGC) hiicre hatti 1618-K
(ACC752), Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) hiicre bankasindan temin
edildi(Almanya ).

Bevacizumab,(Avastin, Roshe)

Bleomisin, (Sigma, USA)

Etoposit, (Sigma, USA)

Cisplatin, (Sigma, USA)

Fetal Bovine Serum, (Capricorn, Almanya)

RPMI-1640, (Capricon, Almanya)

Goriintiileme cihazi, Nikon NIS 4.2 Image Analysis Software

Primer hiicre antikorlar olan Bax(sc-526), Bcl-2(sc-7382), VEGF(sc-7269),
(Santa Cruz Biotechnology) ve Caspase 3(ab4051), (Abcam, UK) antikorlari
1/50 diliisyonda kullanildi.

Sekonder Kit; Large Volume HRP Polymer (RTU), (Thermo, USA)

AEC Single /Plus (Abcam, UK)

PBS, (Sigma, USA)

Tween 2, (Merck Millipore, Almanya)

Mayer’s Hematoxylin, (Thermo, USA)

Hydrogen Peroxide % 35 ,(Merck Millipore, Almanya)

Methanol, ( Merck, Almanya)

Large Volume UltrAb Diluent, ( Thermo, USA)

Hydrophobic PAP PEN, (Japonya)

Large Volume Vision Mount, (Thermo, USA)
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2.3.Deney Gruplari ve Hiicre Kiiltiirii

2.3.1. BEP Hiicre Kiiltiir Dozu Belirlenmesi
Calismamizda Human Testicular Germ Cell Line (HTGC) tiimor hiicre hatti tizerinde

uygulanacak BEP tiglii kiir ilacinin ve Bevacizumab monoklonal antikorunun doz
miktarlari MTT sonucuna goére belirlendi. Daha oOnce yaptigimiz literatiir
taramalarinda BEP kombinasyonunun kullanildigi sadece bir invitro ¢alismaya
rastladigimiz ig¢in Oncelikle bu doz BEP kombinasyonu uygulanmak suretiyle
kiiltiirde yer alan hiicrelerin viabiliteleri belirlendi. Burada verilen 40 mM cisplatin,
50 mM etoposid ve 100 mM bleomisin kombinasyonu uygulandiginda hiicrelerin
tamamina yakini 6ldiigii i¢in dozun azaltilmasina karar verildi. Buna bagli olarak 4

farkli grup olusturuldu ve sirasiyla

1. Cisplatin 20 uM + Etoposide 25uM+ Bleomisin 50 uM
2. Cisplatin 10 uM + Etoposide 12pM-+ Bleomisin 25 uM
3. Cisplatin4uM + Etoposide 5uM+ Bleomisin 10 uM

4. Cisplatin 2 uM + Etoposide 2,5 uM+ Bleomisin 5 uM

Uygulanarak hiicrelerin yarisini dldiiren doz belirlendi. Buna gore Cisplatin 2 uM +
Etoposid 2,5 uM+ Bleomisin 5 uM dozunda MTT sonucuna gore %51 viabilite
belirlendigi i¢in bu dozun calismada temel BEP dozu olmasina karar verildi. Bu
siirede dozlar dncelikle ampirik olarak belirlendi sonra elde edilen MTT sonuglarina
gore doz kesinlesitirldikten sonra bu dozla birlikte farkli konsantrasyonlarda
Bevazicumab uygulanarak MTT Ol¢limleri yapildi ve viabiliteler hesaplandi. Bu

sonuclar gbz 6niine alindiktan sonra

1. Kontrol Grup: Cisplatin 2 uM + Etoposide 2,5 uM+ Bleomisin 5 uM

2. Grup 1: (Cisplatin 2 pM + Etoposide 2,5 puM+ Bleomisin 5 uM)
+Bevacizumab 0,01 mg/ml

3. Grup 2: (Cisplatin 2 uM + Etoposide 2,5 puM+ Bleomisin 5 uM)
+Bevacizumab 0,05 mg/ml

4. Grup 3: (Cisplatin 2 pM + Etoposide 2,5 uM+ Bleomisin 5 uM)

+Bevacizumab 0,1 mg/ml
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2.3.2. Hiicre Pasaji
Human Testicular Germ Cell Line Tumour (HTGC) hiicre hatt1 hiicreleri %20 FBS

(Fetal Bovine Serum) ve %80 RPMI1640(Sigma) iceren kiiltiir kaplarinda 37°C, %5
CO, ve %95 hava igeren inkiibatdrde inkiibe edildi. Hiicreleri c¢ogaltmak igin
yaklagik cm karede 4x10* hiicre yogunlugu olacak sekilde 75 cm®lik flasklara
3x10° hiicre 20 ml besi yeri igeren kiiltiir kabina (150-mm flask) konarak 2 giin
stireyle inkiibasyona birakildi. Siispansiyon steril kapakli tiiplere aktarilarak 400xg

ve 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Bu peletden 2X104
hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip 96
kuyulu hiicre kiiltiirii kaplariin her kuyucuguna aktarilarak MTT hiicre viabilite testi
uygulandi. Ayni peletin bir kism1 immunositokimyasal boyama yapilmak iizere 1 cc

besi yeri ile tekrar siispanse edildi.

2.3.3. MTT Hiicre Viabilite Olciim Testi
4
2x10 hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl kadar

alinip 96 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinin her kuyucuguna aktarildi. Bevazicumab ile
degisik dozlarda 37°C’ de inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 20 pul MTT boyasi (5

mg/ml) ilave edildi ve hiicreler 37 OC’de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda
hiicrelerden MTT boyas1 uzaklastirilip ve her bir kuyuya 200 pl DMSO eklenerek 10
dakika inkiibe edildi. Renk degisimi, mikropleyt okuyucuda 540 nm dalga boyu ile
belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 % 100 olarak kabul
edildi, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi (Denizot ve Lang,
1986).

2.3.4. Immunositokimyasal Boyama
e Polilizin Kapli her bir lam lizerinde hidrofobik PAP PEN kalem ile iki

kuyucuk olusturuldu.
e Her bir kriyoviyelde lcc besi yeri iginde 1 milyon hiicre olacak sekilde
olusturulan gruplardan 15 pl alinarak kuyucuklar i¢ine damlatildi.

e Hiicrelerin lama yapismalar1 i¢in oda 1sisinda kuruyana kadar bekletildi.
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e Hiicre membranin1 agma (Hiicre membranimi daha gegirgen hala getirip,
hiicre biitiinliigline zarar vermeden porlarin1 agmak icin % 0,2°lik Tween 20
damlatilip 20 dakika bekletildi).

e PBSile 2 x 3 dakika yikandi.

e 10 dakika %3 Metanol + Hidrojen peroksitte bekletilerek preparatlardaki
endojen peroksidaz aktivitesinin kaldirilmasi saglandi.

e PBSile 2 x 3 dakika yikand1

e [saretleme

o Her dort primer antikorda (Bax, Bcl-2, Caspase 3, VEGF) 1/50 oranda
sulandirildi ve kuyucuklar i¢inde bulunan hiicreler tizerine damlatildi.
o Primer antikor damlatilan preparatlar buzdolabinda 1 gece inkiibe
edildi.
o Inkiibasyondan sonra buzdolabindan ¢ikarilan preparatlar oda 1sisinda
10 dakika bekletildi.
o PBSile 2 kez yikand.
e Antijen Antikor Reaksiyonunu Belirleme
o Primary Antibody Enhancer soliisyonu damlatilip oda sicakliginda 10
dakika bekletildi.
o PBSile 2 kez yikandu.
o HRP Polymer damlatilip oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.
o PBSile 2 kez yikandu.
e Renklendirme
o AEC single soliisyon damlatilip oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
o Distile suyla 2 kez yikandi.
e Zit Boyama
o Mayers Hematoksilen’de 50 saniye bekletilerek zit boyama yapildu.
o Distile su ile 3 kez yikandi.
o Kapatma

o Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatildi.

2.3.5. Preparatlarin Degerlendirilmesi ve Goriintii Analizi
Immunositokimyasal olarak yapilan boyamalar mikroskop altinda degerlendirildi. Bu

stirecte preparatlarda bulunan hiicreler x40 objektif biiylitme altinda incelendi ve her
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preparatda rastgele alanlarda olmak iizere toplam 500 hiicre sayildi. Bu hiicrelerden
iImmunpozitif olanlar immunonegatiflere oranlanmak suretiyle elde edilen degerler
istatistiksel analizde kullanildi. Bu sayim siirecinde tiim preparatlarda en az 32000
hiicre saymmi gerceklestirildi. Goriintii analizi ile immunopozitif ve immunonegatif
hiicreler Isik Miikroskobu (Nikon E-600) altinda Nikon NIS 4.2 Image Analysis
Software araciligiyla sayildi.

2.3.6. istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler istatistiksel olarak SPSS for Windows 20.0 Ticari Istatistiksel

Veri Analizi Programinda analiz edildi. Veri analizinde gruplardaki her bir
kuyucukta yer alan immunopozitif ve immunonegatif hiicre sayilarinin birbirlerine
oranlarmin degisimindeki farkliligi analiz etmek igin Kruskal-Wallis testi ve

Bonferroni diizeltmeli Dunn testi kullanilda.
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3.BULGULAR

3.1. MTT test sonuglar::
Gruplardaki hiicrelerin viabilitelerinin tespiti i¢in yapilan MTT testi sonuglarina gore

hiicre viabilitesi artan bevazicumab dozuna paralel olarak azalmaktadir(Sekil 3.1).

Bevazicumab uygulanan gruplarda ortalama MTT sonuglari

120,00

100,00 166,60

80,00
w
64,32

60,00

40,00

20,00

0,00 T T T 1
Grup Kontrol Grupl Grup2 Grup3

Sekil 3.1. Bevazicumab uygulanan gruplarda ortalama MTT sonuglari

3.2.Immunositokimyasal Boyama Analiz Sonuclar:

Yapilan 151tk mikroskobik  degerlendirmede her grupta mevcut olan
immunositokimyasal boyanmis hiicreler sayildi. Sayim sirasinda her grup ve her
gruptaki her belirte¢ icin immunopozitif hiicrelerin immunonegatif hiicrelere orani
hesaplandi(Sekil 3.2).
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Calismada Kullanilan Parametrelerde Elde Edilen
immunopozitif/immunonegatif Hiicre Oranlarinin
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.2. Kullanilan parametrelerde immunopozitif ve immunonegatif Hiicre Oranlar

Asagida gruplarda elde edilen boyanmalar sirasiyla gosterilmistir. Bu
boyanmalar degerlendirildiginde; Bax ekspresyonunun artan bevazicumab dozuna
bagli olarak azalma gosterdigi bu azalmanin Kontrol, G2 ve G3 gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) ama G1 grubu arasinda anlamli olmadigi
goriildii (p>0.05). Ekspresyonda Kontrol grubuna gére G1 ve G2 gruplarinda azalma
olmasma karsin G3 grubunda G2’ye gore hafif artis olmasi bu iki grup degerleri
arasinda anlaml farklilik olmadigi i¢in ihmal edildi (p>0.05),(Resim 3.1A., Resim
3.2A., Resim 3.3A., Resim 3.4A.).

Bcl-2 ekspresyonunun kontrol gruplart dahil tim gruplarda ¢ok diisiik
seviyede olmasi ve bu degerlerin gruplar arasinda farklilik gostermemesi (p>0.05)
nedeniyle bcl2 ekspresyonunun bu hiicre hatti hiicrelerinde eksprese olmadigi yani
herhangi bir hiicre 6liimii uyarimi yapmadig belirlenmis oldu(Resim 3.1B., Resim

3.2B., Resim 3.3B., Resim 3.4B.).

Diger yandan Caspase 3 ekspresyonunun/inhibisyonunun degerlendirilmesinde

Caspase 3 ekspresyonunun artan bevazicumab dozuna bagl olarak anlaml sekilde

azaldig1 (p<0.05) gozlendi(Resim 3.1C., Resim 3.2C., Resim 3.3C., Resim 3.4C.).
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VEGF ekspresyonu degerlendirilmesinde ise G1 yani en diisiik doz bevazicumabin
kullanildig1 grupta istatistiksel olarak anlamli olmasa da VEGF ekspresyonunda
artma olmasina (p>0.05) karsin G2 ve G3 gruplarinda anlamli sekilde azalma oldugu
(p<0.05) tespit edildi(Resim 3.1D., Resim 3.2D., Resim 3.3D., Resim 3.4D.).

Gruplarda Bax protein ekspresyonlari;

Resim 3.1A. Kontrol grubunda goriilen Bax pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Bax Primer antikor. 1/50
X20.C— :immiinonegatif hiicre; ™= : immiinopozitif hiicre)
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Resim 3.2A. G1 grubunda goriilen Bax pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Bax Primer antikor. 1/50
X20.—> : Immiinonegatif hiicre; s : immiinopozitif hiicre)

Resim 3.3A. G2 grubunda goriilen Bax pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Bax Primer antikor. 1/50
X20.(I::> : Immiinonegatif hiicre; ‘ : immiinopozitif hiicre)
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Resim 3.4A. G3 grubunda goriilen Bax pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Bax Primer antikor.1/50
X20.(==> : Immiinonegatif hiicrc; mmmp : immiinopozitif hiicre)

Gruplarda Bcl-2 protein ekspresyonlart;

Resim 3.1B. Kontrol grubunda goriilen Bcl-2 pozitif ve negatif hiicreler. Anti- Bcl-2 Primer
antikor.1/50 X20.(=: immiinonegatif hiicre; = immiinopozitif hiicre)

39



Resim 3.2B. G1 grubunda gériilen Bel-2 pozitif ve negatif hiicreler. Anti- Bel-2 Primer antikor.1/50
X20.(:> : Immiinonegatif hiicre; mmp: immiinopozitif hiicre)

Resim 3.3B. G2 grubunda goriilen Bcl-2 pozitif ve negatif hiicreler. Anti- Bcl-2 Primer antikor.1/50
X20.(|:|’> : Immiinonegatif hiicremmmp : immiinopozitif hiicre)
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Resim 3.4B. G3 grubunda goriilen Bcl-2 pozitif ve negatif hiicreler. Anti- Bcl-2 Primer antikor.1/50
X20.( I:>: [mmiinonegatif hiicre; mmp : immiinopozitif hiicre)

Gruplarda Caspase -3 Ekspresyonlari,

Resim 3.1C. Kontrol grubunda goriilen Caspase-3 pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Caspase-3 Primer
antikor.1/50 X20.=) :Immiinonegatif hiicre; mp : immiinopozitfhiicre)
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Resim 3.2C. G1 grubunda goriilen Caspase-3 pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Caspase3 Primer
antikor.1/50X20.(= immiinonegatif hiicre; ™ : immiinopozitif hiicre)

Resim 3.3C. G2 grubunda goriilen Caspase-3 pozitif ve negatif hiicreler. Anti-Caspase-3 Primer
antikor.1/50 X20.(:|'>: Immiinonegatif hiicre; s : immiinopozitif hiicre
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Resim 3.4C. G3 grubunda goriilen Caspase-3 pozitif ve negatif hiicreler.Anti-Caspase-3 Primer
antikor.1/50 X20 .(=) : immiinonegatif hiicre; mmp immiinopozitif hiicre)

Gruplarda VEGF protein ekspresyonlart;

—

>

Resim 3.1D. Kontrol grubunda goriilen VEGF pozitif ve negatif hiicreler. Anti-VEGF Primer
antikor.1/50 X20 Q::> : Immiinonegatif hiicre; mmp: immiinopozitif hiicre)
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Resim 3.2D. G1 grubunda goriilen VEGF pozitif ve negatif hiicreler. Anti-VEGF Primer antikor.1/50
X20.(|::>: Immiinonegatif hiicre; mmmpimmiinopozitif hiicre)

Resim 3.3D. G2 grubunda goriilen VEGF pozitif ve negatif hiicreler. Anti-VEGF Primer antikor.1/50
XZO.I:>: Immiinonegatif hiicre; mmmpimmiinopozitif hiicre)
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Resim 3.4D. G3 grubunda goriilen VEGF pozitif ve negatif hiicreler. Anti-VEGF Primer antikor.1/50
X20. . : Iimmiinonegatif hiicre smmp: immiinopozitif hiicre)

3.3.Istatistiksel Analiz Sonuclari:
Calismada dikkate alinan antikorlara ait tamimlayici istatistik olarak ortalama,

ortanca ve standart sapma degerleri Tablo 3.1.’de verilmistir. Gruplarin dikkate
alan antikorlar bakimindan gorsel olarak karsilastirilmasinda yararlanilmak iizere
siitun grafigi ¢izilmistir. Gruplar arasinda fark olup olmadigmin belirlenmesinde
Kruskal-Wallis testi kullanilmistir(Tablo 3.1.). Testten elde edilen sonuglar Tablo
3.2.’de verilmistir. Bax, Caspase3 ve VEGF antikorlar1 bakimindan gruplar arasinda
fark oldugu belirlenmistir (p< 0.05). Farkliligi yaratan grup ya da gruplarin
belirlenmesinde ise ¢oklu karsilagtirma testlerinden Bonferroni diizeltmeli Dunn

Testi’nden yararlanilmistir(Tablo 3.2.)
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Tablo 3.1.Gruplar arasinda istatiksel farkliliklarin gosterildigi SPSS PostHoc

(Tukey) tablosu ve Kruskal-Wallis testi sonuglari.

Bax Bcl2 Caspase3 VEGF

Kontrol

8.6342.57°
(8.34)

0.50+0.26°
(0.53)

5.10+3.82°
(3.70)

2.57+0.72"¢
(2.65)

Grup 1

5.9142.85%
(6.24)

0.83+0.63°
(0.77)

1.40+0.49"°
(1.23)

3.22+1.02°
(2.91)

Grup 2

2.05£1.04°
(1.93)

0.18+0.13°
(0.18)

0.49+0.08 2
(0.48)

0.48%0.13 2
(0.47)

Grup 3

2.70+£1.22%
(2.51)

0.18+0.19°
(0.09)

0.83+0.12°%°
(0.86)

1.29+0.20%
(1.27)

P*

0.015

0.063

0.003

0.005

*: Kruskal-Wallis testinden elde edilmistir.

Tablo 3.2. Ayni siitunda farkli harfler gruplar arasinda fark oldugunu gosterir.
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4 TARTISMA:

Geng ve orta yasl erkeklerde goriilen testikiiler tiimdrler genelde biiyiikk oranda
tedavi edilebilen kanser tiirleridir. Goriilme insidensi yasa bagli artmakta olup
genelde germinal dokudan orijin alir. Tedaviler gegen yillara gore ciddi sekilde
artmakta olmasma karsin kullanilan antitiimor ilaglar, kemoterapotikler ve
gerektiginde radyoterapiye bagli komplikasyonlar ciddi sorun yaratmaktadir.
Giiniimiizde en etkin GCTT tedavi daha oOnceden bahsedildigi iizere cisplatin,
etoposit ve bleomisin kombinasyonudur. Ciddi yan etkiler nedeniyle bu tedavi
kombinasyonuna bagli isitme kaybi, anemi gibi 6nemli klinik tablolar karsimiza
c¢ikmaktadir. Bu nedenle alternatif kemoterapotikler yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. Bu ¢alismalara eslenik olarak son yillarda giderek Onemi ve
etkinligi konusunda ciddi arastirmalar yapilan ve onemli gelismeler elde edilen
VEGF blokeri bevazicumab molekiiliiniin bu tiimdrde etkinligini belirlemeyi
amacladik. Bu hipotezimizin nedeni; bilindigi iizere VEGF blokerleri yeni damar
olusumunu bloke eden antidamar monoklonal antikorlardir. Tiimorlerde bilhassa
invazyon ve metastaz klinik tabloyu agirlagtiran 6nemli sorunlar oldugu igin bu
ilaglarin etkinliginin oldugu ortaya konmustur. Ancak bu c¢aligmalarda hastalara ait
solid timoral dokular tizerinde ¢aligmalar yapildigi i¢in bu ilaglarin dokulardaki anti-
VEGF yani damar olusumunu engelleyici etkileri incelenmistir. Oysa biz
calismamizda bevazicumabin anti-VEGF etkinligi 6tesinde antitiimoral etkisi olup
olmadigin1 belirlemek istedik. Bu amacgla calismamizda hiicre kiiltiirii uygulamasi
yapilmasini tercih ettik. Gerek GCTT hastas1 sayisinin ¢ok az olmasi ve gerekse etik
sikintilar nedeniyle ¢alismada hazir hiicre hatti kullanmanin daha uygun olduguna
karar verdik. Bu amagla DSMZ firmasindan elde edilen GCTT hiicre hatt1 ile
calismanin yapilmasi planlandi. Ancak literatiirde yaptigimiz genis ¢apl arastirmada
ilging olarak GCTT hiicre hatt1 ve BEP kombinasyonu kullanilan sadece 1 ¢alismaya
rastladik(Liu ve ark., 2014). Bu doz iizerinde g¢alismamizi gergeklestirdigimizde en
diisiik dozda bile hiicrelerin viabilitesinin sadece %20 olmasi bize dozlar iizerinde
yeni diizenleme yapmamiz gerekliligini ortaya koydu. Bu amagla klasik metodlar
kullanmak suretiyle farkli dozlarda ¢ok sayida kombinasyonlar yapmak suretiyle
hiicre hattindaki %50 hiicre 6liim degerini yakalamaya calistik. Bu dozu belirledikten

sonra bu dozu temel doz kullanmak suretiyle ve farkli miktarlarda bevazicumab
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dozlartyla kombine etmek suretiyle hiicrelerdeki viabiliteler olgiildii. Sonrasinda
immunositokimyasal olarak ayni hiicrelerde VEGF, Caspase3, Bax ve Bcl-2
ekspresyonlar1 belirlendi. Bu 6geler gézoniinde tutuldugunda yaptigimiz ¢alismada
tamamen yepyeni bir yaklasim gelistirdik ve literatiirde GCTT dokusunda bile ayni
zamanda c¢alisiilmamig parametreler kullanmak suretiyle ¢ok Onemli sonuglar elde

ettik.

Germ hiicreli tiimorlerde cisplatin, bleomisin ve etoposid kombinasyonu uzun
yillardir kullanilmaktadir(Gershenson ve ark., 1990). Ancak giiniimiizde yapilan
calismalarda BEP kombinasyonu igindeki her bir kemoterapotikin gerek dozlarinda
ve gerekse alternatif formlarinda kullanimi ile etkenlik arttirilmaya ve yan etkiler
azaltilmaya c¢alisilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada cisplatin yerine karboplatin
kullanilmis ama tedavide etkinlik olmadigi gézlenmistir (Feldman, 2018). Yine
sitotoksik kemoterapiyi geciktirme etkisine sahip filgrastim formu olan
pegfilgrastim’in BEP tedavisinde yan etkileri énleme yoniinde ciddi olumlu etkileri
ortaya konmustur (lwamoto ve ark., 2018). BEP &gelerinden olan bleomisine bagl
pnémoni tedavi siiresince goriilen ciddi komplikasyonlardan bir tanesidir. Yapilan
bir calismada bu komplikasyonun goriildiigli tedaviler sirasinda tedaviden bleomisin
¢ikartilmasinin yasam siiresini etkilemedigi ortaya konmustur (Maruyama ve ark.,
2018).

BAX geni, Bcl-2 protein ailesinin ilk tanimlanmis pro-apoptotik iiyesidir(Oltvai,
Milliman ve Korsmeyer, 1993). Saglikli memeli hiicrelerinde, Bax'in ¢ogunlugu
sitoplazmada bulunur, fakat apoptotik sinyalin baglatilmas1 {izerine Bax,
konformasyonel bir degisime ugrar. Apoptozis indiiksiyonu {izerine Ozellikle
mitokondriyal membran {izerinden iligkilidir (Gross ve Korsmeyer, 1998). Bax
ekspresyonu, tiimor baskilayici protein p53 tarafindan yukari regiile edilir. p53
aracilt apoptozda Bax ¢ok Onemli rol oynar yani proapoptotiktir. P53 proteini,
hiicrenin strese tepkisinin bir parcasi olarak aktive edildiginde, BAX dahil olmak
tizere birgok alt hedef genini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (Miyashita ve
Reed, 1995). Calismamizda hiicre hattina bevazicumab uygulanmasi sonucu artan
doza bagli olarak hiicre viabilitesinde azalmanin giderek artmasi bize bevazicumabin

GCTT hiicreleri tlizerine sitotoksik etkisi oldugunu gostermektedir. Ancak resimde
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goridiigli lizere Bax ekspresyonunun artan doza bagli olarak belirgin sekilde
azalmast bu siiregte bevazicumabin Bax yolagi iizerinden hiicre oOliimiinii

saglamadigin1 gostermektedir.

Insanlarda Bcl-2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2 pro-apoptotik veya antiapoptotik
etki yaparak hiicre oliimiinii diizenler. Bcl-2, hiicre sagkaliminin desteklenmesinde
ve pro-apoptotik proteinlerin etkilerinin inhibe edilmesinde 6nemli bir rol oynadigi
mitokondrinin dis zarinda yer alir. Bax ve Bak dahil olmak tizere Bcl-2 ailesindeki
pro-apoptotik proteinler, apoptosis kaskadinda dnemli sinyaller olan sitokrom C ve
ROS'un gecirgenligini ve serbest kalmasmi desteklemek i¢in normal olarak
mitokondriyal membran tizerinde etki ederler (Hardwick ve Soane, 2013). Bizim
calismamizda da Bcl2 ekspresyonlarinin gruplar arasinda anlamli degisiklik
gostermemesinin bevazicumabin bu hiicre timor tipinde sitotoksik etkinliginin

olmadigini1 géstermeketdir.

Baslangigta vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) olarak bilinen vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) hiicreler tarafindan iiretilen ve kan damarlarinin olusumunu
uyaran bir sinyal proteindir(Senger ve ark., 1983). VEGF ailesi memelilerde bes
tiyeden olusur: VEGF-A, plasenta biiyiime faktorii (PGF), VEGF-B, VEGF-C ve
VEGF-D. Ikincisi, VEGF-A'dan daha sonra kesfedilmistir. Viriisler (VEGF-E)
tarafindan kodlanan ve bazi yilanlarin (VEGF-F) zehirlenmesinde bulunan bir dizi
VEGF-iligkili protein de kesfedilmistir. VEGF-A'min aktivitesi, adindan da
anlasilacagi gibi, bir¢ok baska hiicre tipine etkide bulunmasina ragmen, ¢ogunlukla
vaskiiler endotelyumun hiicreleri {izerinde ¢alisilmustir. In vitro olarak VEGF-A'nin
endotel hiicre mitojenezini ve hiicre gociinii uyardigr gosterilmistir. VEGF-A ayrica
bir vazodilatordiir ve mikrovaskiiler gecirgenligi artirir ve baslangicta vaskiiler
gecirgenlik faktorii olarak adlandirilir (Holmes ve ark., 2007). Calisgmamizda anti-
VEGF o6zellikte olan bevazicumabin en diisiik doz uygulanan grupta anlamli diizeyde
olmasada artig gdstermesine karsin G2 ve G3 gruplarinda belirgin sekilde azalmasi
bevazicumabin yliksek dozlarda bu tiimor hiicre hatt1 lizerinde etkisinin olmadigim
gostermektedir. Diisiik doz olan G1 grubundaki artis ise anlamli diizeyde olmadigi
icin degerlendirmede goz ardi edilmistir. Bu sonuglara gore GCTT tiimor hattinda

bevazicumab diisik dozda daha belirgin anti-VEGF etki gostermektedir ve bu

49



bakimdan doz ayarlanmasi icin ileri caligmalarin yapilmasimin faydali olacagi
kanaatindeyiz. Ancak yinede elde edilen bulgular bu tomiir hattinda in vitro ortamda
bevazicumabin antiVEGF etkisinin diisiik oldugunu ortaya koydugunu da

diistinmekteyiz.

Caspase 3 proteini, sistein-aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesinin bir tyesidir
(Inemri, Livingston ve ark., 1996). Kaspazlarin ardisik aktivasyonu, hiicre
apoptozunun yiiriitme evresinde merkezi bir rol oynar. Kaspazlar, aktif enzimi
olusturmak tizere dimerize olan biiyiik ve kiigiik iki alt-birim {iretmek i¢in korunmus
aspartik artiklarda proteolitik islemden gegirilen aktif olmayan proenzimler olarak
bulunurlar. Bu protein kaspazlari 6 ve 7'yi ayirir ve harekete gegirir ve proteinin
kendisi 8, 9 ve 10 kaspazlari tarafindan islenir ve aktive edilir (Gervais ve ark.,
1999). Kaspaz-3, hem ekstrinsik (6liim ligandi) hem de intrinsik (mitokondriyal)
yollarla apoptotik hiicrede aktive edilir (Salvesen, 2002).Kaspaz-3'in zimogen
ozelligi gereklidir ¢iinkii eger diizenlenmemisse, kaspaz aktivitesi gelisigiizel
hiicreleri oldiiriir (Boatright ve Salvesen, 2003). Bir uygulayicit kaspaz olarak,
kaspaz-3 zimogen, apoptotik sinyal olaylar1 meydana geldikten sonra bir baslatici
kaspaz tarafindan parc¢alanana kadar neredeyse hi¢ aktiviteye sahip degildir (Walters
ve ark., 2009). Boyle bir sinyalleme olayi, baglatici kaspazlari aktive edebilen
granzim B'nin  NK hiicreleri tarafindan apoptoz i¢in hedeflenen hiicrelere
sokulmasidir. Bu digsal aktivasyon daha sonra kaspaz-3'in baskin bir rol oynadigi
apoptotik yolun belirleyici kaspaz kaskad karakteristigini tetikler (Gallaher ve ark.,
2001). Calismamizda elde edilen sonuglara bakildiginda ilging olarak apoptozisin
metabolik yani intrensek yolagi olan Caspase 3 aktivasyonunun bevazicumab
uygulanan GCTT hiicre hattinda beklenenin tersine doza bagimli olarak azalmasidir.
Bunun anlami bevazicumabin apoptotik mekanizmalarin en 6nemli yolaklarindan
biri olan Caspase 3’lin ekspresyonunu engelledigi, dolayisiyla apoptotik hiicre
Oliimiinii engelleyerek kanserli hiicre yasamin1 devam ettirmesine imkan sagladigidir

ki bu beklenen antitimor etkinin tam tersi bir etkidir.
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5.SONUC

Elde edilen bulgular toplu olarak degerlendirildiginde; bevazicumabin tiimorlii hiicre
hattinda elde edilen hiicre yasamini oranini anlamli sekilde azalttigi ancak bu siirecte
hiicre 6liimiiniin ¢alismamizda kullandigimiz hiicre 6liimii parametreleri olan Bax,
bcl2 ve Caspase 3 iizerinden yapmadigini belirledik. Diger yandan anti VEGF
Ozellige sahip bevazicumabin VEGF ekspresyonunu diisilk dozlarda baskiladigi
dolayistyla antiinvaziv etki yapabilecegi diisiliniilsede yiiksek dozlarda bu etkisini
kaybetmesi bize bevazicumab kullaniminin GCTT tiimorlerinde ¢ok etkinliginin

olmadigin1 géstermektedir.

Bu 4 parametrede belirgin degisiklik olmamasina karsin ayni hiicre hatlarinda
viabilitenin diismesi yani hiicre Oliimiiniin artmasi bize baska mekanizmalar

tizerinden hiicre dliimiiniin uyarilmis oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak; GCTT hiicre hattinda bevazicumab hiicre Oliimiinii arttiric1 bir etki
yapmasina karsin bu etkisini Bax, bcl2 ve Caspase 3 iizerinden yapmamaktadir.
VEGF liizerinde diisiik dozlarin baska bir ¢alismayla tekrar degerlendirilmesinin
uygun oldugunu ancak bevazicumabin GCTT timor tedavisinde g¢ok etkisinin

olmadigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Insan Testikiiler Germ Hiicre Tiimérlerinde Uygulanan Klasik BEP

Tedavisinde Bevacizumab’in Tedaviyi Arttiric1 Etkinliginin Arastirilmasi

Testis kanseri, erkek iirogenital sistem tiimorlerinin  %13-23’{inii olusturur. Testis
tiimorleri 20 — 40 yas arasi erkeklerde en sik rastlanan malign tiimorlerdir ve % 90-
95’ini germ hiicre kokenlidir. insan testikiiler germ hiicre tiimorii tedavisinde yaygin
olarak tgli ilag kokteyli olan BEP (Bleomisin, Etoposit, Cisplatin) kombinasyonu
kullanilir. Bu kombinasyon %90 oraninda tedavi edici etkinlige sahip olsa da yan
etkilerin fazla olmasi yeni tedavi protokolleri gelistirilmesi gerekliligini dogurmustur.
Bevacizumab birgok tiimoér tipinin tedavisinde kullanilan anti —timor bir ilag olup
tiimor hiicrelerine dogrudan etki etmek yerine onlar1 besleyen damarlari hedef alir.
Calismamizin amaci; BEP tedavisini potansiyalize edebilecegini diistindiigiimiiz, son
donemde kullanimi giderek yayginlasan bir kemoterapdtik olan anti-VEGF ozellikte
bevacizumab’in bu tedavi lizerine potansiyalize veya inhibe edici etkilerini

degerlendirmektir.

Calismamizda 1618-K (ACC752) insan Germ Hiicre Tiimérii hiicre hattinda,
hiicre kiiltlirii ortaminda BEP kombinasyonuna ait IC50 doz belirlendikten sonra bu
doz farkli bevazicumab dozlar1 ile kombine ederek bu kombinasyonlardaki
viabiliteler MTT kullanilmak suretiyle hesaplandi. MTT sonuglar1 alinirken ayni
orneklerden immunositokimyasal boyamalar yapilarak 6rneklerdeki VEGF, Caspase-
3, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar1 belirlenip degerlendirildi Daha sonra 11k
mikroskobunda immunopozitif ve immunonegatif hiicreler sayilip birbirine oranlandi

ve sonuglar istatistiksel olarak analiz edildi.

Sonug olarak; GCTT hiicre hattinda bevazicumab hiicre 6liimiinii arttirici bir
etki yapmasina karsin bu etkisini Bax, Bcl2 ve Caspase 3 yolaklar1 iizerinden
yapmadigr hutemel bagka bir yolak aktivasyonu veya inhibisyonu yoluyla etkin
oldugunu diisiinmekteyiz. VEGF iizerinde onceleri artan anti VEGF etkininde daha

yiiksek dozlarda azalmasi bize bevazicumabin bu tiimoér tipinde c¢ok etkin
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olamayacgini ancak ileri ve daha genis spektrumlu c¢alismalarla bu verilerin

desteklenmesi gerekliligini ortaya koymustur

Anahtar Kelimeler:
e Testikiiler Germ Hiicre Tiimérii, Bevacizumab, Immiinositokimya, BEP,
VEGF, Caspase-3, Bax, Bcl-2
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SUMMARY
The Evaluation of the Favourable Effect of Bevacizumab on classical

BEP Treatment in Human Testicular Germ Cell Tumour

Testicular cancer constitutes 13-23% of tumors of the male urogenital system.
Testicular tumors are the most common malignant tumors in men between the ages
of 20 and 40 and 90-95% of them are germ cells. A combination of BEP (Bleomycin,
Etoposide, Cisplatin) is commonly used in the treatment of human testicular germ
cell tumor. Although this combination has a therapeutic efficacy of 90%, the high
incidence of side effects has necessitated the development of new treatment
protocols. Bevacizumab is an anti-tumor drug that is used in the treatment of many
tumor types. The aim of our study; The aim of this study is to evaluate the potential
or inhibitory effects of anti-VEGF bevacizumab which is an increasingly common
chemotherapeutic agent that can potentiate BEP therapy.

In our study, after determining the IC50 dose in the 1618-K (ACC752) Human Germ
Cell Tumor cell line in combination with BEP in the cell culture medium, this dose
was calculated by using MTT in these combinations by combining these doses with
different bevazicumab doses. Immunocytochemistry staining was performed to
determine the VEGF, Caspase-3, Bax and Bcl-2 expressions in the samples. After
that, immunopositive and immunonegative cells were counted and the results were
statistically analyzed.

As a result; Although bevazicumab has a cell-killing effect in the GCTT cell
line, we believe that this effect is effective through a further pathway activation or
inhibition that is not performed by the Bax, Bcl2 and Caspase 3 pathways. Decreased
anti-VEGF effect on VEGF at higher doses has shown us that bevazicumab cannot
be very effective in this tumor type but it should be supported with advanced and
broad spectrum studies.
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