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OZET
Sicanlarda Prenatal Donemde Uygulanan Imatinibin Testis Gelisimi Uzerine Etkisi

Sicanlarda prenatal donemde imatinibe maruziyetin testis gelisimi {izerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglandi. Calismamizda kullanilan 15 adet Sprague Dawley cinsi
gebe siganlar 5 gruba ayrildi; kontrol grubu, prenatal 1-8. Giinlerde imatinib uygulanan
Imatinib-20 (20 mg/kg), Imatinib-40 (40 mg/kg), imatinib-60 (60 mg/kg) ve Imatinib-80
(80 mg/kg) gruplar1 olarak belirlendi. Tiim ¢aligma gruplarina dogum 6ncesi 1-8. giinlerde
intraperitoneal imatinib verildiginde gebelik devam etmesine ragmen, Imatinib-80
grubunda gebeligin devam etmedigi goriildii. Postnatal 60. giinde yavru erkek siganlar
sakrifiye edildi. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in testis dokusu
alinarak tespit soliisyonlarinda takip edildi, ince kesitler alinarak boyamalar yapildi ve
uygun alanlar fotograflanarak degerlendirildi. Epididimal sivida sperm sayimi yapilda.
Biyokimyasal analizlerde kullanilan serum ve testis 6rnekleri uygun kosullarda muhafaza
edildi ve molekiiler analizlerde doku orneklerinden mRNA izole edildi. Tiim istatistiksel
veriler degerlendirildi. Immiinohistokimyasal analizler TUNEL, anti-8-OHdG, anti-c-kit ve
anti-PDGF boyamasi pozitiflik skorlamasi agisindan gruplar arasinda fark olmadigini
gosterdi. Imatinib-20 grubunda kontrol grubuna gére toplam sperm sayisinda anlamli
azalma tespit edilirken (p= 0,001), Imatinib-60 grubunda sperm say1s1 Imatinib-20 grubuna
gore daha yiiksekti (p= 0,01). TBARS seviyesinin dlgiimlerinde ilag Imatinib-20 grubunda
testis (p= 0.014) ve serumda (p= 0.003) oksidatif stresi artirirken, Imatinib-60 grubunda
dokuda azalmaya neden oldu (p= 0.027). Tiyol &l¢iimleri Imatinib-60 grubunda testis (p=
0,080) ve serumda (p= 0.000) azalma oldugunu gosterirken, Imatinib-40 grubunda serum
Olgtimlerinde artis gbzlendi (p= 0.005). Testosteron seviyesi dlglimlerinde kontrol grubuna
kiyasla Imatinib-20 grubu (p= 0,039) ve Imatinib-60 gruplarinda (p= 0,007) anlamli bir
artis goriiliirken, Imatinib-40 grubundaki azalma anlamli degildi. Molekiiler diizeydeKki
analizler, testis dokusunda protamin ve histon ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark olmadigmi ortaya koydu. Sonug olarak, imatinibe prenatal
donemde maruziyetin testis dokusunda histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol
acabilecegini, ancak spermiogenez sirasinda germ hiicrelerinin niikleer olgunlagmasinda

olumsuz bir etki olmadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Imatinib, C-kit, PDGF, testis, TUNEL, sican
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ABSTRACT
The effect of imatinib administered in the prenatal period on testis development in rats

It was aimed to investigate the effects of imatinib exposure on testicular development
during prenatal period in rats. Fifteen pregnant Sprague Dawley rats used in our study were
divided into 5 groups; control group, prenatal 1-8. Imatinib-20 (20 mg/kg), Imatinib-40 (40
mg/kg), Imatinib-60 (60 mg/kg) and Imatinib-80 (80 mg/kg) groups were defined as imatinib
on days. Prenatal 1-8. Although pregnancy continued when imatinib was given
intraperitoneally on days, it was observed that the pregnancy did not continue in the imatinib-
80 group. On the postnatal 60th day, young male rats were sacrificed. For histopathological
and immunohistochemical analysis, testicular tissue was taken and followed in fixation
solutions, staining was done by taking thin sections, and appropriate areas were photographed
and evaluated. Sperm count was made in epididymal fluid. Serum and testis samples used in
biochemical analysis were kept under suitable conditions and mRNA was isolated from tissue
samples in molecular analyzes. All statistical data were evaluated. Immunohistochemical
analysis, TUNEL, c-kit and PDGF staining revealed no difference between the groups in terms
of positivity scoring. A significant decrease was detected in total sperm counts in the Imatinib-
20 group compared to the control group (p= 0,001), but the sperm count was higher in the
Imatinib-60 group than in the Imatinib-20 group (p= 0,01). In the measurement of TBARS
level, the drug in the Imatinib-20 group increased oxidative stress in the testis (p = 0.014) and
serum (p = 0.003), while in the Imatinib-60 group it caused a decrease in tissue (p = 0.027).
Thiol measurements revealed a decrease in the testis (p= 0,080) and serum (p= 0.000) in the
Imatinib-60 group, while an increase in serum measurements was observed in the Imatinib-40
group (p= 0.005). Testosterone level measurements were significantly increased in Imatinib-20
group (p = 0.039) and Imatinib-60 groups (p = 0.007) compared to the control group, while the
decrease in Imatinib-40 group was not significant. Molecular-level analyzes revealed that there
was no statistically significant difference between the groups in terms of protamine and histone
expression levels in testicular tissue. In conclusion, it has been shown that exposure to imatinib
during prenatal period may cause histopathological and biochemical changes in testicular
tissue, but there is no negative effect on nuclear maturation of germ cells during

spermiogenesis.

Keywords: Imatinib, C-kit, PDGF, testis, TUNEL, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML) hastaliginin yillik insidansinin yiizbinde 1.5 vaka
oldugu bildirilmektedir (Vishal vd., 2020). Gebelik esnasinda da KML hastaliginin
goriilme sikhigmin yiizbinde 0.6-2 oldugu belirtilmektedir (Pallavee vd., 2019). Buna
ragmen tlireme ¢agindaki birgok KML hastasi cocuk sahibi olmak istemektedir (Apperley,
2009). Bu durum da iireme ¢agmda tedavi goren kadinlarin gebelik doneminde ilag
kullaniminin fetiis iizerinde teratojenik etkilere neden olabilecegi endisesini artirmaktadir
(Pallavee vd., 2019). KML ve gastrointestinal tiimdrlerin (GIST) tedavisinde kullanilan
imatinib, triozin kinaz (TKI) inhibitoriidiir, c-Kit ve platelet kaynakli biiyiime faktorii
reseptor (PDGFR) kinazlarmi hedef almaktadir (Igbal ve Igbal, 2014; Iram vd., 2016).

C-kit ligand1 olan kok hiicre faktorii (SCF) ¢ok sayida sinyal yolagmi etkin hale
getirerek kemotaksi, proliferasyon, diferensiasyon ve hayatta kalim gibi olaylarda gorev
almaktadir (Ronnstrand, 2004). Manova ve Bachvarova (1991) c-kit ‘in primordial germ
hiicrelerinde ve germ hiicrelerinin gé¢ yolu boyunca bazi hiicrelerden eksprese edildigini,
bunun yaninda go¢ esnasinda hiicrelerin se¢ilmesi ve muhafaza edilmesinde rol oynayarak
bir yon isareti saglayabilecegini bildirmektedirler (Manova ve Bachvarova, 1991). SCF/c-
kit sistemi hem saglikli hemde onkolojik kosullarda erkek ve disi tireme sisteminde

eksprese edilerek sag kalim ve apoptoza etki etmektedir (Figueira vd., 2017).

Platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve ligandlarinin hem fetal testiste hem de
yetigskin testisinde salgilandig1 bilinmektedir (Basciani vd., 2002). Gnessi vd. (2000)
yaptig1 calismada PDGF-A’nin yetiskin Leydig hiicrelerinin gelisiminde gorev aldigini ve
bu hiicrelerde PDGFR-a. projenitorlerinden kéken aldigini bildirmistir (Gnessi vd., 2000).
Erken postnatal donemde de PDGF’nin reseptorii olan PDGFR-B’nin germ hiicrelerinin
gelisim yolaklarinda onemli rol oynadigi literatiirde gosterilmektedir (Basciani 2008).
Sadece testiste degil ayn1 zamanda epididimisin gelisiminin evrelerinde PDGF’lerin rol

oynadig1 bildirilmektedir (Basciani vd., 2004).

Imatinibin BCL-ABL, PDGF, c-kit TKI oldugu ve bu reseptdrlerin hem disi hemde
erkek tireme sisteminde gorev aldigi bilinmektedir (Carlier vd., 2017). Ad6lesan hastalarda
iki y1l boyunca uygulanan imatinibin testis fonksiyonlarinda bir bozulmaya neden olmadigi
bildirilmis, ¢alismanin juvenil ratlarda uygulamasinm TKI’ lerinin yine inhibisyon etkisi
gostermedigini tespit edilmistir (Tauer vd., 2014). Chang vd. (2017) imatinib ile tedavi

edilen erkek KML hastalarinin semeninde, plazma degerlerine benzer miktarda imatinib

1



bulundugunu bunun sonucunda imatibinin kan-testis bariyerini astigmni soylemislerdir;
buna ragmen iireme organlarinin yapisinda ve testosteron gibi iireme hormonlarinin
seviyesinde bir degisime neden olmadigini tespit etmislerdir (Chang vd., 2017). Bununla
birlikte prepubertal donemde imatinibe baslayan ¢ocuklar puberte donemine geldiklerinde
yasitlarina gore boy bakimimdan biiylimede geride kaldiklar1 fakat postpubertal donemde
ise bliylimeyi yakaladiklar1 tespit edilmistir (Boddu vd., 2019).

Literatiirde imatinibin erkek lireme sistemi lizerinde yapilan calismalardaki etkileri
yer alwken, prenatal donemde imatinib maruziyetinin testis dokusundaki etkilerini
inceleyen caligmaya rastlanilmamistir. Bu bilgiler 15181nda, calismamiz prenatal donemde
imatinibe maruz kalan si¢anlarin testis dokusu Tlzerindeki etkilerini incelemeyi

amaclamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyetini, ovumun déllenmesinde rol oynayan spermin tasidigi seks
kromozomu belirlemesine ragmen intrauterin donemin 7. haftasina kadar disi ve erkek
ireme sisteminde morfolojik bir degisiklik goriilmemektedir. Her iki iireme sisteminin
gelisimi mezodermal epitel ve bu epitelin altinda bulunan embriyonik bir bag dokusu olan
mezensimden koken almaktadir. Bu epitel ve mezensim c¢ogalip kalinlasarak gonadal
(genital) kabartilar1 (sirt) meydana getirmektedir. Gonadal kabartinin epiteli ¢ogalarak
primitif seks kordonlar1 adi verilen yapilar1 olusturmaktadir. Gonadal kabart1 korteks ve
medulla olarak iki kistmdan meydana gelmektedir. Seks kordonlarinin igerisine 6. haftada,
yolk kesesinde bulunan endodermal kokenli primordial germ hiicreleri goc ederler ve
burda bulunan mezensim igerisine yerlesirler. Embriyodaki tireme sisteminin bu evreye
kadar olan gelisimi erkek ve diside fark gostermediginden bu evredeki gonad,
farklanmamis gonad olarak isimlendirilmektedir (Moore ve Persaud, 2002; Sadler, 2005;
Moore ve Persaud, 2009).

Eger embriyo XY seks kromozomunlarini bulunduruyor ise embriyonun cinsiyeti
erkektir. Y kromozomu iizerinde yer alan SRY geni, testis belirleyici faktoriinii (TDF)
bulundurmaktadir. TDF, farklanmamis gonadin testis yoniinde biiyliylip gelismesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu faktoriin varhiginda primitif seks kordonlar1 farklanmamis
gonadm medullasmin i¢ kisimlarina kadar biiyiimeye baslamaktadir. ileri evrede bu
kordonlar, medullanin derinliklerinde bir araya gelerek anastomozlasirlar ve rete testisi
meydana getirirler. Fibr6z bag dokusundan olusan tunika albugineanin gelisimiyle primitif
seks kordonlarmin ylizey epiteliyle olan iliskisi kaybolmaktadir. Tunika albuginea ile
cevrili olan testis gelisiminin devaminda mezorsiyum adi verilen mezenter yapisi ile asil
durmaktadir. Primitif seks kordonlar1 seminifer tubil, tibiili rekti ve rete testis olarak
farklanmaktadirlar. Seminifer tiibiillerin igerisinde germ hiicreleri haricinde, yiizey
epitelinden gelisen ve Miiller-inhibe edici faktor (MIF) salgilayan Sertoli hiicreleri ad1
verilen hiicreler de yer almaktadir (Moore ve Persaud, 2002; Sadler, 2005; Moore ve
Persaud, 2009; Dudek, 2016).

Seminifer tiibiillerin olusumundan sonra gonadal kabartinin mezengiminde Leydig
(intersitisyel) hiicreleri olarak bilinen hiicreler goriilmektedir. Leydig hiicreleri gelisimin 8.

haftasindan itibaren testosteron adi verilen hormonu iiretmeye baglamaktadir ve bu hormon
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tireme kanallar1 ve dis genital organlarin gelisiminde dogrudan rol almaktadir (Moore ve

Persaud, 2002; Sadler, 2005).

Puberte evresine kadar seminifer tiibiil igerisinde germ hiicresi olarak sadece
spermatogonyum bulunurken, bunun yaninda tiibiillde mezensimal kokenli Sertoli hiicresi
de bulunmaktadir ve tiibiill igerisinde limen goriilmemektedir. Rete testis, mezonefrik
tiibiillerden olusan duktuli efferentes ile birlesmektedir. Bu kanallar epididimisi de
olusturan mezonefrik duktus ile de baglantilidirlar (Moore ve Persaud, 2002; Sadler, 2005;
Moore ve Persaud, 2009).

2.2. Testis Anatomisi

Testisler, viicut boslugunun disinda, skrotum adi verilen bir kesenin icerisinde yer
almaktadirlar. Skrotum kesesi, testis ve funiculus spermaticus’ un alt par¢asini da i¢eren

deriyle ¢evrili fibromtiskiiler bir kese yapisindadir (Sancak ve Cumhur, 2004; Ross, 2011).

Testis bir ¢ift halde bulunur ve erkek iireme hiicrelerinin tiretildigi organ olarak
bilinmekte, sekli elips bigiminde ve skrotum kesesinde oblik yonelimli olarak
bulunmaktadir. Testisi ¢evreleyen tunika vajinalis; visseral yaprak (lamina visceralis) ve
pariyetal yaprak (lamina parietalis) olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir. Visseral
yaprak testisin On yiiziinii ve her iki yiiziinii kaplarken, pariyetal yaprak arka kenarin
medial ve lateral kisminda kendi iistiinde kivrilarak devam ettigi bilinmektedir (Sancak ve
Cumhur, 2004). Testis, rete testisin oldugu kisimda kalinlasarak mediastinum testis
yapisini olusturan tunika albuginea adi verilen kalin ve fibroz bir tabakayla
cevrelenmektedir (Kierszenbaum, 2006; Sancak ve Cumhur, 2004). Bu tabakanin ig¢
yiizeyini kaplayan bir damar ag1 yapisinda tunika vaskiiloza bulunmaktadir. Testis, aorta
abdominalisin dali olan sag ve sol arteria testicularis, kiiclik venlerin birleserek
olusturdugu vendz ag1 olusan plexus pampiniformis ve lenfatiklerden olusan bir damar

sistemiyle kanlanmaktadir (Sancak ve Cumhur, 2004).
2.3. Testis Fizyolojisi
2.3.1. Kan-Testis Bariyeri

Seminifer tiibiillerde yer alan Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini olusturan ana
komponentlerdir. Bu hiicrelerin bazal laminasi arasinda yer alan sik1 baglant1 kompleksleri
bu bariyeri olusturmaktadir (Barret vd., 2015). Sertoli hiicreleri arasindaki baglanti

kompleksleri, seminifer tiibiilii bazal ve adluminal olmak {izere iki kompartimana
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bélmektedir (Kierszenbaum, 2006). Dolayisiyla bu bariyer hiicrelerarasi dokudan gelen
biiyiik molekiillerin bazal kompartmandan, adluminal kompartmana ve tiibiil liimenine
gecisini engellemektedir (Barret vd., 2015). Bu engelleme, tiibiil igerisinde bulunan
spermatosit ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan, plazma proteinlerinden ve
dolasimdaki antikorlardan korumaktadir (Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011). Ayrica kan-
testis bariyerinin yapisi epitelin iyon, aminoasit, karbohidrat ve protein yapis1 bakimmdan
fizyolojik bir kompartman olusmasi agisindan oldukga gereklidir. Bu yiizden tiibiil liimeni
ve devamindaki bosaltim kanallarindaki sivinin yapis1 testisteki lenften ve kan
plazmasindan farklilik gostermektedir (Ross, 2011). Fakat kan-testis bariyerinden
steroidlerin ve bazi proteinlerin gegebildigi bilinmektedir. Liimen sivisinda az miktarda
protein ve glukoz bulunurken, ¢ok miktarda androjen, strojen, K*, inozitol glumatik ve
aspartik asit igerdigi bilinmektedir (Barret vd., 2015). Tibiil igerisine giren androjenler,
Sertoli hiicrelerindeki androjen baglayici proteinler (ABP) sayesinde testosteronun liimen
icerisine girisine izin verilmektedir (Ross, 2011). Sertoli hiicrelerinden sentezlenen inhibin
hormonu, folikiil sitiimiile edici hormon (FSH)’ 1n salgisin1 baskilamaktadir. Bu olaym tam

tersine aktivin hormonu ise FSH’1n salgilmasini uyarmaktadir (Barret vd., 2015).
2.3.2. Testosteron

Testiste tiretilen baslica hormonlardan biri testosterondur. Testosteron, 19 karbon
icermektedir ve intersitisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerindeki kolesterolden
iiretilmektedir. Plazmada bulunan testosteronun biiylik bir kism1 proteinlere bagli olarak
bulunmaktadir; %65’i gonadal steroid-baglayict globulin (seks steroidi-baglayici globulin)
olarak bilinen bir B-globuline, %33’ii ise albumine baglandig: bildirilmektedir (Barret vd.,
2015). Testosteronun biiyiik bir kism1 hedef organlarda (prostat bezi, erkek fetusta dis
genital organlar) dihidrotestosterona (DHT) doniistiigli bilinmektedir. Vucliit igerisindeki
testosteronun dokularda fikse olmayan kismi karaciger tarafindan androsteron ve
dehidroepiandrosterona doniistiiriilerek, glukuronidler veya siilfatlarla bagl hale getirildigi
ve safra iginde sindirim kanaliyla ya da idrarla bobreklerden atildigi belirtilmektedir
(Guyton ve Hall, 2007).

Embriyolojik donemde testosteron-reseptor kompleksi, Wolf kanalinin ve erkek i¢
iireme organlarinin olugsmasinda gerekli olurken; dis erkek ilireme organlarinin olugmasi
icin de DHT-reseptor komplekslerinin gerekli oldugu bilinmektedir. Ayrica DHT-reseptor

kompleksi ergenlik ¢aginda erkeklerde killanma, sa¢ yapisindaki temporal gerileme,



prostat ve penisin biiyiimesinde de rol aldigi bildirilmektedir (Barret vd., 2015).
Testosteron erkek viicudundaki killarin biiytimesi ve dagilimi, ses kalinlagmasi, deri
kalinligmin artmasi ve sivilce olusumu, protein igeriginin ve kas gelisiminin arttirilmast,
kemiklerin biiylimesi ve kalsiyumun depolanmasinin artigi, bazal metabolizma hizinin
yiikselmesi gibi bircok metabolik aktivitede dnemli rol oynamaktadir (Guyton ve Hall,
2007).

2.4. Testis Histolojisi

Testisler, viicut boslugunun disinda bulunan skrotum kesesi adi verilen yapinin
icerisinde bulunmaktadir. Skrotum kesesi, testis sicakhiginin, viicut isisindan 2-3°C daha
disik olmasini saglamaktadir. Viicut 1sisindan daha diisiik olan bu sicaklik fark:
spermatogenezin devami agisindan olduk¢a 6nemlidir (Eroschenko, 2011; Kierszenbaum,
2006). Testisler bu kese igerisinde spermatik kordon adi verilen kordon ile asili halde
bulunmaktadir, bu kordon spermatik arter, ven, vaz deferens ve lenfatikleri igermektedir

(Kierszenbaum, 2006; Junqueira ve Carniero, 2003).
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Sekil 1. Erkek tireme sisteminin komponentlerini gosteren sematik diyagram (Ross, 2011).

Organi dis kismindan siki bag dokusundan olusan tunika albuginea adi verilen

kapstil sarmaktadir; tunika albugineanin i¢ kisminda kan damarlarindan olusan, bag dokusu



yapisinda tunika vaskiiloza yer almaktadir (Ross, 2011). Kapsiil yapisi testisin arka
kisminda kalinlagarak mediastinum testisi meydana getirir; buradan ¢ikan bag dokusunun
olusturdugu septumlar (bolme) testisi yaklagik 250 lobiile ayirmaktadir. Her bir lobiilde 1
ila 4 adet seminifer tiibiil bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006; Junqueira ve Carniero
2003; Eroschenko, 2011; Ross, 2011) .
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Sekil 2. insan testisinin sagittal kesiti (Ross, 2011).

2.4.1. Seminifer Tubiil

Seminifer tiibiiliin epiteli, spermatogenezde gorevli germ hiicreleri ve desteklik
saglayan Sertoli hiicrelerinden olusmaktadir (Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011). Ayrica
tiibiilii saran bir bazal membran, kasilabilir 6zellikteki myoid hiicresi, peritiibiiler bag
dokusu olarak bilinen lamina propriya ve kollajen lifler de seminifer tiibiiliin yapisinda yer

almaktadir (Ross, 2011).
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Sekil 3. insan seminifer epitelinin sematik ¢izimi (Ross, 2011).

2.4.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, spermatogonyumlarin arasinda yer alan prizmatik sekilli
hiicrelerdir ve tiibiilin bazalinden limenine kadar ulasan wuzantilara sahiptirler
(Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011). Sertoli hiicresinin ¢ekirdegi heterokromatin
goriiniimiindedir ve sitoplazmasinda ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum, mitokondri,
gelismis Golgi aygiti ve graniillii endoplazmik retikulum goriilmektedir (Junqueira ve
Carniero 2003; Kierszenbaum 2006). Ayrica sitoplazmasinda inkliizyon cisimcikleri de
denilen Charcot-Béttcer cisimeikleri de bulunmaktadir ve bu cisimciklerin gorevleri heniiz

tam olarak bilinmemektedir (Ross, 2011).

Bazal laminada yer alan bu hiicreler arasinda zonula okludenslerin olusturdugu siki
baglant1 komplekslerinin oldugu bilinmektedir. Bu siki baglantilar seminifer tiibiiliin
epitelini adluminal ve bazal kompartiman olmak {izere iki kisima ayirmaktadir ve kan-
testis bariyeri olusturarak kandaki immiin sistem elemanlarindan germ hiicrelerini
korumaktadir (Junqueira ve Carniero, 2003; Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011). Bazal

kompartimanda spermatogonyumlar bulunmakta, adluminal kompartimanda ise

8



spermatositler, spermatidler ve sperm hiicreleri yer almaktadir (Junqueira ve Carniero,

2003).

Bunlarin yani swra Sertoli hiicrelerinin germ hiicrelerine desteklik saglamasi,
residiiel cisimcik gibi yapilarin fagosite edilmesi, testosteron ve DHT gibi hormonlar1 ABP
araciligiyla liimen igerisine alimi, MIF ve inhibin tiretimi gorevleri arasindadir (Junqueira

ve Carniero, 2003; Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011).
2.4.1.2. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar tiibiiliin bazalinde yer alan spermatogonyal kok hiicrelerden
olusmaktadirlar. Bu hiicreler insan dokusuna ait preparatlarda tip A spermatogonyum ve
tip B spermatogonyum olmak iizere iki ¢esit hiicre olarak goriilmektedir (Kierszenbaum,
2006; Ross, 2011).

Tip A spermatogonyumlar, ¢ekirdek goriiniimlerine gore tip A koyu ve tip A agik
olarak siiflandirilmaktadir. Tip A koyu spermatogonyumlarin, kok hiicre islevinde oldugu
ve boliinerek tip A acik spermatogonyumlart meydana getirdigi belirtilmektedir. Tip B
spermatogonyumlar, tip A spermatogonyumlardan olusmaktadir ve mitoz boliinmeler

gegirerek primer spermatositleri tiretmektedirler (Ross, 2011).
2.4.1.3. Spermatositler

Spermatogonyumlardan meydana gelen primer spermatositler 44+XY kromozom
sayisina sahiptir. Mayoz boliinme 6ncesi DNA’sin1 iki katina ¢ikararak 4n DN A miktarina
ulagsmaktadir. Primer spermatosit birinci mayoz boliinme sonucu iki adet sekonder
spermatositi meydana getirmektedir. Bu boliinme sonucunda sekonder spermatositin DNA
miktar1 2n’e diismektedir. Sekonder spermatositte hizli bir sekilde ikinci mayoz boliinme
gecirererek n (haploid) sayida genetik materyal iceren 2 adet spermatidi meydana

getirmektedir (Junqueira ve Carniero, 2003).

Bu boliinme evreleri arasinda dort kromatid yapisinda yani tetrad yapida goriilen
homolog kromozom c¢iftleri arasinda genetik materyalin degisimi gerceklesmektedir. Bu
olaya crossing-over denilmektedir ve bu olay sonucu meydana gelen spermatidler genetik

agidan birbirlerinden farklilik géstermektedirler (Ross, 2011).



2.4.1.4. Spermatidler

Bu evredeki germ hiicreleri 22+X veya 22+Y kromozoma sahip haploid
spermatidlerdir ve baska boliinme gegirmezler. Spermatidler, sperm hiicrelerine doniismek
icin bir dizi farklilasma evrelerinden ge¢mektedirler (Ross, 2011). Bu evrelerden ilki
olusan spermatidlerin sitoplazmasindaki c¢ok sayida proakrozomal graniillerin Golgi
aygitinda toplanmasiyla goriilmektedir. Daha sonra bu graniiller tek bir vezikiil haline
gelerek akrozomal vezikiilii meydana getirmektedir. Bu vezikiiliin olusumu ayn1 zamanda
spermin kutbunu da belirlemektedir. Bu evrede sentriyoller akrozomun karsisma gog
ederek plazma membranina yakin bdlgede konumlanirlar, bu evreye Golgi fazi
denilmektedir. Sentriyollerin yerlesimiyle kuyruk yapisinda yer alan (9+2) mikrotiibiil
seklindeki aksoneminde olusumu baglatilmaktadir (Ross, 2011; Junqueira ve Carniero,
2003). Daha sonra olusan vezikiil, niikkleusun 6n kismima konumlanarak, bir kep seklini

alir, bu evreye kep fazi ad1 verilmistir (Ross, 2011).

Sonraki evre akrozom fazi olarak bilinmektedir, bu faz da spermatidin niikleusu
yogunlasip, sekli yass1 hale gelmektedir. Akrozom niikleusu sarmaya devam etmektedir ve
arka kismidan uzanan yap1 manseti olusturmaktadir. Aksonem diizleminde
mitokondrilerin gog¢ii de bu fazda izlenmektedir. Flagellum olarak sperm kuyrugu
bliylimeye devam etmektedir, aksonemin 9+2 mikrotiibiil yapis1 kuyruk igerisine dogru
uzamaktadir. Mitokondriler boyun kismina dogru yerlesmektedir. Kuyruk yapisinin orta

parcasi, esas pargasi ve son pargasit da olusmaya baslamaktadir (Kierszenbaum, 2006;

Ross, 2011).

Son evre olan olgunlasma (maturasyon) evresinde, kuyruktaki sitoplazma artiklarini
Sertoli hiicreleri fagosite etmektedir. Olgun spermler, Sertoli hiicresi ve spermatid
baglantilarinin ortadan kalkmasiyla liimene birakilirlar, bu olaya spermiasyon adi

verilmektedir (Junqueira ve Carniero, 2003; Ross, 2011).
2.4.1.5. Spermin Yapisi

Olgun (matiir) bir sperm yapisinda bas kismi, kuyruk kismu ve bas ile kuyrugu
birbirine baglayan bir baglant1 par¢asindan (boyun) meydana gelmektedir. Spermin bas
kisminda niikleusu saran akrozom bulunmaktadir. Akrozom spermin, korona radiyata ve
zona pellusida yapilarini eritebilir 6zellikte ¢ok sayida enzim igermektedir. Bu enzimler;
hyaliironidaz, noraminidaz, asit fosfataz, akrozin ve tripsin enzimine benzer proteaz gibi

enzimlerdir (Junqueira ve Carniero, 2003; Ross, 2011).
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Baglant1 pargasi diger bir adiyla boyun dar bir kismi1 temsil eder ve bu kisimda bir
cift sentriyol bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006). Kuyruk ise orta parga, esas parca ve
son par¢adan olusmaktadir. Kuyrugun orta parcasinda spermin hareketi igin gerekli
enerjiyi saglayan mitokondriler sarmal sekilde sarilmistir. Bu sarmal yapisi igerisinde
(9+2) mikrotiibiil yapisi igeren aksonem ve kuyruk boyunca longitudinal olarak uzanan
dokuz adet kolon yapisi gosteren dis yogun liflerde bulunmaktadir. Bu mitokondriyal
sarmalin son pargasi annulus olarak isimlendirilmektedir ve orta par¢a bu kisimla
sonlanmaktadir (Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011). Esas par¢a ise aksonem ve yedi yogun
lif tarafindan sarilmakta ve fibroz kilif bulunmaktadir. Yedi yogun lif ve fibroz kilif, sperm
hareketine de olanak saglayan keratin proteinini igermektedir. Kuyrugun son pargasi,

sadece aksonemi bulunduran kisa bir pargadir (Kierszenbaum, 2006).
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Sekil 4. insan spermatozoonun diyagrami (Ross, 2011).
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Seminifer tiibiillerde olusan ve limene birakilan sperm hiicreleri hareket
kazanabilmeleri i¢in epididimise iletilmektedir. Burada spermler hareket yetenegini

kazanmalarinin yani sira ileri maturasyon 6zelliklerini de gosterirler (Ross, 2011).
2.4.2. Interstisyel Doku ve Leydig Hiicresi

Seminifer tiibiiller arasinda kalan, igerisinde bag dokusu hiicreleri, Leydig
hiicreleri, kan ve lenf damarlarin1 da kapsayan bolgeye intersitisyel doku denilmektedir
(Junqueira ve Carniero, 2003). Bu alanda bulunan Leydig hiicreleri, biiyiik poligonal
sekillidir ve sitoplazmalar1 eozinofilik boyanmaktadir. Leydig hiicrelerinin sitoplazmasimda
lipid damlaciklari, lipofuksin pigmenti ve Reinke kristalleri olarak adlandirilan ¢ubuk
seklindeki yapilar izlenmektedir. Steroid salgilayan hiicrelerin tipik 6zelligi de olan diiz
tiibiiler kristali mitokondriler ve c¢ok gelismis diiz endoplazmik retikulum Leydig

hiicresinde de goriilmektedir (Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011).

Leydig hiicreleri, hem embriyoda hem de postnatal hayatta testosteron hormonunu
salgilamaktadir. Bu hormon erkek tlireme sisteminin gelisimi ve devamliligi agisindan
hayati Oneme sahiptir. Embriyoda gonadlarin gelisimi, pubertede sperm iiretiminin
baslatilmasi, ikincil seks o6zelliklerinin kazandirilmasi ve iireme sistemine ait bezlerin
gelisiminde rol almaktadir. Insanlarin yetiskinlik déneminde, spermatogenez ve testosteron

hormonunun salgilanmasinin devamliligi agisindan da Leydig hiicresi 6nemli isleve

sahiptir (Ross, 2011).
2.4.3. Sperm Morfolojisi, Sayim1 ve Makler Kamarasi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) (2010)’ a gore insan sperminin morfolojisinin normal
olarak degerlendirilmesinde bas ve kuyrugun normal yapida goriilmesi gerekmektedir.
Spermin bas kisim seklinin normal oval goriiniimde olmasi ve akrozomonun sperm basinin
yaklasik %40 ila 70’ini kaplamasinin normal degerlerde oldugu belirtilmektedir. Akrozom
bolgesinde biiyiik veya ikiden fazla kiigiik vakuol icermemesi ve bu vakuollerin sperm
basmin 1/5’inden fazla yer kaplamamas1 gerektigi bildirilmistir. Ayrica kuyruk bélgesinin
orta parcasinda asir1 miktarlarda sitoplazma artiginm bulunmamasi, bu par¢canin spermin
bas kismi kadar bir uzunlukta ve ayni eksende uzanmasi vurgulanmistir. Ana parga
kismmin da kuyruk boyunca ayni kalinlikta olmasi ve kuyrugun kirilmamasmin

beklenildigi belirtilmistir (WHO, 2010).
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Morfolojik anomalilerin degerlendirilmesinde:

- cift bagh sperm goriilmesi,

- bas kisminim biiyiik veya kiiciik olmasi,

- seklinin ovalden farkli gériiniimii ve vakuollerin bulunmasi,

- kuyrugun orta pargasinin bas kismina baglanmasinda anormal
goriiniim, asir1 derece de incelme/kivrilma,

- kuyrugun ana parcasinda kirilmalar, keskin agili biikiilmeler ve
kivrilmalar, sitoplazma artiklarmmn birikimi gibi 6zelliklerin olmamast DSO

(2010) tarafindan belirtilmistir (WHO, 2010).

Spermin sayiminda c¢esitli sayim kamaralar1 kullanilmaktadir. Bunlardan biri de
Makler (1978)’in gelistirdigi Makler sayim kamarasidir. Makler sayim kamarasmin,
spermin sayimina ve hareketine olanak verdigi belirtilmektedir. Bu kamaranin orta
kisminda sayim c¢emberi, bu c¢emberin icerisinde kareler bulunmaktadir. Sperm
slispansiyonu damlatildiktan sonra kamaranin yuvarlak cam kapagi kapatilmaktadir. Sayim
kamarasiyla 1sitk mikroskobunun x20’lik objektifinin yardimiyla sperm goriilebilmektir.
Kamarada tiim spermlerin goriildiigii tek bir odak alanmi bulunmaktadir ve 10um’lik
derinligi sayesinde spermler yiizebilmekte, hareketleri kisitlanmamaktadir. Diger sayim
kamaralarinin aksine diliisyon gerektirmediginden sayim igleminin pratikligine dikkat

cekilmistir (Makler, 1978).

Makler gelistirdigi sayim kamarasinda 0,1 X 0,1 mm boyutlarinda toplam 100 adet
kare bulundugunu ve bu karelerden ¢izgi hattindaki 10 karede sayilan sperm sayisinin

mililitredeki, milyon sperm sayisini verdigini bildirmektedir (Makler, 1980).
2.5. Histon ve Protamin

Hiicrelerin kalitim materyali olan deoksiribo niikleik asit (DNA), histon ad1 verilen
proteinlerle sarilip paketlenereck kromatini meydana getirmektedir. Histonun H1, H2A,
H2B, H3 ve H4 olmak flizere 5 farkli tipi oldugu belirtilmektedir (Luger vd., 1997).
Somatik hiicrelerde kromatinin yeniden modellenmesi transkripsiyonel aktivasyon ve
susturma olaylariyla gergeklestirilmekteyken, spermatogenezde ise haploid yapidaki
genetik materyalin mayoz bolinmesi ve DNA’nin kompakt hale getirilmesiyle
gerceklestirmektedir. Mayoz boliinme ile sinapsis ve homolog kromozomlarin
rekombinasyonun tamamlanmasindan sonra gen transkripsiyonunda artis olurken, spermin

bas kisminda bulunan haploid genomun hiicre ¢ekirdeginin %5’i kadar bir alana

13



sikistirildig belirtilmektedir. Histonlarla protaminlerin yer degiserek yeniden paketlenmesi
olayinda, haploid erkek genomu olduk¢a 6zelleserek, kromatin yapist ¢orek seklini alir ve
bilinen klasik kromatin goriiniimiinden farkli bir bicimde paketlenmektedir (Sassone-Corsi,
2002).

Okaryot hiicrelere ait DNA yapis1 kromatin i¢inde sikilastirilarak Katlanmustir fakat
katlanma sonras1t DNA replikasyon, transkripsiyon ve DNA onarimi gibi 6nemli iglevlerini
strdiirebilecek sekilde aktiftir. Paketleme isleminin birimi niikleozom olarak adlandirilir,
DNA iplik¢igi histon H2A, H2B, H3 ve H4’ii iceren histon oktamerine sarilir ve bu sarilma
isleminde 147 baz DNA ciftinin sarildig1 ifade edilmektedir (Biterge ve Schneider, 2014,
Tessarz ve Kousarides, 2014). Histonlarin N- veya C- terminal kuyruklarindan kovalent
olarak degistirilebilen kiigiik bazik proteinler olarak tanimlanmistir (Biterge ve Schneider,
2014).

Ingles ve Dixon (1967)’a gore protaminler, spermlerin g¢ekirdeklerinde bulunan
temel niikleer proteinlerdendir ve arjininden zengin bir yapidadir; asidik aminoasitlerin
kalintilar1 ise az miktarda igermektedir. Protamin ve histonun fosforile oldugunu ve testis
gelisiminde olgun sperm hiicresi haline gelen hiicrelerdeki protamin, serin kalintilarnin

%74 liniin fosforile oldugunu bildirilmektedirler (Ingles ve Dixon, 1967).

Balhorn vd. (1984) protaminlerin spermatogenezde DNA’da sentezlendigini ve
depolandigini, histon ve histona benzer proteinlerle yer degistirerek DNA’y1 sikilastirdigini
ve genetik a¢idan inaktif hale getirdigini s6ylemektedirler. Ayrica fare testisinde geg
spermatid evresinde iki ayr1 protamin varyantini ve dort farkli degisim proteinini
saptadiklarin1 belirtmislerdir (Balhorn vd., 1984). Arjinin ve sisteinden zengin bu protein,
DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinleriyle yer degistirdigi ve DNA’y1
kompaktlastirdigi bilinmektedir. Memelilerde bu degisimin direkt olarak olmadigi, histon-
protamin proteinlerinin degisiminde gecis (transition) proteinlerinin gorev aldigi

belirtilmektedir (Braun, 2001).

Insan spermatogenezinde histonlarin cogu protaminle yer degistirerek, DNA’y1 sik1
ve transkripsiyonel olarak inaktif hale getirdigi ve geriye kalan histonlarin da yiiksek
Olgiide asetillendigi bildirilmektedir. Histon asetil transferaz enzimleri, lizin kalintilar1
asetilasyonunu saglayarak kromatinin genislemesi ve transkripsiyonel olarak aktif
olmasina neden oldugu bildirilmektedir. Bunun aksine histon deasetilazlari ise kromatinin

sikilasmasma ve transakripsiyonel olarak inaktif olmasmi sagladigi bildirilmektedir.
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Haploid sayida kromozom igeren spermin sitoplazmasi olduk¢a azdir ve kromatinin
yapisinda hem niikleohiston hem de niikleoprotamin i¢ermektedir. insana ait spermin
yapisindaki histonlarin yaklasik %85’inin protamine doniistiigii, geriye kalan kisminin
epigenetik modifikasyonalara ugradigi belirtilmektedir. Spermin oositi dollemesinden
sonra sperme ait c¢ekirdek proniikleusu olusturulurken, DNA’ya sarili protaminler
uzaklastirilir ve yerine tekrar histon proteinleri getirildigi bilinmektedir (Schagdarsurengin
vd., 2012). Histon proteinin protamine doniisiimiiniin yol a¢tig1 kromatin kompaksiyonun
sperm motilitesi agisindan 6nemli oldugu, sperm genomunun oksidasyona ve spermin disi
ireme sisteminde karsilasabilecegi zararli molekiillere karsi korudugu belirtiimektedir

(Gtines vd., 2016).
2.6. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii

PDGF, PDGF-vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (PDGF-VEGF) ailesinin bir
tiyesi oldugu bilinmektedir. PDGF’lerin ii¢ boyutlu yapisina bakildiginda VEGF’lerle
benzerlik gosterdigi, fakat aminoasit sekans benzerligi gostermemesine ragmen
glikoprotein hormonlarmin, sinir biiylime faktdriiniin ve transforme edici biiylime faktorii
B’ nin yapilariyla da benzerlik gostermektedir. Bu molekiillerin hem homodimerik hem de
heterodimerik formlar1 bulunmaktadir. Uzun yillardr PDGF-A ve PDGF-B olarak
adlandirilan PDGF polipeptidleri bilinmekteyken, son yillarda PDGF-C ve PDGF-D
tanimlanilmistir. Prenatal donemde PDGF-A ve PDGF-B’ nin ana kaynagmin Sertoli
hiicresi oldugunu, PDGF reseptorii-o. (PDGFR-a) ve PDGF reseptori-f (PDGFR-p)
reseptorlerini  eksprese eden hiicrelerin  ise testikiiler korddan kaynaklandigi
belirtilmektedir. Postnatal donemin hemen basinda ise yine benzer olarak PDGF-A ve
PDGF-B Sertoli hiicresinde goriilmekteken, PDGFR-o ve PDGFR-f reseptorlerinin myoid
hiicrelerde immiinopozitivite verdigi bildirilmistir. Puberte evresinde minimal diizeyde
olarak postnatal yasamin basinda belirtilen bolgelerde eksprese edildigi gosterilmistir.
Fakat yetigkinlik donemine gelindiginde ise PDGF-A, PDGF-B, PDGFR-a ve PDGFR-’
nin sadece Leydig hiicresinde pozitiflik gosterdigi belirtilmisti. PDGF-A puberte
oncesinde zayif da olsa interstisyel alanda goriilmektedir. PDGF ligandlarinm hiicresel
kokenleri gelisim donemlerine ve hayvan tiirlerine bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Sican ve fare tiirlerinde dogumdan puberteye kadar PDGF ligandinin kaynagi Sertoli
hiicresi iken siganlarda yetigkinlik doneminde PDGF-A ve PDGF-B’nin iiretimi Sertoli
hiicresinden Leydig hiicresine gegmektedir (Mariani vd., 2002).
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PDGF’nin, peritibiiler myoid hiicresi (PMH) i¢in kemoatraktant oldugu ve bu
hiicrelerde kasilabilirli§i, protein sentezini, ekstraseliiler matriksin iretimini ve
cogalmasmi uyardigir belirtilmektedir. PDGF-B-PDGFR-f’nin etkilesiminin, testis
gelisimi swrasinda myoid hiicre Onciillerinin tiibiiller arasi1 alandan peritiibiiler alana
gocmesinde ve ¢ogalmasinda iligkili olabilecegi bildirilmektedir (Mariani, 2002). PDGF-
A-PDGFR-o’nin etkilesimi de yetiskin Leydig hiicrelerinin dnciillerinin gelisimini tesvik

ettigi ifade edilmektedir (Gnessi vd., 2000; Mariani vd., 2002).

PDGF’nin, hiicre c¢ogalmast ve hiicrelerin sag kaliminin diizenlenmesi,
anjiyogenez, hiicre goO¢li, membran katlanmasi, aktin filaman sisteminin yeniden
diizenlenmesiyle hiicre iskeletinin yenilenmesi; proteoglikan, glikozaminoglikan, kollajen
gibi major bag doku yapilarinin sentezinin uyarilmasi gibi ¢esitli biyolojik olaylarin sinyal
yolaginda rol aldigi belirtilmektedir. PDGF-A geni susturulmus farelerde
oligodendrositlerin sayisinin azalmasina bagli olarak dismiyelinizasyon ve motor
anomalileri goriildiigii bildirilmistir. Yine PDGF-A eksikliginde akciger alveollerinde diiz
kas hiicreleri kaybi, deride mezensimal defekt sonucu anormal sa¢ yapist ve sindirim
kanali mukoza astarinda anomaliler goriilmistiir. Yine PDGF-B ve PDGFR-B eksikligi
goriilen farelerde bobreklerde ciddi gelisim  bozukluklarina, hematolojik ve
kardiyovaskiiler anomalilere rastlanilmistir ve prenatal donem 17-19. giinlerde 6liimler

meydana gelmistir (Basciani vd., 2010).
2.7. C-Kit

C-kit’in, PDGFR-a ve PDGFR-B ile ayni aileden olan 150 kDa agirliginda bit
trozin kinaz reseptorii oldugu belirtilmektedir. Bu reseptor ailesinin hiicre disindaki
bolgesinin immiinoglobiilin benzeri domainlerden diizenlendigi, ligand tanima ve
baglanma kismina bagli oldugu belirtilmektedir. Transmembran bolgesi, reseptorii plazma
membranina kisa bir aminoasit kismi ile baglamaktadir. Hiicre i¢indeki kismi ise, ayni
kokenli ligandlar tarafindan tasman sinyalin transdiiksiyonu igin gerekli olan reseptorlerin

kinaz domaini igermektedir (Sette vd., 2000).

Manova vd. (1993)’ nin yaptig1 bir calismada prenatal donem ve postnatal donemin
erken safthasinda c-kit ligandinin (KL) sentezi Sertoli hiicrelerinde yapildigi, perinatal
testiste baskin olarak KL-1’in sentezlendigi belirtilmektedir. Boylece ¢oziinebilir formdaki
KL’nin, Leydig hiicresine ulastirildigit ve yiiksek seviyelerde c-kit {retildigi

soylenmektedir. Orth vd. (1996) ise yenidogan testisinde germ hiicrelerinde c-Kit

16



ekpresyonunu gostermislerdir ve c-kit reseptorlerinin germ hiicrelerine gog ettiklerini

belirtmiglerdir.

C-kit’ in tip III tirozin kinaz reseptorii oldugu ve SCF diger bilinen isimleriyle kit
ligandina baglandig1 bilinmektedir (Figueira vd., 2017; Cardoso vd., 2017). SCF/c-kit
sisteminin testis, prostat, ovaryum ve endometrium gibi disi ve erkek tireme sistemindeki
organlarda eksprese edildigi, embriyolojik donemde hiicrelerin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi,
gocli ve farklanmasinda rol aldigi ifade edilmektedir. Seminifer tiibiillerde SCF
ekspresyonun, Sertoli hiicresinin membraninda oldugu bildirilmistir. C-Kit’in ise, germ
hattindaki hiicrelerde iiretildigi, spermatogenezin erken evrelerinde gorev aldigi ve mayoz
boliinme agamasinda kesilerek yerini tr-Kit’e biraktig1 belirtilmektedir. Tr-kit’in ise haploid
hiicrelerin sitoplazmasinda, epididimiste depolanan sperm hiicrelerinin subakrozomal ve
ekvatoryal bolgesinde bulundugu ve spermin hareketliliginde rolii oldugu One
stirilmektedir. Sertoli hiicresi ve germ hiicreleri arasindaki SCF/c-Kit iletisiminin germ
hiicrelerinin hayatta kalmasinda onemli bir roli oldugu ve bu iletisimin hiicreleri
apoptozdan koruyan 6nemli bir mekanizma oldugu diistiniilmektedir. Buna ek olarak, c-kit
reseptoriiniin testosteron iiretimini saglayan Leydig hiicresinde tespitinden sonra SCF/c-
Kit’in steroidojenik aktivitesini uyardigi one stiriilmiistiir. SCF/c-Kit disi lireme sisteminde
de sentezlendigi belirtilmistir; c-kit oositlerde eksprese edilirken, SCF’de graniiloza
hiicrelerinde {iretilmektedir. SCF, folikiil gelisiminde potansiyel bir uyarict olarak

bilinmektedir (Figueira vd., 2017).
2.8. Imatinib
2.8.1. imatinibin Etki Mekanizmas1 ve Farmakokinetik Ozellikleri

Imatinib, TKi olarak bilinmektedir. Imatinibin, 2-fenil amino primidin tiirevi
oldugu (Vetto, 2009) ve proteinlere 6zgii triozin kinazlari inhibe ettigi bildirilmektedir.
Protein Kinazlar, protein serin-treonin kinaz ve protein trozin kinazlar olmak tizere iki alt
smiftan olusmaktadir (Iram vd., 2016). Triozin kinazlarin, adenozin tri fosfattan (ATP)
aldig1 fosforu triozin aminoasidine ileten enzim olduklar1 ifade edilmektedir (Tuglu ve
Melli, 2012). Bu enzimlerin biyolojik sistemlerde proliferasyon, biiyiime, metabolizma, i¢
ve dis uyarict etkenlere karsi apoptozun olusmasinda dnemli rol aynadiklar1 belirtilmistir

(Tuglu ve Melli, 2012; Igbal ve Igbal, 2014).

Imatinib, 1990°’l: yillarda Nicholas Lydon isimli biyokimyaci tarafindan
gelistirilmistir (Tuglu ve Melli, 2012; Igbal ve Igbal, 2014; Iram vd., 2016). Hedefe 6zgii
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olan bu ilacm, Tip Il TKI smnifinda oldugu belirtilmektedir (Tuglu ve Melli, 2012). Bu ilag
KML tedavisinde 6nemli bir adim olarak kabul edilmektedir, 1998 yilinda ilk defa klinik
calismalarda kullamlmaya baslanmis ve 2001 yilmin mayis aymda Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan onay almmustir (Igbal ve Igbal, 2014). Daha sonra imatinib GIST
tedavisinde de kullanilmaya baglanmistir (Iram vd., 2016).

Imatinibin TUPAC ismi 4-(4-METHY L-piperazin-1-ylmethyl)-N-[4-pyridin-3
ylpyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamide; N-(4-methyl-3-{[4-(pyrimidin-3yl)pyrimidin-
2-yllamino}phenyl)-4-[(4- methylpiperazin-1-yl)methyl]benzamide; alpha (4-methyl-1-
piperazinyl)-3’-((4-(3-pyridyl)-2-pyrimidinyl)amino)-ptoluidide  olarak  diizenlenmistir
(Iram vd., 2016).

Sekil 5. Imatinibin kimyasal yapis1 (Iram vd., 2016).

Imatinib c- kit, PDGF, ABL ve BCR-ABL aktivitesini engelleyen bir TKI olarak
islev gostermektedir. Triozin kinazlarin ATP’ye baglanan aktif bir bolgesi oldugu ve
imatinibin de bu baglanma bodlgesine baglanarak bu kinaz aktivitesini azalttig1
bildirilmektedir (Vetto, 2009; Igbal ve Igbal, 2014). Bu olaylar 16semogenezin sinyal
yolaginda devam eden basamaklarin kapatilmasiyla (switch-off) sonuglanmaktadir (Igbal

ve Igbal, 2014). Imatinib sadece kanser hiicrelerinde degil ayni1 zamanda saglkli
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hiicrelerinde triozin aktivitesini engellemektedir fakat bu inhibiyonu tdlere edecek ¢ok

sayida farkli triozin kinazlar bulundugu bilinmektedir (Iram vd., 2016).

Bu ila¢ viicuda alindiktan sonra karacigerde sitokrom (CYP) P450 sistemi
tarafindan metabolize edilmektedir, bu enzimler CYP3A4, CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9
ve CYP2C19’dur. Bu enzimlerin varligi imatinibin plazma konsantrayonu sabitligi
acisindan biiyiikk dneme sahiptir (Tuglu ve Melli, 2012). Imatinibin aktif metaboliti N-
demetil-piperazindir ve yarilanma dmiirleri imatinib i¢in 18 saat, metaboliti i¢in ise 40 saat
oldugu belirtilmektedir. Imatinibin dozajmin 25 mg-1000 mg arasinda degistigi ve
tekrarlayan doza bagl olarak farmakokinetik etkisinin degismedigi, giinde bir kez aliminda
ilacin kararli halinde 1.5-3 kat birikim oldugu bildirilmistir (Iram vd., 2016). ilacin
atilimmimn biytk olciide gayta ve safra yoluyla, az bir kisminmn ise idrarla atildig:

bilinmektedir (Tuglu ve Melli, 2012).
2.8.2. imatinibin Gebelikte Kullanimi

Gebelik doneminde hastalarin ilag kullanmasi olduk¢a smirhidir. Gebelik
doneminde imatinib kullaniminda iskelet ve gastrointestinal sistemde konjenital
anomalilere neden olabileceginden imatinib kullanimi tavsiye edilmemektedir (Apperley,
2009). Cocuk sahibi olmak isteyen kadin KML hastalarmin da hamilelik sirasinda TKI
tedavisinin kesilmesinin giivenli olabilecegi belirtilmektedir (Luskin, 2018). Ayrica dogum
kontrolii oncesi ve gebeligin ilk trimesterde tedavinin kesilmesinin tercih edilebilecegi
fakat bu kesintinin hastaligin tedavisindeki etkilerinin tam olarak bilinmedigi
belirtilmektedir (Ali vd., 2009). Imatinib kullanan hastalarin gebelikten korunmasi
gerektigi, tedavi sirasinda gebe kalan hastalarin gebelige devam etmek istemesi durumunda
ilaca ikinci trimestrede devam etmesinin erken evredeki riskleri artirmadigi gibi goriindiigu
belirtilmektedir (Azim Jr. vd., 2010). KML tedavisinde gebeligin klinik olarak zorluk
olusturdugu, kazara veya planli gebelik durumlarinda ebeveynlerin risk/fayda agisindan
bilgilendirilmesi gerektigi, alternatif tedaviler arasinda yer alan interferon-a’dan da
kaginilmas1 gerektigi bildirilmektedir (Pye vd., 2008). Imatinib’in FDA’ya gére gebelik
kategorisi D oldugundan bu ilac1 kullanirken hamile kalan veya hamilelik sirasinda bu ilac1
kullanan kadin hastalarin fetiise karsi olusabilecek tehlikelerden haberdar edilmesi

gerektigi vurgulanmaktadir (Madabhavi vd., 2019).
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2.8.3. imatinibin Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Imatinibin erkek ve disi {ireme sistemlerinde ¢ok farkli etkilere sahip oldugu
literatlirde belirtilmistir. Bir c¢alismada imatinibin disi tireme sisteminde primordiyal
folikiillerin korunmasida rol oynadig: ifade edilmektedir (Gonfloni vd., 2009). Bunun
aksine insan over orneklerinde yapilan bir ¢caligmada da imatinibin folikiil rezervinde ve
steroidojenik aktivitede azalma gibi sitotoksik etkilere neden oldugu bildirilmistir (Bildik
vd., 2019). Baska bir ¢calismada imatinib tedavisi géren erkek hastada oligospermiye neden
oldugu bildirilmektedir (Seshadri vd., 2004).

2.9. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yoniine
kaymas1 olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller, eslenmemis elektron tiirii olarak
bilinmektedir; atom ve molekiillerin kimyasal reaktivitesini artirdigi bildirilmektedir
(Betteridge, 2000). Molekiiler oksijenin suya indirgenmesinde sirasiyla siiperoksit anyon
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT)
meydana gelmektedir (Sies, 1997). Siiperoksit ve hidroksil radikalleri asir1 derecede
kararsizken, hidrojen peroksit serbestce yayilabilir ve uzun Omiirlidir (Finkel ve
Holbrook, 2000). Oksijen radikalleri alkil ve peroksil radikalleri olarak olusabilmektedir.
X-1sinlari, ultraviyole 1sinlar gibi farkli radyasyon tiirleri, sitokinler, kemoterapotik ajanlar,
hipertermi ve hatta biiyiime faktorleri gibi faktorler oksidatif stresin artmasinda rol
oynamaktadir (Sies, 1997; Finkel ve Holbrook, 2000).

Oksidatif stres DNA, protein ve lipitlere saldirarak hiicredeki kompleks
mekanizmalara zarar verebildigi belirtilmektedir. ROT insan metabolizmasimin bir pargasi
oldugu fakat fazla iiretiminin doku hasarina neden oldugu ifade edilmektedir. Bunun yani

sira dokuda olusan hasarin da ROT {iretimine neden oldugu bildirilmektedir (Okezie vd.,

1991).

8-Hidroksideguanozin (8-OHdG), oksidatif stresin DNA’da olusturdugu hasar1
belirten oOnemli bir biyomarkr oldugu ifade edilmektedir. ROT’un lipid
peroksidasyonunun membranin ¢ift tabakali lipid yapisinda olusturdugu harabiyet,
membrana bagl reseptdr ve enzimleri inaktive edebildigi ve doku gegirgenligini artirdigi
belirtilmektedir. Bunun sonucunda malondialhehid ve doymamis aldehidler gibi lipid
peroksit {irlinleri ¢ogu proteinini inaktive ettigi ve 4-Hidroksi-2-nonenal’in hiicre ici
glutatyonu tiiketerek peroksit iiretemini indiikledigi bildirilmektedir. Bunlarm yani sira
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ROT peptid zincirlerinin par¢alanmasina, proteinlerin elektron yiikiiniin degigsmesine ve
capraz baglanmasina, aminoasitlerin oksidasyonuna neden oldugu gdsterilmektedir (Birben

vd, 2012).
2.10. Hiicresel Redoks Dongiisii

Tiyol igeren bilesiklerin hem biyokimyasal hem de farmakolojik reaksiyonlarda
gorev aldigy, disiilfid baglarinin proteinlerin tigiinciil yapisinin belirlenmesinde dnemli bir
role sahip oldugu bildirilmektedir. Sistein kalintilar1 igeren bilesenlerin kolayca metabolize
oldugu, gecis metalleri tarafindan oksitlendigi veya tiyol-disiilfid degisimine katildig: fakat
hidrojen peroksitle (fizyolojik pH’da) direkt reaksiyona girmedigi belirtilmektedir. Bir
sistein igeren glutatyonun, protein olmayan tiyollerden en ¢ok bulunani ve ¢ogu hiicrede
milimolar diizeyinde oldugu; tiyoredoksin protenin de antoksidan savunma, protein
katlanmasi1 ve sinyal transdiiksiyonunda gorev aldigi ifade edilmektedir. Hiicrenin strese
tepki gostermesi durumunda tiyol iceriginin degistigi; hiicreyi zararli bilesenlerden
korumak i¢in ilk reaksiyonlarda tiiketildigi ve disiilfidin enzimatik indirgenmesi veya de

novo senteziyle bunun miimkiin oldugu belirtilmektedir (Dickinson ve Forman, 2002).

Glutatyonun bir tripeptid (L-gamma-glutamil-L-sisteinil-glisin) oldugu ve tim
memeli karacigerinde yiiksek oranda bulundugu belirtilmektedir. Indirgenmis tiyol
formundaki glutatyon rediiktaz hiicre i¢i glutatyonun %98’ini tuttugu bildirilmektedir.
Glutatyon; endojen ve ekzojen kaynakli ROT lerinin detoksifikasyonunda, protein ve diger
molekiillerin disiilfit baglarinin azaltilarak tiyol durumunun korunmasinda, sisteinin
depolanmas1 ve organlar arasi transferinde, l6kotrien ve prostoglandin metabolizmasinda,
riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere indirgenmesinde, mikrotiibiillerin

modiilasyonunda gorev aldig1 belirtilmektedir ( De Leve ve Kaplowitz, 1990).

Glutatyondaki siilfidril gruplarmm oksidatif hasara koruyuculuk sagladigi ve
hiicreler tarafindan oksidatif strese karsi savunma sirasinda hizlica kullanilan hiicre i¢i
deposu oldugu ifade edilmektedir. Glutatyon indirgenmis form (GSH) ve oksitlenmis form
(GGSG) olmak iizere iki formda bulundugu, ROT’lara karsi savunmada glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerle etkilesimi kolaylastirdig: bildirilmektedir.
Erkek ve disi tUreme sisteminde gorev alan bu antioksidan germ hiicrelerinin
korunmasinda, dollenme siireci ve erken embriyo gelisiminde rol oynadigi; bunu yani sira
oositlerin sitoplazmik ve niikleer maturasyonun degerlendirilmesinde biyokimyasal bir

markir olabilecegi belirtilmektedir (Luberda, 2005).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Barinmasi ve Bakim

Bu c¢ahismaya, Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU), Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Bagkanlig1 tarafindan 2017/22 nolu karar ile onay alindi. Tez ¢aligmamiz
RTEU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP, Rize, Tiirkiye) tarafindan
TDK-2017-825 numarali proje kodu ile Doktora Tez Projesi olarak desteklendi ve

deneylerde kullanilan sarf malzemeler ve Kitler temin edildi.

Calismamizda kullanilan tiim deney hayvanlarmin tedarik edilmesi, bakimi,
beslenmesi ve barinmas1t RTEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde yapildi. Deney
hayvanlarinin bakimi ve yasam alanmin fiziksel sartlarinin optimum seviyede tutulmasi
merkezin veteriner hekim ve teknisyenleri gézetiminde saglandi. Siganlar standart 12 saat
aydmlik/karanlik ortamda sirkadiyen ritme uygun olarak, 2242 °C’ de % 50-55 neme sahip
ortamda, sinirsiz musluk suyu ile beraber % 21 oraninda protein igeren standart pellet

yemler (Purina, Bayramoglu, Erzurum, Turkey)ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandh.
3.2. Calismada Olusturulan Gruplar ve Deneyin Yapihsi

Deneyimizde 15 adet 14 haftalik 230-260 gr agirliginda yetiskin Sprague Dawley
cinsi disi sigcan kullanildi. Diizenli siklus gosteren disi siganlara, serum fizyolojik ile
vajinal yikama yapildi ve siiriintii 6rnek alindi. Her bir hayvan igin steril kapta bulunan
serum fizyolojik igin farkli Pastor pipeti kullanildi. Alman siiriintii lam-lamel arasma
kapatilarak mikroskop alinda incelendi ve &strus evresi tayini yapildi. Ostrus sathasinda
bulunan disi siganlar (Resim 1), 0. giinde kabul edildi ve o giin igerisinde erkek siganlarla
ciftlesmeye brrakildi. Ertesi gilin tekrar vajinal yikama yapildi ve sperm goriilen siganlar
gebeligin 1. giiniinde kabul edildi (Resim 2). Sperm goriilen disi siganlar rastgele olarak 5
gruba ayrild1 ve enjeksiyonlara baslandi. Imatinib (Imavec, Kocak Farma, Tiirkiye) her giin

ayr1 olarak apirojenik steril su i¢erisinde ¢oziildii ve intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.
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Resim 2. Koitus sonrasi smear testiyle belirlenen sperm ve epitel hiicreleri (x200).
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3.2.1. Prenatal Donem

Kontrol grubuna higbir islem uygulanmad1. Imatinib verilen gruplara gebeligin 1-8.
giinleri arasinda sirastyla 20 mg/kg (Imatinib-20 grubu), 40 mg/kg (Imatinib-40 grubu), 60
mg/kg (Imatinib-60 grubu), 80 mg/kg (Imatinib-80 grubu) ip. olarak uygulandi.
Enjeksiyonlarin bitiminde hayvanlara herhangi bir islem uygulanmadi ve gebelik takibi
yapildi. 80mg/kg imatinib uygulanan hayvanlarda gebelik goriilmemesi iizerine 2 defa

deney tekrar1 yapilmasma ragmen tekrar gebelik gézlenmedi.
3.2.2. Postnatal Donem

Dogan yavru siganlar 21 giin anneleri tarafindan beslendi, daha sonra cinsiyet tayini
yapilarak ayr1 kafeslere ayrildi. Dogan yavru erkek sicanlardan rastgele olarak gruplarina
gore 8 adet erkek sican alindi. Yavru siganlarin her giin beslenmesi, su ihtiyact ve kafes
temizligi takip edildi. 32 adet erkek sigan gruplarina gére ayrildi ve 60. giinde sakrifiye
edildi.

3.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Deney sonunda tiim siganlar ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (20 mg/mL) i.p.
uygulamasindan sonra uyutuldu. Karin bosluguna girilerek her iki testis ¢ikartildi. Her
seferinde sol testis histolojik analizlerde kullanilmak tizere alindi. Testisler iki pargaya
ayrildi, bir parcast Bouin soliisyonunda, diger parcasi %10’luk formaldehit soliisyonunda
tespit edildi. Sag testis steril bistiiri ile parcalandi ve bir miktar testis dokusu steril
RNAse/DNAse icermeyen ependorflara alindi ve aymi giin igerisinde mRNA izolasyonu
gergeklestirildi. Testisin diger kismu ise ependorflara alinarak biyokimyasal islemlerde
kullanilmak tizere uygun kosullarda muhafaza edildi. Alinan kan 6rnekleri tiiplere alind1 ve
santrifiij edilen serum ve doku oOrnekleri Tibbi Biyokimya AD’ daki sogutucularda

sakland..
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3.4. Histolojik Analizler

Tablo 1. Histolojik analizlerde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka
Formaldehit Sigma-Aldrich
%96 Etanol Merck
%100 Absolii etanol Merck
Ksilen Merck
Parafin Merck
Pikrik Asit Sigma-Aldrich
Fosfat buffer soliisyonu (PBS) Sigma-Aldrich
Hematoksilen Merck
Eozin Merck

3.4.1. Tespit Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Testis dokusu iki ayr1 fiksatifte takip edildi. Testisin bir yarisi
immiinohistokimyasal analizler i¢in %10’luk formaldehid soliisyonunda, diger yarisi

histopatolojik analizler icin Bouin soliisyonunda fikse edildi.

Tablo 2. Doku takibinde kullanilan tespit soliisyonlarinin hazirlanmasi

Soliisyon/Madde Kullanilan miktar

10 mL formaldehid {izerine 90 mL distile su
konularak 100 mL’ ye tamamlanr.

75 mL formaldehid, 75 mL doymus pikrik asit
cozeltisi ve 5 mL glasiyel asetik asit karistirilir.

%10’ luk formaldehid fiksatoriiniin
hazirlanisi

Bouin fiksatoriiniin hazirlanisi

3.4.2.Doku Takibi

Dokularin histolojik takibi, kesit almmasi ve boyanmasi RTEU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali (AD) laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Alinan
testis dokulart Bouin ve %10’luk formaldehitte tespit edildikten sonra dokular Shandon

Citadel 2000 (Thermo Scientific, Almanya) modeli otomatik doku takip cihazinda
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dehidratasyon, seffaflandirma ve parafinde (Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) bekleme
asamalar1 sirastyla Tablo 3’deki islem ve siirelerle takip edildi. Takibi biten dokular Leica
(EG1150 H ve EG1150 C, Almanya) marka doku gomme cihazi ile parafin bloklara

gomiildi.

Tablo 3. Histolojik doku takibi

Uygulanan Islem Soliisyon/Madde Siire
Dehidratasyon” %50 Etanol 1 sa15 dk
Dehidratasyon” %60 Etanol 1 sa 30 dk
Dehidratasyon %70 Etanol 1sa30dk
Dehidratasyon %80 Etanol 1sa
Dehidratasyon %96 Etanol 1sa
Dehidratasyon %100 Etanol (1) 1sa15dk
Dehidratasyon %100 Etanol (2) 1sa15dk
Seffaflandirma Ksilen (1) 1sa 30dk
Seffaflandirma Ksilen (2) 1sa
Parafinizasyon Parafin (1) 1sa
Parafinizasyon Parafin (2) 3sa 30 dk

Dokularin Bloklanmasi

" Bouin ile takip edilen testislerde %70’lik alkol igerisinde pikrik asit ¢ikana kadar
alkolii degistirildi ve %70’lik alkolden takibe devam edildi.

3.4.3.Kesit Alinmasi

Parafin bloklara gomiilen testis dokulari, mikrotom (Leica, RM2255) yardimiyla 30
um’lik kesitlerle doku trimlendi, sonrasinda 4-5 pm’lik kalinlikta kesitler alindi. Alinan
kesitler 37 °C’ye ayarli ben mari (Leica, HI1210) igerisinde su {izerinde birakildi ve doku
kirigikliklarinm agilmasi saglandi. Tiim kesit alma islemleri RTEU Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji AD laboratuarinda gergeklestirildi.
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3.4.4. Sperm Numunelerinin Elde Edilmesi ve Sayimm

Duktus epididimis petri igerisinde 1mL’lik steril fosfat buffer (PBS) soliisyonunda
bistiiri yardimiyla diseke edildi ve 35 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Makler sayim kamarasina
pastor pipeti ile 1 damla sperm damlatildi ve cam kapagi kapatildi. Sayim kamarasinin
sayim yapilan alaninda bulunan 10 mikrometre (um) derinlikligi sayesinde spermlerin
yiizmesi saglandi. Sayim alaninda bulunan 10 karede goriilen sperm sayildi; sayim

karesinde bulunan ortalama sperm sayisi 10%ile carpilarak sayisal veriler elde edildi.
3.4.5.Hematoksilen & Eozin Boyama

Lama alinan testis kesitlerin 56 °C’de olan etiivde parafinin eritilmesi saglandu.
Parafinin eritilmesi asamasindan sonra kesitler zembil ile doku boyama cihazina (Leica,
ST5020 Multistainer Bath Array) yerlestirildi ve Tablo 4’deki prosediir uygulanarak
boyandi.
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Tablo 4. Hematoksilen & eozin boyama prosediirii

Uygulanan islem Siire

Parafin eritme (cihazin sicak haznesi) 5 dk

Ksilen (1) 3 dk

Ksilen (2) 3 dk

%100 Etanol 1dk

%96 Etanol 2 dk

%90 Etanol 2 dk

%80 Etanol 2 dk

%70 Etanol 2 dk

Cesme suyunda yikama 5dk

Distile suda yikama 5 dk

Harris hematoksilen 1dk

Cesme suyunda yikama 5dk
Eozin G 8 dk 30 sn

Distile suda yikama 15sn

%70 Etanol 20 sn

%80 Etanol 15sn

%90 Etanol 15sn

%100 Etanol (1) 15 sn

%100 Etanol (2) 15sn

Ksilen (1) 10 dk

Ksilen (2) 10 dk

Entellan ile kapama

Rutin hematoksilen & eozin boyanan preparatlara histopatolojik testis hasari

skorlama (Johnsen skoru) uygulandi (Tablo 5).
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Tablo 5. Histopatolojik testis hasar1 skorlama (Johnsen skoru)

Skor Puani Aciklama

Germ hiicreleri ve spermatogenezin tamamen yoklugu.
Germ hiicresi yoktur fakat Sertoli hiicresi bulunur.
Sadece spermatogonyum bulunur.

Sadece birkag (<5) spermatozoon mevcut ve spermatid veya spermatozoa
bulunmaz.

Spermatozoon ve spermatid yoktur fakat birka¢ veya daha fazla
spermatosit bulunur.

Spermatozoon yoktur ve sadece birkag spermatid (<5-10) bulunur.
Spermatozoon yoktur fakat bircok spermatid bulunur.

Sadece birkag spermatozoon (<5-10) bulunur.

© 00 N OO O A W DN P

Bir¢ok spermatozoon bulunur fakat germinal epitelde belirgin dokiilme
veya bozulmayla liimen diizesizdir.

[EEY
o

Bircok spermatozoon ile spermatogenez eksiksizdir. Diizgiin kalinlikta
diizenlenmis germinal epitel liimenden ayrilir.

3.4.6. Immiinohistokimyasal (IHC) Boyama

[HC boyama i¢in Mouse and Rabbit Spesific HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit
(ab64264, Abcam, USA) kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak Tablo 6’daki islemler
uygulandi. Primer antikor basamaginda iiretici protokiiliine uygun diliisyonlarda antikor
kullanildi. Calismamizda Anti-PDGF antibody (ab198874, Abcam, USA), Anti c-kit
antibody (ab115801, Abcam, USA) ve Anti-80OHdG (ab10802) antikorlar1 kullanild.
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Tablo 6. IHC boyama prosediirii

Uygulanan Islem Siire
Parafin eritme 15 dk
Ksilen (1) 5 dk
Ksilen (2) 5 dk
%100 Etanol 5 dk
%96 Etanol 5 dk
%90 Etanol 5 dk
%380 Etanol 5 dk
%70 Etanol 5 dk
Distile suda yikama 5 dk
Hidrojen peroksit 10 dk

Phosphat Buffer Soliisyonu (PBS)
Antigen retrival
PBS
Protein blok
PBS
Primer antikor
PBS
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent
PBS
Streptoavidin peroksidaz
PBS

30 ul DAB kromojen+ 1.5 ml DAB Substrat

PBS
Hematoksilen
Cesme suyu ile yikama
%70 Etanol
%380 Etanol
%90 Etanol
%100 Etanol (1)
%100 Etanol (2)
Ksilen (1)
Ksilen (2)

Entellan ile kapatma

2 kere yikama
Antikor iireticisinin dnerdigi yontem
3 kere yikama
10 dk
1 kere yikama
Uretici dnerisine uygun inkiibasyon siiresi
4 kere yikama
Oda 1sisinda 10 dk inkiibasyon
4 kere yikama
Oda 1s1sinda 10 dk inkiibasyon
4 kere yikama
Oda 1s1sinda 1-10 dk inkiibasyon
4 kere yikama
3dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk




Boyanan tiim kesitlerin goriintiilemesi, incelemesi ve fotograflarmin ¢ekilmesi
RTEU Histoloji ve Embriyoloji AD Arastirma Laboratuarindaki Olympus DP72 kamera
atagmanli (Olympus, Tokyo, Japonya) Olympus triokiiler BX51 TF (Olympus, Tokyo,
Japonya) marka mikroskopta yapildi. Immiinohistokimyasal boyanan dokulara Tablo

7.’deki immunohistokimyasal pozitivite derecelendirme metodu uygulandi.

Tablo 7. Immunohistokimyasal pozitivite derecelendirme metodu

Skor Yiizde
0 % 5’ den az
1 % 6-25 arasi
2 % 26-50 arasi
3 % 50’de fazla

3.4.7. Terminal deoksiniikleotid transferaz dUTP Nik End Labeling (TUNEL)
Metodu

TUNEL metodu i¢in Abcam marka In situ Apoptosis Detection Kit (ab206386,
Abcam, USA) kullanmildi. Kit protokolii Tablo 8’deki ve asagidaki islemlere gore
uygulandu.

Tablo 8. TUNEL boyama prosediirii

Uygulanan islem Siire
Parafin eritme 15 dk
Ksilen (1) 5 dk
Ksilen (2) 5 dk
%100 Etanol (1) 5 dk
%100 Etanol (2) 5 dk
%90 Etanol 3 dk
%80 Etanol 3 dk
%70 Etanol 3 dk
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1. PBS’de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kurulandi
ve hidrofobik kalemle doku etrafi ¢evrildi.

2. Proteinaz K diliisyonu: Proteinaz K, 1:100 oraninda distile su ile diliie edildi ve
doku bagma 100 pL konuldu, oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi.

3. PBS’de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kuruland:.

4. Peroksidaz diliisyonu: %30’luk H20; 1:10 oraninda metanolle diliie edildi ve
doku bagina 100 pL konuldu, oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

5. PBS’ de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kurulanda.

6. Doku basma 100 pL Terminal deoksiniikleotidil Transferaz (TdT) dengeleme
soliisyonu doku basma 100 puL konuldu ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

7. TdT Labeling Reaksiyon Karigimi: TdT enzim tiipiiden doku basina kullanilacak
miktar temiz bir ependorfa alindi ve santrifiijlendi. Doku basina 1 pLL TdT enzim ve 39 uL
TdT Labeling reaksiyon karisimi konuldu ve buz iizerinde karistirildi. Nemli ortamda
37°C’ de 1.5 saat inkiibe edildi.

8. PBS’de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kuruland:.

9. Durdurma tamponu soliisyonundan doku basma 100 pL konuldu, oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

10. PBS’de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kurulanda.

11. Engelleme tamponu soliisyonundan doku basina 100 uL konuldu, oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

12. 25X Konjuge soliisyonu 1:25 oraninda engelleme tamponu ile buz iizerinde
diliie edildi ve doku basma 100 pL konuldu, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

13. PBS’de 5 dk bekletildi, daha sonra lamdaki dokunun etrafi dikkatlice kurulandu.

14. DAB soliisyon 1, DAB soliisyon 2 ile doku basina 100 pL olacak sekilde 1: 30
diliie edildi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

15. Distile su ile yikama yapildi.

16. Metil green boya ile doku bagma 100 pL olacak sekilde boya eklendi, oda
sicakliginda 1-3 dk inkiibe edildi.
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17. Boyanin fazlas1 akitildi ve absorbent mendil ile doku kurulandi.
18. %100’lik etanole 2-4 kez batirilip ¢ikarildi ve kurutuldu.
19. ikinci kez farkl1 %100’liik etanole 2-4 kez batirilip ¢ikarildi ve kurutuldu.
20. Ksilene 2-4 kez batirilip ¢ikarild: ve kurutuldu.
21. Ikinci kez farkli bir ksilene 2-4 kez batirilip ¢ikarildi ve entellan ile kapatilda.
3.5.Molekiiler Analizler
3.5.1. mRNA izolasyonu

Testis dokusundan MRNA izolasyonu i¢in Macherey Nagel marka mRNA
izolasyon kiti (740955.50) kullamildi. izolasyon islemi i¢in kit protokoliine uygun olarak

asagidaki islemler uygulandai:
a) Alinan testis dokusu 6rnekleri homojenize edildi.

b) Hiicrelerin parcalanmasi: Dokularin tizerine 350 pLL RA1 solusyonu ve 3,5 pL B-

merkaptoetanol eklendi ve hizlica vortekslendi.

c) Lizat Filtrasyonu: Viskozitesi azalan filtrasyon, 2 mL’lik (rRNAse, DNAse
icermeyen steril) toplama tiiplerinin icine yerlestirilen Niikleospin ® filtre tizerine eklendi

ve 1 dk boyunca 11,000 g hizda santrifiij edildi.

d) RNA baglanmasinin ayarlanmasi: Niikleospin ® filtre ¢ikartildi ve homojenize

lizata 350 puL %70 alkol ilave edildi, pipet ile 5 defa al-ver yapilda.

¢) RNA baglanmast: Niikleospin® RNA kolonuna lizat eklendi ve 11000 g’de 30 sn
santrifiij edildi.
f) Desalt silika membrani: Bagka bir toplama tiipiine yerlestirilen kolonun iizerine

350 uLL. membran tuz giderme tamponu eklenerek 11,000 g hizda 1 dk santrifiij edildi.

f) DNA hidrolizi: 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiptinde 10 uL rDNase iizerine 90
pL RDNase i¢in reaksiyon tamponu soliisyonu ilave edilerek DNase reaksiyon karigimi

hazirlandi, bu karigimdan 95 pL alinarak kolonun iizerine eklendi ve oda sicakliginda 15

dk inkiibasyona birakild1.

g) Yikama ve silika membranmn kurutulmast: 1. yikama isleminde kolonun iizerine
200 pl RAW?2 tampon solisyonu eklendi ve 11000 g’de santrifiij edildi. 2. yikama

isleminde baska bir toplama tiipiine konulan Niikleospin® RNA kolonunun iizerine 600 pL

33



RA3 tamponu eklendi ve 11 000 g hizda 30 sn santrifiij edildi. 3. yikama isleminde
toplama tiipii degistirilen kolon iizerine 250 pul. RA3 eklendi ve 11000 g hizda 2 dk
santrifiijlendi.

h) RNA’nin ayristirilmasi: 1.5 mL’ lik niikleaz igermeyen toplama tiipii igine
yerlestirilen kolonun iizerine 60 pL RNase icermeyen su eklenerek 11000 g hizda 1 dk
santriflij edildi. Elde edilen RNA — 80 °C’ de muhafaza edildi.

3.5.2. cDNA Sentezi

Elde edilen mRNA’dan GoScript™ Reverse Transcription System (A5000,
Promega, USA) kiti ile cDNA sentezi elde edildi. cDNA sentezinde kullanilan malzeme ve

miktarlar1 Tablo 9’da gosterildi.

Tablo 9. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler

Icerik Miktar (L)
5X reaksiyon tamponu 4,0
MgCl; (son konsantrasyonu 1,5-8 mM) 4,8
dNTP (0,5 mM) 1,0
Riboniikleaz inhibitorii (reaksiyon ortaminda 20 U) 0,5
Reverse transkriptaz 1,0
Ultra saf steril su 3,7

Yapilan tiim pipetleme islemleri buz iizerinde gerceklestirildi. Sentez isleminde asagidaki

islemler uygulandi:

1) Elde edilen mRNA (en fazla 5 pg / reaksiyon), Primer Oligo (dT);s (en fazla 5
pg / reaksiyon) ve niikleaz icermeyen steril sudan olusan karisim toplam hacimde 5 pL
olarak hazirlandi. mMRNA ve primerler 70 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra buz

iizerinde sogutuldu.

2) Buz iizerinde revers transkripsiyon reaksiyon karisimi Tablo 9°da verilen

malzeme ve miktarda toplam hacmi 15 pL olacak sekilde hazirlandi.
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3) 15 uL revers transkripsiyon reaksiyon karigimi, hazirlanan 5 pL. RNA ve primer
karigimiyla toplam hacim 20 pL olacak sekilde birlestirildi ve 25 °C’de 5 dk bekletildi.

4) Daha sonra bu karigim 42 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Sentezlenen
cDNA’lar real time polimeraz zincir reaksiyonu (rPCR) isleminde kullanilmak iizere -20
°C’de muhafaza edildi.

3.5.3. Real Time PCR

Gen ekspresyonunun normalize edilmesinde house keeping geni olarak Rpl 19
kullanildi (Rn00821265, Applied Bioscience, USA). Niikleer kalite markerleri olarak
histon (Hist1Al, Rn00561384, Applied Bioscience, USA) ve protamin (Prmil,
Rn02345725, Applied Bioscience, USA) primerlerinin ekspresyonlarmin 6l¢iimii igin
Light Cycler 480 Il Roche (Light Cycler® 480 Instrument 1) marka cihaz kullanildi.

Ortama konulan karisimdaki kimyasallar ve miktarlar1 Tablo. 10° da gdsterildi.

Real time PCR islemi asagidaki gibi gerceklestirildi: 50 °C 2dk, 95 °C 10 dk, 40
cycle 95°C 15 sn 60 °C 1 dk ve 72 °C 1 sn, 40 °C 30 sn basamaklar1 uygulandi (Tablo 11).
2"-(AAct) formiilii kullanilarak katlanma degisimi (fold-change) hesaplamasi yapildi.

Tablo 10. Real-Time PCR reaksiyonunda kullanilan karisim ve miktarlar

Kullanilan Malzemeler Miktar (uL)
Rnase-Free su 6
2X TagMan universal PCR MasterMix 10
20X Hist1Al primer ve probu 1
20X Prm1 primer ve probu 1
20X Rpl 19 primer ve probu 1
cDNA 0Ornegi 2
Toplam hacim 21
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Tablo 11. Real Time PCR sicaklik kosullari

Real Time-PCR Sicaklik °C) Zaman  Déngii sayisi
UDG inkiibasyonu 50 2 dk 1
AmpliTaq Gold, UP Enzim Aktivasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15sn 40
Uzama 60 1dk
72 1sn 1
40 30

3.6. Biyokimyasal islemler ve Analizler
3.6.1. Doku Homojenizasyonu

Doku homojenizasyonunda kullanilmak tizere 20 mM 1L sodyum fosfat ve 140
MM potasyum kloriir kullanilarak pH’s1 7.4 olan homojenizasyon tamponu hazirlandi.
Alman her bir testis dokusundan 100 mg doku iizerine hazirlanan bu tampondan 1 mL
eklenerek homojenize edildi ve homojenatlar daha sonra 800 g’de 10 dk 4 °C sicaklikta
santrifiij edildi. Bu islemler sonrasinda elde ettigimiz siipernatantlar ile Tiyobarbitiirik asit

reaktif susbstans (TBARS) ve toplam tiyol tayini yapildi (Rojas vd., 2012).
3.6.2. TBARS Tayini
3.6.2.1. Deneyin Yapihsi

Serbest hidroksil radikallerinin son {iriinii olan malondialhehid (MDA), lipid
peroksidasyonun belirtecidir ve TBARS tayini ile 6l¢iilmektedir (Rojas vd., 2012). TBARS
tayini Ohkawa vd., (1979) yontemine gore yapildi. Her bir 6rnek igin:

- 200 pL testis dokusu siipernatanti

- 50 puL %8.1 sodyum dodesilsiilfat (SDS)

- 375 uL %20’lik asetik asit (Merck) (v/v), pH 3.5

- 375 puL %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck) alinarak ependorflara
konuldu ve tiim soliisyonlardan verilen miktarlarda bir karigim hazirlandi ve

vortekslendi.
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Ependorflardaki doku 6rnekleri reaksiyon igin sicak su banyosunda (95 °C) 1 saat
inkiibe edildi. Daha sonra 5 dk buzlu suda sogutuldu ve 750 g devirde 10 dk santrifiij
edildi. Sogutulan 6rnekler 96 kuyucuktan olusan plakalara pipetlendi ve 532 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okundu. TBARS konsantrasyonu nmol/gr doku olarak
hesapland1 (Rojas vd., 2012). TBARS standart grafigi ¢izildi.

3.6.2.2. Standart Cozeltiler

Standart egrisi olusturulmak iizere standart ¢ozelti igin 1,1,3,3-tetrametoksipropan
kullanildi. 82.5 pL 1,1,3,3-tetrametoksipropan ve 0.01 M 50 mL hidroklorik asit (HCI)
(Merck) ile karigtirilarak bir ¢ozelti elde edildi ve 50 °C sicaklikta 1 saat inkiibasyona
brrakildi. Hazirlanan bu ana stok ¢ozeltiden sirasiyla 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 nmol/mL’
lik standart ¢ozeltiler hazirland1 (Rojas vd., 2012).
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Sekil 6. Doku ve serum TBARS standart grafigi

3.6.3. Toplam Tiyol Miktarimin Tayini

Testis dokusunda toplam tiyol tayini i¢in Ellmann yontemi kullanildi (Ellmann,
1959). Dokuda Ellmann ayiract kullanilarak —SH gruplart belirlendi. Bu analiz igin

sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

- Ellmann ayirac1 hazirlandi: 4 mg Ditiyobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB)
(Alfa aesar), %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.
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- 250 pL doku siipernatanti iizerine 1000 pL. 3M Na;HPO4 ve 250 uL. DTNB
cozeltisi eklenerek vortekslendi.

- 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Veriler 1000 uM- 62.5
uM araligindaki standart c¢ozeltiler kullanilarak standart grafigi olusturuldu ve

sonuglar nmol/gr doku olarak verildi.

1,80
1,60 y =0,0016x - 0,0322
R?=0,9999

140

E 1.20

© 1,00

(99

2 0,80

o

§ 0.60
0.40
0.20
0,00

0 200 400 600 800 1000 1200
GSH Konsantrasyon (uM)

Sekil 7. Doku toplam tiyol tayini standart grafigi
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Sekil 8. Serum toplam tiyol tayini standart grafigi
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3.6.4. Testosteron Ol¢iimii

Serum Ornekleri hazirlanan standart ve reaktiflerle 96°’lik ELISA kiti (CEA458Ge,
96 test, USCN, USA) kit protokoline uygun olarak kuyucuklara eklendi, kit
protokoliindeki basamaklar uygulanarak ELISA okuyucu ile 450 nm’de okutuldu.

3.7. Verilerin Istatistiksel Analizi

Istatistiksel analizler icin SPSS programi (SPSS statistics, 1BM, Armonk, NY)
kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-Simirnov testi ile belirlendi.
Biyokimyasal bulgularda ANOVA, post hoc-ANOVA testi, histopatolojik hasar skorlamasi
ve semikantitatif analiz sonuglarin hesaplanmasinda Kurskal Wallis/Tamhane T2 testi

uygulandi. Molekiiler analizlerde ise post hoc-ANOVA Tukey HSD testi kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular
4.1.1. Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama bulgulan

Calismamizin H&E boyama analiz sonuglarina gore histopatolojik bulgularimizda
kontrol grubu grubu testis dokularmin seminifer tiibiil yapisi ve spermatogenik germ hiicre
dongiisliniin normal seyrinde oldugu gozlemlendi. Tibiil etrafindaki etrafindaki myoid
hiicrelerin yassi ¢ekirdekli, Sertoli hiicrelerinin niikleusunun heterokromatin goriiniimde ve
belirgin bir niikkleolusa sahip oldugu, interstisyal alanda bulunan Leydig hiicrelerinin
sitoplazmasinin eozinofilik normal goériiniimde oldugu goriildii. Tibil i¢indeki cesitli
evrelerde bulunan spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid ve spermatozoon hiicre
serilerinin olagan seyrinde olduklari gézlemlendi. Imatinib-20, Imatinib-40 ve Imatinib-60
gruplarinda seminifer tiibiil germinal epitelinde 6dematoz alanlar goriildiigii, bunun yani

sira Imatinib-20 grubunda az miktarda germinal epitelin azaldig1 tespit edildi (Resim 3).

Testis dokusunda histopatolojik hasar tespitinde dokulara Johnsenn skorlamasi
uyguland:r (Tablo 5). Kontrol grubuna kiyasla Imatinib-20 (p=0.5) ve Imatinib-40
gruplarinda Johnsen skoru bakimindan istatistiksel bir fark bulunmadi, fakat Imatinib-60

(p=0.005) grubunda anlaml1 azalma tespit edildi (Tablo 12).

Tablo 12. Johnsen skorlama bulgulari

Grup Johnsen Skoru

Kontrol 10(9-10)
Imatinib-20 9(9-9.5)
Imatinib-40 9(8.5-9)°
Imatinib-60 8.5(8-9)°

%p=0.5 kontrol grubuna kiyasla,
bp=0.] 28 kontrol grubuna kiyasla,
‘p=0.005 kontrol grubuna kiyasla,

40



Resim 3. H&E ile boyanmis testis dokusuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii.
Spermatogonyumlar (ok), primer spermatositler (kuyruklu ok), spermatozoonlar
(ok basi), Sertoli hiicresi (spiral 0k), Leydig hiicresi (kivrik ok). A(x20)-

B(x40): Kontrol grubu. C(x20)-D(x40): Imatinib-20 grubu. Ex20)-F(x40):
Imatinib-40 grubu. Gx20)-H(x40): Imatinib-60 grubu.

41



4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1. Semikantitatif Bulgular

Immiinohistokimyasal boyanan dokular Tablo 7°deki immiinohistokimyasal
pozitivite derecelendirme metodu kullanilarak skorlandi. Anti-8-OHdG, anti-PDGF, anti-c-
kit ve TUNEL boyama sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlemlenmedi (Tablo 13).

Tablo 13.Semikantitatif bulgu sonuglari

Grup 8-OHdG PDGF c-kit TUNEL

pozitivite skoru pozitivite skoru  pozitivite skoru  pozitivite skoru

Kontrol 0(0-0) 1(1-1) 2(2-2) 0(0-0.5)
imatinib-20 0(0-0.5) 1(1-1) 2(1.5-2) 0(0-0)
imatinib-40 0(0-1) 1(0.5-1) 2(2-2) 0(0-0)
imatinib-60 0(0-1) 1(1-2) 2(2-3) 0(0-0)

4.2.2. Anti-c-kit Antikor Boyama Bulgular

Dokulara uygulanan anti-c-kit antikor, tiim gruplarda germ hiicrelerinden yuvarlak
ve uzamig spermatidlerde ve spermatozoonlarda yogun tutulum goriildii (Resim 4).
Kontrol grubuna kiyasla Imatinib-20, Imatinib-40 ve Imatinib-60 gruplarmin pozitivite

skorlamasinda anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 13).
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Resim 4.

[HC ydntemi ile c-kit primer antikoru uygulanmus testis dokusuna ait kesitlerin
151k mikroskobik goriintiisti. Spermatogonyumlar (ok). Primer spermatositler
(kuyruklu ok). Spermatozoonlar (ok basi). Sertoli hiicresi (spiral ok). Leydig
hiicresi (kivrik ok). A(x20)-B(x40): Kontrol grubu.C(x20)-D(x40): Imatinib-20
grubu. Ex20)-F(x40): Imatinib-40 grubu. Gx20)-H(x40): Imatinib-60 grubu.
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4.2.3. Anti-PDGF Antikor Boyama Bulgulari
Kontrol grubu testis dokusuna ait kesitlerde seminifer tiibiiller, spermatogenetik
hiicreler ve Sertoli hiicreleri normal yapida gdzlemlendi. Intertiibiiler alanlarda Leydig

hiicresinde ve miyoepiteliyal hiicrelerinde PDGF pozitivitesi goriildi (Resim 5 A-B).

Imatinib-20 grubundaki testis dokusuna ait Kesitlerde Leydig hiicresinde ve
miyoepiteliyal hiicrelerde PDGF pozitivitesi izlendi (Resim 5 C-D). Imatinib-40 grubuna
ait testis dokusu kesitlerinin seminifer tiibiillerinde ¢ok sayida spermatogonyumlarda,
primer spermatositlerde, spermatozoonlarda ve Sertoli hiicrelerinde herhangi bir
immiinpozitivite izlenmedi. Bununla beraber Leydig hiicrelerinde PDGF pozitivitesi
goriildii (Resim 5 E-F). Imatinib-60 grubuna ait testis dokusu kesitlerinde PDGF
immiinnegatif germinal epitel goriilmekteyken, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
sitoplazmasinda PDGF pozitivesi gozlemlendi (Resim 5 G-H). PDGF boyanan kesitlerin

pozitivite skorlamasinda tiim gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 13).
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Resim 5. IHC yontemi ile PDGF primer antikoru uygulanmus testis dokusuna ait kesitlerin
151k mikroskobik goriintiisii. Spermatogonyumlar (ok). Primer spermatositler
(kuyruklu ok). Spermatozonlar (ok basi). Sertoli hiicresi (spiral ok). Leydig
hiicresi (kivrik ok). A(x20)-B(x40): Kontrol grubu. C(x20)-D(x40): imatinib-20
grubu. Ex20)-F(x40): Imatinib-40 grubu. Gx20)-H(x40): Imatinib-60 grubu.
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4.2.4. Anti-8-OHdG Antikor Boyama Bulgular

Kontrol grubunda seminifer tiibiillerdeki spermatogenetik hiicreler, Sertoli hiicreleri
ve intertiibliler alanlardaki Leydig hiicreleri normal yapida izlendi (Resim 6 A-B).
Imatinib-20 grubuna ait testis dokusu Kesitlerinde ise seminifer tiibiillerde 8-OHdG
immiinnegatif spermatogenetik hiicreler, Sertoli ve Leydig hiicreleri goriildii (Resim 6 C-
D). Imatinib-40 grubuna ait testis dokusu kesitlerinde seminifer tiibiil epitelinde ok sayida
spermatogonyumlar, primer spermatositler, spermatozoonlar ve Sertoli hiicrelerinde
herhangi bir immiinpozitivite izlenmedi (Resim 6 E-F). Imatinib-60 grubuna ait testis
dokusu kesitlerinde 8-OHdG immiinnegatif, Sertoli ve Leydig hiicreleri goriildii (Resim 6
G-H).

DNA hasari belirteci olan 8-OHdG antikor ile isaretlenen testis dokusuna ait tiim
gruplar arasinda pozitivite skorlamasi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlemlenmedi (Tablo 13).
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Resim 6.

IHC yontemi ile 8-OHdG primer antikoru uygulanmis testis dokusuna ait
kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii. Spermatogonyumlar (ok). Primer
spermatositler (kuyruklu ok). Spermatozoonlar (ok basi). Sertoli hiicresi (spiral
ok). Leydig hiicresi (kivrik ok).A(x20)-B(x40): Kontrol grubu. C(x20)-D(x40):
Imatinib-20 grubu. Ex20)-F(x40): imatinib-40 grubu. Gx20)-H(x40): imatinib-
60 grubu.
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4.3. TUNEL Analiz Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan TUNEL metodu boyamada kontrol
grubu testis dokusunda seminifer tiibiil epitel hiicreleri normal yapida olup birkag
apoptotik germinal epitel izlendi (Resim 7 A). Imatinib-20 grubunda seminifer tiibiil epitel
hiicrelerinin olagan yapida oldugu ve ¢ok az sayida apoptotik epitel hiicreler oldugu
goriildii (Resim 7 B). Imatinib-40 grubu seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin tipik yapida
oldugu izlendi (Resim 7 C). Imatinib-60 grubunda testis dokusuna ait kesitlerde TUNEL
negatif germinal epitel hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri tespit edildi (Resim
7 D). Kontrol, Imatinib-20, imatinib-40 ve imatinib-60 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 13).
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Resim 7. Testis dokusuna ait kesitlerde apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan
TUNEL yonteminin 151k mikroskobik goriintiisii. A(x20): Kontrol grubu.
B(x40): Imatinib-20 grubu. C(x40): Imatinib-40 grubu. D(x40): Imatinib-60

grubu.
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4.4. Sperm Sayimi Bulgulan

Toplam sperm saymminda kontrol grubunun sperm sayisina kiyasla Imatinib-20
grubunda belirgin bir azalma bulundu (p= 0,001). Ancak Imatinib-40 ve Imatinib-60
gruplarinda anlaml bir fark gdzlenmedi. ilag gruplar arasimda Imatinib-20 grubuna gore
Imatinib-60 grubuna (p= 0,01) ait sperm sayisinda artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (Tablo 14).

Tablo 14. Toplam sperm sayis1 bulgulari

Gruplar Toplam sperm sayisi (10°)

Kontrol 17,37 £0,90
Imatinib-20 10,06 +£1,75°
Imatinib-40 14 +0,88
imatinib-60 16,08 +0,66"

%= 0,001;/matinib-20 grubu kontrol grubuna kiyasia,
bp= 0,01; Imatinib-60 grubu Imatinib-20 grubuna kiyasla,

4.5. Biyokimyasal Analiz Bulgular
4.5.1. TBARS Analiz Bulgular

TBARS analiz sonuglarma gére testis dokusunda kontrol grubuna gore Imatinib-20
grubunda anlamli bir artis goriiliirken (p= 0.014), Imatinib-60 grubunda énemli bir azalma
goriildii (p= 0.027). Ancak Imatinib-40 grubunda istatistiksel bir fark gozlemlenmedi.
Testis dokusuna ait sonuglarda Imatinib-20 grubuna gore Imatinib-40 (p= 0.005) ile
Imatinib-60 gruplarindaki (p= 0.000) azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo
15).

TBARS serum analizlerinde kontrol grubu sonuglarma kiyasla Imatinib-20 grubu
(p= 0.003) degerinde anlaml bir artis oldugu fakat Imatinib-40 ve Imatinib-60
degerlerinde istatistiksel bir anlam olmadig1 tespit edildi. Fakat Imatinib-20 grubunun

diger gruplara kiyasla TBARS seviyesindeki artis1 anlamli bulundu (p=0.003) (Tablo 15).
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Tablo 15. TBARS testis dokusu ve serum analiz bulgulari

Parametre Kontrol imatinib-20 imatinib-40 imatinib-60
Doku TBARS 6.21 +1.21 7.93 £1.33%P¢ 6,06 +1.22° 4.63 +1.059
(nmol/gr doku)

SerumTBARS (531009  0.67+0.05" 0.53 +0.07 0.56 +0.10"

(nmol/mL)

0= 0.014; Imatinib-20 grubu kontrol grubuna kiyasla,
Pp=0.005; Imatinib-20 grubu /matinib-40 grubuna kivasla,
°p= 0.000, Imatinib-20 grubu /matinib-60 grubuna kiyasia,

9= 0.027; Imatinib-60 grubu kontrol grubuna kiyasla,
®p= 0.031; /matinib-40 grubu /matinib-60 grubuna kiyasla,

"p=0.003; Imatinib-20 grubu kontrol grubuna kiyasia,
Ip=0.003; Imatinib-20 grubu /matinib-40 grubuna kiyasia,
"p= 0.003; Imatinib-20 grubu /matinib-60 grubuna kiyasla,

4.5.2. Toplam Tiyol Analiz Bulgulan

Testis dokusu toplam tiyol grubu analiz sonuglarinda Imatinib-20, imatinib-40 ve
Imatinib-60 gruplarinin degerlerinin kontrol grubuna gore azaldigi fakat bu azalmanin

anlamli olmadig1 goriildi (Tablo 16).

Serum toplam tiyol seviyelerinin Imatinib-60 grubunun kontrol grubuna gore
onemli dlgiide anlamli olarak azaldigi (p= 0.000) fakat Imatinib-40 grubunun kontrol
grubuna gore artis gdsterdigi bulundu (p= 0.005). imatinib-20 grubununda kontrol grubuna
kiyasla goriilen azalma anlamli degildi (Tablo 16).
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Tablo 16. Toplam tiyol testis dokusu ve serum analiz bulgular.

Parametre Kontrol imatinib-20 imatinib-40 imatinib-60

Doku Tiyol 1.31 +£0.10 1.22 +£0.092 1.24 £0.15 b 1.2040.12°¢
(nmol/gr doku)

Serum Tiyol 393+ 58 386+ 92%¢ 464+ 80" 2274+ 38"

(nmol/mL)

p= 0,135, Imatinib-20 grubu kontrol grubuna kiyasia,
Pp=0,240; matinib-40 grubu kontrol grubuna kiyasla,
°p=0,080; /matinib-60 grubu kontrol grubuna kiyasla,
Yp=0.037; Imatinib-20 grubu Imatinib-40 grubuna kiyasla,
p= 0.000; Imatinib-20 grubu Imatinib-60 grubuna kiyasia,
"p=0.005; /matinib-40 grubu kontrol grubuna kiyasia,
Ip=0.000; Imatinib-40 grubu Imatinib-60 grubuna kiyasia,
hp= 0.000; Imatinib-60 grubu kontrol grubuna kiyasla,

4.5.3. Testosteron Analiz Bulgular:

Testosteron seviyesi dlgiimlerinde kontrol grubuna kiyasla imatinib-60 grubunda
anlaml1 bir artis goriiliitken (p= 0,007), Imatinib- 20 grubundaki artis ve Imatinib-40
grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamdi degildi. Imatinib-60 grubu, Imatinib-20 (p=

0,039) ve imatinib-40 (p= 0,001) gruplarina gdre anlamli bir artis gdsterdi (Tablo 17).

Tablo 17. Testosteron analiz bulgular1.

Parametre Kontrol imatinib-20 imatinib-40 imatinib-60
Testosteron 840+ 1,47 841+ 1,902 839+ 0.26° 844+ 5,03°
serum (pg/mL)

8p=0,039; Imatinib-20 grubu Imatinib-60 grubuna kiyasla,
b p=10,001; Imatinib-40 grubu Imatinib-60 grubuna kiyasla,
p=0,007; Imatinib-60 grubu kontrol grubuna kiyasla,
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4.6. Real Time Analiz Bulgulan:

Testis dokularinin molekiiler analizlerinde, protamin ekspresyonunda kontrol
grubuna gore Imatinib-20 ve Imatinib-60 gruplarinda artis goriildii fakat Imatinib-40
grubunda bir degisim gozlenmedi. Kontrol ve imatinib-20 gruplar1 arasinda p degeri 0.003,
kontrol grubu ile Imatinib-60 grubu arasidaki p degeri 0.036 olarak bulundu (Sekil 9).

Histonun eksprese edilmesinde ise; kontrol grubuna kiyasla diger gruplar arasinda
farklilik bulunmadi fakat Imatinib-60 grubu ekpresyonunda imatinib-40 grubuna gore
yiikselme oldugu tespit edildi. Imatinib-40 ve imatinib-60 gruplar1 arasmdaki p degeri 0.02
olarak tespit edildi (Sekil 10).
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Sekil 9. Kontrol ve imatinib-20, Imatinib-40, Imatinib-60 gruplarmin testis dokularindaKki
protamin (PRM1) ekspresyonu.
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Sekil 10. Kontrol ve imatinib-20, imatinib-40, Imatinib-60 gruplarmn testis dokularmdaki
histon (sHist1Al) ekspresyonu.
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5. TARTISMA

Prenatal donemde gebe hastalarda ila¢ kullaniminin, fetiis tizerinde olas1 teratojenik
etkilere yol agabilecegi endigesi ¢cogu hastaligin tedavi siireci agisindan 6nem tasimaktadir.
Literatiir incelendiginde imatinibin prenatal donemde kullanilmasma iligkin farklh
etkilerinin oldugu goriilmektedir. Gebelik doneminde imatinibin teratojenitesine karsi
hastalarin bilgilendirilmesi ve koruyucu oOnlemler alinmasi gerektigi bildirilmektedir
(Hensley ve Ford, 2003). Jain vd. (2015) tedavi boyunca gebelik donemi de dahil olmak
iizere uzun siire imatinib kullanan kadm hastanin, ilk gebeliginde ektopik gebelik
goriildiigii fakat ikinci gebelikte 35 haftalik dogan erkek bebekte sag dis kulak
malformasyonu, preauricular tag, angular oris kas eksikligi, imperfore aniis, sipina bifida
okiilta, sag bobrek eksikligi ve ektopik sol bobrek gibi teratojenik etkilerin goriildiigiinii
bildirmislerdir. Baska bir vaka raporunda ise; giinde 400 mg imatinib kullanan kadin
hastanin 6 haftalik gebe oldugu anlasildiginda ilacin kesildigi, meningosel teshisi konulan
fetiisiin Olii olarak diinyaya geldigi gosterilmistir (Choudhary vd., 2005). Tedavi sirasinda
gebe kalan ve gebeligin yaklasik 4-9. haftalari arasinda imatinibe maruz kalan kadin
hastalarin bebeklerinin birinde hipospadias, baska bir bebekte ise ince barsaginda orta
dereceli rotasyon goriildiigi bildirilmistir (Ault vd., 2006). Prenatal donemde siganlarda
yapilan baska bir ¢alismada prenatal 6-13. giinlerde ve 13-19. giinlerde 36 mg/kg ve 54
mg/kg dozlarinda imatinib uygulanmis ve prenatal 20. giinde sonlandirilan deneyde 54
mg/kg uygulanan fetiislerde imatinibin implantasyon 6ncesi ve sonrasi kayiplarda, diisiik
yiizdesinde ve rezorpsiyonlarda artisa neden oldugu; ayrica imatinibe maruz kalan
fetiislerde on ve arka uzuvlarda malformasyonlar, eksensefali, ensefalosel, iskelet
sistemine ait bazi kemiklerde tamamlanmamis ossifikasyon gibi teratojenik etkiler
gosterilmistir (ElI Gendy vd., 2015). Carlier vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada paternal
imatinib maruziyeti sonrasinda olusan gebeliklerde kardiyomiyopati, renal ve tiriner sistem
anomalilerine rastlamislardir. Baska bir calismada ise 28. haftada imatinib tedavisine
baslanan gebe hastadan dogum sirasinda alinan kordon kani, amniyotik siv1 ve plasentadan
aliman oOrneklerde diisiikk seviyelerde imatinibe rastlanilmis olmasina ragmen neonatal
idrarda yiiksek miktarda imatinib tespit edilmistir ve metaboliti olan N-desmethyl imatinib
ise anne siitiinde yiiksek oranda bulunmustur (Burwick vd., 2017). Sadece KML
hastalarinda degil aym zamanda GIST tedavisinde kullanilan imatinibin, 16 haftalik GIST
teshisi konulan hasta vakasinda fetiise olasi teratojenik etkilerden kaginilmasi gerektigi

onerilmektedirler (Charo vd., 2018).
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Bu bilgilerin aksine Russell vd. (2007) gebeligin ilk 4 haftasinda imatinib kullanan
KML hastasinda ilag uygulamasi kesilmis, gebeligin ilerleyen doneminde lokositoz ve
trombositoz gelistiren hastaya imatinibin tekrar baglandig1 ve dogum 6ncesi herhangi bir
komplikasyon gelistirmeyen kiz bebegin diinyaya geldigini fakat organogenez doneminde
imatinib maruziyetinden kagmilmasi gerektigini bildirmislerdir. Ali vd. (2005) 400 mg
imatinib kullanan KML hastasinda, tedavinin 4. aymda hastanin 8 haftalik gebe oldugu
goriildiigiinde imatinib kullanimi durdurulmustur, 38 haftalik diinyaya gelen kiz bebekte
herhangi bir komplikasyon goriilmedigi bildirilmistir. Alkindi vd. (2005)’ nin ¢alismasinda
iki farkli vakada imatinib kullanan hastalar gebelik doneminde de ilaca devam etmislerdir,
bebekler diisiik kiloda dogmasma ragmen herhangi bir malformasyon goriilmedigi
belirtilmistir. imatinib tedavisi sirasinda 2 gebelik donemi yasayan hastanm ilk gebeliginde
4. haftada, ikinci gebeliginde ise 3. haftada imatinib kesilmistir fakat bebeklerde dogum
defekti ve dogum sonrasi yan etkiler gézlemlenmemistir (Garderet vd., 2007). Webb ve
Jafta (2012)’nin ¢alismasinda iki ayr1 vakanm ilkinde imatinib kullanan hasta hamile
kalma istegi nedeniyle imatinib tedavisini keserek gebelik boyunca interferon kullanmaistir,
prematiire diinyaya gelen bebekde goriilen foramen ovale ve duktus arteriosus agikligi
goriilmesine ragmen gelisimi takip edilen bebekte klinodaktil disinda bir malformasyon
goriilmemistir; ikinci vakada ise imatinib tedavisi goren hastanin 8 haftalik hamile oldugu
saptanmis 400 mg/giin dozajinda tedaviye devam edilmis, yine diisiik kilodaki bu bebekte
klinodaktil haricinde morfolojik olarak normal oldugu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada
ise gebeligin ilk 5 aymnda imatinib kullanan hastanin bebegi, 8 yasina kadar izlenmis ve
herhangi bir malformasyona rastlanilmamistir (Sheng ve Sun, 2016). Law vd. (2017)’nin
bildirdikleri vaka raporlarinda 10 yil boyunca 400 mg/giin imatinib kullanan bir KML
hastasi, gebe kalma istegiyle 6 ay 6nce imatinib tedavisini keserek interferon kullanmaya
baslamistir ve saglikli bir bebek diinyaya getirmistir; bagka bir vakada ise imatinib
tedavisinde gebe kalan bir hasta imatinibin fetiisiin olasi teratojenik etkilerine karsi
bilgilendirilmis ve gebeligi sonlandirmay1 se¢mislerdir, diger vaka da ise plansiz gebe
kalan (4 haftalik) imatinib kullanan KML hastasi, gebeligin geri kalan siiresinde ilag
kullanimindan uzak durarak komplikasyon goriilmeyen bebek diinyaya getirdigi
bildirilmistir. Anne siitiinde diisiik dozlarda bulunan imatinibin, hayatlarmimn ilk yilindaki

bebeklerin gelisimi iizerine etkileri bilinmemektedir (Chelyseva vd., 2017).

Erkek {iireme sisteminde imatinibin etkKilerini inceleyen bazi c¢aligmalar da

literatiirde yer almaktadir. Germinal hiicrelerle yapilan in vitro bir ¢aligmada imatinib,
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spermatogonyal kok hiicrelerini de igeren germline kok hiicre kiiltiiriniin biiyiimesinde ve
farklanmig hiicrelerin sayisinda azalmaya neden olurken spermatogonyal kok hiicrelerin
kendini yenilemesinde imatinibden etkilenmedigi gosterilmistir (Heim vd., 2011). Prasad
vd. (2010) yetiskin fare testisinde imatinibin histopatolojik degisikliklere neden oldugunu
fakat ilacin kesilmesiyle bu degisikliklerin geri doniistimlii oldugunu sdylemislerdir. Bizim
calismamizdaki histopatolojik bulgularimizda imatinib verilen gruplarda germinal epitelde
azalma ve Odematoz alanlar tespit edilmistir. Buna ragmen Johnsen skorlamasina gore
kontrol grubuna kiyasla Imatinib-20 ve Imatinib-40 gruplarinda bir fark gozlenmezken,
Imatinib-60 grubunun skorlamasindaki diisiis goze carpmaktadir. Nurmio vd. (2007)
sicanlarda postnatal 5-7. gilinlerde 50 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda imatinib maruziyeti
testislerde periferik yerlesimli tip A spermatogonyum sayisinda azalmaya ve
spermatogonyumlarda apoptoza neden olurken, hiicre gogiinii etkilemedigini ve epididimal
sperm sayisinda bir degisiklik olmadigini ortaya koymuslardir. Bu g¢alismada da testis
dokusuna ait seminifer tiibiillerde bulunan spermatogonyumlarda TUNEL metodu ile
isaretlenen apoptotik hiicrelerin normal oldugu goriiliirken, gruplar arasinda da anlamli bir

degisim gozlenmedi.

Imatinib kullanimi1 sirasinda testosteron hormon seviyesiyle ilgili literatiirde farkli
makaleler yer almaktadir. Imatinib ile 6 ay tedavi gdren erkek hastalarda testosteron
seviyesinin azaldig1 gézlenirken, FSH ve LH hormon seviyelerinin arttigi goriilmiistiir
(Ghalaut vd., 2014). Tanriverdi vd. (2012) imatinib tedavisi goren erkek hastalarda
testosteron saliniminin diisiik seviyede oldugunu tespit etmislerdir. Bunun aksine farkli bir
calismada imatinib tedavisi goren erkek hastada testosteron seviyesinde bir farklilik
olmadig1 gosterilmektedir (Seshadri vd., 2004). Yine baska bir ¢alismada geng erkek
hastada, puberte 6ncesi uzun siireli imatinib kullanim1 sonrasinda testosteron seviyesinin
normal diizeyde oldugu belirtilmistir (Mariani vd., 2011). Tauer vd. (2014)’in yaptig1
calismada da benzer olarak addlesan sicanlarda uzun siireli imatinib kullaniminin
testosteron hormonunun salinmasinda bir degisiklik gostermedigi bildirilmektedir. Chang
vd. (2017)’nin bulgularina benzer olarak bizim ¢alismamizda da kontrol, Imatinib-20 ve
Imatinib-40 gruplar1 arasinda testosteron seviyesinde bir farklilik bulunmazken, imatinib-
60 grubunun testosteron seviyelerinin, diger gruplara kiyasla anlamli bir artis gosterdigi

tespit edildi.
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Insan testis dokusunda c-kit’ in immiinohistokimyasal boyamalarla tip A
spermatogonyumlarda, yuvarlak spermatidlerin akrozomal graniillerinde ve Leydig
hiicrelerinde pozitif boyandigi, bunun yaninda hem normal hem de subfertil bireylerde
Sertoli hiicrelerindeki boyanma farkliligi gozlenmistir (Sandlow vd., 1996). Sandlow vd.
(1997) yaptig1 diger bir calismada fare, sican ve insan tiirlerinde c-kit’in erken
spermatogenik hiicrelerde, Leydig hiicrelerinde, yuvarlak spermatidlerin akrozomal
graniillerinde ve tiibiil igerisindeki spermatozoonlarin akrozomal bdlgesinde ¢esitli
miktarlarda eksprese edildigini gostermislerdir. C-kit’in, Spermatogenezin maturasyon
asamasindaki uzamig spermatid evresinde ve epididimal spermatozoonlarda da gorildiigii
belirtilmistir (Albanesi vd., 1996). Calismamizdaki tiim gruplarda immiinohistokimyasal
olarak isaretlenen c-kit, literatiire benzer olarak yuvarlak spermatid ve testikiiler
spermatozoonlarda yogun olarak boyand1 fakat boyama analizlerinde histopatolojik

skorlamada bir fark izlenmedi.

PDGF-a’nin erken testisde morfolojik ve hiicresel gelisiminde 6nemli bir gorev
almasmim yani swa endotel hiicrelerinin diizenlenmesi, testis kordlarinin ayrilmasi,
proliferasyon, hiicre gb¢ii ve Leydig hiicresinin gelisimi gibi bir ¢ok onemli olayda rol
aldig1 belirtilmektedir (Brennan vd., 2003). Basciani vd. (2002) yaptigi ¢alismada hem
fetal hemde yetiskin testiste Sertoli ve Leydig hiicrelerinde, bunun yani sira yetiskin
testisinde perimyoidal hiicreler, spermatositler ve spermatozoonlarda PDGEF’ler ve
ligandlarinin testis i¢inde immiinohistokimyasal olarak isaretlenmesinin PDGF’nin bir
hedef veya diger hiicreler i¢in biiylime faktorii olabilecegi goriisiinii belirtmislerdir.
Imatinibin testisde Leydig hiicrelerinin canliligini azalttig1 ve PDGF seviyelerini artirdig,
PDGF’ nin Leydig hiicresinin gelisimi ve fonksiyonu agisindan énemli oldugu ve diizenli
spermatogenezde rol oynadigi belirtilmektedir (Kheradmand vd., 2016). Ayni zamanda
imatinibin neden oldugu anormal diizeylerdeki PDGF salmimmin tiremede aksakliklar ve
infertiliteyle iliskili olabilecegi bildirilmektedir (Kheradmand vd., 2016). Bu g¢alismada
immiinohistokimyasal anti-PDGF boyamasinda, seminifer tiibiiller arasinda yer alan
Leydig hiicreleri ve perimyoidal hiicrelerde yogun tutulum gordiik fakat gruplar arasinda

pozitivite skorlamasinda bir fark gézlemlenmedi.

Imatinibin oksidatif stres seviyesini artirdig1 baz1 ¢ahigmalarda gosterilmistir (Al-
Rasheed vd., 2017; Emadi vd., 2019). Bizim ¢alismamizda da biyokimyasal bulgulardaki

TBARS 6lgiimlerine gore, testis dokusunda kontrol grubuna kiyasla Imatinib-20 grubunda
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oksidatif stresin arttizini bulduk ancak imatinib-60 grubunda azaldigmni tespit ettik. Bu
calismalarin aksine karaciger fibrozis modeli olusturulan ¢alismada imatinib verilen grupta
oksidatif stresi azalttigi belirtilmektedir (Shaker vd., 2011). Baska bir ¢alismada kalp
dokusunda uygulanan imatinibin dogrudan oksidatif strese neden olmadigi bildirilmistir
(Wolf vd., 2010). Bu c¢alismalara benzer olarak, serum bulgularimizda TBARS
seviyelerinde kontrol grubuna gore tiim gruplarda azalma oldugu bulundu fakat bu
azalmanin sadece Imatinib-20 ve Iimatinib-40 gruplarinda anlamli oldugu kaydedildi.
Sadece imatinib degil, l6semi tedavisinde kullanilan diger sekonder tirozin Kkinaz
inhibitorlerinin de, diyabet modeli olusturulan hayvanlarda pankreasta oksidatif stresi ve

apoptozu azalttig1 da literatiirde yer almaktadir (Samaha vd., 2019).

Al-Rasheed vd. (2017) karaciger dokusunda, imatinib wverilen grubun GSH
degerlerinde diismeye neden oldugunu tespit etmislerdir. Emadi vd. (2019) bobrekte
imatinibin GSH kaynaklarini azalttigin1 agiklamislardir. Testis dokusunda yaptigimiz tiyol
dlciimlerimizde bu calismaya benzer olarak imatinibin, imatinib-60 grubunda énemli bir
diisiise neden oldugu, Imatinib-20 ve Imatinib-40 gruplarinda ise anlamli olmayan
azalmayla sonuglandigi gosterildi. Buna ragmen serumdaki bulgularimiza bakildiginda
tiyol degerlerinde kontrol grubuna gore imatinib-40 grubunda onemli bir artis fakat
Imatinib-60 grubunda belirgin bir azalma oldugunu gérmekteyiz. Bu biyokimyasal
analizler sonucunda Imatinib-20 grubunda oksidatif stresin artis1 antioksidan sistemi
uyararak devreye girmesine neden olabilecegini; Imatinib-40 ve Imatinib-60 gruplarinda
glutatyon dis1 antioksidan sistemlerinde uyarici bir etkisi olabilecegi ve buna bagli olarak
antioksidan enzim ekspresyonu ve / veya aktivitesi artigina bagh olarak lipid

peroksidasyon iizerinde baskilayic1 6zelligi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Spermatidlerin spermatozoonlara doniisimiinde DNA’nin siki hale gelmesi gerekli
olup bu sikilasmanin da histonlar, arjinin ve sisteinden zengin olan protamin adi verilen
proteinlerin yer degistirmesiyle meydana geldigi bilinmektedir. Ayrica bu degisim sonucu
olusan niikleoprotamin yapisinin sperm basmi fiziksel ve kimyasal hasarlara karsi
koruyabilecegi belirtilmektedir (Braun, 2001). Protaminin siilfidril gruplariyla ¢apraz
baglandigi, kromatin hacmini koruyarak dis etkilere karsi dayanikli hale getirdigi
bildirilmektedir (Ballhorn, 1982). Protamin ve histon, niikleer maturasyon ve Kkalite
markirlar1 olarak kullanilmaktadir (Cassault-Meyer vd., 2014). Calismamizdaki gen

ekspresyon diizeyleri incelendiginde imatinibe maruz kalan testis dokusunda protamin ve
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histon ekspresyonununda farklilik olmadigimi goérmekteyiz. Bulgularimiza dayanarak
imatinibin, spermiyohistogenez sirasinda niikleer maturasyonunda bir degisim

gostermedigini sOyleyebiliriz.

Yapilan bazi ¢aligmalarda imatinibin sperm sayisinda azalmaya neden oldugu
belirtilmektedir (Seshadri vd., 2004; Nicolini vd., 2016). Seshadri vd. (2004)
hipereozinofilik sendrom nedeniyle imatinib tedavisine baslatilan gen¢ erkek hastanin
tedavi Oncesi ve sonrasi arastirilan sperm parametrelerinde farklilik oldugunu tespit
etmislerdir; imatinib kullanimi sonrasinda sperm sayisinin azaldigmi gostermislerdir.
Mariani vd. (2011) imatinibin siddetli oligozoospermiye neden oldugunu ifade
etmektedirler. Imatinib kullanan KML hastalarmin spermiyogramlarini inceleyen
calismada saglikli bireylere gore sperm sayisinin azaldigi bildirilmektedir (Chang vd.,
2017). Bu galigmalara benzer olarak ¢alismamizda toplam sperm sayisina baktigimizda ise
kontrol grubuna gére Imatinib-20 grubunda anlamli bir azalma tespit edildi. Schultheis vd.
(2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada imatinibin siganlarda diizenli ovulasyona ve normal sperm
iretimine neden oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda da sperm sayis1 agisindan
kontrol grubuna gore Imatinib-40 ve Imatinib 60 grubunda farklilik olmadigmi ve
Imatinib-60 grubunun sperm sayisin1 Imatinib-20 grubuna gére anlaml artis gdsterdigini
saptadik.

Moura vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada gebeligin ilk haftalarinda TKi’ne maruz
kalan gebe hastalarin konjenital malformasyonlar gostermedigini fakat gebelik doneminde
TKi’lerin kullanilmamasini 6nermislerdir. Uzun dénem imatinib kullanimmmn, hem
gebelik doneminde kullanan hem de gebelik oncesi kullanimi kesilen disi sicanlarin
plesantasinda vaskiiler gerileme ve trofoblast tabakasinda kiigtilme gibi olumsuz etkilere
neden oldugu goériilmiistiir (Salem vd., 2019). Imatinibin gebeligin 2. ve 3. trimesterinde
kullanomma bagli dogumlarm normal gergeklestigi, umblikal kandaki imatinib
konsantrasyonunun maternal kandaki konsantrayona gore diisiik oldugu belirtilmistir
(Chelysheva vd., 2018a). Buna ilaveten imatinibin anne siitiinde tespit edilen miktarinin
terapotikal dozlardan ¢ok daha diisiikk miktarlarda tespit edilmesine ragmen bebeklerdeki
etkileri bilinmemektedir (Chelysheva vd., 2018b). Bu bilgiler 1s1ginda prenatal donemde
imatinib kullaniminin testis dokusunda histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol
acabilecegini, ancak spermiogenez sirasinda germ hiicrelerinin niikleer olgunlagmasinda

olumsuz bir etki olmadigmi gostermistir.
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Pre-embriyonik donemde karsilasilan herhangi bir olumsuz durumda, ya hep ya hig
prensibine gore hayatta kalma veya fetal 6limle sonug¢landig1 bildirilmektedir (Shamy ve
Tamizian, 2018). Calismamizda da 80 mg imatinib uygulanan grupta diizenli siklus

gosteren siganlarda gebelik olusmamasinin, bu prensibe bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Cocuk sahibi olmak isteyen KML hastalarmin tedavilerinin planlanarak anne ve
cocuk saghgr agisindan olumlu etkiler gosterebilecegi belirtilmektedir (Stella vd., 2019).
Bazi ¢alismalarda gebe kalmak isteyen KML hastalarmin gebelik dncesinde TKI’lerinin
elektif bicimde kesilip dogum sonrasinda devam edilmesinin KML tedavisinin aksamasina
(sekel, kalict hasar) yonelik ciddi bir etki gostermeyecegini belirtilmektedir (Lasica vd.,
2019). Gebelikten 6nce TKI tedavisini kesip, gebelik ddneminde interferon-o gibi

tedavilerin kullaniminin giivenli olabilecegi bildirilmistir (Balsat vd., 2018).

Bu ¢alismada, imatinibin gebelik boyunca kullaniminin testis dokusu iizerindeki
etkileri arastirildi. Calismamizda bazi sinirlamalar oldugunu diisiinmekteyiz. Bunlardan
ilki, artan imatinib dozlarmin, yavrularin cinsiyeti ve dogum oranlar1 gibi popiilasyon
iizerindeki etkilerin deney hayvanlar1 sayisinin az olmasi nedeniyle incelenememesidir.
Mevcut arastrmanin, artan dozajlarda yer alan genetik ve molekiiler hasar
mekanizmalarini ve 6zellikle imatinibin 80 mg/kg'da gebelige neden olmamasinin sebebini
arastiran ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi kanisindayiz. Bundan sonraki ¢alismalarin
hiicresel ve molekiiler diizeydeki sinyal yolaklarini aydinlatmak i¢in daha fazla dogrulayici

arastirmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Prenatal donemde uygulanan imatinib maruziyetinin testis dokusundaki etkilerini

inceleyen ¢alismamizda imatinibin:

1) Histopatolojik bulgularda kontrol grubu testis dokularmin seminifer tiibiil yapisi
ve spermatogenik germ hiicre dongisiiniin normal seyrinde oldugu, ila¢ gruplarinda
seminifer tiibiil germinal epitelinde 6dematoz alanlar ve az miktarda germinal epitelin

azaldigy,

2) Imatinib-20 ve Imatinib-40 gruplarinda Johnsenn skorlamasina gore istatistiksel

bir fark bulunmazken Imatinib-60 grubunda anlaml1 azald1g1,

3) Immiinohistokimyasal boyamalarda pozitivite derecelendirme metodu
skorlamasinda anti-8-OHdG, anti-PDGF, anti-c-kit ve TUNEL boyama sonucunda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedigi,

4) Dokulara uygulanan anti-c-kit antikorun, tiim gruplarda germ hiicrelerinden

yuvarlak, uzamis spermatidler ve spermatozoonlarda yogun tutulum gosterdigi,

5) Anti-PDGF antikor boyamada kontrol grubunda seminifer tiibiiller,
spermatogenetik ve Sertoli hiicrelerinin normal yapida oldugu, intertiibiiler alanlarda
Leydig ve miyoepiteliyal hiicrelerde PDGF pozitivitesi goriildiigii ve ila¢ gruplarinda
Leydig ve miyoepiteliyal hiicrelerde PDGF pozitivitesi izlendigi,

6) Kontrol grubunda seminifer tiibiillerdeki spermatogenetik hiicreler, Sertoli
hiicreleri ve intertiibiiler alanlardaki Leydig hiicrelerinin normal yapida izlendigi ve
imatinib  uygulanan  gruplarda  seminifer tiibiillerde  immiinnegatif 8-OHdG

spermatogenetik, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin goriildiig,

7) TUNEL metoduyla boyanan kesitlerde kontrol grubu seminifer tiibiil epitel
hiicreleri normal yapida olup birka¢ apoptotik germinal epitel izlendigi; Imatinib-20
grubunda ¢ok az sayida apoptotik epitel hiicreler oldugu; Imatinib-40 grubu ve imatinib-60
gruplarinda TUNEL negatif germinal epitel hiicreleri, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin tespit
edildigi,

8) Sperm sayisinin Imatinib-20 grubunda azalmaya neden olmasma ragmen,

Imatinib-60 grubunun imatinib-20 grubuna goére kiyasla arttig1,
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9) TBARS seviyelerinin Imatinib-20 grubunda artarak oksidatif strese neden
oldugu, Imatinib-60 grubunda azaldig1 ve Imatinib-40 grubunda bir degisime neden
olmadig;; TBARS serum seviyelerinin Imatinib-20 grubunda artisa neden oldugu,

Imatinib-40 ve Imatinib-60 gruplarinda bir farklilik gdstermedigi,

10) Dokudaki tiyol analiz sonuglarinin tiim gruplardaki azalmanin anlaml
olmadig1; Tiyol serum analiz sonuglarinda ise Imatinib-60 grubunda seviyenin azaldig:

fakat Imatinib-40 grubunda arttig1, Imatinib-20 grubundaki azalmanin anlamli olmadigi,

11) Testosteron seviyelerinin kontrol grubuna gdére Imatinib-20 ve Imatinib-60
gruplarinda anlamli bir artis goriiliirken, Imatinib-40 grubunda ise istatistiksel olarak
anlamli olmayan azalma bulundugu; Imatinib-60 grubunun Imatinib-40 grubuna gore

anlaml bir artis oldugu,

12) Protamin gen ekspresyon sonuglarinda Imatinib-20 ve Imatinib-60 gruplarinda
artis goriildiigii fakat imatinib-40 grubunda bir degisim gdzlenmedigi; histonun eksprese
edilmesinde ise; kontrol grubuna goére diger gruplar arasinda farklilik bulunmadig: fakat

Imatinib-60 grubu ekpresyonunda imatinib-40 grubuna gére yiikselme oldugu tespit edildi.

Calismamizda prenatal donemde uygulanan imatinibin testis tizerindeki etkileri

incelenmistir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda:
1) Elektron mikroskobuyla ince yapmin goériintiilenmesi,

2) Prenatal donemdeki imatinib maruziyetinin erkek iireme sisteminde FSH ve LH

hormon seviyelerinin incelenmesi,
3) Sinyal yolaklariin aydinlatilmasi,

4) Imatinibin olumsuz etkilerine karsi onleyici veya koruyucu tedavileri

yontemlerinin arastirilmast,

5) Imatinib maruziyetine karsi antioksidan savunma sisteminin tepkisinin

incelenmesi,
6) Imatinibin ikinci ve iiiincii trimesterdeki etkilerinin arastiriimast,
7) Prenatal donemdeki imatinib maruziyetinin ovaryumdaki etkilerinin incelenmesi,

8) Prenatal donemdeki imatinib kullanimmin diger sistemlerdeki organlara

etkilerinin arastirilmasi,
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9) Laktasyon doneminde imatinib kullanimmin yavru gelisimi iizerine etkilerinin

incelenmesi Onerilmektedir.
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