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ADRIAMISIN’IN OLUSTURDUGU TESTIiS HASARI UZERINE E ViTAMINi VE
SELENYUMUN KORUYUCU ETKIiSINiN iINCELENMESI
ALPARSLAN UNAL

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2018
Damsman: Prof. Dr. Saim OZDAMAR
OZET

Adriamycin (ADR), kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilacidir.
ADR kanser hiicreleri yaninda testis dahil bircok dokuda zararli etki gostermektedir.
Selenyum (Se) ve vitamin E iireme organlar1 ve kisirlik iizerine koruyucu 6zelliklere
sahiptirler. Bu ¢calismanin amaci, ADR ile indiiklenen testis hasarina kars1 E vitamini ve

Se’nin koruyucu etkisini arastirmaktir.

Deneyde her biri sekiz sigandan olusan sekiz grupta 64 hayvan incelendi. Bu caligmada
60 giinliik Wistar Albino cinsi si¢anlar kullanildi. 33 giinliik diyet boyunca; Kontrol
grubuna (1. Grup) ii¢ giinde bir toplamda 12 kez gavajla misir yag1 ve ii¢ giinde bir
toplamda 10 kez izotonik salin ¢ozeltisi verildi. ADR, tek uygulandig1 ve kombinasyon
seklinde uygulandig1 gruplara 2mg/kg/giin dozda ii¢ giinde bir toplamda 10 kez ip yolla
verildi. Vitamin E, tek uygulandigi ve kombine seklinde uygulandigi gruplara 200
mg/kg/giin dozda ii¢ giinde bir toplamda 12 kez gavajla verildi. Se, tek uygulandigi ve
kombinasyon seklinde uygulandig1 gruplara 2mg/kg/giin dozda ii¢ giinde bir toplamda
12 kez gavajla verildi. 33 giinliik diyetin sonunda hayvanlar ketamin ve Xxylazin
anestezisi altinda dekapite edilerek testis dokular1 alindi. Bu 6rnekler doku takibinden
gecirildi ve rutin boyama islemleri sonunda 151k mikroskobunda histopatolojik
degisimler gozlendi. Seminifer tiibiillerdeki degisikliklere bakilarak JTBS ile hasarin
derecesi tespit edildi. Biyokimyasal yOntemlerle, Once testis dokusundaki lipid
peroksidasyonunu ve antioksidan enzim aktivitelerini tayin etmek i¢in Malondealdehit
(MDA), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx)
aktivitelerine bakildi. Sonra kandaki serum Orneklerinden testesteron seviyeleri
Olciimlendi. TUNEL yontemiyle apoptotik hiicrelerin sayimi yapildi. Sonug olarak ADR
uygulanmasi sican testis dokularinda hasar olusturmustur. Vitamin E ve Se tedavisi

testis dokularinda kismen diizeltici etkiye sahip oldugunu kanitlamustir.

Anahtar Kelimeler: Adriamisin, Vitamin E, Selenyum, Testis, Sican
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF SELENIUM AND
VITAMIN E ON ADRIAMYCIN-INDUCED TESTICULAR INJURY

ALPARSLAN UNAL

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Histology and Embryology
M.Sc. Thesis, July 2018
Supervisor: Prof. Dr. Saim OZDAMAR

ABSTRACT

Adriamycin (ADR) is a widely used chemotherapy drug in the treatment of cancer.
ADR has harmful effects on many tissues including testis as well as cancer cells.
Selenium (Se) and vitamin E have reproductive organs and protective properties on
infertility. The aim of this study to investigate the protective effect of Vitamin E and Se

against ADR-induced testicular injury.

We studied 64 animals in 8 groups, each consisting of 8 rats. 60-day-old Wistar rats
used in this study. During the 33-day diet; control group (Group 1) received 12 times
corn oil and 10 times isotonic saline solution. ADR was administered alone and in
combination at a dose of 2 mg/kg/day, 10 times intraperitoneally. Vitamin E was
administered alone and in combination at a dose of 200 mg/kg/day, 12 times with
gavage. Se was administered alone and in combination at a dose of 2mg/kg/day, 12
times with gavage. At the end of the study, animals were decapitated under ketamine
and xylazine anesthesia and testicular tissues were collected. The tissues were passed
routine tissue follow-up procedure then histopathologic changes were observed on light
microscope after routine hematoxylin-eosin stain. The changes in the seminiferous
tubules were looked at. Accordingly, the extent of the damage was determined by JTBS.
Malondialdehyde (MDA), Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and
Glutathione Peroxidase (GPx) activities were examined by biochemical methods to
determine lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities in testicular tissue.
Testosterone levels were measured from the serum samples. Apoptotic cells were
counted by the TUNEL method. As a result, ADR administration caused damage to rat
testicular tissue. Vitamin E and Se treatment have provent to have a partial corrective

effect on testicular tissues.

Key words: Adriamycin, Vitamin E, Selenium, Testis, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser diinyada her yil milyonlarca insanin Oliimiine yol agan bir hastaliktir. Bu
hastaligin tedavisinde kullanilan yOntemlerden birisi de kemoterapidir. Antrasiklin
grubundan bir antibiyotik olan Adriamisin (ADR), kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir kemoterapik ilactir. Bu ilag; bas boyun tiiméorleri, mesane, prostat, losemi
gibi farkl tipte kanserlerin tedavisinde uzun zamandan beri kullanilmaktadir (1). Ancak
bir taraftan tedavi amaglh olarak kullanilirken ayn1 zamanda ADR’nin normal hiicreler
icin de toksik etkisi oldugu bilinmektedir. Bu etkiler arasinda en fazla bilineni ve en
tesirli olan1 kardiyotoksisitedir (2). Bunun disinda bobrek (3), karaciger (4), testis (5-7)

gibi dokularda da toksik etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalarda gdzlenmistir.

ADR’nin doku ve organlarda olusturdugu toksisitenin mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilamasa da oksidatif strese bagli olarak meydana geldigi {iizerinde
yogunlasilmaktadir (8). Oksidatif strese bagli olarak olusan reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) ve serbest radikaller giiniimiizde ateroskleroz, kanser ve yaslanma basta olmak
tizere cesitli hastaliklarla iligkilendirilmektedir. ROS, normal oksijen metabolizmasina
bagl olarak viicutta olusturulabildigi gibi disaridan ozon, x ray iginlari, sigara, hava
kirleticileri, endiistriyel kimyasallar ile de viicuda girebilmektedir. Organizmada dogal
olarak bulunan ve antioksidan olarak bilinen glutatyon, glutatyonperoksidaz (GPx),
katalaz (CAT), siiperoksitdismutaz (SOD) gibi maddelerin redoks tepkimelerine
katilarak ROS’u yok ettigi bilinmektedir. Bunun yaninda besinlerle viicudumuza
aldigimiz Vitamin A, Vitamin E, Vitamin C ile Se’nin de aralarinda bulundugu cinko,
bakir, gibi cesitli mineraller de antioksidan molekiiller olarak ROS’a kars1 koruyucu
etkisi vardir (9).

Kanser tedavisinde kullanilan kimyasal maddelerin kanser hiicrelerini farkli sekillerde

etkiledigi bilinmektedir. Ancak bu kimyasallar tedavi sirasinda kanser hiicreleri yaninda



normal saglikli hiicreleri de etkilemektedir (10). Son yillarda kanser ilaglarinin normal
hiicreleri etkilemelerini Onlemek icin ¢ok sayida calisma yapilmaktadir ve bu
caligmalarda koruyucu olarak cogunlukla dogal antioksidanlar kullanilmstir (11).

Vitamin E ve Se bu amacla kullanilan etkin antioksidanlardandir (12,13).

Disaridan hazir olarak da alinan Vitamin E, bitkisel yaglarda bol olarak bulunan dogal
bir antioksidandir ve insanlardaki etkin formu Alfa Tokoferol olarak bilinmektedir (14).
Alfa Tokoferol ile ilgili oldukca fazla calisma yapilmis olmasma ragmen kanseri
Onleyici yondeki etkileri hakkinda tam olarak fikir birligine varllamamistir (15).
Bununla birlikte, kalp ilizerinde yapilan c¢alismalarda, Vitamin E’nin kolesterol
oksidasyonunu engelleyerek aterosklerozu engelledigi ileri siiriilse de kalp iizerine
olumlu etkileri tizerine celiskili bilgiler vardir (15,16). Vitamin E’nin yararh etkilerinin
bulundugunu belirten bir caliymada, antioksidan etkisini lipit peroksidasyon zincir
baslama basamagini kirarak ya da dogrudan reaktif oksijen tiirevlerini siipiirerek

gerceklestirdigi ileri siiriilmiistiir (9).

Bir diger antioksidan olan Se, insanlar i¢in disardan hazir olarak alinan esansiyel bir
besin maddesidir. Pek c¢ok hiicre ici fizyolojik ve biyokimyasal siirecte rol oynayan
(17) bu molekiil, antioksidan savunma sisteminin yapisal bir bilesenidir. Se, reaktif
oksijen tiirevlerinin yok edilmesinde rol oynayan GPx enziminin kofaktoriidiir (18).
Bunun yaninda, genital sistemin normal gelisimi ve iireme fonksiyonlar: icin de gerekli

bir elementtir (19).

Farkli antioksidanlarm bilinen etkileri yanm sira, bunlarm ikili kombinasyonlarinin da
birlikte verilmesi ile koruyucu veya tedavi edici etkilerinin daha da artirilabilecegi
goriisiinii ortaya koyan calismalar mevcuttur. Bu kapsamda, Se’nin faydalarmin cogunu,
vitamin E ile birlikte sinerjistik olarak gosterdigi diisiiniilmektedir (20). Daha Once
yapilan calismalarda, Vitamin E ve Se’nin sinerjistik olarak etkili oldugu, oksidatif
strese karsi koruma (21) ve immiiniteyi kuvvetlendirme (22) de dahil pek ¢ok biyolojik

stirece etki edebilecegi gosterilmistir (23).

Biz de bu caligmada, antikanserojen bir antibiyotik olan ADR’nin testislerde
olusturabilecegi hasar iizerine Vitamin E ve Se’nin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesi ile
koruyucu etkisinin olup olmadigini biyokimyasal parametreler (MDA, SOD, CAT,
GPx) ve histolojik yontemler (1s1k mikroskobisi goriintiileri, JTBS, Apoptotik hiicre

sayimi) kullanarak incelemeyi amacladik. Boylece, kemoterapi sirasinda olusabilecek



doku ve/veya organ hasarlarinin antioksidan 6zellikleri olan Se ve Vitamin E takviyesi

ile en aza indirilebilecektir.



2.GENEL BILGIiLER
2.1.TESTIS

2.1.1. Testis Anatomisi

Testisler, erkek iireme hiicrelerini barindiran ve erkege 6zgii esey hormonlarini iireten,
skrotum igerisinde asili olarak bulunan erkek i¢ genital organlaridir (Sekil 2.1). Sagh
sollu bir ¢ift olarak bulunan testislerden soldaki sagdakine gore 1 cm daha asagida
yerlesim gosterir. Testislerin her biri 4 — 5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm

kalinliginda ve 10 — 14 gr agirhgindadir (24).

Testisin facies medialis ve facies lateralis olarak isimlendirilen iki yiizii, margo anterior
ve margo posterior olmak iizere iki kenari, ekstremitas superior ve ektremitas inferior
olarak adlandirilan iki ucu vardir. Testisin On kenari, her iki yiizii ve uclar1 diiz-konveks
olup i¢ periton zar1 ile kaplidir. Arka kenarinin sadece lateral kismi periton zari ile
cevrilidir. Periton barindirmayan medial bolime epididimis tutunmus olup buradan

testisin damarlari, kanallar1 ve sinirleri geger (25).



Internal obdigue Superficial inguinal ring

SLAES, o~ (end of inguinal canal)
Aponeurosrs ol external
obligue muscle {cut) T »—— Spormatic cord
Suspensory ligament
ol penis
Penis [cut] Duztus [vas)
doferens
Autonomic
nerve fibers
:F"— Pampiniform plexus
Middie seplum e
w1 of testicular veins
Cromaster muscls Voaticaler sievy
Epididymis
_— Tunica vaginalis
External spermatic 11 {from peritomeum)

Tascia Tunica albuginea

of testis

Superficial tascia ‘-. - Internal spermatic
Sorotuum r.mlll-ringulrlmmmlu ?‘-—-..‘ B k = 9’ fasain

Sekil 2.1: Testisin Anatomisi (26).

Testisler distan saglam, kalin ve esnekligi olmayan fibroz bir tabaka olan tunika
albuginea ile sarilidir. Tunika albuginea testisin arka kenarinda iceriye dogru girinti
yaparak mediastinum testisi olusturur. Burada testise giren ¢ikan arter, ven ve kanallar
bulunur. Tunika albuginea’nin i¢ yiizeyinden c¢ikan uzantilar mediastinum testise
uzanarak testis lobiillerini olusturur. Bu lobiillerin igerisinde tubuli seminiferi kontorti
denilen kanalciklar bulunur. Tubuli seminiferi kontortiler mediastinum testise
yaklastikca diizlesir ve birbirleriyle birleserek tubulus seminiferi rectileri meydana
getirir. Bunlar da mediastinum icerisinde bir araya gelerek rete testisi olusturur. Rete
testisten spermlerin depo edilip olgunlastifi yer olan epididimise uzanan kanallara
ductuli efferentes denir. Bunlar da epididimisin bas kisminda duktus epididimis denilen
kanallara acilir (Sekil 2.2). Epididimisin orta parcasi korpus epididimis, alt pargasi ise

cauda epididimis adin1 alir (24).

Testis, aortanin dal1 olan testikiiler arter tarafindan beslenir (Sekil 2.1). Testisin venleri,
spermatik funikulusu saran pamfiniform pleksusu sarar daha sonra kendi aralarinda
birleserek testikiiler veni olustururlar. Sag testiste bulunan testikiiler ven, vena cava
inferiora baglanirken; sol tarafta bulunan testikiiler ven vena renalis sisternaya baglanir.
Lenfatik drenaj, tunika vajinalisin yiizeyinde ve epididiymis ile testisin igerisinde

gerceklesir. Lenfatik venler, Spermatik funikulus ile beraber karin bosluguna girerler.



Daha sonra Testikiiler veni takip ederek aortun 6n ve yanlarinda bulunan lenf
nodiillerine acilirlar. Medulla Spinalisin T10 — T11. segmentlerinden kaynaklanan

sempatik sinir lifleri pleksuslar araciligiyla testise gelir (25).
2.1.2. Testis Histolojisi

Testis, sira digt bir kalinliga sahip fibroz bag dokusu yapisinda olan tunika albuginea
tarafindan cevrelenmektedir. Her bir testis kapsiilden uzanan bag dokusu yapisimdaki
septumlar tarafindan 250 kadar lobiile ayrilir (Sekil 2.2). Tunika albuginea, posteriorda
kalinlasir ve igeriye dogru mediastinum testisi olusturur. Kan damarlarinin, lenf
damarlarinin ve genital bosaltim kanallarinin testise giris ve cikisina mediastinum

aracilik eder (27).
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Sekil 2.2: Insan testisinin sagital kesitinin ve bosaltim kanallarinin sematik goriiniimii (27).

2.1.2.1. Seminifer Tiibiiller

Testis lobiillerinin her biri, icerisinde sperm iiretimini saglayan ¢ok sayida girinti ¢ikinti
yapan 1 ila 4 adet seminifer tiibiil ile Leydig hiicrelerini iceren bag dokusu yapisindaki

stromadan meydana gelir. Seminifer tiibiiller halka seklinde kivrimli borular olup bu



halkalarin uclar1 mediastinuma yakindir ve bu boéliimdeki tiibiiller devami kivrimli
olmayip diiz seyrederler. Seminifer tiibiillerin bu kismi diiz tiibiil ya da tubuli rekti
olarak adlandirilir. Bu boliimiin devaminda mediastinum icerisinde rete testis bulunur

(Sekil 2.2) (27).

Her bir seminifer tiibiil 30 — 50 cm uzunlugunda ve 150 — 250 mikrometre ¢apindadir.
Seminifer tiibiiller bazal membran iizerine oturmus 4-8 sirali hiicrelerden olusan
seminifer epitele sahiptir. Seminifer Tiibiil epiteli Sertoli hiicreleri ve spermatogenik

hiicrelerden meydana gelir (Sekil 2.3) (27).
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Sekil 2.3: insan seminifer epitelin sematik ¢izimi (27).

2.1.2.2.Sertoli Hiicreleri:

Komsu spermatogenik hiicreleri cevreleyen ve onlara desteklik saglayan prizmatik
hiicrelerdir. Bunlar ayn1 zamanda tiibiillerin yapisal biitiinliigiiniin korunmasindan da
sorumludur (27). Seminifer tiibiillerde yan yana uzanan Sertoli hiicreleri siki
baglantilarla birbirine baghdir. Bu baglantilar gap junction tipindedir. Bu yolla Sertoli
hiicreleri arasinda iyon degisimi gerceklesir. Sertoli hiicrelerinin esas fonksiyonu
spermatozoonu olusturacak hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek olup bunun

yaninda spermiyogenez sonucu olusan sitoplazma artiklarini1 fagosite etmek, olgun



sperm olusumunu saglamak, seminifer tiibiil liimenine protein ve iyon bakimindan
zengin s1vi salgilamak, spermatogenez icin gerekli testosteron miktarini arttiran
androjen baglayic1 protein (ABP) iiretmek, folikiil stimiile edici hormon ( FSH)
salimmmin1 Onleyen inhibin iliretmek, lireme organlarmin gelisimi esnasinda Miiller
kanallarmin gerilemesini saglayan Anti Miillerian Hormonu iiretmek gibi gorevleri de

vardir.( 28,29)
2.1.2.3. Spermatogenik Hiicreler:

Diizenli olarak cogalan ve olgun sperme farklilagan hiicrelerdir. Bu hiicreler,
primordiyal germ hiicrelerinden koken alirlar. Bunlardan en olgunlagsmamis olanlar:
spermataogonyum olarak adlandirilir ve epitel tabakanin en altinda bazal laminanin
izerinde yerlesiktirler. En olgun olan spermatogenik hiicrelere ise spermatid denir ve
bunlar da aralarda bulunan Sertoli hiicrelerinin apikal boliimiine tutunmuslardir (Sekil

2.3) (27).

Seminifer tiibiillerin bag dokusu fibroblastlardan yoksun gevsek bag dokusu
yapisindadir. Bu bag dokusu, seminifer epitelin iizerine oturdugu bazal laminanin
altinda, 3-5 tabakali kasilabilme 6zelligine sahip myoid hiicreler ile kollajen fibrillerden
olusur. Myoid hiicrelerin kasilabilme 6zelligi sayesinde spermatazoonlarin ve testikiiler
stivinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanallarina gecisi kolaylasir. Myoid tabakanin
disindaki bag dokusunda kan damarlari, lenf damarlar1 ve interstisiyel hiicreler olarak

bilinen Leydig hiicreleri bulunmaktadir (27). (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Insan testisinin 151k mikroskobunda gériiniimii (27).

2.1.2.4. Leydig Hiicreleri:

Sitoplazmasmda lipit damlaciklar1 iceren biiyiik, poligonal, eozinofilik boyanan
hiicrelerdir. Diger steroid salgilayan hiicreler gibi Leydig hiicreleri de diiz endoplazmik
retikulum yoniinden zengindir. Kolesteroldan testosteron sentezi icin gerekli enzimler
de bu organelin ¢okluguyla iligkilidir. Leydig hiicreleri, erken fetal yasam sirasinda
farklilasarak testosteron salgilarlar. Testosteronun salgilanmasi embriyonik gelisim,

cinsel olgunlagma ve iireme fonksiyonlar1 i¢in elzemdir (27).
2.1.2.5. Genital Kanallar

Seminifer tiibiillerin diiz tiibiilleri mediastinum adi verilen bir bolgede, birbiriyle
anastomozlagma gosteren kanallardan olusan rete testise baglanir. Rete testis kanallar1
silyumlu ve mikrovilluslu tek kath kiibik ya da tek kath prizmatik epitelden meydana
gelir (27).

Rete testisi epididimise baglayan yaklasik 20 adet duktuli efferentes, yalanci ¢ok kath

prizmatik epitel ile doselidir. Duktuli efferentesin testisi terk eden kisimlar1 kivrimli bir



10

hal alir ve epididimis basini olusturur. Duktuli efferentesin al¢ak prizmatik hiicreleri ¢ok
sayida mikrovillus icerir ve seminifer tiibiillerde salgilanan sivinin ¢ogunlugu duktuli
efferentes tarafindan geri emilir. Duktuli efferentesin yiiksek prizmatik hiicreleri ise
silyalidir. Ayn1 zamanda bosaltim kanalinin ilk kas tabakasi duktuli efferenteste baslar.
Silyumlarin hareketi ve kas tabakasmin kasilmasi sayesinde spermin tasimmasi

gerceklesir (27).

Ay seklinde 7,5 cm uzunlugunda olan epididimis, duktuli efferentes, duktus epididimis
ve iligkili diiz kaslar ile damarlardan ve bag dokusundan olusan bir yapidir. Duktuli
efferentes epididimis basini; duktus epididimis ise epididimis gdvdesi ve epididimis
kuyrugunu kapsar. Testiste lretilip epididimise giren spermler epididimis basinda
yumurtay1 dolleme yetenegi kazanan olgun spermler haline gelir. Duktus epididimis de
bosaltim kanalmin genelinde oldugu gibi yalanci ¢ok kath prizmatik epitele sahiptir.
Duktuli efferentes tarafindan emilemeyen sivinin cogu epididimis govdesi tarafindan
geri emilir. Stereosilyum bakimindan zengin olan epididimisin esas hiicreleri;
glikokaliks, steroid, gliserofosfokolin, sialik asit ve glikoproteinleri salgilar. Basg
kismindaki ve govdedeki kaslar spermin epididimis kuyruguna itilmesini saglar ve
olgun spermlerin esas depo yerlesimi epididimis kuyrugudur. Burada depo edilen
spermler, sinirsel uyarimla burada yer alan ii¢ kas tabakasinin siddetli kasilmasina bagl

olarak duktus defferense gecer (27).

Epididimis kuyrugundan hemen sonra duktus deferens ya da diger adiyla vas deferens
gelir. Duktus deferens, testikiiler arter, pamfiniform pleksus, lenf damarlar1 ve sempatik
sinir liflerinin hepsi birlikte spermatik kordu meydana getirir. Spermatik korttan
ciktiktan sonra mesaneye inen duktus deferensin ucu genisleyerek vezikula seminalis ile
birlesir ve duktus ejakiilatoryus olarak adlandirilan bu yapi1 prostata girer. Duktus
deferens epiteli, epididimis gibi yalanci cok kath prizmatiktir. Bunlardan yiiksek

olanlar1 mikrovillus igerirler (27).
2.1.3. Testis Embriyolojisi

Genital sistem gelisimi acisindan 6zellikle gelisimin erken donemlerinde iiriner sistem
ile ¢cok yakin iligki i¢indedir ve birlikte tirogenital sistem gelisimi olarak ele alinir.
Urogenital sistem embriyonun dorsal viicut duvarindan koken alan intermediyer

mezodermden gelisir. Bu primordiyal embriyonik bag dokusu (mezenkim) 6zelligindeki
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mezodermden bobrekler, i¢c genital organlar ve genital kanallar olusur. Embriyonun
katlanmas: sirasinda intermediyer mezoderm ventrale dogru c¢ekilerek dorsal aortanin
her iki yaninda iirogenital kabart1 ad1 verilen kabartiy1 olusturur. Urogenital kabartmin

genital sistemi olusturacak boliimii genital (gonadal) kabart1 adin1 alir (30).

Uciincii haftadan itibaren vitelliis kesesinde, allantoisin baslangi¢ yerine yakin bolgede
endodermal hiicrelerden primordial germ hiicreleri gelisir. Besinci haftada bu hiicreler,
dorsal mezenterden gonadal kabartiya dogru goc ederler ve altinci haftada gonadal
kabartiyr tamamen doldururlar (28,31). Gebeligin yedinci haftasindan hemen Once,
solom epiteli gonadal kordun kalmlasmasiyla primitif seks kordonlarini meydana
getirir. Her iki cinsin gonadlar1 benzerdir ve indiferansiye gonadlar olarak adlandirilirlar
(32). Gonadlarin testise doniisiimii Y kromozomundaki Testis Belirleyici Faktor (TDF)
tarafindan uyarilir. Yedinci haftada, primitif seks kordonlari, testis veya meduller
kordonlar1 olusturmak iizere gonadin medulla bolgesini doldurur. Bu kordonlar,
seminifer tiibiilleri, tubuli rectiyi ve gonadin hilusunda ince ve kiiciikk kordonlara
parcalanip ag sekline doniiserek rete testisi olusturur. Seminifer tiibiil duvarindaki
Sertoli hiireleri testis kordonlarinda gelisirken, spermatogoniumlar, endodermal kdkenli
primordial germ hiicrelerinden meydana gelir. Gelisim ilerledik¢e testis kordonlar:
yiizey epiteliyle olan iliskilerini kaybederler. Bu, testisin iizerinde yer alan fibroz
yapidaki tunika albuginea sayesinde olur. Tunika albugineanin uzantilari, igerisinde
seminifer tiibiilleri iceren testis septumlarini olusturur. Seminifer tiibiiller rete testis
liimenine baglanip sonrasinda duktuli efferentes ile devam ederler. Bunlar ise Wolff
kanalina dokiilerek duktus deferensi olustururlar (28,31,33). Sekizinci haftada
mezenkimden farklilagan Leydig hiicreleri ortaya c¢ikar ve bunlar testesteron iliretmeye
baglar (33). Testesteron iiretimine baslanmasi, mezonefrik kanalin bosaltim kanali
sistemine farklilagmasini uyarir. Gelismekte olan testise yakin olan proksimal
mezonefrik kanal parcasi biikiintiilii hale gelir ve bu yap1 duktus epididimis adini alir.
Yine aym bolgedeki mezonefrik kanallardan birka¢i mediastinumdaki kordonlarla
etkilesime girerek duktuli efferentese doniisiir. Boylece rete testis ile epididimis kanali
arasinda baglant1 kurulur. Mezonefrik kanalin testise uzak olan distal pargasi ise etrafini
saran kalin bir kas tabakasiyla birlikte duktus deferense doniisiir (27). Gebeligin
ortasma gelindiginde, testisin %50’sini Leydig hiicreleri olustururken doguma dogru

sayilar1 giderek azalir (33).
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Baslangicta karin igerisinde bulunan testisler, ligiincii fotal aydan itibaren skrotuma
dogru inise baslarlar. Hutson hipotezine (34) gore testisin inisinin iki evresi vardir.
Birincisi transabdominal evre olup bu evre androjenden bagimsizdir ve inis anti-
Miillerian hormon etkisiyle olur. Testis karin arka duvar1 boyunca inise geger; gebeligin
17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin 28. haftasma kadar burada
kalir. ikincisi inguinoskrotal evre olarak adlandirilir. Testis bu dénemde inguinal kanal
yoluyla karm ©On duvarin1 gegerek skrotuma iner. Testisler abdominal kaviteden
skortuma inerken beraberinde kan damarlarini, lenf damarlarmi, otonomik sinirleri ve
testisleri distan saran tunika vajinalis olarak isimlendirilen abdominal periton uzantisini
da siiriikklerler. Testis, gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal kanali gecmis ve
dogumdan hemen 6nce de gelisimini tamamlamis halde skrotumdaki yerini alir (33,34).
Biiyiiyen testis mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri icerisinde asili kalacak sekilde

son halini alir (35).
2.1.4 Testis Fizyolojisi

Testislerin sicakligi viicut 1sismin yaklasik 2 °C altindadir. Bu sperm iiretimi igin gerekli
optimum sicaklik degeridir. Sperm iiretim siireci, spermatogenez, yaklasik 13 yas
civarinda baslayan, luteinizan hormon (LH) ve FSH etkisiyle aktif cinsel yasam

boyunca devam eden seminifer tiibiillerde gerceklesir (36).
2.1.4.1 Spermatogenez

Seminifer tiibiillerin en distaki boliimiinde 2 — 3 katman seklinde spermatogonyumlar
bulunur. Spermatogonyumlar siirekli kendilerini yenileyerek farklilasan hiicrelerdir

(36).

Mayoz: Yaklasik 24 giinliik bir siire¢ icerisinde sertoli hiicrelerinin seviyesine ulasan
spermatogoniumlarin her biri birer primer spermatosite doniisiir. Her bir primer
spermatosit boliinerek iki adet sekonder spermatositi olusturur. Birkag¢ giin icerisinde de
her bir sekonder spermatositin boliinmesiyle ikiser adet spermatid olusur. Neticede tek
bir spermatogoniumdan 4 adet, koromozom sayisi yariya inmis spermatid olusur.
Spermatogoniumlardan spermatidlerin sonrasinda da spermlerin (spermatazoa) olusumu

yaklasik 64 giinde tamamlanir (36) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Spermatogonyumlardan sperm olusumu (37).

Sperm olusumu: Epiteloid hiicre 0Ozelliklerini gosteren spermatidler, uzamaya
baslayarak bas ve kuyruk bolgelerinin de olugmasiyla spermatozoonlara doniisiir. Bas
kisminda bir ¢ekirdek ve onun da 6niinde Golgi aparatlarindan meydana gelen akrozom
barindirir. Spermin yumurtaya girebilmesini saglayan lizozomal enzimler akrozom
icerisinde bulunur. Kuyruk kisminda, 9+2 mikrotiibiil ¢iftinden olusan zarla cevrili
aksonem yapisi ile kuyrugun basa yakin olan kisminda yogun mitokondriumlarin
bulundugu genel yapiya flagellum denir (Sekil 2.6). Bu yap1 spermin hareketinden
sorumludur (36).
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Sekil 2.6: Spermiogenezin ve olgun bir spermatozoonun sematik goriiniimii (27).

Spermatogenezi uyaran hormonlar sunlardir;

I-Testosteron: Leydig hiicreleri tarafindan {iretilen testesteron germinal hiicrelerin

sperme doniisiimiinde gereklidir.
2-LH: On hipofizden salgilanarak Leydig hiicrelerinden testesteron salinimini uyarir.

3-FSH: On hipofizden salmarak Sertoli hiicrelerini hedef alir ve spermatidlerin sperme

doniisiimiinii saglar.

4-Ostrojenler: FSH’nin uyarimina baglh olarak Sertoli hiicrelerinden sentezlenir ve

spermiyogenezde rol aldig: diisiiniilmektedir.
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5-Biiyiime hormonu (GH): Testislerin temel metabolik gereksinimlerinin yaninda

spermatogoniumlari doniisiimiinii hizlandirmak icin de gerekir (36).

2.2. ADRIAMISIN (DOKSORUBISIN)

Kanser, her yil pek cok yasam alan Olimciil bir hastaliktir. Kemoterapi, kanser
tedavisinde kullanilan stratejilerden biridir. ADR’nin; mesane, meme, bas-boyun ve
16semiyi kapsayan pek cok kanser tipinin tedavisi i¢in kemoterapik ajan olarak
kullanilan antrasiklin grubundan bir antibiyotiktir (1). Neredeyse 40 yildrr kati
timorlerin ve loseminin tedavisinde yaygm olarak kullanilmaktadir (38). Diger tiim
antrasiklinler gibi ADR, DNA’ya miidahale ederek etki gosterir (1). ADR’nin 6ncelikli
hedefi boliinen hiicrelerin DNA’sidir. Ilag; DNA polimeraz, RNA polimeraz ve DNA
topoizomeraz gibi bazi niiklear proteinlerin aktivasyonunu engelleyerek ve DNA
ipliklerinden birini kirarak G2 fazinda hiicre dongiisiinii bloke etmek suretiyle DNA

sarmalmin igerisine miidahale etmektedir (39).

ADR kardiyotoksik etkisi ile bilinir. Bu ayn1 zamanda pek ¢ok doku ve organda
toksisiteye neden olur (1). ADR’nin en etkili ve en tehdit edici yan etkisi 500-550
mg/m” dozda verildiginde %4 oraninda, 551-600 mg/m> dozda %18 oraninda ve 600
mg/m” dozdan daha fazla alindiginda %36 oraminda kalp yetmezligi ile sonuglanan
kardiyomiyopatidir. Kardiyomiyopatiye neden olan ADR’nin mekanizmasi heniiz tam
olarak anlasilamamistir ancak kanitlar oksidatif stresin gelisimini ve yapisal
deformasyona aracilik eden apoptozise yol acan kardiyak inflamasyonu tesvik ettigi
yoniindedir. Mitokondriye bagimli ve bagimsiz yolda ADR tarafindan serbest radikal
olusumu, miyokardiyumda oksidatif strese neden olur. ADR’nin neden oldugu
kardiyotoksisiteye karsi cesitli antioksidanlarla yapilan tedavi, preklinik modellerde
umut verici iyilestirmeleri gostermistir. Ancak ADR  kardiyotoksisitesindeki
antioksidanlarin yarar1 iizerine yapilan klinik caligmalar antioksidanlarin biyolojik
olarak kullanilabilirligi, terapinin zamanlamasi, malignantin tipi ve derecesi, diger
kombinasyonel antineoblastik ilaclar nedeniyle istikrarsiz sonuglar gostermistir. Bunun
disinda, ADR, NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu arachgiyla interlokin-18
salimmmina neden olmaktadir. Bu da tedavinin yOnetilmesini daha fazla zorlastiran

kardiyak inflamasyona neden olmaktadir (8).
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ADR kullanimi, kalp tizerindeki sitotoksik etkisi yaninda, testikiiler toksisiteyi kapsayan
yan etkileri nedeni ile de ciddi bi¢imde kisitlanmaktadir. ADR tedavisi spermatazoanin
sayis1 ve kalitesindeki hasarla karakterize olan spermatogenik aktivitenin azalmasiyla
iliskilendirilmektedir. Geg¢miste yapilan c¢alismalarin sonuglari ADR uygulanan
sicanlarda seminifer tiibiil epitelyal hiicre dongiisiiniin belirli sathalarinda apoptozis,
testosteron konsantrasyonunda azalma, anormal sperm morfolojilerindeki artig, hareketli
sperm oraninda azalma, spermatogonyum sayisinda azalmanin oldugu gosterilmistir. Ek
olarak ADR, testikiiler dokularda germ hiicrelerinin azalmasiyla seminifer tiibiillerin
capinda daralma gibi ciddi dejeneratif degisikliklere neden olmaktadir. Ancak, ADR’nin
neden oldugu lipid peroksidasyonunun testikiiler toksisiteden de sorumlu oldugu tespit

edilmistir ve artan lipit peroksidasyonu erkek fertilitesi i¢in zararl olabilir (39).

Yaygm sekilde kullanimina ragmen ADR’nin etkisi hala tartisma konusudur ve yiiksek
etkisini agiklayan birka¢ farkli mekanizmanin oldugu ileri siiriillmektedir. Tiim bu
mekanizmalarin hiicre 6liimiinii tesvik eden bir yoldaki hiicrelere hasar vererek hiicre

proliferasyonunu engellemeye neden oldugu zannedilmektedir (38).
2.3. ANTIOKSIDAN
2.3.1. Serbest Radikal

ROS ve serbest radikallerin kesfindeki son gelismeler, saglik ve hastaliklarin
yonetiminde umut verici bir tibbi devrim olarak nitelendirilmektedir. Yasam igin
vazgecilmez bir element olmasma karsm, oksijen belirli durumlarda insan viicudu
tizerinde zararh etkilere yol agmaktadir. Oksijenin olas1 zararh etkilerinin ¢ogu, ROS
olarak bilinen ve oksijeni diger molekiillerle paylasmaya egilimli olan bircok kimyasal

bilesigin aktivitesi ve diizenlenisi nedeniyledir (9).

Bir serbest radikal, orbitalinde paylasilmamis elektron iceren, kendi basina var olabilme
yetenegine sahip herhangi spesifik bir molekiil olarak tanimlanabilir. Paylagilmamis
elektronlarin varligi, radikallerin ¢ogu tarafindan paylasilan belirli yaygin ozelliklere
yol acar. Cogu radikal, kararsiz ve yiiksek derecede reaktiftir. Bunlar, diger
molekiillerden elektron alabilme veya onlara elektron verebilme yetenegi sayesinde
indirgen ya da yiikseltgen olarak davranabilir. Pek ¢ok hastalik durumundaki oksijen
ihtiva eden Onemli serbest radikaller; hidroksil radikali, siiper oksit anyon radikali,

hidrojen peroksit, singlet oksijen, hidroklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit
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radikalidir. Bunlar yiiksek oranda reaktif tiirevler olup nukleus ve hiicre membranlarini
degisiklige ugratarak DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi diizenli biyolojik
molekiillere zarar vermektedir. Serbest radikaller, homeostazinin bozulmasina ve hiicre
hasarma yol acan 6nemli makromolekiillere saldirir. Serbest radikaller, viicutta tiim
molekiil cesitlerini hedef alir. Bu hedefler arasinda lipitler, niikleik asitler ve proteinler

en biiyiik olanlardir.

Bir antioksidan, saldirgan bir serbest radikal ile bir elektron paylagsmak suretiyle onu
notralize etmek icin yeterince kararliliga sahip bir molekiildiir. Bu sayede serbest
radikalin olusturacagi hasar1 azaltir. Antioksidanlar serbest radikalleri siipiiriicii etkisi
sayesinde hiicre hasarini engelleyebilir. Diisiik molekiil agirligina sahip bu bilesikler
giivenli bir sekilde serbest radikallerle etkilesime girebilir ve zincir reaksiyonlarini
Oliimciil maddelerin zarar vermesinden 6nce sonlandirabilir. Glutatyon, ubikuionol, iirik
asit gibi bazi antioksidanlar viicutta normal metabolik faaliyetler sonucu iiretilir. Diger
hafif antioksidanlar, diyetle aldigimiz besin maddelerinde bulunur. Viicutta serbest
radikalleri siipiiren birka¢c enzim sistemi olmasma karsin baslica mikrobesin olan

antioksidanlar Vitamin E, Vitamin C ve Vitamin A’dir.

Antioksidan terimi ilk olarak spesifik bir sekilde oksijen tiiketimini engelleyen bir
kimyasali atfederek kullanilmustir. Ik olarak 19.yy’nin sonu ve 20.yy’nin basinda
yapilan bir c¢alisma ile antioksidanlarin kullaniminin 6nemi ortaya konmustur.
Antioksidanlarin biyolojideki rolii iizerine ilk arastirmalarda, doymamis yaglarin
oksidasyonunu engellemedeki etkileri tizerine odaklanilmigtir. Daha sonra, A, C ve E
vitaminleri tanimlanmis ve yasayan organizmalarin biyokimyasinda antioksidanlarin
Onemi ortaya konmustur. Antioksidanlar i¢in iki temel etki mekanizmas: ac¢iklanmigtir.
Bunlardan ilki; bir antioksidanin, bir elektronunu sistemde var olan serbest bir radikale
aktarmasiyla zincir kirma mekanizmasidir. Ikinci mekanizma, reaksiyon zinciri baslatici
katalizorii sondiirerek, ROS’u veya reaktif nitrojen tiirevlerini ortadan kaldiran sekonder
antioksidanlar1 icermektedir. Antioksidanlar, biyolojik sistemler iizerine etkilerini
elektron aktarma, metal selasyonu, koantioksidanlar ve gen ekspresyonunu diizenleme

seklinde farkli mekanizmalar tarafindan gosterebilirler (9).

Savunma sistemlerinde antioksidanlarin davranisi; koruma, radikallerin siipiiriilmesi,
tamir etme, adaptasyon olmak iizere dort farkli diizeyde gerceklesebilir. Bunlardan ilki,

serbest radikallerin diizenlenisini baskilayan antioksidan korumasidir. Kesin
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mekanizmalar ve radikallerin diizenlenisi in vivo ortamda heniiz yeterince
aydinlatilmamis olmasma ragmen metal, hidrojen peroksitin dagilmasini tesvik eder.
Hidrojen peroksit en 6nemli radikal kaynaklarindan biridir. Boyle reaksiyonlar: ortadan
kaldirmak i¢in, bazi antioksidanlar hidrojen peroksitleri alkol ve suya doniistiirerek

azaltir (40).

Glutatyon peroksidaz, glutatyon s transferaz ve fosfolipit hidroperoksit glutatyon
peroksidaz  lipit hidroperoksillerini ~ dagitarak  alkole  doniistiirdiigii ~ bilinen

antioksidanlardir.

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz, biyomemranlarin igerisindeki fosfolipit
hidroksillerinin miktarmi azaltabildigi i¢in essizdir. Glutatyon peroksidaz ve katalaz

hidrojen peroksiti suya doniistiirerek islev goriir.

Ikinci savunma hatti, antioksidanlarin lipit peroksidasyon zincirini yok ederek veya
zincir yayilma reaksiyonlarmi kirarak aktif radikalleri stiptirmesidir. Cesitli tehlikeli
radikalleri siipiiren antioksidanlar hidrofilik ve lipofilik olarak ikiye ayrilir; Vitamin C,
irik asit, bilirubin, albiimin ve tiyoller hidrofilik olanlardir. Vitamin E ve ubikuinol

lipofilik radikal siipiiriicii antioksidanlardir.

Ugiincii savunma hatti, tamir ve antioksidanlarin yeniden sentezlenmesidir. Proteolitik
enzimler, proteazlar, proteinazlar ve peptidazlar memeli hiicrelerinin mitokondri ve
sitozoliinde mevcut halde bulunur. Okside olmus proteinlerin birikmesini engeller ve
oksitlenerek modifiye olmus proteinleri aza indirgeyerek serbest radikal etkisini ortadan

kaldirr.

Doérdiincii savunma hatti, adaptasyon olarak da bilinen, serbest radikal olusumunun ve
reaksiyonlarmin belirdigi yerlere uygun antioksidanlarin diizenlenmesi ve bunlarin
hedef bolgeye tasinmasiyla serbest radikal etkisinin ortadan kaldirilmasma dayalidir

(40).
2.3.2. Enzimatik Antioksidan tipleri

Hiicreler, oksidatif strese karsi antioksidan enzimlerin karsilikli etkilesimi ile korunur.
Oksidatif fosforilasyon ile a¢iga ¢ikan siiperoksit, ilk olarak hidrojen peroksite (H,0,)
doniistiiriiliir, daha sonrasinda suya ve oksijene (2H,O + O,) donistiiriilir. Bu
detoksifikasyon yolagi; SOD’un birinci asamay: katalizledigi sonra CAT ve cesitli

peroksidazlarin hidrojen peroksidi ortadan kaldirdigi coklu enzim c¢aligmasinin bir
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sonucudur. SOD, siiperoksit anyonunun, peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen
yakin iligkili enzimlerin bir sinifidir. SOD enzimleri neredeyse tiim aerobik hiicrelerde
ve hiicre dis1 bilesenlerde yer alir. SOD’un metal kofaktor bagimli ii¢ biiyiik ailesi
vardir; Bunlardan biri kofaktor olarak bakir ve ¢inkoyu bagliyor iken, diger tipi
manganezin her ikisine de bagimlidir. Sonuncu tip enzim ise kofaktdr olarak nikel
kullanir. Insanlarda SOD’un 3 formu da bulunur. SODI sitoplazmada, SOD2
mitokondride, SOD3 ektraseliiler ortamda yer almaktadir. SOD1 iki birimden (dimer)
meydana gelirken digerleri tetramer yapidadir. SOD2 reaktif merkezinde manganez

bulundururken, SOD1 ve SOD3 reaktif merkezlerinde bakir ve ¢inko barindirir.

CAT, neredeyse oksijenli solunum yapan tiim canli organizmalarda bulunan yaygim bir
enzimdir. Fonksiyonu, hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirmaktir. Hidrojen
peroksit normal metabolik siireclerin cogunda iiretilen zararh bir maddedir. CAT, ortaya
cikan zarar1 onlemek icin, hidrojen peroksiti hizli bir sekilde daha az zararli maddelere
doniistiirmek zorundadir. Bu yilizden hiicreler tarafindan siklikla kullanilan CAT, hizli
bir sekilde hidrojen peroksiti daha az reaktif olan oksijen ve suya doniistiiriir. CAT, tiim

organlardaki hiicrelerde 6zellikle de karacigerde daha fazla konsantrasyonlarda kullanir.

Glutatyon sistemi; glutatyon, glutatyon rediiktaz, GPx ve glutatyon s transferazi kapsar.
Bu sistem hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur. GPx, hidroperoksitlerin
ve hidrojenperoksitin parcalanmasini saglayan 4 tane selenyum kofaktoriine sahip bir
enzimdir. Hayvanlarda en son 4 farkli izoenzimi oldugu bulunmustur. Lipit
hidroperoksitlerine kars1 en etkili olan1 tip-4 GPx iken, en fazla bulunani tip-1 GPx
hidrojen peroksite karsi cok etkili bir temizleyicidir. Glutatyon s transferaz lipit
peroksitlere kars1 yiiksek etki gosterir. Bu enzimler 6zellikle karacigerde fazla miktarda

bulunmakla birlikte metabolizma detoksifikasyonuna da gorev yaparlar (9).
2.4. VITAMIN E

Vitamin E bazi besinlerde dogal olarak bulunan, belirgin antioksidan aktiviteleriyle
yagda c¢oziinebilen bir grup bilesenin ortak ismidir (41). Vitamin E sekiz forma sahiptir,
bunlar; kromanol halkasi tizerinde doymus bir yan zincire sahip tokoferol izoformlar1 ve
doymamis yan zincire sahip tokotrienol izoformlar1 olarak siniflandirilir. Bunlarin her
biri de kromanol halkas1 iizerindeki metil gruplarmin yeri ve sayisi tarafindan

tanimlanan alfa, beta, teta ve gama formlar1 seklinde siniflandirilir (Sekil 2.7) (42).



20

Vitamin E’nin sekiz formu da insanlarda tamamen absorbe edilir ancak bunlarin
bozulma oram ve viicutta tutulma siiresi, gérece biyopotansiyellerinin etkisi ile biiyiik
oranda farklilik gosterir. Kisaca, Vitamin E formlar1 karaciger tarafindan ayristirildiktan
sonra diger formlar1 hizli bir sekilde metabolize olurken ve diger ksenobiyotikler gibi
benzer yollarla sekrese olurken, yalnizca Alfa Tokoferol’iin tercihen dokularin hiicre

membraninda biriktirildigi gézlenmistir (42).

w-tocopherol u-tocotrienol

HO HO

f-tocopheral B-tocotrienal

HO HO
mA/L/vL/\/L W
ytocopherol tocotrienol
HO HO
W W/ML
d-tocopherol a-tocotrienol

Sekil 2.7: Vitamin E’nin Kimyasal Yapis1 (43)

Kesfedilen 4 tokoferol ve 4 tokotreinol formu arasinda Alfa Tokoferol biyolojik olarak
en aktif Vitamin E formudur ve bitkisel yaglardan, islenmemis taneli tahillardan ve
cerezlerden yiiksek miktarlarda elde edilir. Vitamin E kesfedildigi giinden beri, ¢cok
sayida arastirici ciftlik hayvanlar1 ve laboratuvar hayvanlari kadar, insanlar i¢in de besin
degeri oldugunu kanitlanmistir. Vitamin E, Lenfatik yolla absorbe edilir ve
silomikronlar araciligi ile sistemik dolasima tasmir. Absorbsiyon sonrasinda biiyiik
oranda karacigerde depolanir. Vitamin E, yagda coziinebilir 6zellikleri sayesinde Lipit
depolayabilen organeller ve plazma membranlar1 igererisine alinir, bu nedenle de viicut
boyunca dagilir. Vitamin E, Se, coklu doymamis yag asitleri, kiikiirt iceren amino

asitler, diger vitaminler, bazi diger mineralleri ile sentetik antioksidanlar1 kapsayan
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birka¢c besin maddesi ile etkilesim halindedir. Vitamin E hayvanlar icin ¢ok kritik
fonksiyonlara sahiptir. Ornegin, serbest radikal aktive edicilerin veya reaktif oksijen
tiirevlerinin yan etkilerinden hiicreleri korumada etkili bir biyolojik antioksidan olarak
etki gosterir. Vitamin E, ince bagirsakta olasi lipitlerin ve esansiyel aminoasitlerin
tasinmasinda spresifik bir rol oynar. Vitamin E, demir metabolizmasi ve steroid
yapimiyla da iligkilidir ve enfeksiyon hastaliklarina karsi cevap veren hiicresel ve

humoral bagisiklig1 uyarir.

Vitamin E yetmezligi hastaliklar1 ve semptomlari, etkiledigi tiirlere gore cesitlilik
gosterir. Genital sistem, immiin sistem, kardiyovaskiiler sistem, kas sistemi, dolagim
sistemi, iskelet sistemi ve sinir sistemi hastaliklarin1 kapsar. Dahasi Vitamin E
yetmezligi, karaciger, bobrek, akciger ve adipoz doku rahatsizliklarinin bir¢ogunda
kendini gosterir. Vitamin E yetmezligi iskemik kalp hastaligi yetmezligi, meme kanseri

ve infeksiyonlarm goriilme sikligini arttirabilir (14).

Bugiine kadar Vitamin E’nin, kanser veya ateroskleroz gibi oksidatif stresle iliskili
olduguna inanilan hastaliklar1 engellemek icin klinik denemelerde test edildigi ancak
denemelerin biiyiik cogunlugunda bu tiir hastaliklar1 engelleyemedigi veya ilerlemesini

geciktirici bir etkisi olmadigi belirtilmistir (44).

Vitamin E, Aterosklerozun patogenezinden sorumlu etkenlerden biri oldugu kabul
edilen LDL‘nin oksidatif diizenlenmesine karsi onemli bir antioksidan oldugu kabul
edilmistir. Ancak, bu konuda Vitamin E’nin rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamustir

(16).

Vitamin E, spermatazoa antioksidant sisteminin Onemli bir bilesenidir ve lipit
peroksidasyonu ile reaktif oksijen tiirevlerine kars1 membran koruyucularindan biridir.
Vitamin E takviyesinin tavsanlarda toplam sperm sayisini ve sperm konsantrasyonunu
arttirdign gozlenmistir. Ote yandan koglarda Vitamin E yetmezligi, spermatogonyum
dejenerasyonu, testikiiler hasar ve seminifer tiibiillerin dejenerasyonu gibi iireme

organlar1 lizerinde zararl etkilere yol acabildigi belirtilmistir (45).
2.5. SELENYUM

Mikrobesinler, insan viicudunda ¢ok az miktarlarda gereksinim duyulan diyetle alinan
minerallerdir. Bunlar muhtemelen ksenobiyotiklerle birka¢ alanda etkilesime girme,

emilim ve sekresyon, viicutta metallerin tasmmasi, hedef proteinlere baglanma,
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metabolizma ile toksik metallerin ayrilmasi ve oksidatif stresle etkilesim halindedir. Ek
olarak bunlar, metalloenzimler icin koenzim olarak veya aktif bolgelerde prostetik grup
olarak hizmet edebilmektedir. Se, esansiyel bir elementtir ve antioksidant glutatyon
peroksidaz ile idiodotironin deiyodinaz’i kapsayan o©nemli enzimlerin kilit bir
bilesenidir. Selenoenzimlerin biiyiik cogunlugu oksidatif strese karsi korumada kilit rol
oynar. Artan kanitlar, aminoasit Sistein-Se formunda Se igeren cogu selenoproteinin,
antioksidan aktiviteyle iliskilendirilen 6nemli fonksiyonlar1 oldugunu ileri siiriilmiistiir

(23).

Se, fizyolojik ve biyokimyasal siireclerin cogunda biiyiik rol oynar. Se bilesikleri hizli
bir sekilde solunum ve sindirim yoluyla emilir. Selenyum klorid, deri araciligiyla
viicuda girer. Modern yasamin stresli kosullarinda (sigara, alkol, c¢evre kirliligi) Se
gereksinimi siirekli olarak artmaktadir. Sonug olarak, organizmalarin immiin sistemleri
stres faktorlerinin olumsuz etkilerine kars1t Se’nin ilave dozlarma ihtiya¢ duymaktadir.
Se’nin uygun miktarlarda alimi, viicut saghginin devamu i¢in ve bir dizi hastaligin
gelisiminin Onlenmesi ve tedavisinde Onemlidir. Se ayrica, antioksidan Ozellikleri
sayesinde genetik hasardan ve deformasyondan hiicreleri korumaktadir (46). Serbest
oksijen radikalleri i¢in bir siipiiriicii olarak biyolojik fonksiyonundan dolay1
noroprotektif ve antioksidan Ozelliklere sahiptir. Bu element, normal oksijen
metabolizmasi sirasinda iiretilen serbest radikallerin etkilerine karsi hiicreleri koruyan
antioksidan enzimlerin zorunlu bir bilesenidir (47). Se ve selenoproteinlerin bu
ozellikleri ve koruyucu rolii DNA ve RNA ile de iliskilidir ve antikanser terapisinde
uygulanmaktadir. Bir kanserin gelisme riskinin kandaki Se seviyesine bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Diisiik Se seviyesine sahip insanlarin biiyiik kanser riski tasidigi
sanilmakta ve Ozellikle Se ile birlikte diisiik Vitamin E’nin bu riski daha da katladigi
diistiniilmektedir. Se, kansere sebep olan ve teratojenik etkisi bilinen aflotoksin
aktivitesini de notralize ettii gosterilmistir. Se tedavisinin, derinin squamoz hiicreli
kanserlerinin veya bazal hiicreli kanserlerinin gelisimini engellemediginin gdzlenmis
olmasma ragmen prostat, akciger, kolorektal ve testis gibi belirli kanser tiplerinin

gelisimi yavaslatabildigi ile ilgili bulgularin olmasi 6nemlidir (46).

Se, hayvanlarda tireme ve normal gelisisimin diizenlenmesinde zorunlu bir besindir. Pek
cok calisma, Se’un erkek iireme performansi iizerine belirgin bir etkiye sahip oldugunu

kanitlanmistir ve normal testikiiler fonksiyonu, testikiiler hiicre yapisini, spermin
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hareketliligini ve fonksiyonunu siirdiiriilebilir kilar. Bazi caligmalarda, Se’nin kadinlarin
gebe kalma ihtimalini yiikselttigi ve erkekte Sertoli hiicrelerinin sayisini arttirdig: tespit
edilmistir. Ayrica, bazi caligmalar, immiin organlar, karaciger ve pankreatik beta
hiicrelerinin apoptozu iizerine Se’un koruyucu etkilerinin bulundugu ortaya

konulmustur (19).



3.GEREC VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen ortalama 60 giinliik erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar arastirma
stiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik donemlerin bulundugu,
0zel hazirlanmis otomatik olarak klimatize edilen odalarda yetistirildi. Siganlar normal
pellet cinsi yem ve su ile serbest beslenmis olup her kafeste 3-5 adet sican
bulunmaktaydi. Deney asamasina kadar miimkiin oldugu kadar stressiz bir ortamda
barinmalar1 saglandi. Deneye baslamadan ©once hayvanlarin agirliklar1 olgiildii ve
agirliklar: birbirine yakin olacak sekilde kontrol ve deney gruplarinda 8’er adet Wistar
Albino cinsi sican bulunacak sekilde gruplar olusturuldu. Bu calisma Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi Birimi (BAP) tarafindan TYL-2016-6937

no’lu proje ile desteklenmistir.
3.1. Deneysel Prosediir

Grup 1: (Kontrol) Calismanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez misir yag1 (1
ml/kg/giin) ve caligmanin altinc1 giiniinden itibaren 3 giin arayla 10 kez izotonik salin

(0,5 ml/kg/giin) gavajla verildi.

Grup 2: (ADR) Calismanin altinci giiniinden itibaren 3 giin arayla 10 kez ADR (2
mg/kg/giin) ip olarak verildi.

Grup 3: (Vitamin E) Caligmanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez Vitamin E
(200 mg/kg/giin) gavajla verildi.

Grup 4: (Se) Calismanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez Se (2 mg/kg/giin)
gavajla verildi.

Grup 5: (Se+Vitamin E) Caligmanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez hem Se

(2 mg/kg/giin) hem Vitamin E (200 mg/kg/giin) gavajla verildi.
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Grup 6: (ADR+Vitamin.E) Calismanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez
Vitamin E (200 mg/kg/giin) gavajla ve calismanin altinci giiniinden itibaren 3 giin

arayla 10 kez ADR (2 mg/kg/giin) intraperitonal olarak verildi.

Grup 7: (ADR+Se) Calismanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez Se (2
mg/kg/giin) gavajla ve ¢calismanin altinci giiniinden itibaren 3 giin arayla 10 kez ADR (2
mg/kg/giin) intraperitonal olarak verildi.

Grup 8: (ADR+Se+Vitamin E) Calismanin ilk giiniinden itibaren 3 giin arayla 12 kez
hem Se (2 mg/kg/giin) hem Vitamin E (200 mg/kg/giin) gavajla verildi. Calismanin
altinci giiniinden itibaren 3 giin arayla 10 kez ADR (2 mg/kg/giin) intraperitonal olarak
verildi. (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 33 giin boyunca farkli besinlere tabi tutulan gruplar.

o [ 3 [ s ] o | 2| 15| 8[| x| ] | un| calcw
Musir yagi (1 milfkg) (gavai)
# Kontral | G1
izotonik salin (0,5 mekg) (i.P.)
ADR 2 mefkg (i.P.) | ADR G
Vitamin E (200 mg/kg) (gamail
» 1iE Ga
selenyum (2 mg./kg) (gavai) G4
#| sl
Vitamin E (200 mg/kg) (gamai) IRE
selenyum (2 mg/kg) (zavai) | s GE
vitamin E (200 mg/kg) (gavail VitE
14 I =
ADR 2 mgkg (i.P.) ADR
Selemyum (2 mg/kg) (gzvai) Sel
== - [l
ADR 2 mgfkg (i.P.) ADR
Vitamin E (200 mg/kg) + selenyum (2 mg/kg) (Eavail %ﬂE
< I A
ADR 2 mgfkg (i.P.) ADE

Deney sonunda sicanlar xylazin ve ketamin anestezisi altinda dekapite edilerek
hayvandan kan ve testis dokusu Ornekleri alindi. Alinan kanda testesteron seviyesine

bakildi.
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Her deney hayvaninin testislerinden bir tanesi parafin teknigine uygun doku takibi
yapilmak {iizere %10’luk formaldehit soliisyonu igerisine; digeri ise biyokimyasal
analizler icin -80 dereceye kaldirildi. Formaldehit soliisyonuna kaldirilan testis
orneklerinden hazirlanan preparatlarin fotograflarindan testikiiler biyopsi skorlamasi
yapildi ve yine bu preparatlarda Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated

Deoxyuridine (TUNEL) adi1 verilen bir yontem ile apoptozis degerlendirildi.
3.1.1. Doku Takibi Asamasi

%10’luk formaldehitte tespit edilen dokular artan alkol serilerinden gecirilip ksilende
seffaflastirildiktan sonra parafin bloklara gomiildii. Bu siire¢ esnasinda uygulanan

islemler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi.

Islem sirasi Kimyasal Siire
1 9%10’luk formaldehid 72 saat
2 Musluk suyu 1 gece
3 %50’1ik alkol 1 saat
4 %70’1ik alkol 1 gece
5 %80’1ik alkol 1 saat
6 %90’1ik alkol 1 saat
7 %96’lik alkol 1 saat
8 Absolu alkol 1 saat
9 Absolu alkol 1 saat
10 Absolu alkol 1 saat
11 Ksilen 20 dk
12 Ksilen 20 dk
13 Ksilen 20 dk
14 Eriyik parafin (60 °C) 1 gece

15 Bloklama




3.1.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Asamasi

Parafin bloklardan mikrotomda alinan 5-6 mikronluk testis doku kesitleri
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su

banyosundan lamlara alindiktan sonra rutin H & E boyalar1 ile boyanarak preparatlar

hazirlandi. Bu asamada uygulanan iglemler Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 HematoksilenEozin Boyama Asamast.

Islem sirasi Islem basamag Siire
1 Etiiv(60 °C) 2 saat
2 Ksilen 10 dk
3 Ksilen 10 dk
4 Ksilen 10 dk
5 absolu alkol 5dk
6 absolu alkol 5dk
7 %96’lik alkol 5dk
8 %80’1lik alkol 5dk
9 %70’1ik alkol 5dk
10 %50’1ik alkol 5dk
11 Musluk suyunda yikama 5dk
12 Hematoksilen 8dk
13 Musluk suyunda yikama 5dk
14 Eozin 3-5dk
15 Musluk suyunda yikama 1dk
16 %50’1ik alkol 1-2dk
17 %70’1ik alkol 1-2dk
18 %80’lik alkol 1-2dk
19 %96’lik alkol 1-2dk

20 absolu alkol 1-2dk
21 absolu alkol 1-2dk
22 Ksilen 10dk
23 Ksilen 10dk
24 Kapatma
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3.1.3. Johnsen’inTestikiiler Biyopsi Skorlamasi

Bu skorlamaya gore, hasara neden olan herhangi bir durum sonrasinda testis
icerisindeki seminifer tiibiil hiicrelerinin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif
sekilde kaybolur. Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin degerlendirilmesinde Johnsen
Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) kullanild1 (Tablo 3.4). Histolojik incelemeler Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda iki
uzman histolog tarafindan birbirinden bagimsiz olarak degerlendirildi. Her gruba ait 8
preparattan 5’er alan, toplamda 40 alan olacak sekilde 200 adet seminifer tiibiildeki
degisimler gozlenerek ortalama JTBS hesaplandi.

Tablo 3.4 Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi.

Skor  Bulgular

1 Ttibtiler kesitte hicbir hiicre yoktur

2 Sadece sertoli hiicreleri vardir

3 Germ hiicreleri olarak sadece spermatogonyumlar vardir
4 Az sayida (5/ tiibiil) spermatosit vardir

5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur

6 Az sayida (5 / tiibiil) spermatid vardir

7 Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardir

8 Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur

9 Az sayida (5 tiibiil) spermatozoa vardir

10 Fazla sayida spermatozoanin goriildiigii tam spermatogenez mevcuttur

3.1.4. Biyokimyasal Analizler

Derin dondurucuda -80 derecede tutulan dokular ¢ikarilip buz iizerinde 0.5 M, 7.0
pH’deki fosfat buffer’da homojenize edildi. Daha sonra 16000°da 5 dk 4 cg derecede
kirilmamais hiicre ¢okeltileri ve hiicre birikintileri santrifiije edildi. Stipernatant kisminda
lipit peroksidasyonuna bagli olarak Malondealdehit seviyesi, glutatyonperoksidaz

aktivitesi, katalaz aktivitesi ve stiperoksitdismutaz aktivitesi tespit edildi.
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3.1.4.1. Malondealdehit (MDA) Diizey Tayini

Nanotek firmasindan temin edilen RAT malondialdhehydhe (MDA) ELISA Kit. Seri:
201-11-0157 no’lu ticari kiti kullanilarak Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda c¢alisildi. Doku orneklerinin sonuclari

nmol/mg protein olarak verildi.
3.1.4.2. Siiperoksitdismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Nanotek firmasindan temin edilen RAT Super Oxidase Dismutase (SOD) ELISA Kit.
Seri: 201-11-0169 no’lu ticari kiti kullanilarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda calisildi. Doku orneklerinin

sonuclart nmol/mg protein olarak verildi.
3.1.4.3. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Nanotek firmasindan temin edilen RAT Catalase (CAT) ELISA Kit. Seri: 201-11-5106
no’lu ticari kiti kullanilarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarmda ¢alisildi. Doku 6rneklerinin sonug¢lar1 nmol/mg protein

olarak verildi.
3.1.4.4. Glutatyonperoksidaz (GPx) Aktivite Tayini

Nanotek firmasimdan temin edilen RAT GlutathionePeroxidase (GPx) ELISA Kit. Seri:
201-11-1705 no’lu ticari kiti kullanilarak Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda c¢alisildi. Doku orneklerinin sonuclari

nmol/mg protein olarak verildi.
3.1.4.5. Kanda Testesteron Diizeyi Tayini

Fine Biotech firmasindan temin edilen RAT Testosterone (T) ELISA Kit. Seri: ER 1462
no’lu ticari kiti kullanilarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda calisildi. Oda sicakliginda bekletilen Serum Ornekleri

tizerinden testosteron seviyesi Ol¢iimlendi.
3.1.5. TUNEL Metodu

Deneklere ait tiim kesitlerde apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in Roche marka InSitu

Cell Detection Apoptosis Fluorescein Kit’i kullanildi. Boyama islemi kitin prosediiriine
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uygun olarak yapildi; 5-6 mikron kalinligindaki testis dokular1 sirasiyla
deparifinizasyon ve rehidratasyon islemlerine tabi tutulduktan sonra PBS ile yikandi.
Daha sonra antijen geri kazanimi icin 0.01 M sodyum sitrat tamponunda mikrodalga
firmda 350 W’de 5 dakika bekletildi, ardindan oda sicakliginda 20 dk. Sogumaya
birakildi. PBS ile 3 defa 5’er dk. Yikanan dokular TUNEL reaksiyon karigimi ile 37 C
‘de nemli ve karanlik ortamda 60 dk. inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5 ‘er dk. yikanan
dokulara 4’,6-diamidino-2-phenylindole ile zit boyama yapildi. Gliserollii kapatma
soliisyonu ile kapatilan doklar Olympus BX-51 Floresan mikroskopta 450-500 nm dalga
boyunda goriintiilendi. Apoptotik indeks i¢in 20X objektifte her gruptan 100’er alan
olacak sekilde apoptotik hiicre sayimi yapildi.

3.1.6. istatistiksel Analiz

Testikiiler skorlama, Tunel yontemi ve Biyokimyasal testlerin istatistiksel analizi i¢in
SPSS 22 Programu kullanildi. Gruplar arasindaki karsilastirma i¢in One Way Anova
testi ve Post Hoc analizi i¢in Tukey testi uygulandi. Veriler art1 (+), eksi (-) standart

sapma olarak belirtildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu caligmada, eriskin sicanlara, testiste beklenen doku hasarmi gézlemlemek i¢in, ADR
uygulandi, ADR’in testis iizerine olasi hasarin1 engellemek i¢in de Vitamin E ve Se
takviyesi yapildi. Deney siiresince deney ve kontrol grubu sicanlarda 6liim gozlenmedi.
ADR uygulanan sicanlarda az miktarda kil dokiilmesi, ishal, istahta azalma ve
hayvanlarin aktivitelerinde diisiis kaydedildi. Otuz ii¢ giinliik deney sonunda testis
dokular1 c¢ikarildi, agirliklar: tartildi ve rutin doku takibinden sonra morfolojik olarak
degerlendirildi. Testis dokusu orneklerindeki MDA, CAT, SOD, GPx ve kandaki
testesteron diizeyleri ELISA testleri ile tayin edildi. Seminifer tiibiillerdeki hasarmn
derecesinin belirlenmesi i¢in JTBS kullanildi. Ayrica, seminifer tiibiil hiicrelerindeki
apoptozu gozlemlemek i¢cin TUNEL yOntemi ile DNA fragmantasyonuna bakildi. Elde

edilen tiim veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
4.1. Testis Agirhklan

Sakrifiye isleminden sonra deney hayvanlarindan ¢ikarilan testislerin agirliklar: tartildi.
Gruplara ait testis agirliklar1 ve farkliliklar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuna
ait testislerin agirliklar: ortalama 1,49+0,15 gr, Se grubunda 1,60+0,16 gr Vitamin E
grubunda 1,51+£0,16 gr, Se+Vitamin E grubunda 1,51+£0,16 gr, ADR grubunda
1,01+0,14 gr, ADR+Se grubunda 0,98+0,13 gr, ADR+Vitamin E grubunda 1,08+0,15
gr ve ADR+Se+Vitamin E grubunda ise 1,08+0,25 gr olarak ol¢iildii. Ortalama testis
agirliklart istatistiksel olarak karsilastirildiginda; kontrol grubu ile Se, Vitamin E,
Se+Vitamin E gruplar1 arasinda anlamli farklilik olmadig: goriildi (p>0,05). Fakat ADR
grubu ve ADR’nin kombine edildigi gruplara ait testislerin agirliginda meydana gelen
azalmanin hem kontrol grubuna goére hem de Se, Vitamin E, Se+Vitamin E gruplarma

gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). Ayrica, ADR grubu ile
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ADR ve antioksidan molekiillerin kombine olarak verildigi gruplarin testis agirliklar:

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig: saptandi (p>0,05).

Tablo 4.1. Farkli gruplara ait hayvanlarda testis agirliklar1.

Grup K S E S+E ADR ADR+S ADR+E ADR+S+E p

Testis 1,49+ 1,60 1,51+ 1,51+ 1,01+ 098+ 1,08 + 1,08 +

Agirhg  0,15° 0,16 0,16 0,16 0,14 0,13 0,15 0,25 <0.05

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamh olarak kabul
edilmistir. Ayn1 satirda yer alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler
gruplar arasindaki farkliligr ifade etmektedir.

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusu kesitlerinde seminifer tiibiillerin sik1 ve bir
arada yapilar ile hasarsiz bir yapiya sahip olduklar1 gozlenmistir. Biitiin seminifer
tiibiillerde germinal epitel diizenli yapilar1 ile ayirt edilmektedir. Seminifer tiibiillerin
liimenlerinde spermatozoonlar belirgin sekilde goriilmektedir. Interstisiyel alanda kan
damarlar1 ve Leydig hiicre gruplar1 bulunmaktadir (Sekil 4.1). Bu gruba ait testis
dokusunun yiiksek biiyiitmesinde seminifer tiibiillerin belirgin bir bazal membranla
cevrelenmis oldugu goriilmektedir. Bazal membran seminifer tiibiillerin etrafinda
diizenli bir hat seklindedir. Sertoli hiicreleri ile spermatojenik hiicreler diizenli yerlesim
gostermektedir (Sekil 4.2). Spermatogoniumlar kiiciikk koyu cekirdekleri ile bazal
membran iizerine yerlesik iken daha iistte iri ve koyu c¢ekirdekleri ile spermatositler ve
daha liimene yakin alanda bol sayida soluk cekirdekli spermatidler yer almaktadir.
Olgunlagsmakta olan spermatidler ve limende c¢ok sayida olgun spermatozoonlar

bulunmaktadir.

ADR grubuna (Grup 2) ait testis dokusu kesitleri incelendiginde, hemen biitiin seminifer
tiibiillerin yapisindaki bozulmalar ile testisin ADR’den etkilendigi gdzlenmistir (Sekil
4.3). Seminifer tiibiillerin kontiirlerindeki diizensizlik ¢ok net olarak gozlenirken
germinal epitel hiicre serilerinin yerlesim diizeni kaybolmustu. Semifer tiibiil caplari
degismis, yer yer kiiciik tiibiillerin varhigi da gozlenmekte idi. Ayrica, tiibiillerin
arasindaki intertisiyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinin azligi belirgindi. Tiibiil

liimenlerindeki spermatozoa azlig1 ve bu alana dokiilmiis olgunlagsmamis spermatojenik
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hiicrelerin varlig1 dikkat ¢ekiyordu. Ek olarak, ADR grubuna ait kesitlerin neredeyse

tamaminda tiibiillerin bazal membraninda invajinasyonlar mevcuttu (Sekil 4.4).

Vitamin E grubuna (Grup 3) ait testis kesitlerinin histolojik goriiniimleri kontrol
grubuna benzer olmakla beraber bu gruba ait siganlarin seminifer tiibiil limeninde daha

az spermatazoanin varlig1 goze carpmaktaydi (Sekil 4.5-4.6).

Se grubuna (Grup 4) ait testis kesitlerinin histolojik goriiniimleri kontrol grubundakilere
benzerdi (Sekil 4.7). Bazi tiibiillerin spermatogenetik hiicre serileri arasinda yer yer

bosluklar gozlendi (Sekil 4.8).

Se+Vitamin E grubuna (Grup 5) ait testislerin histolojik yapilar1 kontrol grubuna benzer
bir goriinim sergilemekteydi. Diizenli yerlesim gosteren germinal epitel diizgiin
kontiirlii bazal membran iizerne yerlesikti. Spermatojenik hiicre serisindeki hiicrelerin
goriintimleri aywrt edilebilmekte ve liimende saglikli spermatogonyumlar belirgindi
(Sekil 4.9). Bu grupta ek olarak, peritiibiiler alanda Leydig hiicrelerinin yogunlugu
kontrol grubuna benzerdi (Sekil 4.10).

ADR+Vitamin E grubuna (Grup 6) ait orneklerde tiibiillerin germinal epiteli diizgiindii
ve biiyiik oranda korunmugstu fakat tiibiiler bazal membranda invajinasyonlar vardi
(Sekil 4.11) ve tiibiil limenindeki spermatozoonlarin miktar1 ADR grubuna gore

fazlaydi (Sekil 4.12).

ADR+Se grubuna (Grup 7) ait histolojik kesitlerde, tiibiilleri olusturan germinal epitel
ve spermatojenik seri biiyiik 6lciide korunmustu (Sekil 4.13). Liimende spermatozoonlar
kuyruklar1 ve cekirdekleriyle biitiin olarak belirgindi fakat bazi tiibiillerde bazal lamina

invajinasyonlar1 ve tiibiiler kontiirde diizensizlikler gozlendi (Sekil 4.14).

ADR+Se+Vitamin E grubuna (Grup 8) ait testis kesitlerinde spermatogonyumlar
belirgin olarak gozlendi. Spermatositlerin bulundugu tabakada yer yer vakuol olusumu
gozlenmekle birlikte Leydig hiicrelerinin bulundugu intertisiyel alanlarda ©dem
olusumu dikkat ¢ekici bir baska ozellikti (Sekil 4.15.). Bunun yaninda bu gruba ait
deneklerin  seminifer tiibiillerinde  spermatositler arasindaki ayrim  belirsiz
gozilkkmekteydi. Liimendeki spermatozoa miktar1 kontrole gore azdi fakat ADR
uygulanan gruba gore liimendeki sperm sayisi fazlaydi (Sekil 4.16.).



Sekil 4.1. Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusu. Seminifer tiibiiller (ST) ile
interstisiyel bag dokusu icinde Leydig hiicreleri (LH) ve kan damarlari (ok) normal
yapida gozlenmekte. H&E X20.

Sekil 4.2. Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusunda seminifer tiibiillerin
liimenlerinde (L) spermatozoonlar (Sz) ve epitelde Sertoli hiicreleri (ok). Intertisyel
dokuda Leydig hiicreleri (LH). H&E X40.

34



Sekil 4.3. ADR grubuna (Grup 2) ait testis dokusunda diizensiz yapida seminifer tiibiiller
(ST) ve kan damarlar1 (ok) iceren interstisiyel bag dokusu (ID). H&E X20.

100 L

Sekil 4.4. ADR grubuna (Grup 2) ait testis dokusu. BM: bazal membran, L: limen, Ok:
Sertoli hiicreleri, LH: Leydig hiicreleri, ID: interstisiyel bag dokusu. H&E X40.
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Sekil 4.5. Vitamin E grubuna (Grup 3) ait testis dokusunda seminifer tiibiiller (ST),
interstisiyel bag dokusu (ID) ve Leydig hiicreleri (LH). H&E X20.

Sekil 4.6. Vitamin E grubuna (Grup 3) ait testis dokusunda seminifer tiibiiller (ST) ve
limenleri (L) ile interstisiyel bag dokusunda Leydig hiicreleri (LH) izlenmekte. H&E
X40.
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Sekil 4.7. Se grubuna (Grup 4) ait testis dokusunda diizenli spermatogenik seri hiicreleri
iceren seminifer tiibiiller (ST) ve aralarinda interstisiyel bag dokusu (ID). H&E X20.
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Sekil 4.8. Se grubuna (Grup 4) ait testis dokusunun yiiksek biiyiitmesinde seminifer
tiibiiller (ST) ve interstisiyel bag dokusu (ID) izlenmekte. H&E X40.

37



. . ¥ X
Sekil 4.9. Se+Vitamin E grubuna (Grup 5) ait testis dokusunda saglam yapida seminifer
tiibiiller (ST) ve cevresinde interstisiyel bag dokusu (ID). H&E X20.
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Sekil 4.10. Se+Vitamin E grubuna (Grup 5) ait testis dokusunda diizenli yapida germinal
epitele (GE) ve liimende (L)spermatozoonlara sahip seminifer tiibiiller ve interstisiyel bag
dokusu (ID). H&E X40.
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Sekil 4.11. ADR+Vitamin E grubuna (Grup 6) ait testis dokusunda seminifer tiibiiller
(ST) ve interstisiyel bag dokusu (ID). H&E X20.

Sekil 4.12. ADR+Vitamin E grubuna (Grup 6) ait testis dokusu.G: germinal
epitelyum, L: liimen, ID: interstisiyel bag dokusu ve LH: Leydig hiicreleri. H&E X40
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Sekil 4.13. ADR+Se gmbungl (Grup 7) ait testis dokusunda seminifer tiibiillerin (ST) ve
interstisiyel bag dokusunun (ID) genel goriiniimii. H&E X20.

POy 1

Sekil 4.14. ADR+Se grubuna (Grup 7) ait testis dokusu. GE: germinal epitel, L: limen,
BM: bazal membran, ID: interstisiyel bag dokusu. H&E X40
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Sekil 4.15. ADR+Se+Vitamin E grubuna (Grup 6) ait testiste bozulmus tiibiiler kontiir ile
seminifer tiibiiller (ST) ve intertisiyel bag dokusu (ID).H&E X20
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Sekil 4.16. ADR+Se+Vitamin E grubuna (Grup 6) ait testis dokusunda germinal
epiteli (GE) ve bazal membran1 (BM) ile seminifer tiibiiller ve interstisiyel bag dokusu
(ID). H&E X40
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4.3. JohnsenTestikiiler Biyopsi Skorlamasi Sonuclar

Seminifer tiibiillerdeki germinal epitelin degerlendirildigi Johnsen tiibiiler biyopsi
sonuclarma gore kontrol, Se, vitamin E, Se+Vitamin E, ADR, ADR+Se ve
ADR+vitamin E, ADR+Se+Vitamin E gruplar: icin elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirilerek Tablo 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
kontrol grubu ile antioksidan 6zellikte olan Se, vitamin E ve Se+Vitamin E uygulanan
gruplardan elde edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Fakat antioksidan uygulanan gruplar kendi iclerinde
degerlendirildiginde vitamin E grubu ile hem Se hem de Se+Vitamin E gruplar:
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p < 0,05). ADR uygulamasi
yapilan gruptan elde edilen veriler; kontrol grubu dahil tiim gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi (p<0,05).
ADR+Se, ADR+vitamin E ve ADR+Se+Vitamin E gruplar1 kendi iclerinde
degerlendirildiginde anlamli farkhilik g6zlenmezken (p>0,05), diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli fark oldugu belirlendi (p < 0,05).

Tablo 4.2. Johnsen’in Testikiiler Skorlama Sonuglart.

Grup K S E S+E ADR ADR+S ADR+E ADR+S+E p

Johnsen 9,05+ 9,05+ 825+ 9,07+ 582+ 755+ 7,35+ 7,05 +
Skoru 095" 084" 095 085  129° 1,63 1,51 1,55
Veriler ortalama = standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamlh olarak
kabul edilmistir. Ayn1 satirda yer alan ayn1 harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli

harfler gruplar arasindaki farklilig1 ifade etmektedir.

<0,02

4.4. Biyokimyasal Sonuclar

Testis dokusunda ADR’nin yol ac¢tig1 oksidatif strese bagli olarak olusmasi muhtemel
oksidatif hasarin tespitinde ve antioksidan molekiillerin hasarin derecesinin
azaltilmasina olan etkisini belirlemede ELISA yontemi kullanilarak elde edilen
sonuclar Tablo 4.3’de gosterilmistir.  Oksidatif stresin  tetikledigi lipid
peroksidasyonunun iiriinii olan MDA miktar1 gruplar arasinda degerlendirildiginde

istatistiksel olarak anlamli farklilhik olmadig: tespit edildi (p>0,05). Antioksidant
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enzimlerden olan CAT, SOD ve GPx seviyelerinde de gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gozlenmedi (p>0,05). Ortalama degerlere bakildiginda; Se+Vitamin E
tedavili grupta hem CAT hem de GPx degerlerinin en yiiksek oldugu gozlendi.

Tablo 4.3. Doku 6rneklerinde ortalama CAT, SOD, MDA, GPx ol¢iimleri.

Grup K S E S+E ADR ADR+S ADR+E ADR+S+E P
CAT 0,65+ 053+ 044+ 061+ 0,58 = 0,58 = 0,59 = 0,51+

042 0,20 0,09 0,18 0,27 0,16 0,17 0,30
MDA 35+ 331+ 323+ 697+ 4,01 £ 3,98 + 391+ 4,62 £

2,93 4,28 2,21 6,53 2,90 2,64 2,55 1,61

<0,05

GPX 64,41+ 61,95+ 5694+ 6691+ 56,06+ 6442+ 5853+ 56,75 +

13,82 13,19 6,06 18,24 26,89 15,02 10,62 3,90

0,51+ 047+ 045+ 0,50+ 0,44 + 0,54 £ 0,52 + 0,45 +

0,13 0,16 0,07 0,08 0,22 0,15 0,21 0,06

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. Ayn1 satirda yer alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler
gruplar arasindaki farklilig1 ifade etmektedir.

SOD

ELISA yontemi ile ¢alismada kullanilan hayvanlarin kan serumlarindaki testosteron
degerine bakildi. Tablo 4.4’de goriildiigii gibi, kontrol grubunun ortalama testosteron
seviyesi  18,83+0,78 pg/ml, Se grubundal8,78+0,71 pg/ml, vitamin E
grubundal9,04+0,49 pg/ml ve Se+Vitamin E’nin uygulanan grupta testosteron seviyesi
19,04+0,44pg/ml olarak belirlendi. Kemoterapik uygulamasina maruz kalan gruplarda
ortalama testosteron seviyeleri; ADR grubunda 16,15+1,9 pg/ml, ADR+Se grubunda
14,99+1,37 pg/ml, ADR+Vitamin E grubunda 16,67+1,05pg/ml ve ADR+Se+vitamin E
grubunda 15,16+1,47 pg/ml olarak 6l¢iildii. Bu sonuglar dogrultusunda kontrol grubu
ile ADR, ADR+Se, ADR+Vitamin E ve ADR+Se+Vitamin E gruplar1 arasinda anlaml
fark oldugu (p<0,05) ancak Se, vitamin E ve Se+vitamin E gruplar1 arasinda anlamli

fark olmadigi belirlendi (p>0,05).

Tablo 4.4. Kan Serumunda Testosteron Degerleri.

Grup K S E S+E ADR ADR+S ADR+E ADR+S+E p
[=]
S
2 18,83+ 1878+ 1904= 1904% 1615+ 1499+ 1667+ 1516+ _
$ 0,78 0,71* 0,49* 0,44* 1,90  1,37° 1,05 1,47° ’
%)
H

Veriler ortalama standart sapma olarak verilmistir. p< 0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. Ayn1 satirda yer alan aym1 harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler
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gruplar arasindaki farklilig1 ifade etmektedir.

4.5. Apoptoz Sonuclar

Calismada ADR’nin apoptoz iizerine etkisi ve antioksidan Ozellikteki Se ve vitamin
E’nin olas1 koruyucu o6zelliklerini belirlemek iizere TUNEL yontemi uygulandi.
Kontrol, Se, vitamin E ve Se+Vitamin E gruplarina ait goriintiilerde apoptotik hiicreler
siklikla spermatogonyum ve primer spermatosit seviyesinde gozlenirken, ADR
grubunda seminifer tiibiilii cevreleyen hiicre serilerinin tamaminda gozlendi (Sekil 4.17-
4.24). Apoptotik hiicre sayim sonuclar1 istatistiksel olarak degerlendirilerek Tablo
4.5’de gosterildi. Elde edilen verilere gore kontrol, Se ve vitamin E gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). Bunun aksine Se+Vitamin E’nin birlikte
kullanildig1 grup istatistiksel olarak degerlendirildiginde; kontrol grubu, Se grubu ve
Vitamin E grubu ile anlaml farklilik gosterdi (p<0,05).

ADR uygulanan gruba ait apoptotik hiicre sayis1 kontrol, Se, vitamin E gruplarma gore

istatiksel olarak anlamli bir artis géstermistir (p<0,05).

ADR+Vitamin E, ADR+Se ve ADR+Se+Vitamin E gruplarinda ise koruyucu amaclh
verilen Se ve Vitamin E’nin apoptotik hiicre sayisimi azalttigi belirlendi. Fakat
istatistiksel olarak anlamlilik sadece ADR+Vitamin E ve ADR+Se+Vitamin E

gruplarinda bulundu (p<0,05).

Tablo 4.5. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Apoptotik hiicre Sayisi.

Grup K S E S+E ADR ADR+S ADR+E ADR+S+E )4
gﬁcre 046+ 080+ 101+ 203+ 280+ 205+ 165+  151& .o
by 090 126" 131 22 367 059 2300 L6’ :

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamh olarak kabul
edilmistir. Ayn1 satirda yer alan aym1 harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler
gruplar arasindaki farklilig: ifade etmektedir



Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.

200 pm

Sekil 4.18. ADR grubuna ait testis dokusunda TUNEL boyamada apoptotik hiicreler.
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Sekil 4.19. Vitamin E grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.

Sekil 4.20. Se grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.



Sekil 4.21. Se+Vitamin E grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.

Sekil 4.22. ADR+Vitamin E grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.

200 um
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Sekil 4.23. ADR+Se grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.

Sekil 4.24. ADR+Se+Vitamin E grubuna ait testis dokusunda TUNEL Boyama.



5. TARTISMA VE SONUC

Kanser biitiin diinyada oliimciil hastaliklarin en 6nde gelenlerindendir. Bu nedenle
kanser tedavisi iizerine oldukg¢a fazla calisma bulunmaktadir. Kanser tedavisi igin
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi uygulamalar yapilmaktadir. Kemoterapi kanser
tedavisinde kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Kemoterapide kanserin tiiriine ve

evresine gore degisen cok sayida ajan kullanilmaktadir (48).

Kanser tedavisinde kullanilan kimyasal maddelerin, tedavi sirasinda kanserli hiicreler
yanmda normal saglikli hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir (48). Bu nedenle, kanser
ilaglarinin normal hiicreleri etkilemelerini Onlemeye yonelik ¢ok sayida caligma
yapilmaktadir ve bu caligmalarda koruyucu olarak c¢ogunlukla dogal antioksidanlar
kullanilmaktadir (11). Vitamin E ve Se bu amacla kullanilan etkin antioksidanlardandir
(12,13). Vitamin E ile ilgili olduk¢a fazla calisma yapilmis oldugu belirtilmesine
ragmen (14) kansere kars1 kullanilan ilaglarin zararh etkilerini Onlemede etkileri
hakkinda tam olarak fikir birligine varilamamustir (15). Vitamin E’nin yararh etkilerini
inceleyen bir calismada, antioksidan etkisini lipit peroksidasyon zincir baslama
basamagini kirarak ya da dogrudan reaktif oksijen tiirevlerini siipiirerek gerceklestirdigi

ileri siiriilmiistiir (9).

Bir diger antioksidan olan Se pek ¢ok hiicre ici fizyolojik ve biyokimyasal siirecte rol
oynamaktadir (17) ve antioksidan savunma sisteminin yapisal bir bilesenidir. Ayrica
baz1 caligmalarda, farkli antioksidanlarm birlikte verilmesi ile koruyucu veya tedavi
edici etkilerinin daha da artirilabilecegi goriisii ortaya koymustur. Bu kapsamda, bazi
calismalarin (20-23) bulgularinm 15181 altinda, Se’nin ve vitamin E’nin etkileri goz

Oniinde tutularak, birlikte sinerjistik etki gosterebilecegini diistindiik.

Bu amacla, Se ve Vitamin E’nin tek tek ve birlikte koruyucu etkisinin olup olmadigini
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incelemek i¢in, doku hasar1 olusturdugu bilinen bir kemoterapik ajan olan ADR’nin

testis lizerine etkilerini degerlendirdik.

ADR; 16semi, mesane ve bas boyun kanserleri gibi pek cok kanserin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (49). Diger antrasiklinler gibi ADR de DNA’y1 etki ederek
kanserli hiicreler tizerinde etkisini gosterir. ADR organizmada kanser hiicreleri
disindaki diger saglam doku ve organlardaki hiicreler iizerine de toksik etki gosterir.
ADR’nin basta kalp (50) olmak iizere diger doku ve organlar iizerine toksik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Bu organlardan biri de testisdir. Pek ¢ok arastirmada, ADR’nin
spermatogenez siirecinde gelisim bozukluklarina yol agarak sperm sayisinda azalmaya

ve iireme sistemi iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu ortaya konmustur (5-7).

Calismamizda, 10 kere, giinliik 2mg/kg olmak iizere toplam 20 mg/kg ADR
uygulamasinin testiste ne gibi degisimlere yol actigini organ agirlig: ile histopatolojik
ve biyokiyasal diizeyde incelendi. ADR uygulamasi yapilan tiim gruplarda, birlikte Se
ve vitamin E verilmis olsa dahi, kontroller ile Se ve Vitamin E gruplarina gore testis
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugunu gozlemlendi. Benzer
bir calismada, ADR ’nin testis ve epididimis agirhiginda azalmaya yol actig1 goriilmiis ve
agirhiktaki kaybmn, ADR uygulamasinin ardindan testis ve epididimde olusan
spermatojenik hiicre sayisindaki azalmaya bagli oldugunu ileri siirmiislerdir (51). Diger
caligmalarda, ADR uygulamasindan sonra testisteki agirlik kaybinin spermatogenezde
azalma, Leydig hiicre atrofisi ve germ hiicre kaybindan kaynaklandigini belirtmislerdir
(52,53). Bu calismada elde ettigimiz testis yapisindaki benzer yapisal bozulmalar, ADR

toksisitesini gostermekte ve benzer sekilde, agirlik kaybinin nedeni olabilmektedir.

ADR’nin testis iizerine sitotoksik etkisi pek ¢ok caliymada gosterilmistir. Seminifer
tiibiil hacmi ve sayisinda azalma, spermatogonyada vakuol olusumu, spermatogenezde
bozulma, germ hiicre sayisinda azalma, diizensiz tiibiil olusumu, seminifer tiibiil
epitelinde incelme ile bu epitele ait hiicrelerde olgunlasma diizeninin bozulmasi,
intersitisiyel alanda bosluklar testis dokusunda ADR’ye bagl olarak gelisen en yaygin
histopatolojik bulgulardandir (39). Kato ve arkadaslarinin (54) 2 mg/kg /giin ADR
uygulanan c¢aligmalarinda, erkek sicanlarda Sertoli hiicrelerinde morfolojik
bozulmalarin oldugu, Ceribasi ve arkadaslar1 (39) tarafindan yapilan baska bir
calismada aym1 dozda ADR verilen sicanlarm testis kesitlerinde seminifer tiibiil capinda

ve JTBS skorunda azalma, intersitisiyel 6dem, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon,
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tiibiillerde atrofi, germ hiicrelerinde azalma, organizasyon bozuklugu ve nekroz
gozlenmistir. Bizim caliyjmamizda, tek basina 2mg/kg ADR uygulanan grupta kontrol
ve diger gruplara gore JTBS degerinde anlamli azalmalar vardi. Skorlamaya paralel
olarak 151k mikroskobik bulgularimizda ADR grubuna ait sicanlarm testis kesitlerinde
dejenerasyon cok belirgindi; normal boyuttaki tiibiil kontiirlerindeki diizensizlikler,
bazal membran kayiplari, germinal epitelde azalma, tiibiil liimeninde spermatozoa azli1
ve limene dokiilmiis olgunlagsmamis spermatojenik hiicreler ve yer yer kiiciik caplh
tiibiiller, intersitisiyel alanda Leydig hiicre kayiplar1 bunlardan baslicalariydi. Bu
bulgular Onceki caligmalarla uyumluydu ve ADR verilmesinin sican testislerinde

toksisite olusturdugunu gostermektedir.

ADR’nin toksik etkilerinin nedeni olarak ROS olusumunu isaret eden bazi raporlar
bulunmaktadir (55). ROS; siiperoksit iyonu, hidroksil radikali, peroksil radikali, alkoksil
radikallerini kapsayan serbest radikaller ile oksijen, ozon ve hidrojen peroksit gibi
radikal olmayan molekiilleri kapsar. Normal oksijen metabolizmas1 sonucu ag¢iga ¢ikan
bu molekiillere erkek iireme sistemindeki bazi fizyolojik olaylarda ihtiya¢ duyulur.
Ancak bunlarin asir1 iiretimi, oksidatif stresin gelismesinin bir sonucu olarak lipit
peroksidasyonuna yol acabilir. Hiicreler, ROS’u belirli dlciide ya da tamamen azaltacak
antioksidan mekanizmalara sahiptir. SOD, CAT ve GPx; oksitlenmis membran
bilesenlerinden tiirevlenen ROS’u temizleyen antioksidan enzimlerdendir (56,57). Lipit
peroksidasyonu artiginin, testislerde ADR uygulamasinin toksik etkilerinden biri oldugu
kabul edilir. Atessahin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada (39) 10 mg/kg
dozda ADR uygulamasi sonucunda asir1 serbest radikal olusumuna bagli MDA
seviyesinde yiikselme meydana geldigi belirtilmistir. Bizim caliyjmamizda, 2 mg/kg
dozda ADR uygulanan grupta MDA seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli bir
farklilik yoktu. Bunun sebebi, testis dokusunda oksidatif stresin olusumu icin gereken
dozun ve sikligm, bizim ¢aligmamizda kullandigimiz dozdan ve sikliktan daha fazla
ADR uygulamasi olabilir. Pande ve Flora tarafindan (58) 2002’de yapilan bir caligmada
oksidatif stres altindaki hiicrelerde GSH reduktazin veya NADPH nin diisiik aktivitesini
telafi etmek adina CAT aktivitesinin artabilecegi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da,
Ceribag1 ve arkadaslarinin calismasina (39) benzer olarak, ADR uygulanan grupta CAT
aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark olmamasina karsin belli 6lgiide
artiy meydana gelmistir. Diger antioksidan enzimlerden GPx ve SOD seviyesi, ADR

uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamsiz kabul edilecek seviyede azalmisti.
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Muhtemelen yiiksek dozda uygulanacak ADR tedavisi altinda GPx ve SOD aktivitesi
anlamli olabilecek sekilde baskilanabilir. Oksidatif stres altinda SOD ve GPx
aktivitesinde kontrol grubuna gore olusan anlamsiz farklhiliklara daha Onceki

calismalarda da rastlandi (39,59).

Spermatazoanin farklilagsmasi iireten Leydig hiicrelerinin iirettigi testosteron sayesinde
siirdiiriilebilir. Leydig hiicrelerinde meydana gelebilecek bir hasar sperm sayisinda,
sperm hareketliliginde ve testosteron seviyesinde dnemli bir azalma meydana getirebilir
(60). ADR spermatogenez iizerine etkisini Leydig hiicrelerinde olusturdugu olumsuz
etki ile de olusturabilir. Leydig hiicrelerindeki bir bozulma testosteron iiretimini de
etkileyecektir. Bizim caliyjmamizda, 2mg/kg dozda ADR uygulanan gruptaki sicanlarda
serum testosteron seviyesi kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalma ile daha 6nceki

caligmalarin (39,60) sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

ADR’nin testiste kontrollii hiicre oliimiinii (apoptozis) tetikledigi bilinmektedir (61).
Gecmiste yapilan bir calismada ADR’nin neden oldugu spermatogenik hiicrelerin
sitoplazmasmdaki FAS-L’nin  ve Kaspaz-3’iin  immiinoaktivitesinin ~ 6nemli
miktarlardaki artig1 ile ADR’nin apoptoza neden oldugu gosterilmistir (62). Bir baska
calismada ADR’nin proapoptotik proteinleri (BAX) arttirarak ve antiapoptotik
proteinleri (Bcl-2) azaltarak programli hiicre dliimiine yol actig1 ortaya konmustur (39).
Bu caligmalarla desteklenecek calisjmamizda, TUNEL yontemini kullanarak ADR
tedavisi uygulanan grupta kontrol grubuna gore apoptotik hiicrelerin sayisindaki artigin

anlaml1 oldugunu gozlemledik.

Hiicreler fazla miktarda enzim ve antioksidan icerigine sahip olmasina karsin, bu
molekiiller, oksidatif stresin yol actig1 redoks durumunu normalize etmede yetersiz
kalabilir. Bu durumda, disaridan besin olarak alinacak antioksidant takviyesine ihtiyag
duyulabilir (11). Degisik caligmalarda farkli kimyasallarin etkilerini azaltmak veya
ortadan kaldirmak icin ¢ok fazla sayida antioksidan Ozellikli madde kullanilmistir.

Vitamin E ve Se bu tiir maddelerdendir.

Vitamin E, spermatojenik hiicrelerin antioksidan savunma sisteminin kompleks baglant1
aginin  baglica bilesenlerinden biridir. Ayn1 zamanda, lipit peroksidasyonunun
yayilmasini engellemede, zincir reaksiyonlarini kiran bir antioksidan olarak islev goren,
membranm baglica korucuyularindan biridir (63). Diyetle Vitamin E takviyesi,

DNA’y1, lipitleri ve proteinleri oksidatif hasardan koruyabilmektedir (64). Vitamin
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E’nin bu koruyucu etkisinin, serbest radikalleri dogrudan siipiiriicii 0zelliginden
kaynaklaniyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir (65). Vitamin E ayni zamanda ROS
tarafindan baslatilan zincir reaksiyonlarii kirmak icin ¢ift tabakali fosfolipit membranla

reaksiyona da girebilir (66).

Gecmisten gliniimiize Vitamin E, anti infertilite 6zellige sahip bir vitamin olarak bilinir
(67) ve erkek iireme sistemimin normal fonksiyon gosterebilmesiyle iligkilendirilir (68).
Erkek hayvanlarda, testikiiler kayip, iireme toksisitesinin en énemli parametrelerinden
biridir ve genellikle testikiiler kitlede azalmaya germinal hiicrelerinin kayb: eslik eder
(69). EL-Faras ve arkadaslar1 (70) yaptiklar1 ¢calismada 4 hafta boyunca haftada 1 kez 3
ml/ kg dozda karbon tetrakloriir tedavisi goren sicanlarin diyetine 4 hafta boyunca
haftada 4 kez 100 mg/kg dozda Vitamin E takviyesini takiben viicut agirligi, testis
agirhigr ve sperm agrrliginin kontrol grubu diizeyine cekildigini gozlemlemislerdir.
Bizim c¢alismamizda da yalnizca Vitamin E verilen sicanlarm testis agirligi kontrol
grubuna yakin olmakla birlikte yalmizca ADR uygulanan gruba gore testis agirliginda
anlaml1 bir artis vardi. Diizeltici etkisini gozlemlemek adina, ADR ile birlikte Vitamin
E verilen grupta testis agirhigi kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldi ve
Vitamin E’nin burada diizeltici roliine rastlanmamis gibi goriinse de Vitamin E’nin uzun
stireli kullanimimda spermatojenik siireci hizlandirmas1 ve Leydig hiicre sayisimi veya

aktivitesini diizenleyerek testis agirhiginda artis yapmasini beklemek mantikli olabilir.

Vitamin E, spermatogeneziste ve sperm olgunlagsmasinda kilit bir rol oynayan testisin
fizyolojik islevlerinin siirdiiriilebilmesinde Onemlidir (45). Gec¢miste yapilan bir
caligmada, Sodyum arsenit uygulamasinin sicanlarin testis dokusunda olusturdugu
hasara kars1 Vitamin E’nin seminifer tiibiil capini arttirarak, seminifer tiibiil duvarini
kalinlagtirarak ve tiibiil liimenindeki boslugu azaltarak testislerin morfolojik
goriiniimiinde diizeltici etki sagladig1 goriilmiistiir (71). Bir baska calismada da Vitamin
E’nin testikiiler sperm sayismi arttirdigl ve testis morfolojisinde olumlu degisimleri
destekledigi belirtilmistir (72). Bu c¢aligmalarla uyumlu olarak bizim calismamizda,
sicanlarin  testis kesitlerinde seminifer tiibiil epiteli ve Sertoli hiicrelerinin
degerlendirildigi JTBS’de yalnizca Vitamin E verilen gruba ait bireylerin kontrol
grubuna yakin oldugunu gézlemlenmistir. Yine sadece Vitamin E verilen grupta, yalniz
ADR ve ADR’nin kombine sekilde verildigi gruplara gore skorlamada anlamli artig

gozlemledik. Koruyucu etkisini gozlemlemek adina ADR ile birlikte Vitamin E
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verdigimiz grupta yalnizca ADR uygulanan gruba gore elde edilen skorlamada anlamli
bir artis gdzlendi. Bu da Vitamin E’nin testisin morfolojik yapisindaki diizeltici etkisini

kanitlamaktadir.

Gevrek ve Ozdemir’in (73) yapti§1 yeni bir calismada cisplatin uygulamasinin testis
dokusunda tetikledigi apoptotik hiicre sayisindaki artisa karsin, 50 mg/ kg doz Vitamin
E tedavisi alan grupta kontrol grubuna yakin seyrettigi gozlendi. Bizim ¢alismamizda,
Vitamin E uygulanan gruba ait seminifer tiibiil hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin
sayisinin kontrol grubuna yakin oldugu; yalnizca ADR’li gruba gore ise anlamh sekilde
azaldig1 gozlendi, ADR+Vitamin E’nin grubundaki apoptotik hiicre sayisi1 kontrol
grubuna gore anlamh sekilde fazla olmakla birlikte yalmizca ADR tedavisi uygulanan
gruba gore apoptotik hiicre miktar1 sayisal olarak azalma gosterdi fakat bu azalma

sayisal olarak anlamli degildi.

Biyokimyasal parametreler 1s18inda calismamizda Vitamin E’nin lipit peroksidasyonu
ve antioksidant enzimler iizerindeki etkilerini inceledik. Vitamin E tedavisi uygulanan
grupta Lipit peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA iiriinii, kontrol grubuyla yakindi
fakat ADR grubuyla da anlamh farklilik gostermedi. Buna karsin MDA seviyesi
Vitamin E grubunda diger tiim gruplara gore sayisal olarak en diisiik diizeydeydi. Bu
calismada kismen de olsa Vitamin E’nin lipit peroksidasyonunu azalttigini kanitladi.
ADR+Vitamin E grubunda MDA seviyesi kontrol grubuna yakindi ancak yalnizca
sayisal olarak anlamsiz kabul edilecek diizeyde ADR’li gruba gore yiiksekti.
Antioksidan sistemlerin aktivitelerinin artisi, Vitamin E’nin serbest radikal siipiiriicii
etkisinin sonuclarindan biri olarak diisiiniilebilir (65). Calismamizda, Vitamin E verilen
grupta CAT, GPx ve SOD aktiviteleri kontrol ve diger gruplara nazaran anlamli bir
farklilik gostermedi. Benzer sekilde, ADR+Vitamin E grubunda CAT, GPx ve SOD
aktiviteleri kontrol grubuna gore ve ADR grubuna gore anlaml farklilik gostermemekle
birlikte SOD aktivitesi ADR+Vitamin E grubunda yalniz ADR uygulanan gruba gore
bir miktar artmigti.

Benzer bir g¢alismada Vitamin E’nin serum testosteron, LH ve FSH seviyelerini
yiikselttigi gozlendi (70), Bir bagska calismada Vitamin E, dioksinle olusturulan testis
hasarmi diisiirdiigli ve azalan sperm sayisi, testosteron, LH, FSH seviyelerini antagonize
ettigi gosterilmistir (74). Bizim c¢alismamizda Vitamin E verilen grupta serum

testosteron seviyesi kontrol grubuna yakim degerlerde gozlenirken ADR verilen gruba
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gore anlamli bir artis vardi. ADR+Vitamin E grubunda ADR grubuna gore serum

testosteron seviyesi sayisal olarak {iistiindii ancak bu iistiinliik anlaml degildi.

Se, normal gelisim ve lireme fonksiyonlarinin diizenlenmesi i¢in gerekli olan bir mikro
besindir (19). Ayn1 zamanda testislerin Onceligi, selenyumdan faydalanmak ve bunu
sirdirmektir. Testislerde selenyum miktarmin azalmasi membran hasarmna ve
spermatazoon anomalilerine yol acabilir (75). Se, normal testis fonksiyonlar i¢in elzem
olup erkek tireme kapasitesinde hem yapisal olarak hem enzimatik olarak major role
sahiptir. Bu yiizden Se eksikligi plazma testosteron seviyesinde azalma gibi diisiik
sperm iiretimi gibi konularla iligkilidir (76). Daha once yapilan bir calismada nikotinin
sican testis agirliginda olusturdugu hasara karsi1 10 mikrogram/kg/giin dozda Se’nin
diizeltici etkisi gozlenmistir (77). Biz de calismamizda 2 mg/kg dozda Se uyguladik.
Yalnizca Se verilen gruptaki sicanlarin testis agirligi kontrol grubuna benzer iken ADR
uygulanan gruba gore anlamh sekilde artis gosterdi. Bu bulgularimiz 6nceden yapilmis
bir ¢calismayla uyumluydu (78). Se’nin ADR ile kombine olarak verildigi grupta testis
agirligi kontrol grubuna gore anlamlh olarak artis gostermisti. Se+ADR grubundaki
testis agirligi ADR grubuna gore sayisal olarak artmis goziikse de bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bu bulgular Se’nin testis agirhigm korumadaki etkili

olabilecegini gdstermektedir.

Jana ve arkadaslar1 (79) yaptiklar1 bir caligmada, egzersizin testiste yol actig1
gametogenik ve spermatojenik bozulmaya karsi sodyum selenit takviyesinin 6nemli
Olciide tedavi edici oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan baska caligmalarda da
kadmiyumun sigan testisinde neden oldugu histopatolojik ve apoptotik degisimleri

selenyumun azaltti31 gézlemlenmistir (80,81).

Bu calismada, Se ile tedavi goren grupta JTBS skoru kontrol grubuyla ayni iken ADR
ile tedavi goren gruba kiyasla skorlamada anlamli sekilde artig vardi. Diizeltici etkisin
gozlemlemek adina ADR+Se grubunda JTBS degeri, ADR grubuna gore anlaml olarak
artmustl. Bu bulgular 6nceki caligmalarla uyumluydu (80,81). Apoptotik gdzlemlerimize
gore; yalmizca Se verilen grupta kontrole yakin TUNEL pozitif hiicreye rastlanirken
yalnizca ADR verilen gruba gore Se’li grupta TUNEL pozitif hiicrelerin sayis1 anlaml
olarak azalmisti. ADR+Se grubunda ADR grubuna gore TUNEL pozitif hiicrelerin

say1s1 azalmigt1 fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Se, GPx’in ana bilesenlerinden biridir (75). GPx; hidrojen proksit ve lipit peroksit gibi
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ROS tiirevlerinin asir1 artisina baglt olusan oksidatif hasara kars1 SOD, CAT ile birlikte
antioksidant islevi goriir. Cao ve arkadaslar1 (78) tarafindan yapilan bir ¢calismada, 0,75
mg/kg dozda giinliikk olarak aflotoksine maruz kalan sicanlarda 0,4 mg/kg doz Se
uygulamasi, testis dokusuna ait GPx aktivitesini arttirirken ROS ve MDA seviyelerini
onemli Olciide azaltmistir. Baska iki ¢alismada da, karbamizol ve kadmiyuma maruz
kalan sigcan testislerinde Se’nin oksidatif hasar1 azalttigini, serbest radikalleri elimine
ederek ve antioksidant savunma sistemini gelistirerek sperm Kkalitesini arttirdigini
gostermistir (17,82). Yine ge¢cmiste yapilan baska bir calismada, varikoselli sicanlarin
testis homojenatlarinda antioksidan enzim (CAT, SOD, GPx) seviyelerinde ciddi bir
azalma ve MDA seviyesinde ciddi bir artis gozlemlenirken selenyum bilesiginin farkli
dozlardaki uygulamasinin antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi, MDA diizeyini ise
azalttig1 gosterilmistir (83). Bizim yaptigimiz ¢alismada; Se verilen grupta CAT, GPx,
SOD ve MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore ve ADR grubuna gore anlamli
farkliliklar gormedik. Buna karsin Se grubunda MDA seviyesi ADR grubuna gore
diisiik seviyede gozlendi. Se grubunda GPx ve SOD testis seviyeleri ADR grubuna gore
yiiksek gozlendi.

Testosteron Leydig hiicrelerinde iiretilir ve testikiiler fonksiyonun siirdiiriilebilmesi ile
spermatogenezin diizenlenmesi i¢in gereklidir (84,85). Testikiiler testosteron sentezinin
yoksunlugu, insanlarda ve kemiricilerde sperm konsantrasyonunun azalmasma yol
acarak spermatogenezi engeller (85,86). Serum testosteron seviyesindeki azalma,
Aflotoksine maruz kalmis ratlarda sperm konsantrasyonundaki azalmay1 da beraberinde
getirdi (87,88). Cao ve arkadaslarinin (78) yaptig1 ¢calismada 0,4 mg/ kg doz uygulanan
Se’nin aflotoksin uygulamasina maruz kalan siganlarda serum testosteron seviyesi ve
sperm konsantrasyonundaki azalmayi hafifletmistir. Se verilmesinin, Ozellikle
spermatogenezisi gelistirerek ve testosteron seviyesindeki azalmayi1 hafifleterek
koruyucu etkisi oldugu bu calismada kanitlandi. Bizim ¢alismamizda Se verilen grupta
serum testosteron seviyesinin kontrol grubuna yakin gozlemlerken bu deger yalnizca
ADR grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak artis gosterdi. Diizeltici etkisini
gozlemlemek amaciyla olusturdugumuz ADR+Se grubunda serum testosteron seviyesi

ADR grubuna yakindi.

Vitamin E, Se’nin de etkisiyle, hidroperoksit olusumunu yok ederek oksidatif hasara

duyarli membran lipitlerini koruyor ve oksidatif stres kaynakli peroksidatif hasardan
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lipit igerikli membran ve organelleri korur (89). Onceki ¢alismalar, Vitamin E ve Se’nin
birlikte oksidatif strese kars1 korumada sinerjistik olarak etki edebilen 6nemli besinler
oldugunu kanitlamistir (21). Bu bilesiklerin, lipit peroksidasyonu sonucu olusan serbest
radikalleri azalttig1 gibi enzimatik ve nonenzimatik aktiviteleri diizelttigi diger
caligmalarda da gozlenmistir (90). Yapilan bir calisjmada, Dimethoate’nin serebral
kortekste tetikledigi oksidatif strese karst Se ve Vitamin E kombinasyonunun, bu
maddelerin tek basina uygulamasindan daha fazla etkili oldugu ortaya konmustur (91).
Calismamizda Vitamin E ve Se’nin birlikte etkilerini arastirmak amaciyla morfolojik,
histopatolojik, biyokimyasal bulgular1 degerlendirdik. Vitamin E ve Se’nin kombine
olarak verildigi grupta testis agirliginin kontrol grubuna yakin seyrettigini gordiik.
ADR+Se+Vitamin E tedavili grupta testis agirliginin kontrol grubuna gore anlaml
olarak azaldigmi gozlemledik. ADR+Se+Vitamin E grubunda yalniz ADR tedavisi
uygulanan gruba gore testis agirhginda anlamli bir artis gdzlenmedi. Bunun sebebi,
ADR’nin yol agtig1 organ indeksindeki azalmay: tersine ¢evirmek icin Vitamin E ve

Se’nin daha uzun siireli ve yiiksek dozlarda kullanilmasi olabilir.

Yaptigimiz ¢calismada Se+Vitamin E grubunda seminifer tiibiil capinin 6lciildiigii JTBS
skoru kontrol grubuna yakindi fakat ADR grubuna gore anlamli olarak fazlaydi. ADR +
Se+Vitamin E grubunda skorlama degeri yalnizca ADR uygulanan gruba gore anlamli
olarak fazlaydi. Vitamin E ve Se kombinasyonu apoptozu azaltict etki de gosterdi.
Giincel calismamizda, Se+Vitamin E grubunda TUNEL pozitif hiicrelerin sayis1 kontrol
grubuna gore anlaml olarak fazlaydi ancak ADR tedavili gruba gore anlamli olarak
azalmigti. Bunun yaninda ADR’nin tetikledigi apoptozun azaltilmasma yonelik
bulgularda ADR+Se+Vitamin E tedavisi uygulanan grupta yalnizca ADR uygulanan
gruba gore apoptotik hiicrelerin sayis1 anlamli olarak azalmisti. Bu bulgular, vitamin E
ve Se kombinasyonunun testikiiler yapiyr koruyucu etkisinin yanmda tedavi edici

0zelligi oldugu yoniinde 6nemli bir kanit olabilir.

Calismamizda, biyokimyasal parametreler 151ginda Vitamin E ve Se kombinasyonunun
lipit peroksidasyonu, antioksidant enzim aktiviteleri ve serum testosteron diizeyi lizerine
etkilerini arastirdik. Se+Vitamin E grubunda MDA, CAT, SOD ve GPx testis
konsantrasyonlar1 kontrol ve diger gruplara gore anlamli degildi fakat CAT ve GPx
aktiviteleri Se+Vitamin E grubunda sayisal olarak en yiiksek diizeydeydi. Benzer
sekilde, ADR+Se+Vitamin E tedavisi goren grupta da MDA, CAT, SOD ve GPx testis



58

konsantrasyonlar1 kontrol ve diger gruplara gore anlaml farklilik gostermedi. Olasidir
ki, 2 mg/ kg dozda verilen ADR tedavisinin, testislerin morfolojisinde olusturdugu
histopatolojik degisimler lipit peroksidasyonunu tetikleyecek diizeyde degildi. Buna
karsihik Vitamin E ve Se uygulamasinin giinlik dozu ve tedavi periyodu bu
molekiillerin antioksidant etkilerini agiga c¢ikarmada yeterli gelmemis olabilir. Son
olarak caligmamizda, Vitamin E ve Se’nin birlikte verildigi grupta serum testosteron
diizeyi kontrol grubundakine yakimn iken ADR tedavili gruba gore anlaml sekilde artis
gostermisti. Ancak diizeltici etkisini gorebilmek adma ADR+Se+Vitamin E grubunda
serum testosteron diizeyi kontrole gore anlamli olarak azalma gosterdi. Buna karsin,
ADR+Se+Vitamin E grubunda sicanlarin serum testosteron diizeyi ile ADR grubundaki
sicanlarin serum testosteron diizeyleri arasinda anlamli bir farklhilik bulunamadi.
Vitamin E ve Se eklenmesi, ADR’nin Leydig hiicreleri iizerinde olusturdugu baskiy1
kaldirmis olabilir ancak testosteron iiretimini aktiflestirmek i¢in Vitamin E ve Se

tedavisinin daha uzun siireli periyodlarina ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.

Sonu¢ olarak; vitamin E ve Se’nin hem ayr1i ayr1 uygulamasi hem de birlikte
uygulamasi, ADR ile olusturulan testis hasarma kars1 morfolojik ve histopatolojik
olarak gozle goriiliir bir sekilde koruyucu etkiye sahip oldugu gozlendi. Ancak, vitamin
E ve Se’nin antioksidant ozellikleri ve serum testosteron diizeyine etkilerini daha net
ortaya koyabilmek i¢in, bu mikro molekiillerin daha yiiksek dozda ve daha uzun siireli

kullanimina gerek duyuldugu bizim caliyjmamizda ortaya konmustur.



10-

6. KAYNAKLAR

Pichiah PB, Sankarganesh A, Kalaiselvi S, et.al Adriamycin induced
spermatogenesis defect is due to the reduction in epididymal adipose tissue mass:
A possible hypothesis. Med Hypotheses 2012; 78(2): 218-20.

Kumar D, Kirshenbaum LA, Li T, Danelisen I, Singal PK. Apoptosis in
adriamycin cardiomyopathy and its modulation by probucol. Antioxid Redox
Signal 2001; 3(1): 135-45.

Okuda S, Oh Y, Tsuruda H, et al. Adriamycin induced nephropathy as a model of
chronic progressive glomerular disease. Kidney Int 1986; 29(2): 502—-10.
Al-Bekairi AM, Osman AM, Hafeez MA, et al. Effect of desferrioxamine on the
hepatotoxicity of adriamycin in normal mice. Drug Dev. Res 1993; 29(1): 56-62.
Herman EH, Ferrans VJ. Animal models of anthracycline cardiotoxicity: basic
mechanisms and cardioprotective activity. Prog Pediatr Cardiol 1997; 8(2): 49-58
Au WW, Hsu TC. The genotoxic effects of adriamycin in somatic and germinal
cells of the mouse. Mutat Res 1980; 79(4): 351-61.

Lui RC, Laregina MC, Herbold DR, Johnson FE. Testicular cytotoxicity of
intravenous doxorubicin in rats. J Urol 1986; 136(4): 940-43.

Potnuri AG, Kondru SK, Samundrala PK, Allakonda L. Prevention of adriamycin
induced cardiotoxicity in rart — A comparative study with subacute angiotensin-
converting enzyme inhibitor and nonselective beta blocker therapy. Met. &
Endorcine 2017; 14: 59-64.

Lobo V, Patil A, Phatak A, Chandra N. Free radicals, antioxidants and functional
foods: Impact on human health. Pharmacogn Rev 2010; 4(8): 118-126.

Sabanegh, ES. Ragebh, AM. Male fertility after cancer. Urology 2009; 73(2):
225-31.



11-

12-

13-

14-

15-

16-

17-

18-

19-

20-

21-

22-

60

Mut-Salud N, Alvarez PJ, Garrido JM, et al. Antioksidant intake and antitumor
therapy: Toward nutritional recommendations for optimal results. Oxid Med Cell
Longev 2016; 2016: 2-56.

Singh KC, Kaur R, Marar T. Ameliorative Effect of Vitamin E on Chemotherapy
Induced Side Effects in Rat Liver. Jpt 2011; 5(6): 481-492.

Boussada M, Ali RB, Said AB, et al. Selenium and a newly synthesized
thiocyanoacetamide reduce doxorubicin gonadotoxicity in male rat. Biomed.&
Pharmacotherapy 2017; 89: 1005-1017.

Rengaraj D, Hong YH. Effects of dietary vitamin E on fertility functions in
poultry species. Int.j. Mol. Sci 2015; 16(5): 9910-21.

Lonn E, Bosch J, Yusuf S, Sheridan P, et al. HOPE and HOPE-TOO Trial
Investigators. Effects of long term vitamin E supplementation on cardiovascular
events and cancer. JAMA 2005; 293(11): 1338-47.

Noguchi N, Niki E. Dyamics of vitamin E action against LDL oxidation. Free
Radical Research 1998; 28(6): 561-572.

Sakr SA, Mahran HA, Nofal AE. Effect of selenium on carbimazole-induced
testicular damage and oxidative stress in albino rats. J Trace Elem Med Biol 2011;
25(1): 59-66.

Rayman MP. The importance of selenium to human healt. Lancet 2000;
356(9225): 233-41.

Song R, Yao X, Shi L, Ren Y, Zhao H. Effects of dietary selenium on apoptosis
of germ cells in the testis during spermatogenesis in roosters. Theriogenology
2015; 84(4): 583-8.

Naderi M, Keyvanshokooh S, Salati AP, Ghaedi A. Combined or individual
effects of dietary vitamin E and selenium nanoparticles on humoral immune status
and serum parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) under high
stocking density. Aquaculture 2017; 474: 40-47.

Bernabucci U, Ronchi B, Lacetera N, Nardone A. Markers of oxidative status
inplasma and erythrocytes of transition dairy cows during hot season. J Dairy Sci
2002; 85(9): 2173-9.

Hernken RW, Harmon RJ, Tramsmel S. Selenium for Dairy Cattle: a Role for
Organic Selenium. In: Lyons TP, Jacques KA, editors. Biotechnology in feed



23-

25-
26-

27-

28-

29-

35-

36-

61

industry. Proceedings of the Alltech 14th annual symposium. Loughborough,
LEC, UK: Nottingham University Press; 1998; 797-803.

El-Shenawy NS, AL-Harbi MS, Hamza RZ. Effect of vitamin E and selenium
separately and in combination on biochemical, immunological and histological
changes induced by sodium azide in male mice. Exp Toxicol Pathol 2015; 67(1):
65-76.

Unur E, Ulger H, Ekinci N. Anatomi. Kivileim Kitabevi. Kayseri 2009.

Armci K, Elhan A. Anatomi. Giines Tip Kitabevi. Ankara; 1997; 417-422.
Sobotta Insan Anatomisi Atlasi. Urban & Schwarzenberg, Miinih 19. baski
Tiirkge cevirisi, Beta Yaymevi, Istanbul. 2. cilt: 224-23.

Ross MH and Pawlina W. Histology Text and Atlas. Sixty edition Wolter Kluwer-
Lippincott Williams and Wilkins 2011 Baltimore Male Reproductive System 784-
829.

Jangueria LC, Carneiro J, Kelley OR. Temel Histoloji (Cev: Aytekin Y.
Solakoglu S. Ahishali B.) Baris kitabevi, 1998: 407-422.

Ross HM, Romrell JL. Histology: a text and atlas. Section 21: Male reproductive
system. 2nd edition. 2006: 603-625.

Moore KM, Persaud TVN. Insan Embriyolojisi, 6. Ingilizce Baskidan Ceviri,
Yildirrm M, Okar 1, Dal¢ik H. 1.Tiirkce Baski, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul,
Tirkiye; 2002; 305-341.

Rafique M, Pervez S, Tahir F. Protective effect of zinc over lead toxicity on
testes. J Coll Physicians Surg Pak 2010; 20(6): 377-81.

Sadler TW. Urogenital Sistem. Basaklar AC. Langman’s Medikal Embriyoloji.
9.Baski. Palme Yayincilik, Ankara 2005; 313-354.

Petorak I. Medikal Embriyoloji. Istanbul: Beta Dagitim A.S; 1986; 220-3
Rozanski TA, Bloom DA. The undescended testis. Theory and management. Urol
Clin North Am 1995; 22: 107-8.

Seftalioglu A. Genel ve 0zel insan embriyolojisi. 3. Baski. Ankara: Feryal
Matbaasi, 1998: 346-50.

Guyton AC, Hall JE, Cev (Ed). Cavusoglu H. Tibbi Fizyoloji 10. Baski, istanbul:
Nobel Kitabevleri, 2001.



37-

38-

39-

40-

41-

43-

44-

45-

46-

47-

48-

62

Atal S. Eriskin Erkek Sicanlarda Metotreksat Kaynakli Testis Hasarinda
Kurkuminin Etkisi Yiikseklisans tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ocak, 2014.

Savatier J, Rharass T, Canal C, et al. Adriamycin dose and time effects on cell
cycle, cell death, and reactive oxygen species generation in leukaemia cells. Leuk
Res 2012; 36(6): 791-98.

Ceribas1 AO, Sakin F, Tiirk G, Sonmez M, Atessahin A. Impact of ellagic acid on
adriamycin-induced testicular histopathological lesions, apoptosis, lipid
peroxidation and sperm damages. Exp Toxicol Pathol 2012; 64(7-8): 717-24.

Niki E. Antioxidant defenses in eukaryotic cells. In: Poli G, Albano E, Dianzani
MU, editors. Free radicals: From basic science to medicine. Basel, Switzerland:
Birkhauser Verlag; 1993; 365-73.

Hamre K. Metabolism, interactions, requirements and functions of vitamin E in
fish. Aqua. Nutr 2011; 17(1): 98-115.

Raederstorff D, Wyss A, Calder PC, Weber P, Eggersdorfer M. Vitamin E
function and requirements in relation to PUFA. British Journal of Nutrition 2015;
114(8): 1113-22.

Bregelius-Flohe R, Traber MG. Vitamin E: Function and metabolism. FASEB J
1999; 13(10): 1145-1155

Pfluger P, Kluth D, Landes N, Vogt CB, Flohe RB. Vitamin E: underestimated as
an antioxidant. Redox Report 2004; 9(5): 249-54.

Oda SS, El-Maddawy ZKh. Protective effect of vitamin E and selenium
combination on deltamethrin-induced reproductive toxicity in male rats. Exp
Toxicol Pathol 2012; 64(7-8): 813-9.

Bodnar M, Konieczka P, Namiesnik J. The properties, functions, and use of
selenium compounds in living organisms. J Environ Sci Health C Environ
Carcinog Ecotoxicol Rev 2012; 30(3): 225-52.

Bozkurt S, Arikan DC, Kurutas EB, et al. Selenium has a protective effect on
ischemia/reperfusion injury in a rat ovary model: biochemical and histopathologic
evaluation. J Pediatr Surg 2012; 47(9): 1735-41.

Chemotherapy: Maging side effects and safe handling. Can Vet J 2009; 50: 665-
668.



49-

50-

51-

52-

53-

55-

56-

57-

58-

59-

63

Blum RH, Carter SK. Adriamycin. A new anticancer drug with significant clinical
activity. Ann Intern Med 1974; 80(2): 249-59.

Tan C, Tasaka H, Yu KP, Murphy ML, Karnofsky DA. Daunomycin, an
antitumor antibiotic, in the treatment of neoplastic disease. Clinical evalution with
special reference to childhood leukemia. Cancer 1967; 20(3): 333-53.

Ward JA, Bardin CW, Knight M, et al. Delayed effects of doxorubicin on
spermatogenesis and endocrine function in rats. Reprod Toxicol 1988; 2(2): 117-
26.

Badkoobeh P, Parivar K, Kalantar SM, Hosseini SD, Salabat A. Effect of nano-
zinc oxide on doxorubicin- induced oxidative stress and sperm disorders in adult
male wistar rats. Iran J Reprod Med 2013; 11(5): 355-64.

Rezvanfar MA, Sadrkhanlou RA, Ahmadi A, et al. Protection of
cyclophosphamide-induced toxicity in reproductive tract histology, sperm
characteristics, and DNA damage by an herbal source; evidence for role of free-
radical toxic stress. Hum Exper Tox 2008; 27(12): 901-910.

Kato M, Makino S, Kimura H, et al. Sperm motion analysis in rats treated with
adriamycin and its applicability to male reproductive toxicity studies. J Toxicol
Sci 2001; 26(1): 51-9.

Goodman J, Hochstein P. Generation of free radicals and lipid peroxidation by
redox cyling of adriamycin and daunomycin. Biochem Biophys Res Commun
1977; 77(2): 797-803.

Agrawal A, Cocuzza M, Abdelrazik H, Sharma RK. Oxidative stress
measurement in patients with male or female factor infertility. Transworld
Research Network 2008a; 195-218.

Agrawal A, Makker K, Sharma R Clinical relevance of oxidative stress in male
factor infertility:an update. Am J Reprod Immun 2008b; 59(1): 2-11.

Pande M, Flora SJ. Lead induced oxidative damage and its response to combined
administration of a-lipoic acid and succimers in rats. Toxicology 2002; 177(2-3):
187-96.

Tirk G, Ceribast AO, Sakin F, Sonmez M, Atessahin A. Antiperoxidative and
antiapoptotic effects of lycopene and elagic acid on cyclophosphamide-induced
testicular lipid peroxidation and apoptosis. Reprod Fertil Dev 2010a; 22(4): 587-
96.



60-

61-

62-

63-

64-

65-

66-

67-

68-

69-

70-

71-

64

Mohamed RH, Karam RA, Hagrass HA, Amer MG, Abd EIl-Haleem MR.
Antiapoptotic effect of spermatogonial stem cells on doxorubicin-induced
testicular toxicity in rats. Gene 2015; 561(1): 107-14.

Hou M, Chrysis D, Nurmio M, et al. Jahnukainen K. Doxorubicin induces
apoptosis in germ line stem cells in the immature rat testis and amifostine cannot
protect against this cytotoxicity. Cancer Res 2005; 65(21): 9999-10005.

Rizk SM, Zaki HF, Mina MA" Propolis Attenuates Doxorubicin- Induced
Testicular Toxicity in Rats. Food Chem. Toxicol 2014; 67: 176-86.

Niki E. Evidence for beneficial effects of vitamin E. Korean J. Intern. Med 2015;
30(5): 571-79.

EFSA Panel on Dietetic Products NaAN: Scientific opinion on the substantiation
of health claims related to vitamin E and protection of DNA, proteins and lipids
from oxidative damage (ID 160, 162, 1947), maintenance of the normal function
of the immune system (ID 161, 163). EFSA J 2010; 8: 1816—1846.

Gurel A, Coskun O, Armutcu F, Kanter M, Ozen OA. Vitamin E against
oxidative damage caused by formaldehyde in frontal cortex and hippocampus:
biochemical and histological studies. J Chem Neuroanat 2005; 29(3): 173-8.
Verma RJ, Nair A. Amerliorative effect of vitamin E on aflatoxin-induced lipid
peroxidation in the testis of mice. Asian J Androl 2001; 3(3): 217-1.
Uzunhisarcikli M, Kalender Y, Dirican K, et al. subacute and subchronic
administration of methyl parathion-induced testicular damage in male rats and
protective role of vitamins C and E. Pesticide Biochemistry and Physiology 2007;
87(2): 115-122.

Chen H, Liu J, Luo L, et al. Vitamin E, aging and leydig cell steroidogenesis.
Experimental Gerontology 2005; 40(8-9): 728-36.

Khan MR, Khan GN, Ahmed D. Evaluation of antioxidant and fertility effects of
Digera muricata in male rats. Afr. J. Pharm. Pharmaco. 2011: 5(6); 688—699.
El-Faras AA, Sadek IA, Ali YE, Khalil M, Mussa EB. Protective effects of
Vitamin E on CCl induced testicular toxicitiy in mle rats. Physiol Int 2016;
103(2): 157-168.

Momeni HR, Oryan S, Eskandari N. Effect of vitamin E on sperm number and
testis histopathology of sodium arsenite-treated rats. Reprod Biol 2012; 12(2):
171-81.



72-

73-

74-

75-

76-

77-

78-

79-

80-

81-

82-

65

Fahim MA, Tariq S, Adeghate E. Vitamin E modifies the ultrastructure of testis
and epididymis in mice exposed to lead intoxication. Ann Anat 2013; 195(3):
272-7.

Gevrek F, Erdemir F. Investigation of the effects of curcumin, vitamin E and their
combination in cisplatin-induced testicular apoptosis using immunohistochemical
technique. Turk J Urol 2018; 44(1): 16-23.

Yin HP, Xu JP, Zhou XQ, Wang Y. Effects of vitamin E on reproductive
hormones and testis structure in chronic dioxin-treated mice. Toxicol. Ind. Health
2012; 28(2): 152-161.

Shi LG, Yang RJ, Yue WB, et al. Effect of elemental nano-selenium on semen
quality, glutathione peroxidase activity, and testis ultrastructure in male Boer
goats. Anim Reprod Sci 2010; 118(2-4): 248-54.

Olson GE, Winfrey VP, Hill KE, Burk RF. Sequential development of flagellar
defects in spermatids and epididymal spermatozoa of selenium-deficient rats.
Reproduction 2004; 127(3): 335-42.

Seema P, Swathy SS, Indira M. Protective effect of Selenium on Nicotine-Induced
Testicular Toxicitiy in Rats. Biol Trace Elem Res 2007; 120(1-3): 212-8.

Cao Z, Shao B, Xu F, et al. Protective effect of Selenium on Aflotoxin B1-
Induced Testicular Toxicitiy in Mice. Biol Trace Elem Res 2017; 180(2): 233-
238.

Jana K, Samanta PK, Manna I, et al. Protective effect of sodium selenite and zinc
sulfate on intensive swimming-induced testicular gamatogenic and steroidogenic
disorders in mature male rats. Appl. Physiol. Nutr. Metab 2008; 33(5): 903-914.
LiJL, Gao R, Li S, et al. Testicular toxicity induced by dietary cadmium in cocks
and ameliorative effect by selenium. Biometals 2010; 23(4): 695-705.

El-Maraghy SA, Nassar NN. Modulatory effects of lipoic acid and selenium
against cadmium-induced biochemical alterations in testicular steroidogenesis. J.
Biochem. Mol. Toxicol 2011; 25(1): 15-25.

Kara H, Cevik A, Konar V, Dayangac A, Yilmaz M, Protective effects of
antioxidants against cadmium-induced oxidative damage in rat testes. Biol Trace

Elem Res 2007; 120(1-3): 205-11.



83-

84-

85-

86-

87-

88-

89-

90-

91-

66

Taghizadeh L, Eidi A, Mortazavi P, Rohani AH. Effect of selenium on testicular
damage induced by varicocele in adult male Wistar rats. J Trace Elem Med Biol
2017; 44: 177-185.

Payne AH, Youngblood GL. Regulation of expression of steroidogenic enzymes
in Leydig cells. BiolReprod 1995; 52(2): 217-25.

Walker WH. Testosterone signaling and the regulation of spermatogenesis.
Spermatogenesis 2011; 1(2): 116-120.

Ren XM, Wang GG, Xu DQ, et al. The protection of selenium on cadmium-
induced inhibition of spermatogenesis via activating testosterone synthesis in
mice. Food Chem Toxicol 2012; 50(10): 3521-3529.

Elsaad ASA, Mahmoud HM. Phytic acid exposure alters aflatoxinB1-induced
reproductive and oxidative toxicity in albino rats (Rattus norvegicus). Evid Based
Complement Alternat Med 2009; 6(3): 331-34.

Mathuria N, Verma RJ. Curcumin ameliorates aflatoxininduced toxicity in mice
spermatozoa. Fertil Steril 2008; 90(3): 775-780.

Gupta S, Kumar H, Soni J. Effect of vitamin E and selenium supplementation on
concentrations of plasma cortisol and erythrocyte lipid peroxides and the
incidence of retained fetal membranes in crossbred dairy cattle. Theriogenology
2005; 64(6): 1273-86.

Gan L, Liu Q, Xu HB, Zhu YS, Yang XL. Effects of selenium overexposure on
glutathione peroxidase and thioredoxin reductase gene expressions and activities.
Biol Trace Elem Res 2002; 89(2): 165-75.

Amara IB, Soudani N, Hakim A, et al. Selenium and vitamin E, natural
antioxidants, protect rat cerebral cortex against dimethoate-induced neurotoxicity.

Pesticide Biochemistry and Physiology 2011; 101(3): 165-174.



ADRIAMISININ OLUSTURDUGU TESTIS HASARI UZERINE E
VITAMINI VE SELENYUM'UN KORUYUCU ETKISININ
INCELENMESI

ORWMINALLIK RAPORU

% 6 %6 %4 %

BENZERLIK ENDEKSI iINT ERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

dspace.trakya.edu.tr:8080 o
internet Kaynag) Yo
www.firattipdergisi.com o
internet Kaynag) 70
sagens.erciyes.edu.tr o
internet Kaynag Yo
www.fizyolojikongresi2014.org o
internet Kaynag: Yo
www.journalagent.com o
internet Kaynag) <o/0
E www.researchgate.net <o /
internet Kaynag Yo
slideplayer.biz.tr 4
internet Kaynad <cy0
B es.scribd.com <o 5
internet Kaynag! Yo




OZGECMIS
KIiSISEL BiLGILER

Adi, Soyadr: Mehmet Alparslan UNAL

Uyrugu: Tiirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 07.02.1987 / ANTALYA
Medeni Durumu: Evli

Tel: + 90 (546) 400 80 03

email: m.alpunal @gmail.com

Yazigsma Adresi: alparslan.unal@kapadokya.edu.tr

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Universite Akdeniz Universitesi Fen Fak. Biyoloji Boliimii 2012

Lise Antalya Anadolu Lisesi 2004
[Ik6gretim Barbaros 10., Bagogretmen Atatiirk 1O. 2001
YABANCI DiL

Ingilizce

IS DENEYIMIi

Kapadokya Universitesi 2014-Halen
KATILDIGI KONGERELER

12. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi 27-30 Mayis 2014



