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1. OZET

Cisplatin ile Indiiklenen Testis Hasaria Kars1 Rosmarinik Asitin Koruyucu
Etkileri

Cisplatin (Cis) yaygm olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biridir.
Rosmarinik asit (RA) antioksidan 6zellikli bir bilegiktir. Bu ¢alismada Cis kullanimi ile
sicanlarda olusabilecek testis hasarina karsi, RA’in koruyucu etkilerinin histopatolojik ve
biyokimyasal olarak arastirilmasi amaglandi. Calismada 24 adet eriskin erkek Spraque
Dawley tipi sican 4 gruba ayrildi ve deney siiresi 7 giin olarak belirlendi. Kontrol grubuna
herhangi bir uygulama yapilmadi. Cis ve CistRA gruplarma deneyin 3. giinii tek doz 7
mg/kg Cis ip. olarak uygulandi. RA ve CistRA gruplarina, 50 mg/kg RA 7 giin boyunca
oral gavaj ile verildi. Deney siirecinin sonunda (8. giin) denekler sakrifiye edilerek
testisleri ve epididimisleri alindi. Testis ve epididimis doku ornekleri 151k mikroskobunda
histopatolojik olarak incelendi. Testiste seminifer tiibiil hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen
skorlama sistemi ve apoptozis degerlendirmesi igin ise TUNEL teknigi kullanildi.
Epididimal sperm analizinde; sperm sayisi, motilite, vitalite ve morfoloji degerlendirildi.
Biyokimyasal olarak dokuda oksidatif stres parametreleri incelendi. Histopatolojik olarak,
Cis grubu testis dokularinda peritiibiiler dokuda ondiilasyon ve germinal epitel kalinliginda
azalma ile birlikte yer yer vakuolizasyon goriildii. Nekroza gitmis primer spermatositler ve
limene dokiilen immatiir hiicreler gozlenirken bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve
Sertoli hiicreleri arasinda agilmalar izlendi. Ayrica interstisyel alanda yer yer édem ve
Leydig hiicrelerinde atrofi goriildii. Bu histopatolojik bulgular Cis+RA grubunda farkedilir
sekilde azalma gosterdi. Cis grubundaki apoptotik indeks artisinin da Cis+RA grubunda
azaldig1 goriildii. Sperm analizinde Cis grubunda anormal morfoloji orani artarken Cis+RA
grubunda ise bu oranda azalma vardi. Bulgularimiz cisplatinin testikiiler fonksiyonu

bozdugunu ve Rosmarinik asit tedavisinin bu toksisiteyi 6nleyebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, Oksidatif stres, Rosmarinik asit, Testis, Toksisite



2. SUMMARY

Protective Effects of Rosmarinic Acid Against Cisplatin-Induced Testicular
Injury

Cisplatin (Cis) is one of the commonly used chemotherapeutic agents. Rosmarinic
acid (RA) is an antioxidant compound. In this study, it is aimed to investigate the
protective effects of RA against testicular damage which may occur in Cis-treated rats. In
this study 24 adult Sprague Dawley male rats were divided into 4 groups and the duration
of the experiment was determined as 7 days. No treatment was performed in the control
group. On day 3, single dose of 7 mg/kg Cis applied intraperitoneally to the rats of Cis and
Cis+RA groups. 50 mg/kg RA was given to the rats of RA and Cis+RA groups by oral
gavage for 7 days. At the end of the experiment (day 8), the rats were sacrificed and their
testes were taken out and the epididymis were separated. Testis and epididymis tissue
samples were examined histopathologically in light microscope. Johnsen scoring system
was used for evaluation of seminiferous tubule damage in the testis and TUNEL technique
was used for apoptosis. In the epididymal sperm analysis; sperm count, motility, vitality
and morphology were evaluated. Biochemical parameters of oxidative stress were
investigated. Histopathologically, Cis group testis showed peritubular tissues ondulation
and decrease in germinal epithelium thickness. Necrotic primary spermatocytes and
immature cells fallen into the lumen were observed. In the basal compartment, mild
opening between spermatogonium and Sertoli cells was observed. In the interstitial area,
edema and atrophy in Leydig cells were seen. These histopathological findings were
significantly reduced in Cis+RA group. The increase in apoptotic index in Cis group
decreased in Cis+RA group. In the sperm analysis, abnormal morphology rate increased in
Cis group and decreased in Cis+RA group. Our results show that cisplatine disrupts

testicular function and Rosmarinic acid treatment can prevent this toxicity.

Key words: Cisplatin, Oxidative stress, Rosmarinic acid, Testis, Toxicity



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan hastaliktir. Cesitli kanser
tipleri bulunmakta ve bunlarin tedavisi i¢in bir¢ok ila¢ kullanilmaktadir. Tedavide
kullanilan bu ilaglarin yan etkileri halen arastirilmakta ve ¢6ziim yollar1 aranmaktadir.
Kanser tedavilerinde kullanilan baslica kemoterapdtik ajanlardan biri de Cisplatindir (Cis)
(D).

Gilintimiizde Cis mesane kanseri, servikal kanser, kiigiik hiicreli akciger kanseri,
yumurtalik kanseri, bas-boyun skuamdz hiicreli karsinomlar1 ve testis kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak timor hiicre direnci ve ciddi yan etkileri nedeniyle kullanimi
simirhdir (%33) (2, 3). Cis DNA replikasyonu, onarimi ve hiicre dongiisiinii bozmakta,
hiicrelerdeki DNA ile etkilesime girerek apoptotik siireci de baslatmaktadir (4). Kanser
tedavisinde kullanilan Cis’in en yaygin yan etkilerinden biri de gonadal disfonksiyondur
(5). Saglikli testislerde Cis tedavisinin toksik etkileri ile ilgili bircok calisma yapilmistir (6-
8). Yapilan ¢alismalarda Cis’in, Leydig hiicre disfonksiyonuna ve testikiiler steroidojenik
sentez bozukluguna neden olarak, testosteron iiretimini inhibe ettigi gozlemlenmistir (9,
10). Cisplatin ile indiiklenen testikiiler hasarin hiicresel/biyokimyasal mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Yapilan arastirmalarda, Cis tedavisinin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimine ve oksidatif stresin baslatilmasina neden oldugu gosterilmistir (11, 12).
Testis, Cis gibi birgok oksidatif ajana karsi oldukca hassas bir organdir. Bu nedenle ¢ok
sayida arastirmaci Cis kaynakli testikiiler toksisiteye karsi bircok maddenin koruyucu ve

diizeltici etkilerini arastirmaktadir (13-15).

Gilintimiizde yogun bir sekilde kullanilmakta olan sentetik ilaglarin pek ¢ok yan
etkiler gostermesi ya da hastalik etmenlerinde bu ilaglara kars1 direng gelismesi insanlar1
dogal ilag olarak bilinen trinleri kullanmaya yonlendirmistir. Rosmarinik asit (RA),
lamiasae bitki familyasinda bulunan dogal polifenol bir bilesiktir. Biberiye, kekik, adagay1
ve nane gibi yemeklerde kullanilan otlarda yaygin olarak bulunmaktadir (16, 17). RA
antioksidan, antimutagenik, antibakteriyel ve antiviral gibi dikkat ¢ekici biyolojik
etkinliklere sahiptir (18). Avrupa halk tibbinda cesitli hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilan 6nemli bir antioksidan bilesiktir. Bronsiyal astim, peptik iilser, katarakt, kanser,
romatoid artrit ve diger atritlerin de tedavisinde kullanilmaktadir (19). Lamiaceae
bitkilerinden alinan ekstraktlar, genis c¢aph faydali etkilere sahiptir. Ornegin, Mentha
piperita yapraklarin 6zlerindeki RA, antioksidan ve anti-inflamatuar amaclarla

3



kullanilmaktadir (20). Biberiye 0ziitleri, sperm kalitesini ve dogurganlig1 artirmak igin de

bir antioksidan olarak kullanilmustir (21).

Bu caligmada Cis kullanimu ile siganlarda olusabilecek testis hasarina karsi, RA’nin
koruyucu etkilerinin histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirilmasi amaglandi.
Calismamiz literatiirde bu konuyla ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanmadigi i¢in de

bilime katk: sunacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

Erkek iireme sistemi; iki testis, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet bezleri
(vezikiila seminalisler, prostat, bulboiiretral bezler) ve penisten olugmaktadir. Spermin
(spermatogenez) ve androjenlerin (steroidogenez) liretimi testislerin temel goérevleridir
(22, 23). Yerlesim yerlerine gore iireme organlari i¢ ve dis olmak iizere iki gruba ayrilir. I¢
iireme organlarini testis, epididimis, duktus deferens, duktus ejaculatorius ve genital

bosaltim kanallari; dig lireme organlarini ise penis ve skrotum olusturur (24).
4.1. Testis Embriyolojisi

Cinsel gelisme ve farklilasma {i¢ diizeyde ger¢eklesmektedir. Bunlar gamet flizyonu
sirasinda karar verilen kromozomal diizey, testis veya yumurtaliklarin gelisimi olan gonad
diizeyl ve gonadlar tarafindan salgilanan hormonlarin etkisi altindaki ikincil cinsel
organlarin ve karakterlerin gelisimi olan fizyolojik diizeydir (25). Embriyonun genetik
agidan cinsiyeti X veya Y kromozomuna sahip sperm ile X kromozomuna sahip ovumun

birlesmesiyle (fertilizasyonla) belirlenmektedir (26).

Fertilizasyon ile birlikte embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti
belirlenmekte fakat erkek ve disi morfoloji Ozelliklerinin gelisimi baslamamaktadir.
Gelisimin 7. haftasina kadar olan boliimii, her iki cinste de birbirine benzeyen genital
sistemin “farklilasmamis donemi” olarak adlandirilir. Bu evredeki gonadlar da
farklilasmamis gonad adini alir (26, 27). Embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip
ise, farklanmamis gonadin korteksi overe diferensiye olmakta ve medullasi gerilemektedir.
Eger embriyo XY seks kromozom kompleksine sahip ise medulla testise farklanarak,
korteks bir takim kalintilar1 disinda gerilemekte ve dejenere olmaktadir. Geligimleri 5.

haftada baglayan gonadlar (testisler ve overler) 3 yapidan kdken almaktadir (26).

e Posterior abdominal duvarin mezotel ortiisii (mezodermal epitel),
e Altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu),

e Primordial germ hiicreleri

Mezodermal (ceolomik) epitel, Sertoli hiicreleri ve paramesonefrik kanali olusturur.
Ara mezoderm, testikiiler stroma ve mesonefrik (Wolf) kanala neden olan bir iirogenital
sirt  olusturur. Primordiyal germ hiicreleri yolk kesesinden go¢ ederler ve

spermatagoniumlari olustururlar (28).



Primordial germ hiicreleri (PGC), tiim somatik hiicreler gibi diploiddir ve gebeligin
2. haftasinda birincil ektodermde (epiblast) bulunabilmektedirler.  Testislerin
organogenezindeki ilk adim, destekleyici Sertoli hiicrelerinin farklilagmasidir (29).
Primordiyal gonadlar iki potansiyellidir. Bunlar molekiiler sinyallere bagli olarak
yumurtaliklara veya testislere farklilasma gostermektedirler. Testis belirleyici faktoriin
(TBF) tanimlanmasi, testiste veya yumurtaliklarda gelisme yolunu belirleyen sinyallerin
baslangicidir ve TBF’ nin bulunmamasi yumurtalik gelisimine neden olmaktadir.
TBF tarafindan tetiklenen gen ekspresyon olaylari, primordial germ hiicrelerini
cevreleyecek hiicrelerin interseliiler baglantilarin olusumuyla sonucglanir. Bu sekilde
gonadal kordonlar medulla i¢ine dogru ilerlemeye baslamaktadir. Erkeklerde mezonefrik
orijinli  hiicreler, gonadal kordlarm dis tarafinda birikmeye baglayarak peritubiiler
miyositleri olusturmaktadirlar. Gonadal kordlar testikiiler kordlara, daha sonra seminifer
tiibiillere dontismektedir. Efferent kanallar, rete testis ve mesonefrik kanal (Wolff kanali)
birbirine baglanmaktadirlar. 8. haftanin sonlarina dogru testosteronun etkisi ile mesonefrik
kanalin bag bolimiiniin sik1 sarilmasi ve epididimise doniismesi yoniinde yonlendirilmesi

ile kanalin diger kismi deferens kanal olarak kalmaktadir.

8. hafta sonrasi, testis kordonlar1 arasindaki bazi mezenkimal hiicreler Leydig hiicrelerine
doniismektedir. Bu, testosteron iiretimini daha da arttirmaktadir. Testikiiler kordlar
arasindaki mezenkim, her testisi lobullere bdlen septalarin gelisimine yol agmaktadir. Bu
hiicrelerin kesin kaynagi bilinmemektedir. Bu asamadaki mezenkim, testikiiler kordlar ve
gelecekteki tunika albuginea arasinda bag dokusu tabakasini olusturmaktadir. S6lom epiteli
nihayetinde diger bosluklarda oldugu gibi bir mezotele doniismektedir. Son olarak, testis
skrotuma go¢ etmektedir. Testiste go¢ iki asamada gerceklesir; ilk asama transabdominal

g0¢, ikinci asama ise inguinal kanal gegisidir (25).
4.2. Testis Anatomisi

Testisler, erkekte temel lireme orgamidir. Oval sekilli olup yaklasik 4-5 cm
uzunlugunda 2-3 cm eninde ve 20-30 gr agirhginda sagda ve solda olmak tizere bir ¢ift
halde testis torbasi (skrotum) denilen deri bir kese i¢cinde asili durumda bulunurlar. Sol
testis sagdakine gore biraz daha asagida yer alirken, sag testis de sola gore %210 daha
agirdir (24, 30).

Sicakliklart viicut sicakligindan 2 °C daha diisiiktiir, yani 34-35 °C’dir (31).

Testisler erken fotal donemde karm boslugunda bobreklere yakin olarak yer alirlar. Fetiis
6



gelistikce asagiya dogru hareket eden testisler dogumdan hemen 6nce kanalis ingunalis
yoluyla skrotuma inerler (24, 30). Bu inisleri sirasinda karin 6n duvari tabakalarmni da

stirtiklerler. Bu yiizden su tabakalarla kaphidirlar (32):

a) Deri (Skrotum)

b) Tunika dartos

c) Fasia spermatika eksterna
d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna
f) Tunika vaginalis testis

Her bir testis fasia medialis (i¢ yan yiiz), fasia lateralis (dis yan yiiz), margo anterior
(6n kenar), margo posterior (arka kenar), ekstremites superior (iist u¢) ve ekstremites
inferior (alt ug) kisimlarina sahiptir. Ust ucda appendiks testis denilen kiigiik yass1 bir yap1
bulunur. Arka kenarm dis kismi boyunca ise kivrintili bir yap1 olan epididimis yerlesmistir.
Funiculus spermaticus da margo posteriora tutunur. Testis i¢ten disa; tunica vasculosa,
tunica albuginea ve tunica vaginalisin lamina visceralisi (epiorchium) olmak iizere ii¢
tabaka ile cevrelenmistir. Bu ii¢ tabakaya capsula testicularis denir. Testis kapsiilii

sempatik ve parasempatik uyarilara yanit vererek spontan kasilmalar yapar (33, 34).

Tunica vaginalisin testisi drten i¢ yapragina (visceral yapragina) epiorchium, daha
distaki scrotumun i¢ yliziini doseyen parietal yapragma periorchium adi verilir.
Epididimisin tutundugu peritonla ortiilii olmayan boliimden ise testisin damar ve sinirleri
girip ¢ikmaktadir. Tunica vaginalis’in altinda testisler biitiiniiyle tunica albuginea adi
verilen siki, saglam bir bag dokusuyla sarilmistir (35). Tunica albuginea kalin, fibroz bir
tabakadir ve testisin arka kenarindan igeri girerek organa damar, sinir ve kanallarin girip
cikt1g1 bolge olan mediastinum testis ad1 verilen vertikal bir bolme olusturur. Testis i¢ine
giren bu bolmelere septula testis denir (36). Testis parankimine ulasan kan damarlari, lenf
damarlar1 ve genital bosaltim kanallar1 mediastinum testis icerisinden geg¢mektedir.
Dallanan mediastinum testis, parankimi yaklasik 250 lobiile bolmektedir. Birbiriyle iliskili

olan bu lobiiller icerisinde 1-4 adet seminifer tiibiil bulunmaktadir (22).

Tunica vasculosa; gevsek bag dokusundan olusan, tunica albugineanin i¢ yiiziind,
lopguklart saran ve damar agmin bulundugu tabakadir. Testisin arka tarafindan ¢ikan

kiigiik venler once birleserek pleksus panpiniformisi, daha sonra da vena testikiilarisi



olustururlar. Bu olusum sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya
acilir (35).

Kivrimli yapilarindan dolay1 tubuli seminiferi contorti olarak adlandirilan ve lobuli
testis i¢inde yer alan kanalciklar testis parankimini meydana getirir. Her bir testis kanalcigi
tubulus rectus adi verilen diiz bir kanalcikla devam eder. Bu kanalciklar metiastinuma
sokulur ve burada rete testis denilen ag1 olusturur. Lobuli testislerde yapilan spermiumlar
rete testis ve sonrasinda gelen duktuli efferentes adi verilen kanallar araciligiyla
epididimise iletilir. Testislerden kan akisini; testis arterleri, kremasterik arterler ve
deferential arterler saglamaktadir. Testikiiler arter, renal arterin hemen altindaki abdominal
aortadan ¢ikmaktadir. i¢ kasik halkasinin iistiindeki spermatik kordun bir bileseni olmakla
birlikte sonunda pampiniform pleksusu olusturan damar agi ile Ozdeslesmektedir.
Spermatik korddaki karsi akimm neden oldugu 1s1 degisimi, normal bir erkekte rektal

sicakligin 2-4 °C altina diisen testis kanini saglar (37).
4.3. Testis Histolojisi

Testisler; androjenlerin tiretimi ile endokrin fonksiyona, spermatogenez ile de bir
ekzokrin fonksiyona sahiptir (38). Skrotum i¢inde yer alan testisler siki bag dokusu
kapsiilii (tunika albuginea) ile sarilidir (39). Mediastinumdan tunika albugineaya kadar
uzanan ince bag dokusu bolmelerine septula testis (septum) adi verilir. Bu septumlarm her
biri 1-4 seminifer tiibiil i¢erir sekilde organi 250 adet testikiiler lopguklara bolmektedir (40,
41). Seminifer tiibiiller, ¢ok uzun yapida olup lobiil igerisinde kendi iizerine katlanarak
kivrimlar olusturur. Tubuli rektiler; dar kanalli, kisa segmentler olup epiteli izoprizmatik
veya algak prizmatik epiteldir (23, 42). Seminifer tiibiillerin her iki ucu, rete testisin
bosluklarina agilir (43). Rete testis, genis limenli olup epiteli tek kath yassi, alcak
izoprizmatik veya alcak prizmatik epitel seklindedir. Rete testis u¢ kismina dogru
genisleyerek diiz tiibiiler yapidaki yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile birlesir.
Duktuli efferentes, epididimisin bas kismina dogru olduk¢a kivrimli bir yapiya doniistir.
Seminifer tiibiiller tarafindan salgilanan sivi, rete testiste toplanir; rete testis kanallar1 da

duktuli efferentes ile epididimin bas kismina baglanir (23, 42).
4.3.1. Seminifer Tiibiiller

Testisin interstisyel bag dokusu arasma yerlesmis olan seminifer tiibiillerin her biri,

30-70 cm uzunlugunda ve 150 — 250 um ¢apindadir. Seminifer tiibiil; tunika propria olarak
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adlandirilan fibr6z bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina, karmagik bir germinal
ya da seminifer epitelden ve devaminda merkezi bir limenden olusan 6zellesmis bir
yapidir. Bag dokusu kilifi olan tunika propriada, birbirine ge¢mis ince tip I kolajen lif
demetleri bulunmaktadir. En i¢te bazal laminaya bitisik bulunan tabaka diiz kas 6zelligi
gosteren yassilasmis miyoid hiicreler ve kollajen liflerden olugsmaktadir. Bu miyoid
hiicrelerin ritmik kasilmalar1 ile spermatozoonlarin ve testikiiler sivinin seminifer

tiibiillerden bosaltim kanali sistemine gegisi saglanir (23, 42).
4.3.2. Seminifer Epitel

Seminifer epitel ¢ok katl, karmasik bir yapida olup, Sertoli hiicreleri (destek

hiicreleri) ve spermatogenik seri hiicrelerini igermektedir (42).

Resim 1. Seminifer tubullerin H&E boyama ile gosterimi. Seminifer tubulun liimeni (%),
seminifer epitel (<), interstisyel alan (V¥) Leydig hiicreleri (&) ve miyoid
hiicreler (—) goriilmektedir ( X 400).



4.3.2.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, testis histogenezi ve fonksiyonlar1 i¢in ¢ok onemlidir. ilk
zamanlarda bazi aragtirmacilar bu hiicrelerin yan smirlarin1 151k mikroskobunda
goremediginden bu hiicrelerin sinsisyum olusturduklarina inanmiglardir. Bu hiicreler ilk

kez 1865°’te fizyolog Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmistir (44).

Sertoli hiicresi, bazal membran iizerinde yer alan ve seminifer tiibiiliin duvarini
olusturan, epitelyal kokenli bir somatik hiicredir. Diizensiz sekilli bir ¢ekirdek, belirgin
niikleolus, diisiik mitotik indeks, Sertoli-germ hiicre baglantilarinin yani sira komsu Sertoli
hiicre membranlar1 arasindaki 6zel siki birlesme kompleksleri bu hiicreyi karakterize
etmektedir. Sertoli hiicrelerinin yiizey uzantilar1 germ hiicrelerini ¢evreleyecek sekilde
disar1 dogru uzanmaktadir. Bu, her bir germ hiicresinin bir dizi bitigik Sertoli hiicresi
tarafindan desteklendigi bir diizen saglamaktadir (45). Ayrica Sertoli hiicreleri; sinirlari iyi
belirlenemeyen ¢ok sayida graniilsiiz endoplazmik retikulum, mitokondri, lizozom ve iyi
gelismis golgi kompleksi ile az sayida graniillii endoplazmik retikulum igeren hiicrelerdir.
Cekirdek etrafinda, Charcot-Bottcher kristalleri olarak isimlendirilen protein yapisinda

kristalloid cisimcikler goriilmektedir (46).

Sertoli hiicresinin, germ hiicrelerinin olgunlagsmasini kolaylastiran birka¢ farkh

islevi vardir:

1. Germ hiicrelerinin gelistigi ve tiibiiliin limenine dogru ilerledigi bir fiziksel

iskele saglamaktadir.

2. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan 6zel siki baglantilar ile kan-testis bariyeri

olusturulmaktadir.
3. Germ hiicre olgunlasmasi i¢in gerekli mikro ortami saglamaktadir.

Bu ayirt edici islevler ayrica fagositozu, sivi salgilanmasini ve ¢esitli molekiillerin

tretimini de kapsamaktadir (47).

1970’lerde tamimlanan ilk ekstraseliiler protein belirteglerinden biri androjen
baglayici proteindir (ABP) ve o zamandan beri sayisiz baska sekretuar tirlin kesfedilmistir.
Seminifer tiibiil iginde yiiksek seviyelerde androjenler de bulunmaktadir. Folikiil uyarici
hormon (FSH), Sertoli hiicrelerinde bulunan, androjen baglayici proteinin sekresyonunu

sinyalize eden yiiksek afiniteli FSH reseptorlerine baglanmaktadir. Sertoli hiicreleri
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tarafindan salgilanan en 6nemli iki hormon anti-miillerian hormon (AMH) ve inhibindir.
Anti-miillerian hormon embriyonik gelisimin kritik bir bilesenidir ve miillerian kanallarin
gerilemesinde rol oynamaktadir. inhibin, FSH sekresyonunu baskilayan glikoprotein
yapisindaki bir hormondur. Bazi arastiricilar, serum inhibin B’nin infertil erkeklerin
testislerinde, sperm varliginin ve bozulmus testikiiler fonksiyonun bagimsiz bir belirteci

olabilecegini 6ne sliirmiislerdir (47, 48).

Erigskin testiste, Sertoli hiicreleri spermatogenez i¢in yardimci hiicrelerdir.
Spermatogonial kok hiicrelerin farklilagsmasi i¢in oyuk olusturmakla birlikte gelisimsel
germ hiicreleri i¢in yapisal destek, besin maddeleri ve biiyime faktorleri saglamaktadir.
Eriskin testisteki sperm olusumunun Sertoli hiicrelerinin sayisi ile iliskili olmasi nedeniyle,
gelismekte olan testisteki Sertoli hiicre ¢ogalmasinin kontrolii, gelecekte iiretilecek erkek

germ hiicreleri agisindan ¢ok onemlidir (49).

Sertoli hiicre farklilagmas1 ve cogalmasi erkek cinsiyet tayininde en Onemli
adimlardan biridir. FSH, Sertoli hiicre farklilasmasmin ilk asamasi sirasinda mevcut
degildir. Bu nedenle, bu asamada Sertoli hiicre ¢ogalmas1 diger regiilatorler tarafindan
kontrol edilir. Bir dizi endokrin bozucu ve inflamatuar faktor, bu asamada Sertoli hiicre

farklilagsmasini ve gogalmasini bozabilmektedir (49, 50).
4.3.2.2. Spermatogenetik Hiicreler

Spermatogenetik hiicreler seminifer tiibiillerde 4-8 tabaka halinde diizenlenmis
hiicre serileridir. Bu hiicreler bazal laminadan tubiil limenine dogru spermatogoniumlar,
primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar seklinde
yerlesmistir. Bu germ hiicreleri birbirini izleyen evrelerde siirekli bir degisim

stirecindedirler (51).
4.3.2.2.1. Spermatogenez

Gametogenez, bir haploid hiicrenin (n) mayoz ve hiicre farklilagsmasi yoluyla bir
diploid hiicreden (2n) olusturulmasidir. Erkekteki gametogenez spermatogenez olarak
adlandirilir. Spermatogenez, spermatogonyumun olgun spermatozoaya doniisme siirecidir.
Bu karmagik islem sirasinda, ilkel totipotent kok hiicreler geng hiicreleri liretmek icin
boliinerek yaklasik 70 giinlik bir siireg ile spermatidlere doniismektedir (52).
Spermatogenez mitoz ve mayoz bdliinmeyi icermekle birlikte 6n hipofizden FSH ve LH

(Liteinlestirici Hormon) ile diizenlenmektedir. Spermatogenez ii¢ ana asamaya ayrilabilir:
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-Spermatositogenez evresinde; spermatogonyum bdliinmeleri sonucunda olusan

hiicrelerden spermatositler meydana gelmektedir (53).

-Mayoz evresinde; spermatositler, ardi ardina iki boliinme gegirerek kromozom
sayllarmin ve DNA miktarlarinin esit olarak her hiicrede yariya diistiigii spermatidleri

olugturmaktadir (54).

-Spermiyogenez evresi; spermatidlerin spermatozoon olarak adlandirilan

kompleks bir yapiya farklilasmasinin gergeklestigi sathadir (47).

Spermatogenezi baslatan ilk hiicre spermatogonyumlardir. Bu hiicreler, yaklasik 12
um capinda, bazal kompartmanda bazal lamina ile direk iliski icinde olan diploid
spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda
bulunduklarindan kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar (53). Bu hiicreler; kok hiicre
yenilenmesine katilarak sonradan spermatosite farklilasacak olan hiicreleri olusturmaya
devam etmekte ve ¢ok sayida hiicre iiretmek i¢in mitotik bolinmelere ugramaktadirlar
(55).

Spermatogonyum koyu tip A, agik tip A ve tip B spermatogoniumlar olmak {izere
ti¢ fonksiyonel sekildedir (53):

1-Koyu A tipi spermatogonyumlar; cekirdekleri oval ve heterokromatik olan bu
hiicreler kiiciik ve kubbe sekillidir. Spermatogonyumun baglangi¢ havuzunu korurken
dogrudan spermatid olusumu siirecine katilmazlar. Ancak spermatogenez icin kok
hiicrelerin siirekli olarak tedarik edilmesini saglamaktadirlar. Mitozla bolinerek yeni koyu

ve agik A tipi spermatogonyumlar1 yapmaktadirlar.

2-Acik A tipi spermatogonyumlar; mitokondriyonlar, birka¢ graniillii
endoplazmik retikulum, az sayida golgi kompleksi ve ribozomlar igermektedir.
Cekirdekgikler ¢ok belirgin ve ¢ekirdek 6kromatiktir. Yeni hiicre iiretmek i¢in tekrarlanan
mitotik bolinmelere ugrarlar. Bu hiicreler, senkronize gelisime izin veren sitoplazmik
kopriilerle birbirlerine baglanirlar. Ortaya ¢ikan hiicreler B tipine doniismeden once

sirasiyla Al, A2, A3, A4 ve daha sonra da ara spermatogonyumlar1 yaparlar.

3- B tipi spermatogonyumlar; kiire bigiminde g¢ekirdege ve merkezi yerlesimli
cekirdekgige sahiptir. B tipi spermatogonyumlarm mitoz bdliinmesiyle primer

spermatositler olugsmaktadir (51, 53).
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Primer spermatositler, germinal epitelin en biiyiikk germ hiicreleridir. Bunlar,
birbirini takip eden iki mayoz boliinmesi gecirerek spermatid iiretmektedir. Iki ardisik
hiicre boliinmesi bir diploid primer spermatositten dort haploid spermatid verir (47).
Mayoz oncesinde DNA’sin1 kopyalayan bu hiicrelerde kromozom sayisi (4n) ve DNA
miktar1 (2d) iki katina ¢ikar (51).

Primer spermatositler, sekonder spermatosit olusturmak icin birinci mayoz
boliinmesine girerler. Ik mayoz bdliinmesinin profazi ¢ok uzundur ve primer spermatosit
en uzun Omire sahiptir (47, 55). Yaklasgik 22 giin kadar siiren profaz evresinde,
kromozomlar goriiniir hale gelir. Tiir i¢i gesitliligi saglayan crossing-over da mayoz I’de
goriilmektedir (22). Sekonder spermatositler, spermatidleri tiretmek igin ikinci mayoz
boliinmesine ugrarlar. Sekonder spermatositler kisa omiirlii 23 kromozom (22+X veya
22+Y) igeren daha kii¢iik hiicrelerdir (47). Spermatositler, seminifer tiibiiliin adluminal
boliimiinde, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin hemen iizerinde bulunur. Bu
sayede mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin iginde gergeklesmis olur. Mayoz boliinme
stirecinin sonunda haploit sayida kromozom iceren spermatidler olusur. Spermatidler
yaklagik 7-8 um capinda, kiiclik, yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Yogunlagsmis kromatin
bolgeleri igeren c¢ekirdekleri ile ayirt edilirler (56). Spermatidler kemoterapiye ve
radyoterapiye  karsi  duyarhidir.  Radyoterapi veya  kanser  kemoterapisinin
sonlandirilmasmin ardindan, spermatogonyal kok hiicreler spermatogenik siireci tekrar

olusturabilmektedirler. Post-mitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere oldukga direnglidirler
(57).
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Gec Spermatid

Erken Spermatid
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Sertoli Hiicresi Tip A Acik Miyoid Hiicreler

Spermatogonyum b

Tip A Koyu
Spermatogonyum

Spermatogonyum

Sekil 1. Seminifer tubul epiteli (Ross’dan, 22)

Spermatidler, spermiyogenez denilen bir hiicresel degisim gegirirler. Bu
spermatozoon iiretiminin son asamasidir. Spermatidin, olgun spermiyum haline

(spermatozoona) doniistiigii bu siirec, dort ayr1 evreye ayrilir:

1. Golgi Evresi: Graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenen ve ddllenme igin
gerekli olan hidrolitik enzimler, golgi kompleksinde PAS-pozitif yapidaki proakrozomal
graniiller seklinde birikir. Daha sonra bu graniiller birleserek, akrozomal vezikiili
olustururlar. Giderek igerigi artip genisleyen vezikiilin konumu spermin 6n kutbunu
olusturur. Sentriyoller ise akrozomun kars1 tarafinda hiicre yiizeyine go¢ ederler. Sentriyol,
sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak olan dokuz periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve iki
merkezi mikrotiibiiliin par¢alarinin toplanmasini baslatir.

2. Bashk (Kep) Evresi: Akrozomal vezikiil, yogunlasan ¢ekirdegin on yarisini

kaplar ve akrozom admi alir. Akrozom ¢ekirdegin tizerinde ayr1 bir kapak olusturur.

3. Akrozomal Evre: Bu evrede, hiicrenin akrozomu igeren on boliimii seminifer

tiibiiliin bazaline bakar. Cekirdek uzayip yogunlagir. Sentriyollerden hiicre yilizeyine dik
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durani, spermiyumun kuyrugunu yapacak bir flagellum olusturur. Digeri, kuyrugun
baslangic kisminin ¢evresinde bir kusak olusturacak sekilde go¢ eder. Ayni siirecte
sitoplazma flagellum g¢evresinde hareket edip onu sarar. Mitokondriler, flagellum orta
parcast denilen proksimal kismin etrafini sararak kalinlasma olustururlar. Orta kisim
denilen bu bolgede mitokondriler sayesinde iiretilen enerji ile spermatozoon hareketliligi

saglanir.

4. Olgunlasma (Matiirasyon) Evresi: Spermiyum olgunlasma siirecini Sertoli
hiicresinde tamamlayip kuyruklu hale geldiginde, Sertoli hiicresinden ayrilir ve limende

serbestlesir. Geri kalan sitoplazma artiklari1 Sertoli hiicrelerince fagosite edilir (51, 54).
4.3.3. Spermatozoon Yapisi

Spermatozoon, DNA bakimindan zengin, béliinmeyen ve son derece farklilasmis
karmagik hareketli bir hiicredir. Her sperm yaklasik 60 pm uzunlugunda ve 1 pum
genisligindedir. Bas, boyun ve kuyruktan olusmaktadir. Spermatozoonun normal bas1 oval
olmakla birlikte uzunlugu 3-5 um, genisligi 2-3 um ve kalmhigi 1.5 pm’dir. Bas dollenme

islemi i¢in niikleer materyaller igermektedir (28).

Bas kismi yassilasmis cekirdek ve bunun anterior yarisini saran akrozomdan
olugmaktadir. Akrozom, sperm kafasini kapak gibi Orter. Bu lizozom benzeri organel,
spermin ovuma niifuz etmesine aracilik eden hyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve
proteaz gibi hidrolitik enzimler bakimindan zengindir (22, 28). Yumurtanin déllenebilmesi
icin, ¢coklu alanlarda plazma membrani ile dis akrozomal membranin kaynasmasi sonucu
meydana gelen akrozom reaksiyonu sirasinda akrozomal enzimler serbest birakilir (58). Bu

sayede spermin penetrasyonu sonrasida gergeklesecek olan fertilizasyon kolaylastirilir.

Boyun, bas ve kuyruk arasinda bir baglant1 olusturmaktadir. Dar bir parc¢a olup bir
cift sentriol bulundurmaktadir. Distal sentriol, sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan
aksoneme kaynaklik yapmaktadir. Ayrica boyun, kaba liflerin baglangicin1 da icermektedir
(22, 59). Kirilgan ve dekapitatif spermatozoanin varligi yaygin bir anormalliktir. Sperm
kuyrugu spermatid asamasinda ortaya ¢ikarak orta, esas ve son parca Olmak {izere li¢

kistimdan olusmaktadir (47).

Orta parc¢a, mitokondriler icermektedir. Mitokondriler hareket i¢cin gerekli enerjiyi
saglamaktadirlar (53). Bu mitokondriler, 9+2 dizilimli mikrotubiiler aksonem ile dis yogun

lifleri sarmal sekilde kusatmaktadir.
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Esas parca, yaklasik 40 pm uzunlugunda olup kuyrugun en uzun pargasidir. Bu
yap1 yedi dis yogun lifce sarili merkezi bir aksonem ile bir fibroz kiliftan olugsmaktadir.
Fibroz kilif ve dis yogun lifler keratin i¢ermektedir. Keratin, spermin ileri hareketi

esnasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin gereken protein iskeleti olusturmaktadir.

Son parga, olgun spermde yaklasik 5 um uzunlukta olup kuyrugun ¢ok kisa bir
parcasidir. Dis yogun lifler ve fibroz kilif erken sonlandigindan bu parca sadece
aksonemden olusmaktadir. Sperm, boyun bolgesinde olusan ve bir kirbag gibi distale gecen

dalgalarla ilerlemektedir (22, 59).
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Sekil 2. Spermatozoon yapist (Ross’dan, 22)

4.3.4. Interstisyel Doku

Interstisyel alan, testislerde seminifer tiibiillerin arasini olusturan bag dokusu
yapisidir. Bu alan sinirler, kan ve lenf damarlar1 ve pencereli kapilerler ile doludur. Bag
dokusu; fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar ve puberteye kadar pasif halde bulunan

kiimelesmis sekildeki Leydig hiicrelerini igerir (42, 60).
4.3.4.1. Leydig Hiicreleri

Onemli testikiiler hiicre soyundan biri de Leydig hiicreleridir. Leydig hiicreleri,
mesonefrik mezensimden go¢ eden steroidojenik 6ncii hiicrelerden kaynak almaktadir (50,
61). Bu hiicreler, AMH, desert hedgehog (DHH) ve FGF9 gibi Sertoli hiicre sinyalleri
etkisi altinda, embriyonik gelisiminin 7. haftasinda hizla ¢ogalmaya baslamaktadir (62).
Leydig hiicrelerinin ilk nesli testislerin belirlenmesinden sonra ortaya ¢ikan fotal tiptir.

Diger Leydig hiicre tipleri ergenlik ¢agindan once ve ergenlige eristikten sonra ortaya
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¢ikmaktadir (63). Gebelik ortasinda, toplam testikiiler hiicre kiitlesinin %40’ 1
olustururlar. insan gebeliginin 8. haftasinda fotal tip Leydig hiicreleri testosteron ve diger

androjenleri iretmeye baslamaktadir (64).

Baglangicta, testosteron ve diger androjenlerin sentezi insan koryonik
gonadotropini (hCG) tarafindan diizenlenir (64). Ek olarak, fotal Leydig hiicrelerinde
adrenokortikotropik hormon (ACTH) reseptdriiniin ekspresyonu, ACTH’yi Leydig hiicresi
gelisiminin 6nemli bir regiilatorii haline getirir. Testikiiler ve adrenokortikal dokunun ortak

kokeni, bu organlar1 birlikte etkileyen anormalliklerle de desteklenmektedir (65).

Leydig hiicreleri testisin seminifer tiibiilleri arasindaki interstisyel alan olarak
adlandirilan kisimda bulunur ve dogumdan sonraki ilk 2-3 ay boyunca sayilarini arttirir
(64). Testis interstisyumundaki bu hiicreler; bag dokusu igerisinde tek tek veya gruplar
halinde bulunan, graniiler sitoplazmali, sitoplazmalarinda yuvarlak bir c¢ekirdek, belirgin
cekirdekcik igeren diizensiz sekilli hiicrelerdir. Aralarindaki dogrudan iletisimi ¢ok
sayidaki gap junctionlar saglamaktadir (66). Bol miktarda kii¢iik lipid damlaciklari
bulunduran bu eozinofilik hiicrelerin yapilarinda lipofuskin pigmenti, cubuk sekilli Reinke
kristalleri ve tiiblilovezikiiler kristaller bulunmaktadir. Bu hiicreler bazen kan damarlariyla
iligkili olabilir; hiicreler 14-20 pum boyutundadir. Testosteron iiretimi hiicrenin diiz
endoplazmik retikulumunda ve mitokondrilerinde enzimler tarafindan

gerceklestirilmektedir (22, 23).

Leydig hiicreleri erkek cinsiyet hormonu olan testosteronunun baslica
kaynagidirlar. Ayrica steroidogenez i¢in gerekli SF1 ve insiilin benzeri fakt6ér-3 (INSL3)
tiretirler (67). INSL3 ve reseptoriit RXFP2, androjenler ve AMH ile birlikte, testikiiler inis
stirecinde yer alirlar. Testikiiler inisin ilk (transabdominal) fazi, insan fetiislerinde, 8-16.
haftalar boyunca gerceklesir (68). INSL3, Leydig hiicresi tarafindan iretilen ve testosteron

gibi testikiiler iniste ¢ok dnemli rol oynayan bir bagka hormondur (69).
4.3.5. Kan Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, seminifer epitelde bitisik Sertoli hiicreleri arasindaki bir bazal
boliim (kompartman) ile bir adluminal boliim arasinda olusur. Bazal bolim, kan yoluyla
taginan maddeler i¢in erisilebilir hiicre dist alandir. Ancak bariyerin tikama 6zelliginden
dolay1 bu maddelerin dogrudan adluminal bdliime ulasmasi engellenir. Adluminal bdliim

olgun germ hiicreleri igerirken, bazal boliim spermatogonia ve erken spermatositleri igerir
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(70). Kan-testis bariyerinin farkli islevsel bilesenleri; Sertoli hiicreleri, peritubiiler miyoid
hiicreler ve yakindaki kilcal damarlarda bulunan endotel hiicreleri arasindaki siki baglant1
komplekslerini igerir. Bu bariyerin klinik 6nemi, puberte sonrasi testikiiler hasardan testis
adluminal kompartimaninin korunmasi1 ve antisperm antikorlarinin  gelisiminin

engellenmesidir (71).
4.4. Epididimis

Spermatozoonlar, hareket edebilme kapasitesini, bir yumurtayr tanima ve ddlleme
yetenegini tamamen epididimis i¢inde kazanmaktadir. Spermatozoanin bu doniisiimiine
sperm olgunlagsmast denir. Sperm motilitesi ve dollenme kapasitesi androjene bagimli
stireglerdir. Androjenlerin kayb1 epididimal agirlik kaybmna ve epididimal sekresyonlarin

bilesiminde degisikliklere neden olmaktadir (72).

Epididimis; Wolffian (mesonefrik) kanaldan tiireyen, spermlerin gegmesi gercken
cok kivrimli bir kanaldan olusan bir organdir. Epididimis, testisin {ist ve alt kutbuna
baglanmakta ve posterior yliziiyle de yakin iligkili olarak yer almaktadir. Bu organ, bas
(caput epididymidis), orta (corpus epididymidis) ve kuyruk (cauda epididymidis) olmak
iizere li¢ ana boliime ayrilmaktadir. Bas kismu, testisin {ist kutbunun, kuyruk kismi ise
testisin alt kutbunun iistiinde bulunmaktadir. Bas kismina duktuli efferentes baglanir ve bu
kisim sperm toplulugu i¢cermez. Epididimis skrotum ve spermatik kordona yagl fibréz bir
bag dokusu ile baglanmakta ve posterior yonii hari¢ tunika vajinalisin visseral tabakasi
tarafindan ¢evrilmektedir. Rete testisten yaklasik 10 ductuli efferentes ortaya ¢ikmakta ve

sonunda tek bir epididimal kanali olusturmak tizere bir araya gelmektedir (73).

Epididimise vaskiiler besleme iki kaynaktan yapilmaktadir. Kan, kaput ve korpus
kisimlarma, testikiiler arterin list ve alt epididimal dallarindan; kauda kismina ise
deferential arter dallarindan saglanmaktadir. Bu kan temini, damarlarin dolanbag¢lig1 ve ¢cok

sayida anastomotik iletisimi ile karakterizedir (74).

Epididimisten alinan enine kesitte tiibiillerin i¢ ve dis ylizeylerinin smnirlar1 diiz
olup, etraflar1 bag dokusu ve diiz kas hiicreleriyle ¢cevrelenmektedir. Tiibiil epiteli yalanci
cok kathdir ve uzun, hareketsiz, stereosilyali yiiksek prizmatik esas hiicreler ile kiiciik

bazal hiicreler bulundurmaktadir. Stereosilyumlar uzun mikrovilluslardir (23).

Epididimisin ii¢ ana fonksiyonu; spermin olgunlagmasi, tasginmasi ve

depolanmasidir. Epididimis yolu ile ulagim yaklasik bir hafta slirmektedir. Tasima, diiz
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kaslarm epididimal epitelyum g¢evresinde kasilmasiyla siirekli bir sivi hareketi seklinde
saglanmaktadir. Sperm, epididimisin farkli yerlerinde farkli fonksiyonlara erisir.
Spermatozoa, kaput (bas) bolgesinden gegerken motilite kabiliyeti elde etmekte, korpusu
(govde) gegerken dolleme becerisi kazanmaktadir. Kauda bolgesi ise bosalmaya kadar

spermatozoay1 depolar (75).

Efferent kanallardaki hareketli silyumlar sayesinde spermler, seminifer tiibiillerden
epididimise tasinmaktadir. Epididimis epitelindeki stereosilyumlu esas hiicreler ise
spermlerin gecisi swrasinda testikiiler siviyr emmekte ayrica seminifer tiibiillerde
uzaklastirilamayan artik maddeleri ve bozulan sperm hiicrelerini fagosite etmektedir.
Dahas1 bu hiicreler, spermlerin disi tiireme yollarinda depolanmasmma kadar
kapasitasyonunu baskilayan bir glikoprotein salgilamaktadir. Bazal hiicreler ise kok hiicre

ozelligindedir (23).

Proksimal epididimal kanali gegmek esas olarak epididimal kanali ¢evreleyen diiz
kasin spontan, peristaltik kasilmalarina baghdir. Diger katkida bulunan faktorler arasinda
spermin tasmmasina yardimcit olan hareketli silyanin yani sira salgilanan testis sivisinin
akis1 da bulunmaktadir. Epididimis yoluyla sperm nakil siiresinin yas ve cinsel aktiviteyle
ve giinliik sperm tretimindeki farkliliklarla dogrudan iliskili olarak degistigi gosterilmistir

(76).

Epididimal hiicreler arasindaki siki baglanti kompleksleri; spermatozoaya
bagisiklik kazandiran, 6nemli bir fizyolojik ve anatomik bariyer olan kan-epididim
bariyerini olusturur. Spermatozoa immiinojeniktir ve bagisiklik sisteminden korunmalidir.
Epididim ayrica kauda bolgesinde depolanan spermatozoayi; katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidanlarin yerel
etkileri yoluyla oksidatif saldiridan koruma yetenegine de sahiptir. Epididimis i¢indeki
aktivitenin nihai sonucu olarak, yumurtayr dolleme yetenegine sahip, yasayabilir

spermatozoa olusur (77).

Insan spermatozoonlar: epididim yolunda ilerlerken, hareketliliklerinde artis oldugu
gosterilmistir. Caput epididimise kiyasla, epididimin daha distal kisimlari, etkili hareket
edebilen daha vyiiksek kapasiteli bir spermatozoa oranna sahiptir (78). Insan
epididimisindeki spermlerin gegis siiresi ortalama 12 giindiir; fakat bu olduk¢a degiskendir
ve bazi spermler epididim yolunu 2 giin gibi kisa bir siirede ilerlemektedir (79). Insanlarda,

spermatozoanmn ana depolama yeri, toplam spermatozoa sayisinin yaklasik yarisinin
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depolandig1 cauda epididimisdir ve sperm canlilig1 ve hareketliliginin korunmasimnin diger

tiirlerde oldugu kadar etkili olmadigi ileri siiriilmiistiir (80).
4.5. Apoptoz

Apoptoz, dokularin erken gelisimi ve biiylimesinde dnemli bir rol oynayan ve
hiicresel hemostazin devam etmesi i¢in gerekli olan bir tiir hiicresel dliimdiir. Apoptoz,
doku hasarma neden olmaksizin, siklusun kontrollii bir sekilde diizenlenmesini ve
istenmeyen zamanlarda istenmeyen hiicrelerin ¢ikarilmasini ifade eden programlanmis

hiicre oliimiidiir (81, 82).

Apoptoz terimi ilk defa 1972 senesinde Kerr ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir
(83). Apoptotik hiicreler, organizmanin bazi1 dokularinda siirekli olarak olusur ve bu siire¢
tim yasam boyunca devam eder. Boylece oliim (apoptoz) ve reformasyon (mitoz) bu
dokularda hemostaz saglayarak dinamik bir dengede ilerler (84). Hiicreler apoptoza karar
verdikten sonra, mitokondriden sitokrom-c sitoplazmaya salinarak hiicreleri par¢alamaktan

sorumlu kaspaz denilen proteolitik enzimleri aktive eder (85).

Hiicrenin sitoplazmik iskeletinin bozulmasi, apoptozise yol acarken, sitoplazmanin
stabilizasyonu apoptozisi engeller. Apoptoz i¢in sinyal alinmasmin ardindan hiicrede
bircok biyokimyasal ve morfolojik degisiklik goriiliir. ik olarak hiicre yogunlasmaya
baslar, hiicresel iskelet parcalanir ve hiicresel membran ¢oziiliir. Niikleer DNA birgok
pargaya ayrilir (86). Sitoplazma kii¢lilmeye baslar. Daha sonra ¢ekirdek pargalara ayrilir
(87). Hiicreler kiigiilmeye devam ederken, kendilerini makrofajlar tarafindan
uzaklastirilmasina izin veren bir formda paketler. Makrofajlar tarafindan fagositozlarini
tesvik etmek i¢in, apoptotik hiicreler makrofaj tepkisini tetikleyen plazma membrani
degisikliklerine maruz kalirlar. Bu degisikliklerden biri, fosfatidilserinin, hiicrenin i¢
kismindan dis ylizeye translokasyonudur. Apoptozun son asamalar1 genellikle membran
kabarciklarmin ortaya ¢ikmasi ve apoptotik cisimler olarak adlandirilan kiiciik keseciklerin

goriiniimii ile karakterizedir (88).

Apoptozis tan1 yontemleri arasinda apoptotik hiicre morfolojisinin degerlendirildigi
151k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz-kontrast mikroskop incelemeleri yer alir.
DNA fragmantasyonlarmin belirlenmesinde agaroz jel elektroforezi, TUNEL (Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling), in situ hibridizasyon teknigi;
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apoptozise 6zgii proteinlerin saptanmasinda ise anneksin—V yontemi ile flow sitometri

kullanilir (89, 90).

Hematoksilen boyast kromatini boyadigindan dolayr 151k mikroskobunda
hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlarda apoptotik hiicreleri niikleus
morfolojilerine gore degerlendirmek mimkiindiir. Hiicresel kiigiilme, kondanse olmus ve
¢ekirdek zarinin periferinde toplanmig kromatin, karyoreksis ve karyopiknozis gortilebilir
(92).

DNA kiriklarmin in situ olarak tanmnmasi TUNEL yOntemi ile saglanir.
Konvansiyonel parafin kesitlerde, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ve
nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak apoptotik
parcalanma sonucu DNA uglarinin in situ isaretlenmesinin ardindan floresan veya

enzimatik goriintiilenmesi apoptotik hiicreleri diger hiicrelerden ayirt etmektedir (92, 93).

4.6. Cisplatin

Cisplatin “‘Cis-diamminedichloroplatinum (I1)>* a¢ik formiillii, kare diizlemsel
geometriye sahip, amonyum ve klor atomlar1 ile ¢evrili agir metal (platin) koordinasyon
bilesigidir (Sekil 3). Bilesigin cis ve trans olmak iizere iki izomeri vardmr. Cis formu
sitotoksiktir ve suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir. Oda sicakliginda beyaz veya koyu sar1 ya

da sari-turuncu Kristal tozdur (94).

Cl Cl
Npt”
VY

HaN NH,

Sekil 3. Cisplatinin kimyasal yapist (Shahid’den, 95).

Peyronie’nin kloriirii olarak bilinen Cisplatin diinyada ilk olarak 1845 yilinda
Michele Peyronie tarafindan sentezlenerek tanimlandi (96). Kimyasal yapist ilk olarak
1893 yilinda Alfred Werner tarafindan aydinlatilmistir. Sonrasinda Cis’in antineoplastik
aktivitesi 1965°te Amerikan biyofizik¢i ve kimyaci Barnett Rosenberg tarafindan tesadiifen

bulunmustur (97).
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1960°’larda sitotoksik ozelliklere sahip oldugu kesfedilmis, 1965 yilinda Rosenberg
ve ark. tarafindan Escherichia coli bakterisinden kimyasal bilesik olarak izole edilmis ve

potansiyel tiimor biiylimesini baskilama 6zellikleri ¢alisilmistir (96).

Ik kez 1971 senesinde kanserli hastalarda basariyla uygulanmaya baslanmustir. 1k
klinik ¢alisma 1972 yilinda Rossof ve arkadaglari tarafindan yaymlanmistir (98).
1970’lerin sonunda, germ hiicre kanserlerinin sistemik tedavisinde anahtar bilesen olarak
yerini almistir. Kanserde yaygin olarak kullanilan birgok kemoterapi ilaci arasinda,
Cisplatin en ¢ok ilgilenilenlerden biridir (99). Cisplatin, 1978°’de Amerika Gida ve Ilag
Kurumu tarafindan yumurtalik ve testis kanserinde kullanilmak tizere ilk tanimlanmis ve

onaylanmuis platin bilesiktir (100).

Klinik caligmalarda, cisplatin genellikle giiclii antitiimor aktivitesi nedeniyle segilir.
Testis, yumurtalik, mesane, serviks, 0zofagus, bas-boyun tiimorleri ve kiigiik hiicreli
akciger kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir (101). Ancak renal

toksisite, bulanti, kusma gibi bir¢ok yan etkileri mevcuttur (102).
4.6.1. Cisplatinin Hiicre Icine Ahmis1

Cisplatin kemoterapisi; Cis’in intraperitoneal veya intravendz uygulanmasini igerir
(103). Cis’in, uygulama sonrast hemen hemen tiim dokulara ve hiicre i¢i organellere
dagildig1 belirlenmistir. Bununla birlikte yliksek konsantrasyonlar bobrek, karaciger ve
bagirsakta, en diisiik konsantrasyon ise beyinde bulunmustur (104, 105). Hiicre i¢inde Cis
esas olarak sitosol, mitokondri, ¢ekirdek ve lizozomlarda birikmektedir (106). Diisiik
molekiiler agirh@i ve degismeyen karakteri nedeniyle, uygulandiktan 5 giin sonra Cis’nin

%27-45’i idrar ile viicuttan atilir, kalan kismi ise viicutta <50 giin boyunca tutulur (107).

Ilk zamanlarda Cis pasif difiizyon yoluyla hiicre icine alindigi diisiiniilmiistiir.
Fakat yapilan son ¢aligmalar bir bakir transport proteini olan ‘copper transporter 1’in
(CTR1) cisplatinin hiicre igine aktif olarak alinmasinda etkili oldugunu gostermistir (94).
Insan hiicrelerinde, cisplatinin, CTR1’in hizli bozunmasin: tetikledigi ve bunun sonucunda

cisplatin akiginin azaldigi ve ilaca direng kazanildigi teyit edilmistir (108, 109).

[lacin aktivitesi, ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonundan etkilenir. Cis
yiiksek konsantrasyonda kloriir iyonlar1 (100 mM) nedeniyle kan i¢inde bozulmadan kalir.
Bununla birlikte, Cis hiicrelerin i¢inde, diigiik kloriir iyonu konsantrasyonunda (<103 mM)

aktivitesini artirir. Cis, bir veya her iki kloriir grubunun, pozitif yiiklii tiirler iireten su veya
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hidroksil ligandlari ile degistirilmesi sonucu hiicre i¢i hidrolize ugrar. Bu sulandirilmis Cis
formlari, biyomolekiillerin niikleofil merkezleriyle kolayca reaksiyona girebilir ve
sitotoksik hidroksil radikallerini olusturmak iizere hidrojen iyonlarini kaybedebilir (110).
Plazmada, toplam platinin sadece %2’si sulandirilmis formda bulunur; bununla birlikte Cis

hiicrenin i¢ine girdiginde bu oran %42’ye ¢ikmaktadir (111).
4.6.2. Cisplatinin Etki Mekanizmasi ve Toksisitesi

Metaller, insan hiicresindeki biyolojik islemlerin ¢ogu i¢in gerekli olsa da, cisplatin
apoptozisin indiiklenmesine neden olan bir metalik-platinyum katyonudur (112).
Cisplatinin bircok mekanizmada rol oynadig1 bulunmustur. Son kirk yildir, bir¢ok hiicresel

hedef belirlenmis ve bunlar 5 boliim altinda toplanmaistir.
(1) DNA hasar1

(2) Sitoplazmik organel disfonksiyonu: endoplazmik retikulum stresi ve

mitokondriyal disfonksiyon
(3) Hem kaspaz bagimli hem de 6liim reseptor aracili apoptotik yollar
(4) Oksidatif stres: Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile

(5) Inflamasyon: Tiimédr nekroz faktorii ve diger kemokinlerle apoptoz

indiiklenmesine aracilik etmektedir (113).

En iyi bilinen mekanizma DNA {izerindeki etkisidir (112). Cis’in hiicresel ortam ile
etkilesimi, kendisini DNA’ya yiiksek afinitesi olan pozitif yiikli bir elektrofile
doniistiirmekte ve DNA c¢apraz baglar1 olusturmasina neden olmaktadir (94). DNA’daki
guanin ve adenin N7 atomlari, platin kompleksleri igin ana baglanma bolgeleridir (114).
Cis sitotoksisitesi, guanin molekiillerinden N’ ve O° arasinda interstrand veya intrastrand
capraz baglanmasi ile iligkilidir (115). Intra veya interstrand capraz baglari, ¢ift sarmalmn
hem biikiilmesine hem de gevsemesine sebep olarak DNA yapisinda biiyiik lokal
carpikliklarina neden olabilmektedir. Capraz baglardan cis-Pt(NHs),-d(GpG) (toplamin
%60-65’1) ve cis-Pt(NH3),-d(ApG) (22-30%) etkilesimin en fazla olusan yapilaridir (114).
DNA-platin kovalent baglar1 replikasyon, transkripsiyon, translasyon ve DNA onarimi
dahil olmak {izere temel hiicresel siiregleri inhibe ederek kanser hiicrelerinde apoptoza

neden olmaktadir (115).
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Oksidatif stres, cis toksisitesinde yer alan en onemli mekanizmalardan biridir.
Mitokondri, Cis kaynakli oksidatif stresin birincil hedefi olup, mitokondriyal protein
stilfhidrit grubunun kaybi, kalsiyum alim inhibisyonu ve mitokondriyal membran
potansiyelinin azalmasi ile sonuglanir (116). Cis hiicre DNA’sinda meydana getirdigi
sitotoksik etkilerin yani sira, mitokondriyal DNA’ya dort ila alt1 kat daha yiiksek oranda
toksik etkisi yapmaktadir (117). Mitokondriyal DNA (mtDNA) ile etkilesime girerek
mtDNA replikasyonu ve mitokondriyal gen transkripsiyonunu inhibe etmektedir (110).
Degistirilmis mtDNA, elektron tasima zincirinde yer alan anormal ve/veya fonksiyonel
olmayan proteinlerin sentezine yol acarak mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadir.
Cis ile indiiklenen mitokondriyal fonksiyonel hasar, bozulmus solunum zinciri yoluyla
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)  asir1 iretilmesine ve hiicresel oksidatif stresin
indiiklenmesine neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi Cis tedavisinin
dozu ve siiresine baglidir (118). Cis araciligiyla olusturulmus reaktif oksijen tiirleri
kaspazlarin aktivasyonunu indiikleyerek apoptozun uyarilmasinda Onemli bir rol
oynamaktadir. Tim kaspaz iiyeleri arasinda, kaspaz-3 Ozellikle hiicre iskeletinde
bozulmaya, niikleer 6liime ve diger hiicre degisikliklerine neden olan 6nemli bir apoptotik

efektordiir (119)

Cisplatinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda rol oynadigi, timor
baskilayic1 protein p53°i etkiledigi, 6liim reseptor-tiimoér nekroz faktorii etkilesimi ve
intrinsik kaspazlar yoluyla apoptozisi indiikledigi ve mitokondriyal disfonksiyona neden
oldugu gosterilmistir. Ayrica, cisplatin apoptozisi tesvik eden sitokrom c ve kaspazlarin
mitokondriyal salinimina neden olmaktadr (112, 120). p53 ve p38 proteinlerinin ve
ekstraseliiler regiile edici kinaz 1/2 (ERK1/2) sinyal yollarinin aktivitesini de arttirmaktadir
(121). Mitokondrinin yani sira endoplazmik retikulum (ER) tizerindeki stres yoluyla

hiicrede kalsiyum sinyalizasyonunu etkilemektedir (112).

Cisplatin nefronun farkli bolgelerinde farkli nefrotoksik etkilere sahiptir. Damar
yaralanmasinin yani sira tiibiiler hasara, interstisyumda inflamatuar hasara neden

olmaktadir (122).

Cisplatinin birgok sistem iizerinde toksisitesinin oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
gastrointestinal ~ toksisite, renal  disfonksiyon,  hepatotoksisite, = norotoksisite,
miyelosupresyon, spermiotoksisite ve ototoksisite Cis’in iyi bilinen toksik etkileridir ve bu
toksisite profili klinik etkinligini biiyiik dlgiide azaltmistir (107).
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En yaygin Cis ile iliskili klinik semptomlar arasinda, bulanti, kusma, anoreksiya,
kilo kaybi, bozulmus gastrointestinal fonksiyonlar, diyare, gecikmis mide motilitesi,
mukozit, malabsorbsiyon ve tedavi rejiminin tamamlanmasindan sonra uzun siire devam
edebilen mukozal bariyer bozuklugu yer almaktadir (123, 124). Kemoterapi alan hastalarin
yaklasik %70-80’inin bulant1 ve/veya kusma yasadigi, %67’sinde diyare oldugu tahmin
edilmektedir. Bu rahatsiz edici doza bagli yan etkiler, hastanin yasam kalitesi ilizerinde
onemli bir olumsuz etkiye sahiptir ve ayni zamanda doz azaltimlarina, gecikmelere ve
hatta kanser tedavisinin kesilmesine de yol acabilmektedir. ishal, 6zellikle de ndtropenti ile
birlikte ortaya ¢iktig1 zaman, Cis kemoterapisinin ciddi, zayiflatic1 ve hayati tehdit eden bir

komplikasyonu haline gelebilmektedir (123).
4.7. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve tiilkenmesi arasindaki dengesizligin
sonucu olarak, asir1 miktarda ROS artis1 oksidatif stresi tanimlamaktadir. Ayn1 zamanda
oksidatif stres, artmis serbest radikal olusumunun yani sira koruyucu antioksidan savunma

sisteminin azaltilmig aktivitesinin de yansimasidir (125).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektrona sahip atom veya
molekiillerdir. Bunlar, metabolik siirecler ve ¢evresel oksidanlarin etkisi ile endojen ve
eksojen kaynakli olabilmektedir (126). Endojen stres genellikle sinyal yollarindan,

metabolik veya inflamatuar siireclerden tiiretilmekte olup hiicre i¢i kokene sahiptir (127).

Serbest radikaller; hiicresel solunum, fagosit aktivasyonuna neden olan mikrobiyal
enfeksiyonlar, yogun fiziksel aktivite, sigara dumani, alkol, iyonize veya UV isinlar,
pestisitler veya ozon gibi toksinlerin etkisi ile de iiretilebilmektedir. Fagositlerde olusumu,

cesitli bakteri ve mantar tiirlerine karsi savunma mekanizmasida ¢ok 6nemlidir (125).

ROS; normal metabolik siire¢lerin bir yan iiriinii olarak olusturulan, stabil olmayan,
reaktif, kismen indirgenmis oksijen tiirevlerine deginen kolektif bir terimdir (128).
Oksidatif stres kosullarinda tiretilen asir1 ROS; hiicresel proteinlere, lipidlere ve DNA’ya
zarar verebilir ve hiicrelerde Oliimciil hasarlara neden olabilir (116). Bu radikaller
bagisiklik sisteminde, noral sistemde, enfeksiyonda ve kanser gelisiminde Onemli bir

modiilator faktor olarak tanimlanmaktadir (129, 130).
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Fizyolojik kosullar altinda, ROS siirekli olarak mitokondri tarafindan
uretilmektedir. En yaygmlar: stiperoksit radikali (O2”), hidrojen peroksit (H20-), hidroksil
radikali (OH") ve singlet oksijendir (*O5) (131).

Stiperoksit radikali (O2”), aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron
alarak indirgenmesiyle meydana gelir (132). Bu nétrofiller, monositler, makrofajlar ve

eozinofiller tarafindan siirekli sentezlenmektedir (133).

Hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit veren herhangi bir sistem tarafindan
tiretilebilir. Oksidazlarin (iirat oksidaz, glukoz oksidaz, D-aminoasit oksidaz) mevcudiyeti,
iki elektronun molekiiler oksijene aktarilmasiyla dogrudan hidrojen peroksit sentezine
neden olabilir. H,0,, metal iyonlariyla etkilesimi sonucu yiiksek oranda reaktif radikal
tiretebilir (134). H,O2’nin dogrudan etkisi; hem protein yapisina yapilan saldir1 ile demir
salimmini, enzim inaktivasyonunu, DNA, lipit, -SH gruplari ve keto-asitlerin

oksidasyonunu igerir.

Fenton tipi reaksiyonlardan kaynak alan hidroksil radikalleri (OH"), yiiksek
derecede zarar verebilen molekiillerdir. Bunlar DNA, proteinler, lipitler, amino asitler,
sekerler ve metaller ile etkilesime girebilen en giiclii oksitleyici radikaller olarak rapor
edilmistir. Bu reaksiyonlar hidroksil radikallerinin reaktivitesi, kisa 6mrii ile iliskilidir ve

hidrojen ¢ikarma, eklemenin yanisira elektron transferini igerir (135, 136).

Singlet oksijen, eslesmemis elektronlara sahip olmadigi igin radikal Ozellikte
degildir. Serbest radikal reaksiyonlarini baslatir ve benzer reaksiyonlarin sonunda da
olusmaktadir (137). Bunlar sitoplazmik membranlarin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisindaki doymamus asitleriyle tepkimeye girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi
yag asitler, alkoller, etan ve pentan gibi bir¢cok lipid peroksidasyon iiriiniinii meydana

getirirler (138).

ROS, farkli biyomolekiiller, lipidler, DNA, proteinler ile reaksiyona girer ve
bunlarda oksidatif hasara neden olur. Bu reaksiyonlar arasinda lipid peroksidasyonu, hiicre
ve membran proteinlerinden tiyol gruplarinin uzaklastirilmasi, DNA zincir kopmalar1 ve

baz degisiklikleri yer alir (139).

Lipit oksidasyonu, hiicre zarlarina kars1 zararl bir potansiyele sahiptir. Doymamig
yag asitleri esas olarak oksidasyona karsi hassas oldugundan OH" ile peroksidasyona

baslamaktadir (140). Lipidler iizerindeki oksidatif saldir1 ayn1 zamanda malondialdehid ve
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4-hidroksinonenal gibi reaktif aldehitlerin olusumuyla sonuglanir. 4-hidroksinonenal
proteinlere baglanabilir ve iglevlerini bozabilir (141). Malondialdehit (MDA), ¢apraz bag
Olusturmak i¢in proteinler veya DNA iizerindeki birincil aminler ile reaksiyona girebilen
bir dialdehittir (142).

4.8. Antioksidanlar

Reaktif oksijen radikallerinin olusmasmi ve bu radikallerin ortaya c¢ikardigi
hasarlar1 engelleyen savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da
“antioksidanlar” denir (143). Antioksidanlar biyolojik sistemi, serbest radikallerin neden
oldugu zararh oksidatif siireglerden koruyarak oksidatif stresi en aza indirmeye, kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar ve yaslanma riskini azaltmaya yardimc1 olmaktadirlar.

Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), lipitte
¢Oziinen E vitamini, karotenler, suda ¢oziinebilir C vitamini gibi viicuttaki enzimatik ve
non-enzimatik antioksidanlar ile birlikte ¢ogunlukla meyve ve sebze tiikketiminden elde
edilen diyet antioksidanlari, serbest radikallere kars1 bityiik bir denge kurmaktadir (144).
SOD, siiperoksit radikalini O," hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene (O5)
ceviren enzimatik bir antioksidandir. Insanlarda SOD un ii¢ formu bulunmaktadir. Bunlar;
sitozolde bakir ve ¢inko igceren form, mitokondride manganez iceren form ve ekstraselliiler

sivilarda bulunan formdur.

GSH-Px, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H,O,’den kaynaklanan oksidatif
hasara kars1 hiicreleri koruyarak H,O,’den OH’nin olusmasmi engellemektedir. GSH-PX,

her biri bir selenyum atomu i¢eren dort protein alt biriminden olusmaktadir (145).

Cogunlukla meyve ve sebze tiiketiminden elde edilen diyet antioksidanlari, farkli
biyomolekiil siniflarina mensup, farkli renklerde, coklu biyoaktif etkilerden sorumlu
yaygin bir grup molekiilden olusmaktadir. Bunlardan bazilar1 kanser ve benzeri
hastaliklarin onlenmesinde daha Onemli bir rol oynarken, bazilar1 ise dejeneratif

hastaliklarla daha etkin miicadelede kullanilmaktadir (146).
4.9. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, diger ad1 ile polifenoller, bitkilere renklerini vermekte ve onlar1
pek cok dis faktore karsi korumaktadir (147). Bitkiler, sekonder metabolitler olarak
8000°’den fazla farkli polifenol tiretmektedir. Kimyasal olarak polifenoller, bir benzen

halkasina bagli bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip bilesiklerdir (148).
27



Serbest radikallerin; niikleik asitler, proteinler ve lipitlerde oksidatif hasara neden
oldugu iyi bilinmektedir. Antioksidanlar olarak islev goren fenolik bilesikler, zararli
serbest radikalleri temizler ve boylece hayati biyolojik molekiilleri korurlar (149). ROS;
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi ¢esitli oksidasyona bagli hastaliklarin
gelisiminde rol oynamaktadir. Son zamanlardaki epidemiyolojik c¢aligmalar, meyve ve
sebzeler acisindan zengin diyetlerin, bu hastaliklarin daha az siklikta goriilmesini
sagladigma isaret etmektedir (150, 151). Meyve ve sebzelerden dogal diyet
antioksidanlarinin alinmasmin; glutatyon, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon-
transferazin aracilik ettigi enzime bagli savunma cevabmin islevini artirdigi da

bilinmektedir (152).

Polifenollerin ¢ift lipit katmanlarina niifuz etme kabiliyeti hi¢ siiphesiz oksidasyona
kars1 korumada c¢ok onemlidir. Iki tabakanmn polar olmayan bdlgesinde bdliinen
polifenoller, iki mekanizma ile lipit oksidasyonunun yayilmasini Onleyebilirler: (i)
intramembran radikallerini yakalayarak ve / veya (ii) lipit zincirlerini ve lipid zincirlerini
diizene sokan ve radikallerin ¢ogalmasini engelleyen membran akiskanligii artirarak

(153).

Hastaliklarin yonetiminde de fenolik bilesiklerin kabiliyeti iyi tanimlanmistir.
Fenolik ekstraktlarin anti-bakteriyel, anti-iilser aktivitesi, anti-viral ve anti-fungal
ozellikleri belirtilmektedir (154, 155). Fenolik bilesikler hipersensitif reaksiyonlar1 ve
TNF-a aracili pro-inflamatuar yolaklari baskilayarak anti-alerjik 6zellik de gosterir (156).

Polifenolik bilesikler gibi dogal olarak olusan antioksidanlar, ndrodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in giivenli ve ¢ok islevli bilesikler olarak algilandiklar1 i¢in biiyiik
ilgi gormiistiir. Yapilan ¢caligmalar RA’nin, polifenoller grubunun en giiglii antioksidani

oldugunu goéstermistir (157).
4.10. Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit ilk olarak 1958 yilinda iki Italyan kimyager Scarpati ve Oriente
tarafindan biberiyeden (Rosmarinus officinalis) saf bir bilesik olarak izole edilmistir (158).
RA, Boraginaceae ailesinde yaygin goriilirken Lamiaceae ailesi i¢inde Nepetoideae alt
familyasi ile siirhdir. Yaygin olarak; adagay1 (Salvia officinalis), nane (Mentha piperita),
kekik (Thymus vulgaris), melisa (Melissa officinalis), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve
feslegen (Ocimum basilicum L.) gibi bitkilerde bulunmaktadir (159). RA, kafeik asit ve

3,4-dihidroksifenillaktik asitin dogal olarak olusan polifenol flavonoidin esteridir. Kirmizi-
28



turuncu renkte olan RA’nin molekiiler formiilii C1sH160s ve IUPAC ismi (2R)-3-(3,4-
dihidroksifenil)-2-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enoil] oksipropanoik asittir (160).

Ellis ve Towers’in 1970 yilindaki biyogenetik ¢alismalari iki aromatik amino asit
fenilalanin ve tirozinin, rosmarinik aside dahil oldugunu gdstermektedir. Ilging bir sekilde,
kafeik asit kismi sadece fenilalanin ve 3,4-dihidroksifenil-laktik asit kismi sadece
tirozinden olusmaktadir (161). Bu bilesikler antioksidan etkiye sahiptir. Bu sonuglar

Coleus blumei’nin hiicre kiiltiirleriyle benzer beslenme deneyleri ile dogrulanmistir (162).

Rosmarinik asitin kimyasal sentezi uzun siire sonra aranmis ve 1991°de Albrecht
tarafindan elde edilmistir (163). RA, her ikisi de orta konumda hidroksil grubu iceren iki
fenolik halkadan dogal olarak olusan hidroksillenmis bir bilesiktir. iki halka arasinda
karbonil grubu, doymamus bir ¢ift bag ve bir karboksilik asit grubu bulunmaktadir (Sekil 4)
(164).
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Sekil 4. Rosmarinik asitin yapis1 (Ferreira’dan, 165)

4.10.1. Rosmarinik Asitin Biyolojik Aktivitesi

Cogu bitki; kimyasal yapist ve biyoaktivitesi nedeniyle tibbi bitkiler olarak
tanimlanir. RA igeren bitkiler (Limon balsami, biberiye, kekik, adagay1 ve nane gibi),
yaygin olarak bahcelerde yetistirilmekte ve mutfakta pisirilmede kullanilmakla birlikte
gida koruyucularindan kozmetik iriinlere kadar genis bir uygulama alanina sahip olan

dogal iriindiir (16, 166).

RA’nin iyilestirici etkileri hem klinik uygulamalar hem de deneysel arastirmalarla

kanitlanmistir (167). Yiiksek biyolojik aktivitesi, kimyasal yapisi ve ozellikle de iki
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katekol kismu ile ilgilidir. Katekol, fenolik antioksidanlarin giiglii antioksidan aktivitesi i¢in

onemli bir yapitasidir (168).

Fenolik bilesikler serbest radikalleri ndtralize etmek i¢in elektronlar1 veya hidrojen
atomlarmi kolayca baglayabilirler ve sonugta ortaya ¢ikan fenoksil radikalleri enzimatik
olarak ana fenolik hallerine doniistiiriilebilir (169). Benzer sekilde, RA bir fenolik asittir ve
serbest radikalleri yakalayarak etkili bir antioksidan gorevi gérmektedir (170). Fenol, OH-
ve diger gruplar (katekol, fenolik asitler) H-bagislayic1 aktiviteleri nedeniyle RA’nin
antioksidan aktivitesini olustururlar. Fenoliklerin antioksidan kapasitesi, biiyiik Olciide
hidroksil gruplarinin sayisina baghidir. RA’da da oldugu gibi aromatik halkanin orta

pozisyonundaki hidroksil gruplari, antioksidan kapasiteyi biiytik dl¢iide artirir (171).

Suda ¢oziiniir bir polifenolik bilesik olan RA i¢in ¢ok sayida biyolojik aktivite
tammlanmistir. Bunlar arasinda anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-tiimér, anti-viral ve
anti-mikrobiyal 6zellikler bulunmaktadir (172-174). Terapotik hedefler arasinda Alzheimer
hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, atopik dermatit (AD) benzeri semptomlar ve alerjik
reaksiyonlar bulunmaktadir (175-178). Bunlarin yanisira peptik iilser, artrit, katarakt,
romatoid artrit ve bronsiyal astimin tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (166). Rosmarinik asit
gibi fenolik bilesikler kansere karsi da koruma saglayabilir ve Rosmarinus officinalis ve
Sanicula europaea gibi kozmetik endiistrisinde kullanilan bitkilerin anti-oksidan
aktivitesine katkida bulunurlar (179).

RA, siklooksijenazi inhibe ederek prostaglandin sentezini bloke etmesi nedeniyle
onemli bir anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir (180). Avrupa halk hekimliginde cesitli
rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bir¢ok ¢alisma, biberiye 6zlerinin, ¢esitli in
vitro ve in vivo ortamlarda anti-inflamasyon, anti-tiimor ve anti-proliferasyonda 6énemli rol
oynadigini gostermistir (181). Biberiye 6zlerinin anti-oksidan 6zelliginden sperm kalitesini
ve dogurganligini iyilestirmek igin de faydalanilmistir (21). RA’nin iskemi-reperfiizyon ve
karaciger hasar1 gibi oksidatif strese bagli patolojilerde etkili bir ajan oldugu da

gosterilmistir (182).
4.10.2. Rosmarinik Asitin Antioksidan Aktivitesi

RA, genellikle serbest radikal toplayici olarak kabul edilen bir fenolik bilesiktir
(168). Antioksidan etkileri temel olarak membran stabilizasyonu ve serbest radikal

yayilimini engellemesi ile iliskilidir (183).
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RA’nin lipozomlarin fiziksel ve oksidatif stabilitesini arttirdigi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu, T hiicreleri ve makrofajlardan IL-6 salinimini 6nemli dlgiide

azalttig1 rapor edilmistir (184).

RA, genotoksik etki gostermemektedir ve mikroniikleus sikligini ve doksorubisinin
neden oldugu DNA hasarmin derecesini onemli 6l¢lide azaltmaktadir. RA’nin anti-oksidan
aktivitesinin bu etkide rol oynadigi bildirilmektedir (185). Bazi arastirmalarda, RA’nin
reaktif nitrojen tiirleri, peroksinitrit ve diger cesitli ROS’larin atilmasi yoluyla biyolojik

sistemlerde antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (186).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Etik Kurul Onayi ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmig (Tarih: 04/10/2017; Protokol No: 2017/36) ve
KTU Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje Kodu: TYL-2018-7279).

5.2. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar

Calismada agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen Spraque Dawley cinsi 24 adet
erigkin erkek sigan kullanildi. Siganlarin tamami KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden saglanarak calisma siiresince siganlarin bakimi, beslenme ve
barinmasi bu merkezde bulunan sigan takip odalarinda ve dokularin eldesi de buradaki 6zel
olarak hazirlanmis cerrahi miidahale odalarinda gerceklestirildi. Bu sekilde cevresel stres
ve uyum problemi yasanmamasi amaglandi.

Deney siiresince, odalarm sicakligi 2242 °C, nisbi nem orani %50+5 ve 12 saatlik
karanlik/aydinlik dongiisii olacak sekilde ayarlama yapildi. Calisma siiresince siganlar,
standart su ve yem ile smirsiz beslendi ve standart Tip III kafeslerinde barmdirildi (Resim
2).

Resim 2. Siganlarin bakimi ve barinmasi
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5.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulama

Calismada kullanilan 24 adet erigkin Sprague Dawley sican, her grupta 6 tane
olacak sekilde rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Gruplardaki siganlara uygulanan islemler
asagidaki gibi dlizenlendi. Deney siiresince (7 giin) uygulanan islemler her giin ayn1 saatte
(9-10 saatleri arasi) gergeklestirildi. Uygulanacak Cis (50 mg/100 ml Kogak farma) ve
RA(536954-5 g, 96% Sigma-Aldrich Chemie Gmbh) dozlar1 literatiire uygun olarak
belirlendi (187, 188). Her giin taze olarak 50 mg/kg RA 1 ml hacimli serum fizyolojik

icinde ¢oziilerek hazirlandi.
Kontrol Grubu (n= 6): Herhangi bir uygulama yapilmadi.

Cis Grubu (n= 6): Tek doz 7 mg/kg Cis intraperitonal (i.p.) olarak deneyin 3. giinii
uygulandi.

Cis + RA Grubu (n=6): Deneyin 3. giinii tek doz 7 mg/kg Cis i.p. olarak ve deneyin ilk
giintinden bagliyarak 50 mg/kg RA 7 giin boyunca oral gavaj yoluyla uygulandi.

RA Grubu (n= 6): Deney siiresi boyunca (7 giin) oral gavaj yoluyla her giin 50 mg/kg RA
verildi (Resim 3).

Resim 3. Siganlara oral gavaj yoluyla rosmarinik asit verilmesi
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5.4. Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Deney siirecinin sonunda (8. giin) siganlar i.p. olarak verilen 90 mg/kg ketaminin
ardindan anestezi altinda kansizlastirma yolu ile sakrifiye edildi. Abdominal alt bolgeden,
orta hat kesilerek ilk olarak sag testise ait epididimis, sperm sayimi i¢in tris tampon
soliisyonu igeren viicut sicakligindaki petri kabma alindi. Sol testise ait epididimis ise

histolojik degerlendirmeler i¢in %10’luk formalin igine konuldu.

Cikarilan sol ve sag (yedek) testisler enine trimlendikten sonra her bir testisin ayni
yarist histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin soliisyonunda tespit islemine tabi tutuldu,
diger yarilar1 ise biyokimyasal degerlendirmeler i¢in eppendorf tiipleri icerisine almnip
biyokimyasal ¢alisma siirecine kadar KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD’da bulunan

sogutucularda -20°C’de muhafaza edildi.

Resim 4. Testis dokularmin ¢ikarilmasi
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5.5. Histolojik Islemler

5.5.1. Bouin Tespitinin Hazirlanis:

Testis dokusunun tespitinde kullanilan Bouin soliisyonunun hazirlanig1 asagidaki gibidir;
e Doymus pikrik asit ¢ozeltisi: 75 ml
e Formaldehit (%37): 75 ml
e Glasiyal asetik asit: 5 ml

Ik 6nce 75 ml doymus pikrik asit ¢dzeltisi 75 ml formaldehit (% 37) ile karistirilda.
Ardmndan tlizerine yavasca 5 ml glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karistirildi (189). Bouin

fiksatifine alinan testisler 72 saat 151k almayan kuru ortamda ve oda sicakliginda sakland:.
5.5.2. Isikk Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alimi, boyanmasi ve bu islemler icin gerekli olan
soliisyonlarin hazirlanmas1 KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Isik mikroskopik inceleme i¢in %10’luk formaldehit i¢indeki sol epididimisler ve
Bouin soliisyonu i¢indeki sol testis dokular1 72 saat fikse edildi. Daha sonra asagidaki gibi
sirasi, siiresi ve dereceleri verilen alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi ve ksilen
serilerinde saydamlasmasi saglanarak doku gémme cihazinda (HistoCore Arcadia C-H

Leica Minnesota, USA) parafin bloklar haline getirildi (190).

Dokularin takibi:

1. %70°1K etanol ........ccccoovveeiiieecee e 1 giin

2. %90°T1K €tanol ........cocovviiiiriiieie e 1 giin

3. %96° 11k €tanol ........coocvviiiiiiiee 1 giin

4. %100’HK €tanol........ccoveeiiiiiieiiiesie e 1 giin

5. %100’1TK €tanol.........c.cooveiieiiiiiiiereseee e 1 saat

6. KSIEN ..ot 5 dakika (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin igerisinde 58°C’de etiivde 15 dakika (3 kez) bekletildi
ve sonrasinda tekrar etiiv igerisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular oda sicakliginda bloklandi.
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Elde edilen bloklara 6ncelikle tam otomatik mikrotom (LEICA RM2255, Germany)
yardimiyla dokuya ulagsana kadar 20 pum’lik kesitlerle trimleme uygulandi ve dokuya
ulaginca dokudan 5 pm’lik ince kesitler alindi. Kesitler benmari i¢inde 37 °C’deki sicak su

izerinde kirigikliklarin agilmasi igin bekletildikten sonra lam iizerine alind1.
5.5.3. Hematoksilen & Eozin Boyama Y 6ntemi

Kesit alma islemi tamamlandiktan sonra lam iizerine aliman doku kesitleri
Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamas: i¢in zembile yerlestirildikten sonra parafinin
erimesi i¢in 45 dk boyunca tam otomatik doku boyama cihazmin (LEICA auto stainer XL,
Minnesota, USA) 58 °C’lik firininda bekletildi ve sonra ayni cihazda sirasiyla asagidaki
islemlerden gegirildi (191).

1. KSHEN o 5 dakika
2. KSHEN .o 5 dakika
3. %100°Tik etanol...........ccccvvvereeeeeeiiiiiiireee e 5 dakika
4. %96’k etanol ..........ccooeiiiiiiiii 5 dakika
5. %70°liK etanol ...........ccooiiiiii 5 dakika
6. DIStIlE SU ..o 1 dakika
7. HematoKsilen.........cccooveviiiiiiiicicc e 2 dakika
8. MUSIUK SUYU ...ooeeiiieeiiie e 5 dakika
9. Asitalkol.........coovvveeiii 1 kez batir-¢ikar
10. DIiStile SU......eeiieeiiiiiiicieee e 1 dakika
11, AmMONYaKIl SU....ccvveiiieiiiiiieiieesiie e 10 saniye
12. DIiStile SU...c.veiiiiiiiiiieeee e 1 dakika
13, EOZIN it 2 dakika
14, DIiStile SU......ooiviiiiiiiiiciice e 1 dakika
15. %70°liK etanol .........cocevieiiiie 5 dakika
16. %96’k etanol ..........ccevviiiiiiiie 5 dakika
17. %100’lik etanol............cccveiiiiiiiii 5 dakika



18, KSHEN ..o 5 dakika
19, KSHEN ..o 5 dakika
20. Entellan ile kapatild1.

5.5.4. Histolojik Ol¢iimler

H&E ile boyanmis testis preparatlarinda; seminifer tiibiil ¢api, germinal epitel
kalmlig, liimene dokiilen immatiir hiicrelerin bulundugu tiibiil sayis1, KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji Laboratuarinda bulunan Olympus DP 71
(Japan) kameral1 151k mikroskobunda (IM) (Olympus, BX51, Japan) Analysis 5 Research
(Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak her testiste 25 seminifer

tiibiil kesitinden hesaplandi.

Seminifer tiibiillerdeki spermatogenetik hiicreler, Sertoli hiicreleri ve interstisyel
alan ile birlikte epididimis dokusunun (en az 20 tiibiil kesiti) histolojik degerlendirmeleri
ve sag epididimisler kullanilarak yapilan sperm sayim degerlendirmesi yine ayni

mikroskopta gerceklestirildi ve gerekli fotograflar ¢ekilerek dijital ortama aktarildi.

Testis seminifer tiibiiliinde hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen skorlama sistemi

kullanildi (192, 193). Skorlama H&E boyali kesitlerde yapildi.
Johnsen skorlama sistemi (193);
10: Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatazoa var
9: Germinal epitel disorganize ve liimene dogru yi1gilma, spermatozoa var
8: Germinal epitel ¢ok sirali, ancak liimende 10°dan az spermatozoa var
7: Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid var
6: Spermatozoa yok, spermatid 10’dan az
5: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var
4: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5’den az
3: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var
2: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1: Seminifer tubul i¢inde hi¢ hiicre yok
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5.5.5. Sperm Sayisi, Hareketlilik, Canlihik ve Morfoloji Degerlendirmesi

Sperm sayimi amaciyla en fazla kullanilan aletlerden biri “Makler Sperm Sayim
Kamarasi (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel)” dir (Resim 5). 1978 senesinde Prof.
Dr. Amnon Makler bu kamaray1 sperm sayimi i¢in 6zel olarak gelistirmistir. Kamaranin 10
um derinliginde olmasi spermatozoonlarin tek bir diizlemde serbestce hareket etmesine
imkan vermektedir (194, 195).

Her grup ve gruplardaki her deney hayvanmi icin ayr1 hazirlanmis tris tampon
soliisyonu (pH: 7,5) igeren petri kaplarinda sag epididimisler hizli bir sekilde parcalandi ve
37 C%de 10-30 dk bekletilip spermlerin yiizdiiriilmesi saglandi. Bu Stvidan sperm sayimu,
motilite (hareketlilik), vitalite (canlilik) ve morfoloji degerlendirmeleri 151k mikroskobu

altinda (Olympus DP 71) yapild.

Sperm sayis1 ve hareketligini degerlendirmek i¢in makler kamarasinin merkezine
bir damla semen (5 pl) damlatildi ve makler kamarasinin kapagi kapatildi. Dort adet
kuvartz bacak sayesinde spermlerin 10 um derinlikte yiizmeleri saglandi. Isik
mikroskobunda (Olympus DP 71) 20X biiyiitmede 10 kare igerisinde motil ve non-motil
spermler sayild1 ve 10° ile carpilarak mililitredeki (x 10%/mL) sperm sayis1 belirlendi. Motil
sperm sayisinin toplam sperm sayisina orani hesaplanarak motilite yiizdesi (%) belirlendi.

Normal sperm konsantrasyonu (> 20x10°%/ml) dikkate almarak degerlendirme yapild: (194).

Vitalite degerlendirmesi i¢in hazirlanan semen 6rneginden lam tizerine 1 damla
semen fizerine insiilin enjektorii yardimiyla bir damla %1°lik eozin-Y damlatilarak
karigmalar1 saglandi ve preparat lamel ile kapatildi. Ardindan IM’da her Ornek icin
toplamda 100 adet olmak iizere canli (ecozin-Y ile boyanmayan) ve cansiz (eozin-y ile

boyanan) spermler sayilarak canlilik analizi yapild.

Morfolojik analiz i¢in elde edilen semen 6rnegi 3 dakika boyunca 1000 rpm’de
(dakidaki devir sayis1) santriflij edildi; siipernatant kismindan alian 0,5 ml’lik 6rnek, lam
tizerine yayilip kurutuldu. Kurutulan preperatlar 3 dakika etanolle fiske edildi ve %1°’lik
eozin-Y ile boyandi. Her bir hayvana ait 6rnekte 100 sperm sayildi ve anormal sperm %°’si

belirlendi (196).

Tris tamponu hazirlamsi: 121,14 g tris tartilip, yaklasik 200 ml distile suda
coziildiikten sonra IM HCl ile pH 7.4’e ayarland1 ve hacim 250 ml ye tamamland:.
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Resim 5. Makler Sayim Kamarasi

5.6. Immiinohistokimyasal islemler

Testisteki apoptozu degerlendirmek icin terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) deoxyuridine triphosphate nick end labeling assay (TUNEL) teknigi kullanilarak
seminifer tiiblil germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Nekroz alanlar1
bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi niikleuslu TUNEL (+) hiicreler apoptotik
hiicre olarak degerlendirildi. Mor renkte boyananlar ise nonapoptotik TUNEL (-) olarak
degerlendirildi. Her sigan testis dokusunda rastgele segilen 10 seminifer tiibiilde TUNEL
(+) hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina oranina gore apoptotik indeks (Al) (AlI= TUNEL
(+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayist x 100) hesaplandi (197).

5.6.1. TUNEL Boyama

TUNEL boyama igin parafin bloklardan 5 um’lik Kkesitler pozitif sarzli lamlara
alind1 ve bir saat boyunca 58 °C’lik etiivde yapilan deparafinizasyonun ardindan in situ cell
death detection kit, POD kiti kullanildi (11684817910 Roche diagnostic, Mannheim,
Germany). Elde edilen preparatlar 151k mikroskobu (Olympus BX-51) altinda incelendi ve
gerekli fotograflar ¢ekildi. Harris hematoksilen ile ¢ekirdekleri mavi-mor renge boyanan
hiicreler normal, kahverengi boyanan hiicreler ise TUNEL (+) (apoptotik) olarak kabul

edildi (190).
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Elde edilen bulgular 151k mikroskopa adapte kamera atagmani (Olympus DP71;
Olympus, Tokyo, Japan) ile fotograflandi1 ve biitiin dijital goriintiiler bilgisayar ortamina
aktarildi. Hiicre sayimlar1 Analysis 5 Research programi (Olympus Soft Imaging
Solutions, Germany) kullanilarak yapildi. TUNEL boyamada asagidaki basamaklara gore

sirastyla yapilarak tamamlandi.

L KSTIBN. e s 3x5 dakika
2. 90100 ELANONL. ..o e 2x5 dakika
3. 9096 BTANOL......cveieiie e 2x5 dakika
4. 9BT0 ELANOL......eiiieeee s 2x5 dakika
5. Distile suda y1kama L.........cccooeiiiiiiiiiie i 5 dakika
6. Phosphate buffer saline (PBS)’ de yikama 1..........cccccovvvivniininneneninnne. 2x5 dakika
A 1O PN (< ) TS 15 dakika
8. Distile suda y1Kama 2..........ccoiiiiiieiiiiiiis e 5 dakika
9. PBS’de Y1IKAMA 2.......eeiviieiieenie et sie s seese et es et nn e e 2x5 dakika
10. Large volume UV (Ultra V) blocK.........c.cccovviiiiiiciiie e, 10 dakika

11. 75 pg terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 ul TdT /dUTP

karisimi (37 °C etiiv, nemli Ortam).........ccoeveieeiesiieseiiie e s 1,5 saat
12. PBS’de y1IKama 3.......ccoeieeiecie ettt 2x5 dakika
13. 100 pl converter peroksidaz (37 °C’liK €tliV).....ccccevvververiesiesierininenne. 30 dakika
14. PBS’de y1IKAmMA 4.......oooveiieeieciie ettt st et enae s 3x5 dakika
15. 100 ul 3,3'-diaminobenzidine including kit (DAB) (Sigma, St Louis, MO,
USA) (karanlik Ortamda)..........c.ccveieiieeieeiesie e s e e evee s sr e 5 dakika
16. Distile suda yIKama 3........cccovieirierieniiie e s 5 dakika
L7 HEE ...ttt e e 2 dakika
18. Distile suda YIKAMA 4........cccooueriiieniiiieie e 5 dakika
19. %70 ELANOL. ... 2x5 dakika
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20. %095 €LANON. ..o 2x5 dakika
21. %100 BANOL.....c.eieeieiecee e 2x5 dakika
22, KSIIBIN L. 2x5 dakika
23. Entellan ile kapatma.

5.7. Biyokimyasal incelemeler

5.7.1. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olciimii

Cikarilan testislerden elde edilen dokularin yaklasik 50-100 mg’lik kismi1 MDA
Olciimii i¢in kullanildi. MDA 6l¢limii i¢in kullanilan dokular buz i¢inde 0.5 mL/L Triton
X-100 igeren %1.15’lik KCl ¢o6zeltisinden 2 mL konularak homojenize edildi.
Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda ilgili

Olgtimler yapildi.

MDA o6l¢iimii Mihara ve Uchiyama yontemine gore yapildi (198). Bu metodun
esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de

absorbansmin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

1- Doku homojenizasyon tamponu: 1.15 g KCI hassas terazide tartild1 ve son hacim

distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Olusan ¢6zeltinin {izerine 0.5 mL Triton X-100 eklendi.

2- %]1’lik H3POy4 ¢6zeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85°lik H3PO4 alind1

ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamland:.

3- Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartildi ve 50 mL distile suda
magnetik bar yardimiyla 10 dk karistirildi. Ardindan tizerine 50 mL asetik asit ilave

edilerek ¢oOziildii.

4- Standart ¢ozeltiler: 8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI ¢ozeltisine eklendi ve
50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olusan 10 umol/mL’lik ara stok ¢dzeltiden diliisyonlar
yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Tablo 1. Doku MDA seviyesi dlgiimii igin yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenat: 0.5

H;PO, 3
Tiyobarbitunik asat 1

Tablol’de verilen karisim vortekslendi. Ardindan 100 °C’de etiivde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapild1. Siipernatantlar ELISA
pleytine pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tim yapildi. Sekil 5’
deki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise nmol/g

doku olarak hesaplandi.
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Sekil 5. Doku MDA seviyesi 6l¢limii i¢in standart grafigi

5.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontemin modifiye edilmesi
sonucu yapildi (199). Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan siiperoksitlerin SOD
tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan boyasi

olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar yiiksek ise
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ortamdan o kadar ¢cok O, kaldirilacag i¢in reaksiyondan sonra olusan rengin siddetinde
azalma goOzlenir. Reaksiyon sonucu olusan renkli bilesigin absorbanst 560 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiiliir.
Kullanilan Cozeltiler:

1- 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi: 3.65 mg ksantin alind1 ve 80 mL deiyonize suda
¢Ozildi.

2- 0.6 mM EDTA cozeltisi: 8.93 mg EDTA alindi ve 40 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

3- 150 uM NBT cozeltisi: 4.9 mg NBT alind1 ve 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.
NBT ¢ozeltisi SOD reaktif karisimina en son eklendi.

4- 400 mM Na,CO; ¢ozeltisi: 1.01 g Na;CO3 alind1 ve 24 mL deiyonize suda
¢Ozildii.

5- 9%00.1°lik Bovin Serum Albumin (BSA) ¢cozeltisi: BSA’dan 12 mg alind1 ve 12
mL deiyonize suda ¢oziildii.

Yukaridaki bes ¢ozelti karistirilarak SOD reaksiyon karisimi elde edildi.

6- 2 M Amonyum siilfat ¢ozeltisi: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda
¢oziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.
7- 0,8 mM CuCl; ¢ozeltisi: 5.37 g CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda ¢6ziildii.

Spektrofotometrik 6lglimden hemen dnce olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanild.

8- 167 U/L ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 3,3 U/mL’lik orijinal siseden 101 uL almnip 2
mL’> ye amonyum siilfat ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik
hazirland1.

50, 25, 125, 5, 4, 3, 2, 0.5, 0.25 U/mL’ lik SOD standartlar1 kullanildi. SOD
standartlar1 pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik Tris-HCI ¢ozeltisi ile dilue edilerek hazirlandi.
Standart ve kore etanol/kloroform agsamasi uygulanmadi. Numuneler 4 kat dilue edildi.

SOD aktivitesi 6l¢liimii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 2’ ye gdre hazirlandi.
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Tablo 2. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler

Miktar (ml.)

Standart/Dilue Nunmne

SOD reaksiyvon karisumm

Ksantin oksidaz

25°C de 20 dakika karanhkta inkiibasvon
Baku klorin

560 nm’de spektrofotometrik dlgium

.25
1.25

0.

[
LA

0.5

Hesaplamalar esitlik 1’e gore % inhibisyon cinsinden yapildi ve Sekil 6’daki

standart grafik kullanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi ve diliisyon katsayis1 olan 4 ile

carpildi. Sonuglar U/g protein olarak hesaplandi. Protein Olgiimleri

72285-3 katalog

numarali Merck Millipore (ABD) Bikinkoninik Asit (BCA) protein assay kit kullanilarak

yapild1.
(-'\ Koér— A Numune)
% nhibisyon = x 100
A e
80
70
60
c
g. 50
2
N 40
' y =19,768x+31,879
= R?=0,9821
(=]
B 20
10
o
-0,5 0 0,5 1

log SOD aktivitesi (U /mL)

(Esitlik 1)

Sekil 6. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonlarin logaritmasina karst % inhibisyon

grafigi
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5.7.3. Protein Tayini

Protein tayini BCA yontemine gore yapildi. Yontemin esasi biiiret reaksiyonudur.
Cu*® iyonlar1 peptid azotlarma baglanir ve Cu*' iyonuna indirgenirler. ikinci bir
reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu** iyonlart BCA ile renkli bir kompleks olustururlar ve
bu rengin siddeti protein yogunlugu ile orantilidir. Olusan bu renk kompleksi 562 nm’de

maksimum absorbans gosterir.
Protein Tayininde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasa:

1. BCA c¢alhsma reaktifi: Her bir numune i¢in 200 pLL BCA ¢ozeltisi ve 4 pL
%4’liik bakir (IT) siilfat karistirildi ve BCA ¢alisma reaktifi olusturuldu.

2. Standartlarin hazirlanmasi: 2 mg/mL’lik BSA stok ¢6zeltisinden seri diliisyon
yapilarak 1000-500-250-125-62,5-31,25-15,63-7,81-3,90-1,95 mg/mL’lik standartlar ve

kor hazirlandi.

SOD  aktivitesinin  hesap edilmesinde kullanilan numunelerin  protein
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, 25 pL standart ve homojenizasyon tamponu (pH’s1 7.4
olan 50 mM’lik Tris-HCI) ile 4 kat seyreltilmis 25 uL numune pleyte yiiklendi. Uzerine
200 uL BCA caligsma reaktifi ilave edilip 30 sn calkalayicida karistirildi ve {izeri kapatildi.
37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra oda sicakligina gelmesi beklendi ve 562
nm’de Ol¢clim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Diliisyon katsayisi ile
carpilip konsantrasyonlar belirlendi. SOD aktivite hesaplamasi i¢in kullanilan protein

standart grafigi Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Protein standart grafigi (SOD igin)
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GSH-Px aktivitesinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin protein
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, 25 pL standart ve %0.9’luk serum fizyolojik ile 10
kat seyreltilmis 25 pL numune pleyte yiiklendi. Uzerine 200 pL BCA  GSH-Px
aktivitesinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin protein konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in, 25 pL standart ve %0.9’luk serum fizyolojik ile 10 kat seyreltilmis 25 pL
numune pleyte yiiklendi. Uzerine 200 uL BCA  working reagent ilave edilip 30 sn
calkalayicida karistirild: ve iizeri kapatildi. 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha
sonra oda sicakligma gelmesi beklendi ve 562 nm’de Olglim yapildi. Sonuglar mg/mL
cinsinden hesaplandi. Diliisyon katsayisi ile garpilip konsantrasyonlar belirlendi. GSH-Px

aktivite hesaplamasi i¢in kullanilan protein standart grafigi Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. Protein standart grafigi (GSH-PX i¢in)

5.7.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini

Dokuda GSH-Px o6l¢iimiinde Elabsicence firmasinin (USA) E-BC-K096 nolu GSH-
Px spektrofotometrik kiti kullanilmistir. Dokuda GSH-PX 6l¢iimii kit protokoliine uygun
sekilde yapildi. Hesaplamalar “Esitlik 2” ye gore yapildi.

_ ODNonenzyme tube — ODEnzyme tube
B ODStandard — ODBlank
x Concentration of standard (20 pmol/L) x Dilution factor

(Esitlik 2)

+ Reaction time + (Protein concentration of sample % The volume of sample)
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5.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Her bir gruba ait
biyokimyasal ve diger sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak verildi.
Gruplarin normal dagilimmin uygunluguna Kolmogorow- Simirnov testi ile bakildi.
Normal dagilima uymayan gruplar Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Anlamli gruplarin
ikili karsilagtirmalar1 Mann-Whitney U testleri ile yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda

istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05; diizeltme testlerinde ise anlamlilik diizeyi
p<0.008 kabul edildi.

47



6. BULGULAR
6.1. Morfometrik Bulgular

Istatistiksel analizler sonucunda; apoptotik indeks (AI), germinal epitel kalnlig,
limenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayisi, sperm vitalitesi ve sperm motilitesi

degerlendirmelerinde gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0.05).

Deney gruplarma ait testis dokularinda seminifer tiibiil ¢api, germinal epitel
kalinlig1, liimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1 ve doku hasar degerlendirmesi i¢in

yapilan Johnsen skorlamasina ait 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Elde edilen istatistiksel verilere gore; seminifer tiibiil ¢apinda, gruplar arasinda
istatistiksel anlamda bir farklilik bulunmadi. Germinal epitel kalinhigi, Cis ve CistRA
grubunda kontrol grubuna gore anlamh olarak azaldi; Cis+tRA ve RA gruplarinda ise Cis
grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. Liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil
sayis1 oraninda kontrol grubuna gore Cis, CistRA ve RA gruplarinda bir artig goriilse de,
bu artis sadece Cis grubunda anlamli olarak bulundu. Doku hasar degerlendirmesi i¢in
Johnsen skorlamasma ait yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda gruplar arasinda

anlamli bir farklilik bulunmad.

Tablo 3. Deney gruplarina ait morfometrik 6l¢iim sonuglari

Kontrol Cis Cis+tRA RA
ortalama+ SS ortalama+ SS ortalama+ SS ortalama+ SS

Seminifer Tiibiil
Cap1 (um)
Germinal Epitel
Kalinlig1 (um)
Liimenine
Immatiir Hiicre
Dokiilen Tiibiil
Sayis1 (%)
Johnsen Skoru 9.67+0.37 9.45+0.12 9.63+0.15 9.71+0.16

266.94+8.83 255.97+6.16 263.76+5.98 265.77+9.48

84.81+3.43 68.46+2.30° 77.35+0.73%° 79.70+4.00°

4.74+2.51 18.86+7.24°¢ 11.54+7.70 7.96+3.69

a: Kontrol grubuna gore Cis ve Cis+RA grubunda epitel kalinlig1 anlamli olarak azald:
(p<0.008).
b: Cis grubuna gore CistRA ve RA grubunda epitel kalinlig1 anlaml olarak artt1 (p<0.008).
¢: Kontrol grubuna gore Cis grubunda liimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1 orani
anlamli olarak artt1 ( p<0.008).
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6.2. Morfolojik Bulgular
6.2.1. Hematoksilen & Eosin Boyah Kesitlerin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Testis dokusunun histolojik incelemesinde; kontrol grubuna ait testis kesitlerinde,
seminifer tiibiiller, spermatogenik hiicreler, miyoid hiicreler ve Leydig hiicreleri normal

olarak izlendi ve patolojik bir bulguya rastlanmadi (Resim 6).

Resim 6. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E, X400).

Cis grubuna ait testis kesitlerinde, interstisyel alanda 6dem ve Leydig hiicrelerinde
atrofi goriildii. Peritiibiiler dokuda ondiilasyon, germinal epitel kalinginda azalma,
seminifer epitelde vakuolizasyon, nekroza gitmis primer spermatositler, bazal
kompartmanda spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri arasinda agilmalar izlendi.

Liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tubul sayisinda artis belirlendi (Resim 7).
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Resim 7. Cis grubuna ait testis dokusu. Peritiibiiler dokuda ondiilasyon (—), Sertoli
hiicresi ile spermatogonium arasinda agilma (1), Seminifer epitelde
vakuolizasyon (V), nekroza gitmis primer spermatositler (<), limende immatiir
dokiintii germinal hiicreler (%), interstisyel alanda 6dem (%) ve Leydig
hiicrelerinde atrofi (») izlenmektedir (H&E, X400).

CistRA grubuna ait testis dokusu kesitlerinde, interstisyel alanda yer yer 6dem
goriildii. Germinal epitelde az miktarda vakuolizasyon ve agilmalar ile az sayida nekroza
gitmis germinal epitel hiicreleri belirlendi. Cis grubuna gore, liimenine immatiir hiicrelerin
dokiildiigli seminifer tubiil sayisi, germinal epitelde vakuolizasyon ve agilmalar gibi

histopatolojik bulgular farkedilir sekilde azalma gosterdi (Resim 8).
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Resim 8. Cis+RA grubuna ait testis dokusu. Tiibiil duvarinda, hafif derecede ag¢ilma (1),

vakuolizasyon (V¥), nekroza gitmis germinal epitel hiicreleri (1) ve interstisyel
alanda 6dem (%) izlenmektedir (H&E, X400).

RA grubuna ait testis dokusu kesitlerinde, seminifer tiibiil ve interstisyel alan

elemanlarinda normal morfolojik yap1 gozlendi (Resim 9).
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Resim 9. RA grubuna ait testis dokusu (H&E, X400).

6.3. TUNEL Sonuclan

Deney gruplarma ait testis dokularinda TUNEL teknigi ile degerlendirilen
apoptotik indeks (Al) asagidaki Tablo 4°de ve resimlerde verildi.

Apoptotik indeks degerlendirmesine gore; Al’in Cis ve Cis+RA gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml dlglide arttigi, Cis grubuna gore ise CistRA ve
RA gruplarinda Al’in anlamli olarak azaldigi goriildi. RA grubunda AI’in, kontrol

grubuna gore artt1g1 belirlendi, ancak bu artis anlamli degildi.

Tablo 4. Deney gruplarina ait apoptotik indeks degerleri

Kontrol Cis CistRA RA
ortalama+ SS ortalamat+ SS ortalamat+ SS  ortalama+ SS

Apoptotik indeks (%)  2.10+0.64  22.72+9.50°  8.04+2.26% 4.8943.25"

a; Kontrol grubuna gore Cis ve CistRA grubunda Al anlamli olarak artt1 (p<0.008).
b: Cis grubuna gore CistRA ve RA grubunda Al anlamli olarak azaldi (p<0.008).

52



Resim 10. Kontrol grubuna ait testis dokusu. TUNEL (+) hiicre (—), TUNEL (-) hiicre
(=) (TUNEL, X400).

Resim 11. Cis grubuna ait testis dokusu. TUNEL (+) spermatogenetik hiicreler (—) ve
TUNEL (+) Leydig hiicreleri («=) izlenmektedir (TUNEL, X400).
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Resim 13. RA grubuna ait testis dokusu. TUNEL (+) hiicreler (—) (TUNEL, X400).

54



6.4. Semen Analizine Ait Bulgular

Deney gruplarina ait epididimal semen analizinde sperm total sayisi, motilitesi,

vitalitesi ve morfolojisinin istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo 5’de verilmistir.

Gruplar arasinda sperm sayis1 farkliliklari istatistiksel olarak anlamli degildi. Sperm
motilite orani, kontrol, CistRA ve RA gruplarina gore Cis grubunda azaldi; bu azalma
sadece RA grubuna gore anlamli bulundu. Sperm vitalitesi, Cis grubuna gore tiim
gruplarda bir artis gosterdi. Fakat bu artis sadece RA grubunda anlamli idi. Anormal
morfoloji orani kontrol grubuna gore Cis grubunda anlamli olarak artti (Resim 15). Bu
oran CistRA ve RA grubunda Cis grubuna gore anlamli olarak azald: Ikili
karsilagtirmalarda kontrol ve RA gruplar1 arasinda ve CistRA ve RA gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmada.

Tablo 5. Semen analizine ait ortalama ve standart sapma degerleri

Kontrol Cis CistRA RA

ortalama+ SS  ortalama+ SS  ortalama+ SS ortalama+ SS
(S)fféé? Saylst 10.3245.13  13.32+5.89  10.00+5.02 11.6743.49
Sperm Motilitesi a
(Hareketlilik) (%) 28.87+12.11 15.21+14.27 22.83+10.44 37.16+11.61
Sperm Vitalitesi b
(Canlilik) (%) 45.33+10.92 30.67+6.01 38.67+14.46 50.00+13.57
Anormal Morfoloji ) <715 47 313385320 146704830 1133£3.92°
Orani (%)

z: Cis grubuna gore RA grubunda sperm motilite orani anlamli olarak artt1 (p<0.008).

. Cis grubuna gore RA grubunda sperm vitalitesi anlamli olarak artt1 (p<0.008).

: Kontrol grubuna gore Cis grubunda anormal morfoloji orami anlamli olarak artti
(p<0.008).

: Cis grubuna gore CistRA ve RA grubunda anormal morfoloji oranit anlamli olarak
azald1 (p<0.008).
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Resim 14. Cis grubuna ait sperm hiicreleri. Canli (eozin-Y ile boyanmayan) (¥ ) ve cansiz
(eozin-Y ile boyanan) (% ) sperm hiicreleri (Eozin-Y, X400).

Resim 15. Cis grubuna ait sperm hiicre morfolojileri. Normal (% ), bas anomalisi (¥ ) ve
boyun anomalisi (—) olan spermler (Eozin-Y, X200).
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Resim 17. Cis grubuna ait epididimis dokusu. Yiiksek prizmatikten algak prizmatige gecis
(<) (H&E, X400).
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Resim 19. RA grubuna ait epididimis dokusu (H&E, X400).
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6.5. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Deney gruplarina ait testis dokusunda MDA, SOD ve GSH-Px degerleri 6l¢iildi,

sonuglar istatistiksel agidan degerlendirildi ve grplar aras1 anlamli bir farklilik bulunamadi

(p>0.05) (Tablo 6).

Testis dokusunda MDA seviyesinde, kontrol grubuna gore, Cis ve Cis+RA
gruplarinda anlamli bulunmayan bir artma goriilirken, RA grubunda ise anlamli
bulunmayan bir azalma oldugu gorildi. Testis dokusundaki MDA seviyesinde, Cis

grubunda diger gruplara gére anlamli bulunmayan bir artig goriildii.

Testis dokusu SOD aktivitesi kontrol grubuna gore Cis, CistRA ve RA gruplarinda
azalmistir. Ancak gruplar arasindaki bu degisimlerde anlamli bir fark bulunmamistir. Cis
grubuna gore testis dokusundaki SOD aktivitesi, CistRA ve RA gruplarinda azalmistir;

ancak bu azalma anlamli degildir.

Testis dokusu GSH-Px aktivitesinde, kontrol grubuna gore CistRA grubunda
anlamli bulunmayan bir azalma goriilirken Cis grubunda ise yine anlamli bulunmayan bir
artis gorildii. Cis grubuna gore CistRA grubundaki azalma ile RA grubundaki artis ve

Cis+RA grubuna gore RA grubundaki artis da anlamli degildi.

Tablo 6. Doku biyokimyasi sonuglarinin degerlendirilmesi

Kontrol Cis Cis+tRA RA
ortalama+ SS ortalama+ SS ortalama+ SS ortalama+ SS

(';’('DEUA)(”mO'/ 9 1867442096  191.04+69.05  188.20445.71  180.50+29.81
SOD(U/mg 215241095  13.98+5.33 12.5744.95 10.9742.55
protein)

GSH-Px (UImg 5 50,6 40 3.9241.36 2.75+1.05 4554137

protein)

Parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Kanserin, ¢agin en dnemli hastaliklarindan biri olmasi nedeniyle kemoterapotik
ajanlar ve bunlarin istenmeyen etkileri halihazirda pek ¢ok arastirmacinin ilgi konusudur.
Bu istenmeyen yan etkileri gidermek i¢in ise antioksidan maddelere siklikla

basvurulmaktadir.

Kanser tedavilerinde kullanilan baglica kemoterapotik ajanlardan biri de
cisplatindir. Ciddi yan etkileri sebebiyle kullanimini sinirlansa da giliniimiizde cisplatin
hald mesane kanseri, serviks kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri, yumurtalik kanseri,
testis kanseri, bas-boyun skuamdz hiicreli karsinomlar1 gibi birgok kanser tipinin
tedavisinde kullanilmaktadir (2, 3). Bu durum ise cisplatini birgok arastirmanin konusu

haline getirmektedir.

Cisplatinin en yaygin yan etkilerinden biri de gonadal disfonksiyondur (5). Saglikli
testislerde Cis tedavisinin toksik etkileri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (6-8). Yapilan
calismalarda cisplatinin yan etkileri antioksidanlarla onlenmeye ya da tedavi edilmeye
caligiimaktadir. Turk ve ark., cisplatinin istenmeyen etkilerine karsi ellajik asit
uygulamasinin, Kaya ve ark. ise hesperidin uygulamasinin sonuglarini arastrmiglardir
(200, 201). Biz de g¢alismamizda cisplatin kullanimi ile siganlarda olusabilecek testis
hasarma kars1 rosmarinik asitin koruyucu etkilerinin olup olmadigini histolojik ve

biyokimyasal olarak arastirdik.

Deneysel caligmalarda cisplatinin; total sperm sayisi, motilitesi, vitalitesi, normal
morfolojili sperm sayis1 ve seminifer tiibiil ¢apinda azalmaya ayrica testikiiler dokuda
dejenerasyon, nekroz, 6dem gibi histopatolojik bozukluklara neden oldugu bildirilmektedir
(202). Turk ve ark., cisplatinin testis dokusunda 6dem, nekroz ve dejenerasyon
olusturdugu, germinal epitelde incelme ve bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik
aktivitede diisiis meydana getirdigini bildirmislerdir (200). Lirdi ve ark.’lar1, cisplatinin
testis dokusunda, seminifer epitel hiicrelerinde dejenerasyona, limene olgunlagsmamis
germ hiicrelerinin dokiilmesine ve peritiibiiler dokuda yer alan hiicrelerin morfolojilerinin

bozulmasina neden oldugunu rapor etmislerdir (203).

Favareto ve ark., cisplatin uygulamasinin, testislerde hiicre kayiplarmma ve germ
hiicrelerinin olgunlasmadan liimene dokiilmesine, seminifer epitelin germ hiicre igeriginin

azalmasina, Sertoli hiicrelerinin vakuolize bir hale gelmesine neden oldugunu
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bildirmiglerdir (204). Mohammadnejad ve arkadaslar1 cisplatin toksisitesinin testis
tizerindeki sonuglarini; atrofik seminifer tiibiil, bazal lamina ile spermatogoniyumlar
arasinda baglant1 kayiplari, germinal epitelde apoptozis ve nekrozis, peritiibiiler alanda
inflamasyon olarak belirtmiglerdir (205). Yine yapilan calismalar, cisplatine maruziyet
sonucunda Sertoli hiicrelerinin biizliserek yildiz sekli aldiklarini, bazal membrandan ve
komsu hiicrelerden ayrildiklarmi ve bunun sonucunda da hiicreler arasi1 bosluklarin arttigini
bildirmektedir. Cisplatinin Sertoli hiicre membranlarinda hasara yol agmasi1 nedeniyle bu
hiicrelerdeki endoplazmik retikulum ve miyofibril yapilarinin kasilip gevsemesi sonucu
germ hiicrelerinin olgunlasamadan limene dokiildiigii de ¢alismalarda belirtilmistir (206,
207). Biz de ¢alismamizda cisplatinin testis dokusunda morfolojik hasar olusturdugunu
gordiik. Cis grubunda; peritiibiiller dokuda ondiilasyon ve germinal epitelyum
kalinligindaki azalma ile birlikte yer yer vakuolizasyon goriildii. Nekroza gitmis primer
spermatositler ve liimene dokiilen immatiir hiicreler gozlenirken, bazal kompartmanda
spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri arasinda hafif derecede acgilmalar izlendi. Ayrica
interstisyel alanda 6dem ve yer yer Leydig hiicrelerinde atrofi goriildii. Cisplatine bagh
testis hasarmin arastirildigi pek ¢ok ¢alismada saptanan germinal epitelde deskuamasyona
bagl tiibiil liimeninde germ hiicre ddkiintiileri ve kaybi, interstisyel alanda 6dem varligi

calismamizin bulgularimi destekler niteliktedir (202, 208, 209).

Calismamizda, testis seminifer tilibiillerinde hasar degerlendirmesi icin
uyguladigimiz Johnsen skorlamasinin sonuglar1 tiim gruplarda birbirine olduk¢a yakin
bulunmus olup gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu
durum 7 mg/kg i.p. tek doz verilen cisplatinin testislerde Johnsen skorunu diisiirecek kadar
agir bir hasar vermemesinden kaynaklanmaktadir.

Sperm tiretimindeki azalma, cisplatinin germ hiicrelerinde toksik etki yaptigini
dogrulamaktadir (210). Bu gibi sitotoksik ilaglarin seminifer tiibiillerde hiicre 6liimiine yol
acarak spermatogenezi deprese ettigi bilinmektedir (202). Benzer ¢alismalarda da, cisplatin
uygulamasi1 sonucunda, sperm sayist ve hareketinde azalma, anormal morfolojiye sahip
sperm sayisinda ise artis gézlenmistir (200, 202, 209, 211). Rezvanfar ve ark. cisplatinin
canli sperm oranini da azalttigini bildirmislerdir (209). Kaya ve ark. tek doz 7 mg/kg i.p.
Cis wuygulamasminin ardindan Cis’in  sperm motilitesini ve epididimal sperm
konsantrasyonunu diigiirdiigiinii; anormal sperm oranini arttirdigini belirlemislerdir (201).

Tirk ve ark. da tek doz 7 mg/kg i.p. cisplatin uygulamasmnmin epididimal sperm
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konsantrasyonunu ve motiliteyi azalttigini, sperm morfolojik anomalilerini ise arttirdigini
bildirmektedir (200). Benzer sekilde Aksu ve ark., cisplatinin sperm yogunlugu ve
motilitesinde anormal degisikliklere sebep oldugunu belirtmislerdir (212). Bizim
calismamizdaki semen analizine ait verilerin istatistiksel analiz sonuglarina gore; sperm
motilite oran1 Cis grubuna kiyasla tiim gruplarda artmisti ancak bu artis yalnizca RA
grubunda istatistiksel olarak anlamli idi. Sperm vitalitesi de Cis grubuna gore tiim
gruplarda bir artis gosterdi. Fakat bu artis yine sadece RA grubunda anlamli olarak
bulundu (p<0,008). Total sperm sayisinda diger gruplara gore Cis grubunda anlaml
olmayan bir artig olsa da artan bu sperm sayisiin énemli bir kisminin anormal morfolojili
spermler oldugu belirlendi. Anormal morfoloji orani; kontrol grubuna goére Cis grubunda
anlamli olarak artmust1 ve tedavi (Cis+RA) grubunda ise Cis grubuna kiyasla anlamli bir
azalma vardi (p<0,008). Bu da rosmarinik asitin cisplatin toksisitesine bagl gelisen

anormal sperm morfoloji oranin1 etkin bigimde tedavi ettigini gostermektedir.

Testislerde, homeostazisin temini ve hasarli germ hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi
spontan apoptozlarla saglanmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi ise apoptozu arttiran dis
etmenlerdir (213). Peltola ve arkadaslar1 cisplatinin serbest radikal iiretimini artirdigini,
inflamasyonu ve apoptozisi tetikleyerek hiicrelerde hasara neden oldugunu belirtmislerdir
(214). Bir diger calismada, cisplatinin doza bagh olarak germ hiicrelerinde apoptozu
tetikledigi rapor edilmistir (8). Bu tetiklemenin, cisplatinin neden oldugu DNA kiriklar1
sonucu ortaya ¢iktig1 da bildirilen bilgiler arasindadir (215). Domitrovi¢ ve ark. ise RA ile
oksidatif stresin, inflamatuar yanitin ve apoptotik hiicre 6limiiniin baskilanmasinin, Cis
kaynakli bobrek hasarmin tedavisinde etkili olacagini belirtmislerdir (216). Hajhosseini ve
ark., calismalarinda; elektromanyetik alana maruz kalan si¢can grubuna gore rosmarinik asit
grubunda Sertoli hiicrelerinin apoptozis diizeyinin anlamli derecede azaldigini
belirtmislerdir (217). Lirdi ve ark. cisplatine bagli gelisen germ hiicre apoptozunun
saptanmasinda TUNEL yontemini kullanmiglar ve cisplatinin TUNEL (+) hiicre sayisini
anlaml1 bir sekilde yiikselttigini belirlemislerdir (203). Cisplatinin yol agtig1 testis hasarina
bitki 6zlerinin nasil tesir ettiginin arastirildigi bir diger ¢alismada da TUNEL (+) germ
hiicre sayisinda biiyiikk 6lgiide artis bildirilmistir (215). Biz de ¢alismamizda apoptotik
indeks (AI) tespiti amaciyla TUNEL yontemini kullandik. Degerlendirmelerimiz
sonucunda Cis grubunda Al’in kontrol grubuna gore anlamli derecede attigini gordiik.

Tedavi (CistRA) grubunda ise Cis grubuna gore anlamli derecede azalma mevcuttu. Cis
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grubundaki anlamli artigsa karsin CistRA grubundaki anlamli azalig, cisplatin ile birlikte
verilen RA’nin testiste cisplatin toksisitesini azaltarak koruyucu ve / veya tedavi edici etki

yaptigmin gostergesidir.

Lipit oksidasyonu, hiicre zarlarma karsi zararlt bir potansiyele sahiptir. Doymamis
yag asitleri esas olarak oksidasyona karsi hassas oldugundan OH" ile peroksidasyona
baslamaktadir (140). Lipidler lizerindeki oksidatif saldir1 ayn1 zamanda malondialdehid ve
4-hidroksinonenal gibi reaktif aldehitlerin olusumuyla sonug¢lanir (141). Malondialdehit
(MDA), ¢apraz bag olusturmak i¢in proteinler veya DNA iizerindeki birincil aminler ile
reaksiyona girebilen bir dialdehittir (142). Tirk ve ark., tek doz 7 mg/kg i.p. cisplatin
uygulamasi ile artan MDA diizeyinin, 10 giin boyunca oral gavaj ile giinde 10 mg/kg
dozunda wverilen ellajik asit tarafindan normale yakin diizeye distrildigini
gostermislerdir (200). Kaya ve ark. ise tek doz 7 mg/kg i.p. cisplatin uygulamasminin
ardindan 14 giin boyunca 50 mg/kg hesperidin uygulayarak cisplatin tarafindan yiikseltilen
MDA diizeylerini anlamli 6l¢iide diisiikk bulmuslardir (201). Zhao ve ark. da cisplatinin
sican testislerinde MDA igerigini arttirdigini bildirmislerdir (218). Ayrica RA’nin astrosit
kiiltliriinde tretilen MDA miktarini diisiirerek oksidatif strese karst koruma sagladigi,
H,02’nin indiikledigi hiicre hasarmi onledigi bilinmektedir (219). Hajhosseini ve ark.,
calismalarinda elektromanyetik alana maruz kalan sican grubuna goére rosmarinik asit
grubunun MDA diizeyinin anlamli derecede azaldigmni rapor etmislerdir (217). Biz de diger
gruplara gore Cis grubu testis dokularindaki MDA seviyesinde artis tespit etsek de
istatistiksel olarak gruplar aras1 anlamli bir fark bulamadik. Cis+tRA ve RA gruplarinda ise
Cis grubuna gore MDA seviyesinde az miktarda olsa bir azalma goriilmesi RA’nin

koruyucu etki yaptigina bir isaret olarak kabul edilebilir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) dokulardaki oksidan
hasara karsi koyan onemli antioksidan enzimlerdir. Zhang ve ark., RA tedavisinin,
karaciger ve bobrekte SOD ve GSH-Px aktivitesinde anlamli bir artig sagladigmi
belirtmiglerdir (220). Zhao ve ark. testiste yaptiklar1 bir ¢aligmada cisplatinin SOD ve
GSH-Px aktivitelerini azalttigin1 bildirmislerdir (218). Benzer sekilde Kaya ve ark.
cisplatin uygulamasminin SOD ve GSH-Px diizeylerini diisiirdiigiinii tespit etmislerdir
(201). Tirk ve ark., da cisplatinin GSH-Px diizeyini azalttigin1 bildirmislerdir (200). Bizim
calismamizda ise SOD ve GSH-Px aktivitelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamamaistir (p>0.05).
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Caliymamizda 3. giin tek doz 7 mg/kg cisplatin verildi ve 7 giinliik siirenin
sonucunda cisplatinin testis dokusunda histolojik yapiy1 bozdugu ve apoptozu indiikledigi
saptandi. Bununla birlikte antioksidan etkiye sahip dogal bir iirin olan RA’nin yedi giin
stireyle verilmesi sonucu, cisplatinin testiste olusturdugu hasarlarin 6nemli Olcilide
diizeltildigi gorildi. Ayrica saf antioksidan grubumuzdan elde ettigimiz sperm sayisi,
motilitesi ve vitalitesine ait verilerin kontrol grubuna ait verilerden daha yiiksek oldugunu,
anormal morfolojili sperm oranmin ise daha diisiik oldugunu gordiikk. Buna dayanarak
rosmarinik asitin saglikli insanlarda da sperm sayisini, kalitesini artrmak amaciyla
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, kanser tedavisi i¢in kullanilan cisplatinin histopatolojik ve
biyokimyasal analizlere gore testis dokusunda hasara yol agtigini, rosmarinik asitin ise bu
hasar1 onemli Olciide diizelttigini sdyleyebiliriz. Ancak RA’nin cisplatin kaynakli testis
hasar1 iizerine etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkli Cis ve RA dozu ve uygulama

siirelerine sahip baska ¢aligmalarada ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.
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