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SISPLATIN’IN OLUSTURDUGU TESTIiS HASARI UZERINE KAFEIK ASIT
FENETIL ESTER’IN KORUYUCU ETKIiSININ INCELENMESI

Tayfun CEYLAN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Subat 2017
Danmisman: Prof. Dr. Birkan YAKAN

OZET

Antikanserojen bir ila¢ olan Sisplatin (CP), sican testislerinde spermatojenik seri
hiicrelerinde ve destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ile Leydig hiicrelerinde hasara yol
acmaktadir. Bu hasarin ortadan kaldirilmasinda koruyucu etkisiyle propolisin etken
maddelerinden biri olan Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in etkisini gézlemlemek

amagclandi.

Tiim prosediirler etik kurallara uygun olacak sekilde gergeklestirildi. Grup 1’e (kontrol
grubu) (n=8) deney boyunca diger gruplara uygulanan CAPE ve CP kadar izotonik salin
(SF) soliisyonu intraperitoneal (i.p.), Grup 2’ye (n=10) deneyin 7. giinii tek doz CP (7
mg/kg) i.p. olarak verildi. Grup 3’e¢ (n=10) deneyin baslangicindan itibaren 12 giin
boyunca giinlik CAPE (10 umol/kg/giin) i.p. ve 7. giinde CP (7 mg/kg) tek doz i.p.
olarak verildi. Grup 4’e (n=10) ise deneyin baglangicindan itibaren 12 giin boyunca
giinlik CAPE (10 pmol/kg/giin) i.p. olarak verildi. Deneyin 14. giiniinde siganlar
xylazin ve ketamin anestezisi altinda dekapite edilerek testisler alindi. Testislerden
alinan Kkesitler hematoksilen - eozin ile boyanarak histolojik hasar belirlendi.
Siganlardan elde edilen testis dokusunda Malondialdehyde (MDA), Katalaz (CAT) ve
Stiperoksit dismutaz (SOD) parametrelerine bakilarak, lipid peroksidasyon {irlinii ve
antioksidan enzim aktiviteleri tayin edildi. Tibiillerdeki hasarlanmanin derecesinin
degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) kullanildi. Comet Assay
teknigiyle de testis dokusunda ve duktus epididimiste sperm hiicre diizeyinde DNA

hasar1 saptand1 ve miktar1 belirlendi.

Sonug olarak tek doz CP uygulanmasi daha onceki ¢alismalarda oldugu gibi sican testis

dokusunda hasar olusturmustur. Sican testis dokusunda olusan bu hasarin CAPE ile



vii

diizeltilebilecegi gosterilmistir. Ancak CP olmaksizin yalnizca CAPE uygulanmasi da

testis dokusunda hasar olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Kafeik Asit Fenetil Ester, Testis, Sigan
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INVESTIGATION ON THE PROTECTIVE EFFECT OF CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER ON TESTICULAR INSULT INDUCED BY CISPLATIN

Tayfun CEYLAN
Erciyes University, Institute of Medical Sciences
Department of Histology and Embryology
MSc Thesis, February 2017
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

An anticancer drug, cisplatin (CP), causes damage to spermatogenic serial cells in rat
testis and Leydig cells and Sertoli cells which have sustenacular cells. It was aimed to
observe the effect of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE), which is one of the active

ingredients of propolis with its protective effect to eliminate this damage.

All procedures were carried out in accordance with ethical rules. Group 1 (control
group) (n= 8) was given isotonic saline solution (SF) intraperitoneal (i.p.) during the
experiment and Group 2 (n=10) was given a single dose of CP (7 mg/kg) i. p. on the 7th
day of the experiment. Group 3 (n=10) was given (10 umol/kg/day) CAPE i p. for 12
days from the beginning of the experiment and CP (7 mg/kg) was given on 7th day as a
single dose. Group 4 (n= 10) was given (10 umol/kg/day) CAPE i.p. daily for 12 days
from the beginning of the experiment. On the 14th day of the experiment, rats were
decapitated under xylazine and ketamine anesthesia and testes were taken. Sections
taken from testes were stained with hematoxylin - eosin and histological damage was
determined. Lipid peroxidation product and antioxidant enzyme activities were
determined by examining the parameters of Malondialdehyde (MDA), Catalase (CAT)
and Superoxide dismutase (SOD) in the testis tissues obtained from rats. The Johnsen
Testicular Biopsy Score (JTBS) was used to assess the extent of damage to the tubules.
DNA damage was detected using in the Comet Assay technique testis tissue and the

amount of DNA damage in the sperm cell was determined in the ductus epididymis.

As a result, single dose CP administration caused a damage to the testicular tissue of in

rats as it has been seen in previous studies. It has been shown that the damage in the CP-



administered testes can be decreased by CAPE application. However, only the

implementation of CAPE without CP causes relatively damage to testicular tissue.

Keywords: Cisplatin, Caffeic Acid Phenethyl Ester, Testes, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Kemoterapdtik ajanlar cesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlarin
toksisiteleri ve tasidiklari mindr riskler tedavide gosterdikleri potansiyel yararlilik
diisiiniildiiginde siklikla g6z ardi edilir. Bu ilaglarin ¢esitli organ ve sistemlere olan
toksisiteleri yaninda risklerinden birisi de lireme ¢agindaki bireylerin over ve testis
hasarma bagli olarak iireme yeteneklerinin azalmasidir (infertilite). Ozellikle testis
hiicreleri mitotik, mayotik, morfojenik ¢esitli siireglere girdiklerinden kemoterapotik

ajanlar tarafindan hedef olarak secilir, bu yilizden de kolayca hasarlanirlar (1).

Sisplatin (CP), kemoterapide bazi kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir.
Ik kez 1971 yilinda kanser hastalarinda basari ile uygulanmaya baslanan ilag Amerikan
Gida ve ilag kurumundan (FDA) 1978 yilinda onay almustir (2). CP’in baslangic plazma
yar1 omrii 25-49 dakikadir, dagilim sonrasi yar1 dmrii 58-73 saattir ve esas olarak idrarla

vicuttan atilir.

CP yapis1 bakimindan diger antineoplastik ilaclara benzemeyen organik platin tiirevi bir
ilactir. Ozellikle testis, over, mesane karsinomalari; CP temeline dayanan kemoterapiye
duyarlidir (1). Kemoterapétik ilag CP, kaseksi ve testis hasar1 dahil, doza bagimli olarak
bir dizi yan etkiye neden olur (3). Nefrotoksisite, norotoksisite, gastrointestinal
irritabilite gibi yan etkilerinin yaninda azoospermi, oligospermi ve infertiliteye neden
oldugu bildirilmistir (1). CP yiiksek kiimiilatif doz alan hastalarda kalic1 azoospermi ve

sonrasinda infertilite gelistirebilir (3).

Son derece etkili bir antineoplastik DNA alkilleme maddesi olan Cis-
diamminodichloroplatinum veya CP; testis, yumurtalik, meme, akciger, mesane ile bas
ve boyun dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli solid tiimorleri tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Ancak, testis toksisitesi gibi olumsuz yan etkileri, kullanimini

sinirlandirmaktadir (4).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemoterapi
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0la%C3%A7

CP, DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturur. Bu baglarin
ortaya cikis1 ise DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. CP’in modifiye
ettigi DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozisi baslatir.
Bu hasar onarilamayacak boyutta ise, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicre
6limiine neden olur. CP’in testis dokusu i¢in olduk¢a toksik oldugu ve apoptozis’i
indiikledigi ve histolojik yapiyr bozdugu gosterilmistir (5). CP tiimor biiylimesi i¢in
gerekli olan neovaskiilarizasyonu baskilar ve mitokondriyal enzim aktivitesini bozar.
Seminifer tiibiillerde CP uygulamasindan sonra yaygin hasar ortaya ¢ikar. Hem insan
hem de hayvan modellerinde kanser tedavilerinde benzer dozlarda kullanilan CP, sperm

sayis1 ve motilitesi ile spermin kromatin kalitesinde azalmaya neden olur (3).

CP’e bagh testikiiler hasar direkt olarak spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri
tizerinde ortaya c¢ikmaktadir. Ayni zamanda Leydig hiicrelerinde de fonksiyon
bozuklugu yaratmaktadir. CP uygulanan siganlarda sperm iiretiminin, seminifer tiibiil
capinin ve intratestikiiler testosteron’un azaldigi ve seminifer tiibiillde TUNEL pozitif

hiicrelerde artis oldugu belirtilmistir (2).

Bitkilerin biiylik bir boliimii, yapraklarini, ciceklerini ve meyvelerini, antimikrobik
ciriimeye kars1 irettikleri, su gecirmez ve 1s1 yalitimi ozellikleri olan reg¢inemsi
maddelerle korurlar. Bal arilari bu re¢inemsi maddeleri agaclarin goévdelerindeki
catlaklardan, tomurcuklardan ve yapraklardan toplarlar. Arilarin ¢igneyip, agiz sindirim
enzimlerini ekleyerek ve kismen de sindirerek, balmumu ile karistirdiklar1 propolis ad1

verilen bu yapiskan madde, kovanda c¢esitli amaglar i¢in kullanilir (6).

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE), arilarin bitkilerden topladigi Oziitiin igerisinde
bulunan keskin ve giizel kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir ve
bir halk ilact olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (7). Propolisin antimikrobik,
antienflamatuvar, immunomodiilatér, antimutajenik, antioksidan ve antikarsinojenik
etkileri cesitli ¢alismalarla ortaya konulmustur. Bu etkilerin ¢ogunun propolisin etken
maddelerinden biri olan CAPE’e bagli oldugu gosterilmistir (8,9). Yapilan bir
calismada siganlarda CAPE’in CP nefrotoksisitesini Onleme potansiyeli oldugu da

gosterilmistir (10).



CAPE’in farmakolojik olarak giivenli bir bilesik olmakla birlikte ayn1 zamanda lipid
peroksidasyonunu azalttigr ve antioksidan enzim aktivitesini uyardigi gosterilmistir
(11). Buna ek olarak, CAPE’in transforme olmus hiicrelerin farkl: tiplerinin biiyiimesini

engelledigi de gosterilmistir. Ayrica timor olusumunu 6nleyebilmistir (7).

Bir¢ok organ ve doku hasarinda kullanilan CAPE’in testis hasar1 iizerine koruyucu

etkisini gosteren herhangi bir ¢alisma rapor edilmemistir.

Calismamizda, antikanser bir ila¢ olan CP’in testislerde olusturacagi hasar {izerine
propolisin etken maddelerinden biri olan CAPE’in varsa koruyucu etkisini biyokimyasal
parametreler (MDA, SOD, CAT), Comet Assay teknigi ve Johnsen Testikiiler Biyopsi

Skoru (JTBS) yontemlerini kullanarak incelemeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TESTIS

Erkek genital sistemi bir ¢ift testis, genital bosaltim yollar1 (tubuli rekti, rete testis,
duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus ve iiretra),
bu yollara agilan yardimci bezler (vezikula seminalis, prostat, bulbo-iiretral bezler) ve

dis genital organ olan penisten olusur (12) (Sekil 2.1).

seminal vezikul

rektum

duktus deferens

skrotum  tunika vaginalis testis  epididimis

Sekil 2.1. Erkek iireme sistemini olusturan organ ve kanallarin genel goriiniimii (13)



2.1.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti genetik acidan fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar, erkek veya disi morfolojik 6zelliklerine

sahip degildirler (14).

Testisler abdominal kavitenin arka duvarinda retroperitoneal olarak iiriner sistemle
yakin iliski halinde gelisirler. Testisler (ovaryumlar gibi) ii¢ kaynaktan koken alirlar:

e Ara mezoderm, posteriyor abdominal duvardaki tirogenital kabartilar1 yapar,
Leydig (interstisyel hiicreler) hiicrelerinin ve miyoid hiicrelerin (peritiibiiler
kontraktil hiicreler) kaynagidir.

e Mezodermal epitel (s6lomik mezotelyum), {irogenital kabartilar1 doser ve Sertoli
hiicrelerinin kaynagidir.

e Primordiyal germ hiicreleri, yolk kesesinden gelismekte olan gonadlara gog

ederler ve burada boliinerek spermatogonyumlara farklilagirlar.

Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartilara gocii, iirogenital kabartilardaki
mezodermal hiicreleri ve sélomik mezotelyum hiicrelerini proliferasyon ve primer
cinsiyet kordonlarini olusturmak iizere indiikler. Bu evrede bu kordonlar, primordiyal
germ hiicrelerinden, pre-Sertoli hiicrelerden ve bunlar1 ¢evreleyen miyoid hiicre
tabakasindan meydana gelir. Daha sonra, primer cinsiyet kordonlar1 seminifer tiibiilleri,

diiz tiibiilleri ve rete testisi olusturacak olan seminifer kordonlara farklilasir (Sekil 2.2.)
(13).

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde gonadal kabarti olusturur. Parmak
seklindeki epitelyal kordonlar gonadal kordonlar altindaki mezensim igerisine dogru
kisa siirede biiyiirler. Farklilagmamis gonad bu halde, dista yer alan bir korteks igte yer

alan bir medulladan olusur (15).
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a. 5 haftalik bir embriyoda farklilasmamig gonad evresi
b. Primer cinsiyet kordonlarinin seminifer kordonlara farklilagmasi
c. Testikiiler gelisimin son evreleri (13)

Sekil 2.2. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami

Gelisimin ilk evresinde testisler, posteriyor abdominal duvarda her iki cinsiyet i¢in ayn1
olan farklilasmamis primordiyumlar olan iirogenital kabartilardan gelisirler. Embriyo bu
farklilasmamis evrede hem erkek hem de disi yoniinde gelisme potansiyeline sahiptir.
Bununla birlikte, SRY geninin, ozellikle de pre-Sertoli hiicrelerinde ekspresyonu,
embriyonun erkek yoniinde gelisimini diizenler. Erkek gelisiminin erken evresinde
seminifer kordonlar1 ayiran mezensim, farklilasmamis primordiyumun testise gelisimini
stimiile eden testosteronu iireten Leydig (interstisiyel) hiicrelerini olusturur.
Testosteron, erkek genital sisteminin bosaltim kanallarina doniisecek olan mezonefrik
Wolff kanallariin biiyiimesinden ve farklilagmasindan da sorumludur. Ayrica, bu erken
evrede seminifer kordonlarin igerisinde gelisen Sertoli (sustentakiiler) hiicreleri diger bir
onemli hormonal madde olan Miillerian-inhibe edici faktorii (MIF) tretirler. Biiyiik bir
glikoprotein olan MIF, paramezonefrik kanaldaki (Miiller kanali) hiicre boliinmesini

inhibe eder ve bu inhibasyon da disi lireme organlarinin gelisimini inhibe eder (13).



Dordiincii ayda, testis kordonlar1 at nali seklini alir ve bu at nalinin uglari rete testis ile
devam eder. Bu durumda testis kordonlar1 artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey
epitelinden koken almis Sertoli destek hiicrelerinden meydana gelmistir. Gonadal sirtin
orijinal mezensiminden koken alan interstisiyel Leydig hiicreleri testis kordonlarinin
arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklilagmaya baslamasindan hemen sonra
gelismeye baslarlar. Gebeligin 8. haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron iiretmeye
baslarlar. Testisler artik genital kanal ve dis genital organlar etkileyecek hale gelmistir
(14).

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlari, pubertede liimenleri agilarak
seminifer tiibiiller haline gelirler. Seminifer tiibiller kanalize olur olmaz rete testis
tiibiilleriyle birlesir ve duktuli efferenteslere girerler. Bu efferent duktuslar mezonefrik
sistemin geride kalmig bosaltim tiibiilleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar,

rete testis ile mezonefrik veya Wolffian kanallari birbirine baglarlar (14).

Gebeligin yaklasik 26. haftasinda testisler abdomenden skrotuma iner. Testislerin bu
gociine, gelismekte olan skrotum ile her bir testisin inferiyor kutbu arasinda baglantiy1
saglayan testosteron duyarli ligament olan gubernakulumun testosteronun etkisiyle
kisalmas1 ve abdominal kavitenin ayr1 gelisimi neden olmaktadir. Testisler abdominal
kavite ile skrotum arasindaki dar gegit olan inguinal kanaldan gegerek skrotuma inerler.
Inis esnasinda testisler, ana bosaltic1 kanallar1 olan duktus deferensin kan damarlarini,
lenf damarlarini ve sinirleri de beraberinde siiriiklerler. Testislerin skrotum igerisindeki
sicakligi viicut sicakligmin 2-3 °C altindadir. Bu diisiik sicaklik spermatojenez igin
gerekli olmasina ragmen, normal viicut sicakliginda da gergeklesebilen hormon tiretimi

icin gerekli degildir (13).

2.1.2. Testis Anatomisi

Funikulus spermatikusa asil1 olarak skrotum igine yerlesmis, sperm tireten bir gift erkek
tireme organidir (Sekil 2.3.) (16).

Kivrimli bir deri kesesi olan skrotumun i¢ yiizli septum skroti ile iki ayr1 boliime ayrilir.

Testisler bu bosluklarda bulunur. Testisler oval sekilli olup, yetiskinlerde yaklasik 4-5



cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde ve 3 cm kalinligindadir. Testislerin skrotum igindeki
duruglar1 vertikal olmayip, organin uzun ekseni yukaridan asagi ve 6dnden arkaya egik,
biri (genellikle sol testis) digerine gore biraz daha asag1 pozisyondadir. Boylece giinliik

hareketlerde rahatsizlik verici carpmalar olmaz (16).

Testisin facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki ylizii; margo anterior ve
margo posterior iki kenari; extremitas superior ve extremitas inferior olarak iki ucu
vardir. Margo anterior peritoneum visceralenin uzantisi olan epiorchium ile kapldir.
Margo posteriorun medial boliimiinde corpus epididymis oturur. Margo posteriorun orta
kisminda testis damar ve sinirleri ile spermin kanallarinin gegtigi mediastinum testis
denilen yap1 bulunur. Extremitas superior iist u¢ olup caput epididymise yerlesmistir.

Ekstremitas inferior testisin alt ucu olup cauda epididymis ile ortiilidiir (16).

Tunika albugineanin i¢ yiiziinden ayrilan bag dokusu uzantilari (septula testis)
periferden mediastinum testise dogru uzanir. Septula testisler, testisi 200-300 lobiile
(lobiilii testis) ayirir. Lobiiller piramit seklinde olup tabanlar testis yiizeyine ve tepeleri
mediastinum testise dogrudur. Lobuli testislerin parankimini iireme hiicrelerini yapan
tubuli seminiferi kontorti denilen kanalciklar olusturur. Bir testiste 200-300 lobulus ve
her bir lobulusta 1-4 arasinda degisen sayida tubulus seminiferi kontorti bulunur. Bu
kanallarin her birinin uzunlugu 70-80 cm, genisligi ise 0,12 ile 0,3 mm’dir. Toplam

sayilar1 400-900 arasinda degisir.

Tubulus seminiferi kontortiler mediastinum testise dogru Yyaklastikca diizlesir ve
birbirleriyle birleserek sayilar1 20-30 arasinda degisen tubulus seminiferi rektileri
olusturur. Bu tiiplerin ¢aplar1 0,5 mm kadardir. Tubulus seminiferi rektiler mediastinum
testisin fibroz dokusuna sokularak yukar1 ve arkaya gegerler. Bu kanallar birbirleriyle
birleserek bir ag meydana getirirler. Bu aga rete testis denir. Rete testisten ¢ikarak
epididimise uzanan ve sayilar1 12-15 arasinda degisen kanallara duktuli efferentes testis
denir. Duktuli efferentes testisler kaput epididimiste duktus epididimis denilen kanallara

acilirlar.
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Sekil 2.3. Testis anatomisi (16)

Epididimis spermiumlarin depo edildigi ve olgunlastigi bir olusumdur. Testislerin arka
kenarinda bulunan epididimis yaklagitk 6 metrelik duktus epididimisin bir araya
toplanmastyla olusan bir yapidir. Epididimisin genislemis iist kismina kaput epididimis,
orta parcasina korpus epididimis, alt pargasina kauda epididimis denir. Testisten ¢ikan
duktuli efferentes testisler direkt olarak kaput epididimise girerler ve burada duktus
epididimise acgilirlar. Bu sayede kaput epididimis testise baglanmis olur. Kauda
epididimise yaklastikca duktus epididimis c¢ap1 artar, kivrimlar1 azalir. Duktus
epididimis kuyrugun ucunda duktus deferens ile devam eder (17).

Duktus deferens kauda epididimisin devami seklinde baslar ve duktus ejakulatoriusa
kadar uzanir. Yaklasik 40-50 cm uzunlugunda kalin duvarli bir borudur. Epididimiste
depo edilen spermiumlarin duktus ejakulatoriusa kadar tasinmasini saglar. Duktus

epididimis kauda epididimisin ucundan itibaren duktus deferens adini alir ve gectigi
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yerlere gore 4 pargaya ayrilir. Duktus deferensin kauda epididimisten itibaren testisin
arka kenar1 boyunca yiikselen kismina pars epididimika denir. Bu kisim testisin {ist
ucuna geldiginde funikulus spermatikusun igerisine katilir ve pars funikulus adini alir.
Kanalis inguinalis igerisinde ilerleyen parcasina pars inguinalis denir. Inguinal kanaldan
pelvis igerisine girince funikulus spermatikusu olusturan diger yapilardan ayrilir. Disa
ve asagiya dogru uzanan bu kismina pars pelvina denir. Pars pelvina pelvis boslugunun
yan duvarinda ilerleyerek mesanenin arkasina ulasir. Burada mesanenin tabani ile
rektum arasinda yer alir. Duktus deferensin son boliimii genisler ve ampulla duktus
deferentis adimi alir. Ampullanin alt ucunda limen tekrar daralir ve prostatin tabam
yakininda vezikula seminalisin kanali ile dar bir a¢1 yaparak birlesir ve duktus

ejakulatoryusu olusturur (17).

Testislerin inisi sirasinda, birlikte siiriikledikleri damarlar, sinirler ve duktus deferens
anulus inguinalis profundusta bir araya gelerek funikulus spermatikusu olustururlar.
Klinikte kisaca kordon denir. Funikulus spermatikus testisleri skrotum igerisinde asili
tutar. Anulus inguinalis profundustan testis arka kenarina kadar uzanir. Sol kordon
sagdakinden biraz uzundur. Bu yilizden sol testis biraz daha asagidadir. Vezikula
seminalisin kanali ile duktus deferensin ampulla parcasini izleyen son kisim birlestikten

sonra prostat igerisine girer ve duktus ejakulatorius adin1 alir. Uzunlugu 2 cm kadardir.

Bu kanal prostat icerisinde iiretraya agilir. Testis aorta abdominalisin bir dali olan
arteria testikiilaris tarafindan beslenir. Testisin venleri 6nce funikulus spermatikusu
saran, pleksus pampiniformisi meydana getirirler. Daha sonrada birbirleriyle birleserek
vena testikiilarisi olustururlar. Sag vena testikiilaris vena kava inferiora, sol vena

testikiilaris vena renalis sinistraya agilir (17).
2.1.3. Testis Histolojisi
Testis sira dist bir kalinliga sahip bag dokusu yapisindaki kapsiil olan tunika albuginea

tarafindan ¢evrelenmektedir. (Sekil 2.4.). Her bir testis, kapsiilden uzanan bag dokusu

yapisindaki septumlar tarafindan yaklasik 250 lobiile boliiniir.
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Sekil 2.4. Testis ve lireme yollarinin sagital kesiti (13)

Her bir lobiil, yiiksek diizeyde kivrimli birka¢ seminifer tiiblilden olusmaktadir. Testisin
her bir lobiilii, iginde sperm iiretilen 1-4 seminifer tiibiilden ve Leydig (interstisiyel)
hiicrelerini igeren bag dokusu yapisindaki stromadan meydana gelmektedir. Seminifer
tibiiller, tunika propriya tarafindan gevrelenmis bir seminifer epitelden meydana
gelmektedir (13).

2.1.3.1. Seminifer Tiubiiller

Seminifer tiibiiller 30-80 cm uzunlugunda, 150-250 pm kalinliginda kivrimli seyreden
kanallardir. Tibiilleri doseyen seminifer epitel veya germinal epitel, spermatojenik
hiicreler ve Sertoli hiicreleri olmak tizere iki farkli hiicre grubu iceren ¢ok katli bir
epiteldir. Epitel altinda yer alan tunika propriya, fibroblast icermeyen tipik birgok
tabakali bag dokusudur. Bu tabaka insanda seminifer epiteli kusatan ince bazal

membran altinda 3-5 sira miyoid hiicre ve kollajen lif tabakasi icerir. Bu dokuya
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peritiibiiler doku da denir. Kemiricilerde bu tabaka tek sira yassi1 miyoid hiicre tabakasi
seklindedir. Miyoid hiicreler elektron mikroskobik diizeyde diiz kas hiicrelerine benzer
sekilde bazal lamina ile sarili aktin filamentlerinden zengin hiicreler olarak izlenirler.
Bu hiicrelerin kontraksiyonu tiibiil liimenindeki olgun spermlerin kanalara iletilmesini
saglar. Bag dokusunun kollajen lifleri de bu hiicreler tarafindan sentezlenerek salgilanir.
Seminifer epitelde yer alan hiicre grubundan biri germ hiicreleri olan spermatojenik
hiicrelerdir. Diger hiicreler ise germ hiicrelerine destek olan ve onlart besleyen Sertoli
hiicreleridir. Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil limenine kadar uzanan prizmatik
hiicrelerdir. Spermatojenik hiicreler ise birbiri iizerine siralanmig farklt gelisim
asamasinda olan hiicrelerdir. Bunlardan bazal membrana en yakin olam
spermatogonyumlardir. Liimene en yakin bulunan, daha olgun hiicreler ise

spermatidlerdir. Liimende spermiyumlar izlenir (18).

Sekil 2.5. Testiste seminifer tiibiillerin 151k mikroskobik goriiniimii,

(X20, hematoksilen - eozin)
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Sekil 2.6. Seminifer epitelin sematik ¢izimi (13)
2.1.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da
bilinmektedirler. Bu hiicreler puberteden sonra ¢ogalmazlar. Sertoli hiicreleri, komsu
spermatojenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki bosluklari dolduran yaygin
apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Bununla birlikte, Sertoli
hiicrelerinin bu karmasik konfigiirasyonu rutin hematoksilen-eozin ile boyali
preparatlarda net olarak gozlenemez. Sertoli hiicreleri, seminifer epitelin tiim kalinligi

boyunca uzanarak tiibiillere yapisal diizen verirler (13).

Sertoli hiicreleri birbirlerine sira dis1 Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi baglant1 kompleksi
araciligiyla baglanirlar. Bu kompleks bir boliimiinde komsu membranlara 50°den fazla
paralel kaynasma ¢izgisi igeren oldukga siki bir baglanti (zonula okludens) ile
karakterizedir (13).
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Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi baglant1 kompleksi kan-testis bariyeri olarak adlandirilan
bir gecirgenlik bariyerini de olusturmaktadir. Bu bariyer seminifer epitelde iyon, amino
asit, karbonhidrat ve protein kompozisyonu bakimindan fizyolojik  bir
kompartmanlagmanin olusturulmasi i¢in gereklidir. Bu nedenle, seminifer tiibiillerdeki
ve bosaltim kanallarindaki sivinin kompozisyonu testikiiler lenften ve kan plazmasindan
oldukga farklilik gostermektedir. Plazma proteinleri ve dolasimdaki antikorlar seminifer
tiibiillerin liimenlerinin disinda tutulur. Kan testis bariyeri, genetik olarak farkli olan ve
dolayisiyla antijenik olan haploid germ hiicrelerini (sekonder spermatositler,

spermatidler ve spermler) yetiskin erkegin immiin sisteminden izole eder (13).

2.1.3.3. Spermatojenik Hiicreler

Seminifer tiibiillerde, liimen ile bazal lamina arasinda yerlesmis 4-8 hiicre kat1 olugturan
ve gelismekte olan hiicre serileridir. Bunlar ¢cogalip farklilagan ve sonugta olgun germ
hiicreleri olan spermatozoonlarin olusmasini saglayan farkli déonemlerdeki hiicreleri
temsil ederler. Bir kok hiicreden farklilasip spermatozoon olusuncaya kadar gegen
doneme spermatojenez denir. Spermatojenez; spermatositojenez, mayoz evresi ve

spermiyojenez evrelerinden olusur (12).

2.1.3.4. Spermatositojenez ve Mayoz Evresi

Yeni bir canlinin olusmasi haploid sayida kromozoma sahip erkek ve disi germ
hiicrelerinin birleserek diploid sayida kromozoma sahip zigot olusumu ile baslar.
Haploid germ hiicrelerinin olusmasi sadece gametlerde gametojenez olarak bilinen
mayoz boliinme yolu ile gergeklesen bir olaydir. Puberteden sonra olgun erkek germ
hiicrelerinin olugmasi spermatojenez olarak bilinir. Spermatojenez, spermatogonyumun
boliniip farklilagarak sperm olusturmasidir. Spermatositojenez spermatogonyumlarin
mitozla boliinerek primer spermatositleri olusturdugu dénemdir. Spermatositlerin ardi
ardina iki boliinme gecirerek kromozom sayilarini ve DNA miktarlarint yariya
diistirerek spermatidleri olusturdugu evre mayoz admi alir. Primer spermatosit birinci
mayoz boliinmesi ile iki adet sekonder spermatosite boliiniir. Bu boliinme ile primer
spermatositin diploid kromozom sayisi haploide inmis olur. Sekonder spermatositlerin

ikinci mayoz boliinmesi sonucunda ise spermatidler olusur.
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Bu hiicreler haploid kromozom ve DNA igerigine sahiptirler. Spermatidlerin
farklilagarak hareketli spermatozoonlara doniismesine spermiyojenez denir. Bu olay
testislerde gerceklesir. Insanlarda spermatojenez ve spermiyojenez yaklasik 9 haftalik

bir siirede tamamlanir (18).

Seminifer tiibiillerde bazal membranin hemen {izerinde yer alan spermatogonyumlar
kok hiicrelerdir. Nukleus 6zelliklerine gore ii¢ tip spermatogonyum tanimlanmistir. Tip
A koyu spermataogonyumlar ince graniiler kromatine sahip yogun bazofilik hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin diger spermatojenik hiicreleri olusturan kok hiicreler oldugu
diistiniilmektedir. Cesitli araliklarla boliinerek ya yine bir Tip A koyu spermatogonyum
ya da Tip A agik spermatogonyum olustururlar. Tip A koyu spermatogonyum kok hiicre
olarak kalirken, Tip A agik spermatogonyum farklilagip olgunlasarak spermiyum haline
gelir. Tip A acik spermatogonyumlar ince graniiler, agik boyanan nukleuslar1 ile koyu
spermatogonyumlardan ayrilirlar. Bu hiicreler de pek ¢ok kez mitoz gegirip sayilarini
artirirlar.  Pek ¢ok bolinmeden sonra Tip A spermatogonyumlar, Tip B
spermatogonyumlara farklilagir. Tip B spermatogonyumlar kromatini niiklear kilif
boyunca ve niikleolus ¢evresinde kaba kiimeler yapan yuvarlak niikleuslu hiicrelerdir.
Bu hiicreler primer spermatositleri olusturmak tizere boliinmeye giderler. Tip A agik
spermatogonyumlar ince sitoplazmik uzantilariyla birbirine bagl kalirlar. Bu durum
takip eden mitoz ve mayoz boliinmelerde de gegerli oldugundan dolay1, spermatidlerin
olgunlagmalarinin son dénemlerine kadar hiicreler birbirlerine bagliliklarin siirdiiriirler.
Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinmesi sonucunda olusan primer spermatositler
olusmalarindan hemen sonra DNA’larin1 replike ederek mayoz boliinmeye hazirlanirlar.
Her bir primer spermatosit 46 kromozom sayisina (4n) ve normalin iki katt DNA’ya
(2d) sahiptir. Primer spermatositlerden birinci mayoz boliinme ile sekonder
spermatositler olusur. Primer spermatositlere oranla ¢ok daha kiigiik olan sekonder
spermatositler ¢ok gecmeden ikinci mayoz bdliinmeye girerler. Bu hiicreler DNA
sentezlemeden ikinci mayoz boliinmenin profazina girerler ve sonunda spermatidleri
olustururlar. Spermatidler 23 kromozom (1n) ve normalin yarisi DNA’ya (1d) sahip
hiicrelerdir. Yuvarlak veya poligonal sekilli, yogun niikleuslu olan spermatidler,

spermiyojenez olarak bilinen bir degisim donemine girerler (18).
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Sekil 2.7. Insanda spermatojenezin sematik gosterimi (13)

2.1.3.5. Spermiyojenez

Ikinci mayoz béliinmenin sonucunda olusan her spermatid DNA igerigi olarak
haploiddir (1d) ve (1n) olan kromozom sayis1 22 otozom ve bir X ya da Y kromozomu
tarafindan temsil edilmektedir. Daha fazla boliinme olmaz. Haploid spermatidler, olgun
spermi olusturan bir farklilasma siirecine ugrarlar. Spermatid popiilasyonunun olgun
sperme farklilagmasi esnasinda meydana gelen yogun yeniden sekillenme

(spermiyojenez) dort fazdan olusmaktadir (13).

Golgi fazi : Bu faz, spermatidin ¢ok sayidaki Golgi kompleksinde kiimelenen periyodik

asit-schiff (PAS) pozitif graniillerin bulunmasi ile karakterizedir.

Kep faz1 : Bu fazda akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarisinin {izerinde yayilir.
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AKkrozom fazi : Bu fazda spermatid kendini yeniden hizalar ve bas, Sertoli hiicresinin

igerisine iyice gomiillir ve bazal laminaya dogru yonelir.

Olgunlasma (maturasyon) fazi : Spermatidin yeniden modellenmesinin bu son fazinda
flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma azaltilir ve olgun (matiir) spermatozoon olusur
(13).

. Ara
Erken matiwrasvon
. . v a2 AR al ta . maturasyon
Spermand Goigt tan fan N
taz

Nukleus - gyl am
Akrozomal granil  Mitokondr .g)

Nitkleuns
o ) Nikdeus
Akrozomal vezikil  Akrozomal kep

Sekil 2.8. Insanda spermiyojenezin sematik gosterimi (19)

2.2. LiPiD PEROKSIDASYONU VE MALONDIALDEHIT

Hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve poliansatiire yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksit, alkol, aldehid, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi zararl iriinlere doniismesi lipid peroksidasyonu olarak
adlandirilir (20). Lipid peroksidasyonu, baslangig, zincir gelisimi ve sonlanma olmak
lizere ii¢ asamada gergeklesir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli
oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki o-
metilen gruplarindan hidrojen atomunu uzaklastirmasi ile baglar ve lipid
hidroperoksitlerinin (LOOH) aldehid ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona
erer. Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan iiriinlerden en dnemlileri; malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)’dir (21,22). MDA, linolenik asit ve arasidonik

asit gibi lic ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin oksidasyonuyla olusur ve
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tiyobarbitiirik asit ile Olgiilebilir. Yiiksek reaktivitesi ile MDA, hiicre i¢i ve disindaki
protein, niikleik asit gibi bir¢ok biyomolekiile etki eder ve membranlarda capraz
baglanma ve polimerizasyona neden olarak esneklik kaybi, iyon transportu, enzim

aktivitesinde bozukluklar gibi geri doniisiimsiiz hasarlara yol agar (21).

2.3. ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikaller, {izerinde elektron fazlaligi ya da eksikligi nedeniyle yiiklii olan
kimyasal olarak aktif atom ya da molekiillerdir. Serbest radikallerin en &nemlileri
ozellikle reaktif tlir oksijen igerenlerdir. Bu serbest radikalleri ortadan kaldiran,
oksidasyonunu engelleyen ya da oksidasyon reaksiyonun gecikmesine neden olan
maddelere antioksidanlar bu olaya da antioksidan savunma denir (23). Antioksidanlar,
serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirip, reaksiyonlar1 yavaslatip, sonlandirip ya
da serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini azaltmaya c¢alisirlar (21).
Antioksidan savunma, radikal metabolit tiretiminin Onlenmesi, iretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre hasarinin onarilmasi, sekonder radikal {ireten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi seklinde
bese ayrilabilir. Bazi arastirmacilar antioksidan savunmayi enzimatik savunma ve
nonenzimatik savunma olarak gruplandirmiglardir. SOD, CAT, GPx ve GST“nin rol
aldig1 antioksidan aktivitelerini “enzimatik antioksidan savunma”, vitamin A, vitamin
E, askorbat, glutatyon ve irik asit gibi maddelerle gergeklestirilen deoksidasyon
islemlerini ise “nonenzimatik antioksidan savunma” seklinde adlandirmislardir (24).
Yapilan ¢alismalar, antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicrelerin

zarar gormesini engelledigini ortaya koymustur (25).

2.4. KEMOTERAPOTIK AJANLAR

Hiicrenin biyokimyasal siirecini degistiren ve dogrudan ya da dolayli olarak hiicrenin
cogalmasini engelleyen kemoterapi; normal hiicrelere zarar vermeden anormal hiicreleri
yok etmek, timor gelisimini baskilamak ya da agri/obstriiksiyon gibi belirtileri kontrol
altina almak amaci ile neoplastik hastaliklarin tedavisinde cerrahi ve radyoterapi ile

birlikte ya da tek basina kullanilan bir yontemdir (26,27).
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Kemoterapotik ajanlar cesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlarin
toksisiteleri ve tasidiklart mindr riskler tedavide gosterdikleri potansiyel yararlilik
diistintildiiglinde siklikla goéz ardi edilir. Cesitli organ ve sistemlere olan toksisiteleri
yaninda risklerden biri de lireme ¢agindaki bireylerin over ve testis hasarina bagli olarak
iireme yeteneklerinin azalmasidir (infertilite). Ozellikle testis hiicreleri mitotik, mayotik,
morfojenik ¢esitli slireglere girdiklerinden kemoterapotik ajanlar tarafindan hedef olarak
secilir, bu ylizden de kolayca hasarlanirlar. Kemoterapdtik ajanlar alkilleyiciler,
antimetabolitler, mitotik inhibitérler, antibiyotikler, enzimler, hormonlar ve hormon
antagonistleri  gibi  c¢esitli  kategorilere ayrildiklarindan, bunlarin  genel etki

mekanizmalarinin benzerliginden s6z etmek dogru olmaz (1).

2.4.1. Sisplatin

CP yapis1 bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen organik platin tiirevi bir

ilagtir. Hiicre siklusuna 6zgii degildir ve DNA ¢ift zincirinde ¢apraz baglanma yapar (1).

CP solid timoérlerin tedavisinde kullanilan 6nemli bir antineoplastik ilagtir (28). CP’e
ait bulgular ilk olarak 1965 yilinda yaymlanmis ve 1968 yilinda sarkomlu bir farede
intraperitoneal CP uygulamasi sonucunda tiimor boyutunda belirgin gerileme oldugu
gdzlenmistir. Ik kez 1971 yilinda kanser hastalarinda basar1 ile uygulanmaya baslanan
ilagc Amerikan Gida ve Ila¢ kurumundan (FDA) 1978 yilinda onay almistir (2, 29). CP
bas, boyun, akciger, kolorektal, hematolojik ve over kanserleri gibi kati neoplazilerin
tedavisinde diinya capinda kullanilmaktadir (30, 31). CP tedavisinin testikiiler
fonksiyon tizerindeki etkileri, insan ve diger hayvan modellerinde kaydedilmistir (32-
34). CP uygulanan hayvanlar, germ hiicresi apoptozu, Leydig hiicre disfonksiyonu ve
kisirliga neden olan testikiiler steroidojenik bozukluk ile karakterize ciddi testis
hasarlar1 gelistirir. Spermatojenez, germ hiicrelerinin niikleik asit sentezini inhibe
ederek CP'den etkilenir (35). CP ayrica Leydig hiicrelerinin hasariyla testosteron
tiretimini inhibe eder (36). CP, hiicresel DNA molekiilleri ile kovalent baglar
olusturarak, replikasyon ve transkripsiyon gibi hayati siiregleri sona erdirir ve apoptozu
indiikler (37). CP'in iireme toksisitesine ve germ hiicreli apoptozise neden oldugu

molekiiler mekanizma agikliga kavusturulamamaktadir (38, 39). CP’in baslangi¢ plazma



20

yar1 omrii 25-49 dakikadir, dagilim sonras1 yar1 6mrii 58-73 saattir ve esas olarak idrarla

vicuttan atilir.

Testis, over, mesane karsinomalart; CP temeline dayanan kemoterapiye duyarlidir ( 1 ).
Kemoterapétik ilag olan CP, kaseksi ve testis hasar1 dahil, doza bagimli olarak bir dizi
yan etkiye neden olur (3). Nefrotoksisite, nérotoksisite, gastrointestinal irritabilite gibi
yan etkilerinin yaninda azoospermi, oligospermi ve infertiliteye neden oldugu
bildirilmistir (1). CP yiiksek kiimiilatif doz alan hastalarda kalici azoospermi ve

sonrasinda infertilite gelistirebilir (3).

Son derece etkili bir antineoplastik DNA alkilleme maddesi olan Cis-
diamminodichloroplatinum veya CP; testis, yumurtalik, meme, akciger, mesane ile bas
ve boyun dahil olmak iizere c¢ok g¢esitli solid timorleri tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Ancak, testis toksisitesi gibi olumsuz yan etkileri, kullanimin
sinirlandirmaktadir (4). Tedavi esnasinda olusan serbest oksijen radikalleri, siklikla
hiicre membranindaki lipid komponentlerine etki ederek lipid peroksidasyonuna sebep
olmaktadir (40). Ayrica, protein sentezinde azalmaya sebep oldugu, hiicre bilesenleriyle
reaksiyona girerek hiicrenin asli gorevlerini yapmasini engelledigi ve DNA’y1 bloke
eden organik peroksitlerin olugsmasina sebep oldugu bilinmektedir (41). Serbest
radikaller mitokondrilerin fonksiyonunda bozukluklara da sebep olmaktadirlar (42).
Yapilan caligmalarda CP’nin, lipit peroksidasyonuna, bazi enzim aktivitelerinde

degisikliklere ve kromozom anomalilerine neden oldugu belirtilmistir (40, 43-47).

CP, DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturur. Bu baglarin
ortaya ¢ikis1 ise DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. CP’in modifiye
ettigi DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢cikan DNA hasar1 apoptozisi baslatir.
Bu hasar onarilamayacak boyutta ise, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicre
Olimiine neden olur. CP’in testis dokusu i¢in oldukga toksik oldugu ve apoptozis’i
indiikledigi ve histolojik yapiyr bozdugu gosterilmistir (5). CP tiimor biiylimesi i¢in
gerekli olan neovaskiilarizasyonu baskilar ve mitokondriyal enzim aktivitesini bozar.
Seminifer tiibiillerde CP uygulamasindan sonra yaygin hasar ortaya ¢ikar. Hem insan
hem de hayvan modellerinde kanser tedavilerinde benzer dozlarda kullanilan CP, sperm

sayis1 ve motilitesi ile spermin kromatin kalitesinde azalmaya neden olur (3).
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CP’e baglh testikiiler hasar direkt olarak spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri
tizerinde ortaya c¢ikmaktadir. Aymi zamanda Leydig hiicrelerinde de fonksiyon
bozuklugu yaratmaktadir. CP uygulanan si¢anlarda sperm {iretiminin, seminifer tiibiil
capmin ve intratestikiiler testosteron’un azaldig1 ve seminifer tiibiilde TUNEL pozitif

hiicrelerde artis oldugu belirtilmistir (2).

CP, gerek siiperoksit iyonlar1 gerekse hidroksil radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerini
iretebilir, normal dokudaki antioksidan enzimleri inhibe edebilir. Bu nedenle, normal
dokulara zarar vermemek sartiyla, antitiimoral etkinligi olmaksizin, ilaglarin meydana
getirdigi hasar1 azaltmak amaciyla ¢ok sayida koruyucu ajan antitiimoral ilaglarla

birlikte kullanilmaktadir (48).

2.5. KAFEIiK ASIT FENETIL ESTER

Bitkilerin biiylik bir boliimii, yapraklarini, ¢igeklerini ve meyvelerini, antimikrobik
clrimeye kars1 {irettikleri, su gecirmez ve 1s1 yalitimi oOzellikleri olan recinemsi
maddelerle korurlar. Bal arilari bu recinemsi maddeleri agaclarin goévdelerindeki
catlaklardan, tomurcuklardan ve yapraklardan toplarlar. Arilarin ¢igneyip, agiz sindirim
enzimlerini ekleyerek ve kismen de sindirerek, balmumu ile karistirdiklar: propolis adi

verilen bu yapiskan madde, kovanda c¢esitli amaglar i¢in kullanilir (6).

Scheller (1990) calismasinda; propolisin bilesiminde, re¢ine, mumlu bitkiler, esansiyel
yaglar, polen, organik maddeler ve mineraller bulundugunu bildirmistir (7). Schmit
(1997), propolisin kimyasal bilesenleri ve bunlarin biyolojik aktiviteleri ile ilgili calisma
yapmustir (7). Propolisin en temel bilesenleri fenolik bilesikler olup bunlarin iginde en
fazla tespit edilen bilesik flavanoidler’dir (Scheller 1990). Sahinler ve Kaftanoglu
(2005)  yaptiklart  calismada;  propolisin  etanol ile ekstraktinda  yiiksek
konsantrasyonlarda aromatik asitler, esterler ve diger tiirevleri gibi propolisin
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuvar ve antikanser 6zelliginden sorumlu
benzyl sinnamat, metil sinnamat, kafeik asit, sinnamyl sinnamat ve sinnamoylglcine
gibi en yaygm bilesiklerin yaninda yag asidi, terpenoidler, esterler, alkoller,
hidrokarbonlar ve aromatik asitler de tespit etmislerdir (49). Ayrica propoliste
magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (1), potasyum (K), sodyum (Na), bakir (Cu),
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¢inko (Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe) gibi mineraller; A, B1, B2, B6, C ve E
vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi tanimlanmistir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanmis propolislerin ana bilesenlerinin naringenin, galangin, krisin, pinobanksin,

kuarsetin gibi flavonoidler ve kafeik asit gibi fenolik asitler icerdigi rapor edilmistir
(50).

Tablo 2.1. Propolisin bilesimi ve bilinen farmakolojik aktiviteleri

Kimyasal (Chemical)

Aktivite (Activities)

Kaynaklar (References)

Antiviral
_ Antihistaminik Konig ve Dustman, (1985)
Quercetin . .
Ulsere kars1 Budavari, (1989)
Kilcal damarlari gli¢lendirici
Antibakteriyel Vilanueva ve ark., (1970)
_ ) Antifungal Metzner ve ark., (1977)
Pinocembrin _
Kiiflenmeyi onleyici Miyakodom ve ark., (1976)
Lokal anestezik Pointz ve Metzner, (1979)
Antibakteriyel Vilanueva ve ark., (1970)
o Antifungal Metzner ve ark., (1979)
Kaffeik asit o _
Antiviral Koing ve Dustman, (1985)

Anti imflamatuvar

Bankova ve ark., (1983)

Kafeik asit fenetilester

Tumor sitotoksik

Grunberg ve ark., (1980)

Kaynak : Aricilik Arastirma Dergisi (2012) (49)

CAPE, arilarin bitkilerden topladig: 6ziitiin icerisinde bulunan keskin ve giizel kokulu
propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir ve bir halk ilac1 olarak uzun yillardir
kullanilmaktadir (7, 51). Propolisin antimikrobik, antienflamatuvar, immunomodiilator,
antimutajenik, antioksidan ve antikarsinojenik etkileri ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konulmustur. Bu etkilerin ¢ogunun propolisin etken maddelerinden biri olan CAPE’e
bagl oldugu gosterilmistir (8, 9). 10 umol konsantrasyonda in vitro kosullarda
notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen
tiirlerini tamamen bloke eder (52). Yapilan ¢alismalarda, CAPE’in antienflamatuvar,

antifungal ve antimikrobik (53), imminomodiilator (54), antimutajenik (55) ve

antioksidan (56, 57) ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir.
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CAPE'in kimyasal ad1 2-feniletil (2E) -3- (3,4-dihidroksifenil) akrilattir. Ayrica feniletil
kafeinat veya fenetil kafeinat olarak da adlandirilir. Molekiiler formiilii C17H1604'tlir
(58). CAPE'in kimyasal yapisi Sekil 1'de verilmektedir. Grunberger ve ark. bu
hidrofobik polifenolii tanimladilar (59). Bu polifenolik ester ayrica kafeik asitin fenetil
alkollerle reaksiyona sokulmasi ile sentezlenebilir (60-62). CAPE, bir¢ok biyolojik
aktivitede 6nemli roliinden sorumlu olan katekol halkasinda hidroksil gruplar1 olan bir

polifenoldiir (63).

HO N\ o

HO

Sekil 2.9. Kafeik asit fenetil esterin kimyasal yapis1 (64)

Yapilan bir ¢alismada siganlarda CAPE’in CP nefrotoksisitesini Onleme potansiyeli
oldugu da gosterilmistir (10). CAPE’nin, CP’nin neden oldugu antioksidan enzim
azalmalarina karst koruyucu oldugu bulunmustur. Serbest radikal siiptiriicii CAPE ile
tedavi; plazmadaki kan iiresi, nitrojen ve bobrek nitrik oksit diizeylerinde artisi
zayiflatmis ve CP’ye baglh akut bobrek yetmezligine karsi histopatolojik koruma
gostermistir. CP ile tedavi edilmis farelerin bobreklerinde genis epitel hiicre

vakuolizasyonu, sisme, soyulma ve nekroz gézlenmistir (65).

CAPE’in farmakolojik olarak giivenli bir bilesik oldugu gibi ayni zamanda lipid
peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidan enzim aktivitesini uyardigi gosterilmistir
(11). Buna ek olarak, CAPE’in transforme olmus hiicrelerin farkl: tiplerinin biiyiimesini
engelledigi de gosterilmistir. CAPE’in bilinen antioksidan, serbest radikal siipiiriicii
etkileri ile hiicresel savunma mekanizmalarin1 restore edebilecegi ve bdylelikle lipit
peroksidasyonunu engelleyebilecegi ve bu sekilde genis bir yelpazeye sahip olan
nefrotoksik ajanlarin toksik etkilerine kars1 bobregi koruyabilecegi ongoriilmistiir (66).

CAPE kullanim1 serbest radikal olusumunu baskilar ve bdylece kemoterapiye bagh
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toksisiteler azaltilir (67). CAPE'in, terapotik etkinligi arttirmak ve kemoterapinin neden
oldugu toksisiteleri azaltmak i¢in kemoterapinin etkili bir adjuvani oldugu
bilinmektedir. CAPE lipid peroksidasyon aktivitesini, lipoksijenaz aktivitelerini, protein

tirozin kinaz aktivitesini ve ornitin dekarboksilaz aktivitesini baskilar (68-71).

CAPE ayni1 zamanda tiimér olusumunu da 6nleyebilmistir (7). Kemoterapide, CAPE’ in
intestinal karsinojenezi baskiladigi, CAPE tiirevli bilesiklerin oral kansere Kkarsi
potansiyel ajanlar olduklar1 gosterilmistir (72,73). CAPE'in, normal hiicrelere karsi

sitotoksisiteye neden olmayan antitiimor oOzellikleri olusturdugu da bildirilmistir
(74,75).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen ortalama 60 giinliik sicanlar kullanildi. Siganlar arastirma
stiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik donemlerin bulundugu,
0zel hazirlanmis otomatik olarak klimatize edilen odalarda korundu. Siganlar normal
pellet cinsi yem ve su ile beslenildi. Her kafeste 3-5 adet sican barindirildi. Deney
asamasina kadar miimkiin oldugu kadar stressiz ortamda barmmalar1 saglanmistir.
Deneye baslamadan dnce hayvanlarin agirliklar: 6l¢iildii ve agirliklar: birbirine yakin
olacak sekilde kontrol grubunda 8 adet ve deney gruplarinda 10’ar adet sigan bulunacak

sekilde gruplandirilmistir.

Grup 1 : Kontrol

Grup 2 : CP (7 mg/kg) Tek doz

Grup 3 : CP (7 mg/kg) Tek doz + CAPE (10 umol/kg/giin) 12 giin
Grup 4 : CAPE (10 pmol/kg/giin) 12 giin

3.1. Deneysel Prosediir

Tim prosediirler etik kurallara uygun olacak sekilde gerceklestirildi. Grup 1°e (kontrol
grubu) deney boyunca (1ml/kg/giin) izotonik salin (SF) soliisyonu intraperitoneal (i.p.),
Grup 2’ye deneyin 7. giinli Kogak marka CP (7 mg/kg) tek doz olarak i.p. olarak verildi.
Grup 3’e deneyin baslangicindan itibaren 12 giin boyunca Sigma marka CAPE (10
umol/kg/giin) i.p. olarak ve 7. giinde CP (7 mg/kg) tek doz i.p. olarak uygulandi. Grup
4’e ise deneyin baslangicindan itibaren 12 giin boyunca CAPE (10 pmol/kg/giin) i.p.
olarak verildi.
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Deneyin 13. giiniinde siganlar xylazin ve ketamin anestezisi altinda dekapite edilerek

testis dokusu ve duktus epididimisten sperm 6rnekleri alindi.

3.1.1. Doku Takibi

Deneklerden elde edilen testisler %10’luk formaldehitte tespit edildikten sonra artan
alkol serilerinden gegirilip, ksilende saffaflastirma isleminden sonra parafin bloklara

gomiildii. Yapilan bu islemler Tablo 3.1 de ayrintili olarak gésterilmistir.

Tablo 3.1. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi

Sira Islem Siire Sira Islem Siire

1 Formaldehit | 48 saat 8 Absolii Alkol | 1 saat

2 Akarsu 2 saat 9 Absolii Alkol | 2 saat

3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 1 30 dakika
4 %70 Alkol 1 gece 11 Ksilen 2 30 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 3 30 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin | 1 gece

7 Absolii Alkol | 1 saat 14 Bloklama

3.1.2. Hematoksilen - Eozin Boyama

Parafin bloklardan alman 5-6 um’lik kesitler Elips firmasindan temin edilen Isolab
marka lamlara yayildi. Hazirlanan lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak
ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel
histolojik yapiyr gérmek amaciyla Kesitler Nanotek Lab. firmasindan temin edilen
Merck marka hematoksilen-eozin (H&E) (Tablo 3.2) ile boyanarak 6nce artan alkol

serilerinden daha sonra ksilenden gegirilerek incelendi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen - Eozin boyama teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 13 Akarsu 5 dakika
2 Ksilen 20 dakika 14 Eozin 5 dakika
3 Ksilen 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen 20 dakika 16 % 50 Alkol 1 dakika
5 Absolu Alkol 1 10 dakika 17 %70 Alkol 1 dakika
6 Absolu Alkol 2 10 dakika 18 %80 Alkol 1 dakika
7 %96 Alkol 10 dakika 19 %96 Alkol 1 dakika
8 %80 Alkol 10 dakika 20 Absolu Alkol 1 1 dakika
9 %70 Alkol 10 dakika 21 Absolu Alkol 2 2 dakika
10 %50 Alkol 10 dakika 22 Ksilen 1 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen 2 20 dakika
12 Hematoksilen 8 dakika 24 Kapatma

3.1.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS)

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, testis
icinde yer alan tiibdllerin igindeki hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek
progresif bir sekilde kaybolur. Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin
degerlendirilmesinde JTBS kullanildi (Tablo 3.4). Histolojik incelemelerin sonuglar
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda iki uzman
histolog tarafindan degerlendirildi. Degerlendirme her gruptan rastgele segilmis 10
farkli preparattan 20’ser farkli tiibiil, 20’lik objektifteki farkli alanlar incelenerek
yapildi. Her grup i¢in ayri ayrt 200 adet tiibiil degerlendirilerek ortalama JTBS
hesaplandi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar igin SPSS paket programi
kullanildi. Elde edilen veriler dnceden hazirlanan bir forma islendi. Degerlendirme

Olciitleri sOyleydi.
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Tablo 3.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Skor | Histolojik Bulgular Skor | Histolojik Bulgular

1 Tibiiler kesitte hi¢ hiicre yoktur 6 Az sayida (5/ tiibiil) spermatid
mevcuttur

2 Sadece Sertoli hiicreleri vardir 7 Farklanma isareti olmaksizin fazla

sayida spermatid vardir

3 Germ hiicreleri olarak sadece | 8 Olgun spermatozoa olmaksizin geg
spermatogonyumlar vardir spermatidler mevcuttur
4 Az sayida (5/ tliblil) spermatosit | 9 Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa
mevcuttur vardir
5 Fazla sayida spermatosit vardir 10 Fazla sayida spermatozoanin
goriildiigi  tam  spermatojenez
mevcuttur

3.1.4. Biyokimyasal Analizler

3.1.4.1. Malondialdehit (MDA) diizey tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’dan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasimin ticari
kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’'nda  ¢alisildi [Rat malondialdehyde (MDA) ELISA Kit Cat
No:YHBO0708Ra]. Doku orneklerinin sonuglart nmol/mg protein olarak, serum

orneklerinin sonuglar1 ise, nmol/ml olarak verildi.

3.1.4.2. Siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivite tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’dan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasinin ticari
kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda c¢alisildi [Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA Kit Cat
No:YHB1021Ra]. Doku Orneklerinin sonuglart ng/mg protein olarak, serum

orneklerinin sonuglari ise, ng/ml olarak verildi.
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3.1.4.3. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’dan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasimin ticari
kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda ¢aligildi [Rat Catalase (CAT) ELISA Kit Cat No:YHB0207Ra].
Doku orneklerinin sonuglart ng/mg protein olarak, serum 6rneklerinin sonuglar ise,

ng/ml olarak verildi.
3.1.5. Comet Assay Teknigi

Duktus epididimisten alman spermler 4 °C de 10 dakika 300 g de santrifiij edildi.
Siipernatant atildi ve geriye kalan sperm ornekleri Bioshop marka PBS (Ca*? ve Mg*
free) ile yikandi. Spermde DNA hasar yiiksek alkali sartlarda tek hiicre jel elektroforez
(comet) kullanilarak aragtirildi. Kisaca, her bir mikroskop lam1 PBS de hazirlanmig
Elips Firmasindan temin edilen Prona marka % 1 lik normal erime noktali agarozla
kapland1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin iistiine 37 °C’de % 0,7 lik
diisiik erime noktali agarozun 100 pl ile 10 pl hiicre siispansiyonu karistirildi ve birinci
katin iizerine yayildi. Lamlar 4°C’de buz akiisiiniin iizerinde 5 dk katilasmaya birakild1.
Lameller lamlardan kaldirild, taze hazirlanmis soguk lyzis ¢ozeltisinde (2.5 M NacCl,
100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, %10 DMSO ve 40 mM
dithiothereitol, pH:10) 1 saat 4 °C’de lize edildi. Daha sonra lyzis ¢ozeltisine 100 pg/ml
proteinase K (Sigma®) eklenerek, lamlar 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Lamlar lizis
cozeltisinden alindi, yatay elektroforez tanki taze hazirlanmis elektroforez tamponu
(300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH: 13) ile dolduruldu ve lamlar yerlestirildi, DNA
sarmalinin ¢dziilmesi i¢in 20 dakika bekletildi. 8°C’da 12 V-250 mA’ de 20 dakika
elektoroforez uygulandi. Daha sonra lamlar alkali iyon ve deterjanlarin uzaklastirilmasi
i¢in nétralizasyon ¢ozeltisi (0,4 M Tris, pH 7,5) ile yikandi. Notralizasyondan sonra 50
ul ethidium bromide (1 pg/ml) ile boyandr ve lamelle kapatildi. Biitiin islemler DNA
hasarmi 6nlemek i¢in karanlikta uygulandi. Goriintiiler floresan mikroskop (Olympus,
BX51, Japan) kullanilarak 400X biiylitmeyle c¢ekildi. Rastgele secilmis 50 hiicre
goriintiisii. Comet Assay Software Project (CASP-1.2.2, Windows 2010) ile analiz
edildi. Hasar tayini sperm basindan go¢ etmis, comete neden olan kirllmis DNA

kuyrugundan belirlendi, kuyruklu hasarli, kuyruksuz hasar gormemis olarak diisiiniildii.
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3.1.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 21. 0) paket
programinda yapildi. Tanimlayicr istatistikler ortalama + standart sapma ya da ortanca
(en kiigiik—en biiyiik) olarak gosterildi. Gruplar arasinda ortalamalar bakimindan farkin
onemliligi One-Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) ile ortanca degerler
bakimindan farkin 6nemliligi ise Kruskal Wallis testi ile arastirildi. Tek Yonlii Varyans
Analizi ya da Kruskal Wallis test istatistigi sonucunun 6nemli bulunmasi durumunda
post hoc Tukey HSD ya da Conover’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak farka neden

olan durumlar tespit edildi. Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0,05 kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismamizda i.p. olarak CP ve CAPE uygulanan siganlarin testisleri 1s1k
mikroskobunda incelenerck degerlendirildi. Testis dokularinda JTBS; MDA, CAT ve
SOD enzim aktivite tayini i¢in ELISA teknigi, sperm DNA hasarinin saptanmasi i¢in
Comet Assay teknigi uygulandi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Tubuller
histopatolojik olarak degerlendirildi.

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu kesitlerinde normale yakin tubul kesitleri
goriilmektedir (Sekil 4.1.).

CP uygulanan grupta liimene yakin alanlarda interselliiler bosluklar ve yer yer hiicre
kayiplar1 vardir. Bazi alanlarda bazal membran kayiplar1 gozlendi. Kesitlerde tubuli
seminiferi kontortilerin bazal membran bozulmalar1 ileri diizeyde gozlendi.
Spermatojenik hiicre serilerinde primer ve sekonder spermatositlerin hasar derecesi
giderek artan sekilde gozlendi. Bununla birlikte limendeki hiicreler c¢ekirdekleri ile
belirgin izlendi ancak kuyruk yapilari yoktu. Interstisyel alandaki Leydig hiicreleri
kismen hasarlanmig olarak izlendi. Spermatogonyum A ve B hiicreleri ile spermatid ve
spermatozon hiicreleri birbirlerinden ayirt edilemiyordu. Spermatid seri hiicrelerine ait
olmasi gereken hiicre sathalarinda interstisyel 6dem ve hiicresel bosluklar gozlendi

(Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.).

CP ve CAPE’nin birlikte uygulandigi grupta tubuller normale yakin olarak gozlendi.
Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde sayica ve morfolojik olarak diizelme isaretleri
izlendi. Kesitlerde izlenen tubuli seminiferi kontortiler normale olduk¢a yakindi. Sertoli

hiicrelerinde diizelme belirgin olarak gozlendi. Spermatojenik seri hiicreleri belirgin
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sekilde normale yakindi. Bazal membran diizglin olarak go6zlendi. Fibromuskiiler

dokudaki hiicreler normal olarak izlendi (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).

CAPE uygulanan grupta normal tubul kesitleri goriilmekle birlikte hasarli tubuller de
izlendi. Tubullerdeki hasar daha c¢ok tiim seri hiicrelerinde kopukluk seklindeydi.
Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde sayica nispeten azalma ve hasarlanma oldugu

gbzlendi. Sertoli hiicrelerinde de nispeten hasarlanma gézlendi (Sekil 4.6.).

Al

Sekil 4.1. Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusu. H&E boyama x20

.0 e N



Sekil 4.2. CP grubuna (Grup 2) ait testis dokusu. H&E boyama x20 (1)

Sekil 4.3. CP grubuna (Grup 2) ait testis dokusu. H&E boyama x40 (2)

* Intersitisiyel ddemi gdstermektedir
=) Bazal membran kaybim gostermektedir
Liimendeki kuyruksuz spermatozoonlar1 gostermektedir
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Sekil 4.4. CP + CAPE grubuna (Grup 3) ait testis dokusu. H&E boyama x20 (1)

Sekil 4.5. CP + CAPE grubuna (Grup 3) ait testis dokusu. H&E boyama x40 (2)
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Sekil 4.6. CAPE grubuna (Grup 2) ait testis dokusu. H&E boyama x20

4.2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru Sonuclar:

JTBS sonuglar1 Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Seminifer tubullerdeki germinal epitelin
degerlendirildigi JTBS sonuglarina gore CP uygulanan grupta biyopsi skoru kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis olarak belirlendi
(p<0,001). CP ile birlikte CAPE verilen gruptaki biyopsi skoru sadece CP uygulanan
gruba gore sayisal olarak artis gOstermistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,001). Yalnizca CAPE uygulanan grupta ise biyopsi skoru kontrol grubuna gore
azalmis olarak belirlendi. Ancak bu azalma CP grubunda oldugu kadar olmasada
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001).
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Tablo 4.1. JTBS sonuglar1. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru
Grup 1 (n=8) 8,12+0,647
Grup 2 (n=10) 4,979+0,983*
Grup 3 (n=10) 6,483+0,656**
Grup 4 (n=10) 5,521+0,453
p degeri <0,001

* Grup 1 ile karsilastirildiginda p<0,001
** Grup 2 ile karsilastirildiginda p<0,001

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Gruplar aras1 degerlendirme MDA diizeyleri ve CAT ve SOD enzim aktiviteleri testis
dokusunda degerlendirilmistir. CAT igin yapilan analizler degerlendirildiginde yalnizca
CP uygulanan grup kontrol grubuna goére belirli diizeyde diisik ve CP+CAPE
uygulanan grup ise yalnizca CP uygulanan gruba gore yliksek bulundu. Bu degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi (p>0,05). SOD i¢in yapilan analizler
degerlendirildiginde yalnizca CP uygulanan grup, kontrol grubuna gore diisiik ve
CP+CAPE uygulanan grup ise yalnizca CP uygulanan gruba gore yiiksek bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi (p>0,05). MDA icin yapilan
analizler degerlendirildiginde yalnizca CP uygulanan grup kontrol grubuna gore yiiksek
ve CP+CAPE uygulanan grup ise yalnizca CP uygulanan gruba gore diisiik bulundu. Bu
degerlerde istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Biyokimyasal verilerin
degerlendirilmesi, gruplara gore doku biyokimyasal sonuclart Tablo 4.2.°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Doku orneklerinde ortalama Katalaz (CAT), Stiperoksit dismutaz (SOD),
Malondialdehit (MDA) dlgiimleri

CAT SOD MDA
Grup 1 (n=8) 19,015+8,404 1,222+0,949 0,840,206
Grup 2 (n=10) 14,299+6,645 0,978+0,443 0,852+0,12
Grup 3 (n=10) 22,321+10,01 1,526+0,765 0,811+0,09
Grup 4 (n=10) 19,872+16,041 1,615+0,439 0,826+0,087
p degeri >0,05 >0,05 >0,05

Tabloda CAT, SOD ve MDA degerleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.4. Comet Assay Teknigi Bulgular

Par¢alanmis DNA'll spermlerin mikrofotografik gortiniimii ve tim gruplardaki Head
DNA ve Tail DNA sayilari sirasiyla (Tablo 4.3.)’te sunulmustur. Sadece CP (Sekil 4.8.)
uygulamasi, sperm DNA pargalanma oranini kontrol (Sekil 4.7.) grubuna kiyasla 6nemli
Olglide artird1 (p<0.001). Sperm DNA pargalanma oram1 CP+CAPE (Sekil 4.9.)
grubunda CP grubuna goére anlamli olarak (p<0.001) azaldi. Yalniza CAPE (Sekil 4.10.)
uygulanmasi kontrol (Sekil 4.7.) grubuna gore sperm DNA pargalanma oranini artirmis
olsa da bu artig CP (Sekil 4.8.) grubunun olusturdugu hasara kiyasla daha azdir
(p<0.001).

Tablo 4.3. Comet Assay sonuglari

Head DNA Tail DNA
Grup 1 (n=8) 98,969+0,6 1,031+0,6
Grup 2 (n=10) 79,28+4,584* 20,706+4,579*

Grup 3 (n=10)

88,383+2,133%**

11,616£2,133%*

Grup 4 (n=10)

84,733+3,398

15,266+3,398

p degeri

<0,001

<0,001

Tabloda Head DNA ve Tail DNA degerleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
* Grup 1 ile karsilastirildiginda p<0,001
** Grup 2 ile karsilastirildiginda p<0,001




Sekil 4.7.  Kontrol grubu tail DNA % 1,03, sekil DNA hasarsiz sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, Japan)

Sekil 4.8. CP grubu tail DNA %20,7, sekil DNA hasarli sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, Japan)



Sekil 4.9. CP + CAPE grubu tail DNA %11,6 , sekil DNA hasarli sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, Japan)

Sekil 4.10. CAPE grubu tail DNA %15,2, sekil DNA hasarli sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, Japan)



5. TARTISMA VE SONUC

Platinin de i¢inde bulundugu VIII. grup metallerin nétral kompleksleri antitiimor ve
karsinojenik etki giicline sahiptir. Aralarinda en etkin olan platin kompleksleridir ve CP
de bunlardan biridir. Bu bilesikler selektif ve spesifik olarak hiicre ¢ogalmasini inhibe
ederler ve ayrica antibakteriyel 6zellikleri de mevcuttur (76,77). CP’in terapotik etkisi,

doz artigiyla belirgin derecede artmaktadir (78,79).

CP, kemoterapide baz1 kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir (2). CP
yapist bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen organik platin tlirevi bir
ilagtir. Ozellikle testis, over, mesane karsinomalar1; CP temeline dayanan kemoterapiye
duyarlidir (1). Kemoterapdtik bir ilag olan CP, kaseksi ve testis hasar1 dahil, doza
bagimli olarak bir dizi yan etkiye neden olur (3). Nefrotoksisite, noérotoksisite,
gastrointestinal irritabilite gibi yan etkilerinin yaninda azospermi, oligospermi ve
infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (1). CP yiiksek kiimiilatif doz alan hastalarda

kalic1 azospermi ve sonrasinda infertilite gelistirebilir (3).

CP’e bagh testikiiler hasar direkt olarak spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri
tizerinde ortaya c¢ikmaktadir. Ayni zamanda Leydig hiicrelerinde de fonksiyon
bozuklugu yaratmaktadir. CP uygulanan siganlarda sperm {iiretiminin, seminifer tiibiil
capinin ve intratestikiiler testosteronun azaldigi ve seminifer tiiblilde TUNEL pozitif

hiicrelerde artig oldugu belirtilmistir (2).

CP, kat1 tiimdrlerin pek ¢ok c¢esidinde kullanilabilen, etkin bir kemoterapotik olmasina
karsin, basta nefrotoksisite olmak iizere (80-85), testis hasar1 (3), azoospermi,
oligospermi ve infertilite (1), hepatotoksisite (83,86-88), miyelosupresyon etki
(82,89,90), norotoksisite (82,88,89), gecici l6kopeni, trombositopeni ve anemi (82) gibi
doza bagimli belirgin yan etkileri klinik kullanimini kisitlamaktadir (83,88,91). CP ile


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemoterapi
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0la%C3%A7
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kanser kemoterapisinde klinik agcidan 6nemli olan nokta, yan etkilere karsi korunmanin

saglanmasidir (85).

Soni KK ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada CP (2, 4, 6, 8 ve 10 mg/kg) dozlarinda
uygulamasindan 5 giin sonra testiskiiler dokuda; germinal hiicreler, Sertoli hiicreleri ve

Leydig hiicrelerinde anormal histopatolojik lezyonlar meydana geldigi bildirilmistir

(92).

Soni KK ve ark. baska bir ¢alismasinda 10 mg/kg CP uygulanan grupta germinal
hiicrelerin, Sertoli hiicrelerinin ve Leydig hiicrelerinin dejenerasyonu ve dagmikligi
gostermislerdir. Bununla birlikte spermatojenik hiicre yogunlugunda azalma oldugu
bildirilmistir. JTBS’ye gére CP uygulanan gruplarda azalma oldugu belirtilmistir. Ayni
zamanda CP uygulanan gruplarin MDA diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu ortaya
konmustur (93).

Bizim ¢alismamizda da tek doz CP (7 mg/kg) uygulanmasi sigan testislerinde dnemli
Olglide hasar olusturmustur. Bu hasar g¢ogunlukla spermatojenik seri hiicrelerinde
dagilma, seri hiicrelerinin siralarinda bozulma, bazal membranlarda kayip ve liimene
yakin  alanlarda ise  Kkuyruksuz  spermatozoon seklindeydi. Histopatolojik
degerlendirmelere gore spermatojenik hiicre serilerinde primer ve sekonder
spermatositlerin  hasar derecesi giderek artan sekilde go6zlendi. Seminifer tiibiil
liimenindeki hiicreler gekirdekli ancak kuyruk kaybina ugramusti. interstisyel alandaki
Leydig hiicreleri de kismen hasarlanmisti. Spermatojenik seri hiicrelerinin olmasi
gereken siralar1 ayirt edilemiyordu. Ayni1 zamanda spermatid seri hiicrelerinin olmasi
gereken alanlarda 6dem ve vakuol goriintiileri izlendi. Bizim elde ettigimiz sonuglar,
benzer calismalarda sican testis dokusunda CP’nin olusturdugu hasar ile paralellik
gostermektedir. JTBS Ol¢iimleri seminifer tiibiillerde CP ile anlaml sekilde hasar agiga
ciktigini diislindiirdii. Ayn1 zamanda Comet Assay teknigi sonuglar ile spermlerdeki
hasarin DNA’daki hasarlanmalardan kaynaklandigi izlenimini edindirdi. Biyokimyasal
parametreler doku hasarini1 gostermis olsa da bu hasar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.
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Bitkilerin biiylik bir boliimii, yapraklarini, ¢igeklerini ve meyvelerini, antimikrobik
ciriimeye kars1 irettikleri, su gecirmez ve 1s1 yalitimi ozellikleri olan reg¢inemsi
maddelerle korurlar. Bal arilar1 bu re¢inemsi maddeleri agaglarin gévdelerindeki
catlaklardan, tomurcuklardan ve yapraklardan toplarlar. Arilarin ¢igneyip, agiz sindirim
enzimlerini ekleyerek ve kismen de sindirerek, balmumu ile karistirdiklar1 propolis ad1
verilen bu yapiskan madde, kovanda c¢esitli amaglar i¢in kullanilir (6). Arilar propolisi
kovan i¢inde delik ve catlaklarin kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde ve
birbirlerine yapistirilmasinda, kovan girisini daraltmak amaciyla ve savunmayi
kolaylagtirmak gibi bir¢ok amaca yonelik kullanmaktadirlar. Propolis dezenfektan

ozellikte bir madde olup petek gozlerinin dezenfeksiyonunu saglar (94).

CAPE, arilarin bitkilerden topladig: 6ziitiin icerisinde bulunan keskin ve giizel kokulu
propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir ve bir halk ilact olarak uzun yillardir
kullanilmaktadir (7). Propolisin antimikrobik, antienflamatuvar, immunomodiilator,
antimutajenik, antioksidan ve antikarsinojenik etkileri ¢esitli calismalarla ortaya
konulmustur. Bu etkilerin ¢ogunun propolisin etken maddelerinden biri olan CAPE’ye

bagli oldugu gosterilmistir (8,9).

CAPE’nin farmakolojik olarak giivenli bir bilesik oldugu gibi ayn1 zamanda lipit
peroksidasyonunu azalttifi ve antioksidan enzim aktivitesini uyardigi gosterilmistir
(11). Buna ek olarak, CAPE’in transforme olmus hiicrelerin farkl: tiplerinin biiytimesini

engelledigi de gosterilmistir (7).

Yilmaz HR ve arkadaslar1 (95) sican kemik iligi hiicrelerinde CAPE’nin CP ile
indiiklenen kromozom hatalarina antiklastojenik etkisi arastirilan ¢alismalarinda
siganlara i.p. (5 mg/kg) CP uygulanmis ve 24 saat oncesinde (10 pumol/kg) CAPE
uygulanmstir. Tek doz CP ile tedavi edilen hayvanlarin kemik iligi hiicrelerinde hem
anormal kromozomal hata hem de anormal metafaz figiirleri gosterdigi bildirilmistir.
CAPE+CP ile tedavi edilen siganlarda, tek basina CP alanlara gore toplam kromozomal
hata sayist ve toplam anormal metafaz oraninin anlamli olarak daha diisiik oldugu

bildirilmistir (p=0,0001).
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Armagan ve arkadaslar1 (96) metotreksatin (i.p. 20 mg/kg) uygulanmasi ile olusan
oksidatif strese karst CAPE (i.p. 10 pmol/kg) uygulayarak tedavi etmeyi
amaclamiglardir. Yaptiklar1 c¢alismada metotreksatin azalttigi viicut agirhiina karsi
CAPE’nin anlamli bir degisiklik yapmadigini bildirmislerdir. Testisteki SOD
aktivitesinin yiiksek oldugu metotreksat grubuna gore metotreksat ile birlikte CAPE
uygulanan grupta SOD aktivitesinin daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda
metotreksat grubundaki CAT aktivitesinin CAPE ile tedavi edilen gruba gore daha
diisiik oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alisma metotreksatin olusturdugu oksidastif

stresin CAPE uygulanarak azaltilabilecegini gostermektedir.

CAPE’nin birgok dokuda diizeltici etkisi oldugu calismalarla gosterilmistir. Biz de
yaptigimiz c¢alismada sigcan testis dokusunda CP ile olusturulan hasar1 engellemek i¢in
propolisin etken maddelerinden biri olan CAPE’yi uyguladik. CP ile birlikte CAPE
uygulanan sig¢anlarin testis dokularindaki seminifer tiibiillerde iyilesme gdzlendi.
Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde sayica artis ve morfolojik olarak diizelme
isaretleri gbzlendi. Tubuli seminiferi kontorti Kkesitleri normale olduk¢a yakindi ve
Sertoli hiicrelerinde diizelme belirgin olarak izlendi. Bazal membran ve spermatojenik
seri hiicrelerinin normale yakin oldugu gozlendi. JTBS Ol¢iim sonuglart da CP ile
birlikte CAPE uygulanmasinin CP’in olusturdugu hasari azaltacagini géstermistir. Yine
spermlerde CP uygulanmasi ile meydana gelen DNA hasarinin CP ile birlikte CAPE
uygulanmasi ile azaldigi gozlendi. CP ile olusan hasarin CP ile birlikte CAPE
uygulanmasiyla tedavi edilmesi sonucu; MDA degerinin azalmasi ile SOD ve CAT
degerlerinin artmasi istatistiksel olarak anlamli olmasa da iyilesme belirtilerini
gostermekteydi. CAPE’nin farkli ve daha yiiksek dozlarda uygulanmasi muhtemelen
biyokimyasal parametreleri daha anlamli hale getirebilir.

Sonug¢ olarak CP birgok organi etkiledigi gibi testis dokusunda da ¢ok ciddi
histopatolojik hasarlar olusturmaktadir. Bu hasar1 engellemek i¢in koruyucu amagl
verilen CAPE’nin testiste koruyucu ve diizeltici olabilecegi gosterildi. Farkli ve daha
yiiksek dozlarda CAPE uygulanmasinin hasar1 daha c¢ok iyilestirebilecegini

diistinmekteyiz.



6. KAYNAKLAR

Atabenli Erdemli E, Ergeneci D, Atahan S, Isikay L. Cisplatinin sigan bobrek ve
testisleri iizerine etkileri. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuas1 1999; 52:

139-145.

Bozdogan S, Eriskin erkek sicanlarda cisplatin ile olusturulan testis hasari iizerine
sodyum selenitin etkisi, Yiiksek lisans tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eskigehir 2012: 30,38.

Whirledge SD, Garcia JM, Smith RG, Lamb DJ. Ghrelin Partially Protects Against
Cisplatin Induced Male Murine Gonadal Toxicity in a GHSR-la-Dependent
Manner. Biol Reprod 2015; DOI:10.1095/biolreprod.114.123570.

Amin A, Hamza AA, Kambal A, Daoud S. Herbal extracts counteract cisplatin-
mediated cell death in rat testis. Asian J Androl 2008; 10; 2: 291-297.

Giiltekin B, Sisplatin toksisitesinin sican testisinde yarattig1 histolojik degisimlere
cinkonun etkisinin arastirilmasi, Doktora tezi, Selguk Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Konya 2013: 26.

Tirkiye An  Yetistiricileri Merkez Birligi, http://www.tab.org.tr/TR,251/
propolis.html (26.01.2015).

Ozen S, Akyol O, Iraz M, et al. Role of Caffeic Acid Phenethyl Ester, an Active
Component of Propolis, against Cisplatin induced Nephrotoxicity in Rats. J Appl
Toxicol 2004; 24: 27-35.

Pekmez H, Kus I, Colakoglu N, et al. The Effects of Caffeic Acid Phenetyl Ester
(CAPE) on Structural Changes in the Prefrontal Cortex Induced by Cigarette
Inhalation in Rats. EU Journal of Health Sciences 2004; 13: 18-25.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18097501
http://www.tab.org.tr/TR,251/propolis.html
http://www.tab.org.tr/TR,251/propolis.html

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

45

Alp H, Aytekin I, Atakisi O, Ogiin M. Ratlarda akut malathion toksisitesinin neden
oldugu oksidatif stres iizerine kafeik asit fenetil ester ve elajik asitin etkileri. A.U.

Vet. Bil. Derg. 2011; 6: 117-124.

Yimaz HR, Sogit S, Ozyurt H, ve ark. Siganlarda Sispilatinle Olusturulan
Nefrotoksisitede Metabolik Enzim Aktivitelerine Kafeik Asit Fenetil Ester’in
Etkisi. Van T1p Dergisi 2004; 11:1-6.

Ogetiirk M, Kus I, Colakoglu N, et al. Caffeic acid phenethyl ester protects kidneys
against carbon tetrachloride toxicity in rats. J. Ethnopharmacol 2005; 97: 273-280.

Ozdamar S, Sorkun H. Genel Embriyoloji. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Yaynlari, Kayseri 2002; 4-6.

Ross MH, Pawlina W. Histoloji Konu Anlatimi1 Ve Atlas (Altinci baskidan ¢eviri),
Baris Baykal, Palme Yayincilik, Ankara, 2014:785-802.

Sadler TW. Langman's Medical Embryology, 5th Ed., William and Wilkins,
Baltimore, 1985.

Moore KM, Persaud T.V.N. Insan Embriyolojisi, 6. Ingilizce Baskidan Ceviri,
Yildirrm M, Okar I, Dalgik H. 1.Tiirkce Baski, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul,
Tiirkiye; 2002; 305-341.

Gokmen FG. Sistematik Anatomi. izmir Giiven Kitabevi, 2003.
Unur E, Ulger H, Ekinci N. Anatomi. Kivileim Kitabevi. Kayseri 2009.

Esrefoglu M. Ozel Histoloji. Medipres Matbaacilik, Malatya 2009; 978-975-6676-
43-1.

Gartner LP, Hiatt JL. Color Textbook of Histology. W. B. Saunders Company, 2nd
Edition. 2003.

Valko M, Rhodes CJ, Moncol J, et al. Free radicals, metals and antioxidants in

oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact 2006; 160: 1-40.

Gutteridge, JMC. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue
damage. Clin Chem1995; 41: 1819-1828.



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

46

Baydas G, Reiter RJ, Nedzvetskii VS. Melatonin protects the central nervous
system of rats against toluene-containing thinner intoxication by reducing reactive
gliosis. Toxicol Lett 2003; 137: 169 — 174.

Yilmaz B, Kilic S, Aksakal O, et al. Melatonin causes regression of endometriotic
implants in rats by modulating angiogenesis, tissue levels of antioxidants and
matrix metalloproteinases. Arch Gynecol Obstet 2015; 292: 209-216.

Byung PY. Cellular defenses against damage from reactive species. Physiol Rev
1994; 74: 139-172.

Gokpinar G, Koray T, Akeicek E, et al. Algal antioksidanlar, EU Su Uriinleri Derg
2006; 23: 85-89.

Dingol K. Kemoterapide Temel Prensipler.in: Topuz E, Aydiner A, Karadeniz
AN;eds. Klinik ~ Onkoloji.Istanbul ~ Universitesi ~ Onkoloji ~ Enstitisii
Yayinlar1;2000:34-47.

Can G, (¢eviren). Kanser kemoterapi rehberi ve uygulamaya yonelik Oneriler.

Ceviri editorleri: Durna Z, Aydiner A. Istanbul: Nobel Tip Kitapevleri; 2003.

Pronk LC, Schellens JH, Planting AS, van den Bent MJ, Hilkens PH, van der Burg
ME, et al. Phase | and pharmacologic study of docetaxel and cisplatin in patients
with advanced solid tumors. J Clin Oncol. 1997;15:1071-9.

Kelland L. The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nat Rev
Cancer. 2007;7(8):573-84.

Lebwohl D, Canetta R. Clinical development of platinum complexes in cancer
therapy: an historical perspective and an update. Eur J Cancer. 1998;34(10):1522—
34.

Prestayko AW, D’Aoust JC, Issell BF, Crooke ST. Cisplatin (cis
diamminedichloroplatinum I1). Cancer Treat Rev. 1979;6(1):17-39.

Boekelheide K. Mechanisms of toxic damage to spermatogenesis. J Natl Cancer
Inst Monogr. 2005;34.6-8.

Cherry SM, Hunt PA, Hassold TJ. Cisplatin disrupts mammalian spermatogenesis,
but does not affect recombination or chromosome segregation. Mutat Res.
2004;564(2):115-1128.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

47

Amin A, Hamza A. Effects of ginger and roselle on cisplatininduced reproductive
toxicity in rats. Asian J Androl. 2006;8(5):607-12.

Adler ID, El Tarras A. Clastogenic effects of cis-diamminedichloroplatinum 1.
Induction of chromosomal aberrations in primary spermatocytes and
spermatogonial stem cell of mice. Mutat Res. 1990;243(3):173-8.

Vawda Al. Effect of testosterone on cisplatin-induced testicular damage. Arch
Androl. 1994;32(1):53-7.

Johnson SW, Ferry KV, Hamilton TC. Recent insights into platinum drug
resistance in cancer. Drug Resist Updat. 1998;1(4):243-54.

Amin A, Hamza AA, Kmbal A, Daoud S. Herbal extracts counteract cisplatin-
mediated cell death in rat testis. Asian J Androl. 2008;10(2):291-7.

Atessahin A, Sahna E, Turk G, et al. Chemoprotective effect of melatonin against

cisplatin-induced testicular toxicity in rats. J Pineal Res. 2006;41(1):21-7.

Mansour MA, Mostafa AM, Nagi MN, Khattab MM, Al-Shabanah OA. Protective
effect of aminoguanidine against nephrotoxicity induced by cisplatin in normal rats.
Comp Biochem Physiol C 132:123-128, 2002.

Santovito G, Irato P, Piccinni E, Albergoni V. Relationship between
metallothionein and metal contents in red—blooded and white-blooded antarctic
teleosts. Polar Biol 23:383-391, 2000.

Leibbrandt MEI, Grushenka HIW, Metz AL, Oziba AA, Haskins JR. Critical
subcellular targets of cisplatin and related platinum analogs in rat proximal tubule
cells. Kidney Int 48:761 770, 1995.

Ozyurt H, Ségiit S, Yilmaz HR, ve ark. Sicanlarda sisplatin ile olusturulan
nefrotoksisitede plazma SOD, ADA ve XO enzim aktiviteleri ile MDA, NO
diizeyleri ve bunlar lizerine CAPE’nin etkileri. 17. Ulusal Biyokimya Kongresi,

ANKARA, Kongre Ozet Kitab, 5.439, 24-27 Haziran 2002.

Sogiit S, Ozyurt H, Kotuk M, ve ark. Siganlarda Cisplatinle olusturulan
nefrotoksisitede plazma SOD, ADA, XO aktiviteleri ile MDA ve NO diizeyleri
tizerine erdosteinin etkisi. 17. Ulusal Biyokimya Kongresi, ANKARA, Kongre
Ozet Kitabu, s. 473, 24-27 Haziran 2002.



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

48

Yilmaz HR, Sogiit S, Ozyurt H, ve ark. Yiiksek doz cisplatin uygulanan siganlarda
karaciger ADA, CAT, SOD, XO enzim aktiviteleri ile NO ve MDA diizeyleri
lizerine kafeik asit fenetil ester’in (CAPE) etkisi. Klinik Biyokimya ve Kanser
Sempozyumu, Kervansaray Termal Otel / Bursa. Ozet Kitab, s.123, 26-29 Eyliil
2002.

Okuda M, Masaki K, Fukatsu S, Hashimota Y, Inui K. Role of apoptosis in
cisplatin induced toxicity in the renal epithelial cell line LLC-PK1. Implication of

the functions of apical membranes. Biochem Pharmacol 59:195-201, 2000.

Nefic H. Anticlastogenic effect of vitamin C on sisplatin induced chromosome
aberrations in human lymphocyte cultures. Mutat Res 498: 89- 98, 2001.

Vickers AEM, Rose K, Fisher R, et al. Kidney slices of human and rat to
charactarize cisplatin-induced injury on cellular pathways and morphology. Toxicol
Pathol. 2004;32: 577-590.

Konak F. Aricilik Aragtirma Dergisi, 2012; 7:9-13.

Doganyigit Z. Endotoksemi Olusturulmus Sicanlarda Propolisin Karaciger
Koruyucu Etkinliginin Arastirilmasi, Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Saglk

Bilimleri Enstitiisii, Kayseri 2012: 22-23.

Mirzoena OK, Calder PC. The effect of propolis and its components on eicosanoid
production during the inflammatory response. Prostaglandins, Leukot and Essent
Fatty Acids 55:441-449, 1996.

Sahin S, Sogiit S, Ozyurt H, et al. Tissue xantine oxidase activity and nitric oxide
levels after spinal cord ischemia/reperfusion injury in rabbits: comparison of caffeic
acid phenethyl ester (CAPE) and methylprednisolone. Neurosci Res Commun 31:
111-121, 2002.

Dobrowolski JW, Vohorag SB, Sharma K, et al. Antibakterial, antifungal,
antiameobic, antiinflammatory, and antipyretic studies on propolis bee products. J
Ethnopharmacol 35: 77-82, 1991.

Dimov V, Ivanovska N, Bankova V, Popov S. Immunomodulatory action of
propolis: IV. Prophylactic activity against gram-negative infections and adjuvant
effect of the watersoluble derivate. Vaccine 10: 817-823, 1992.



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

49

Edenharder R, von Petersdorff I, Rauscher R. Antimutagenic effects of flavanoids,
chalcones and structurally related compounds on the activity of 2-amino- 3
methylimidazol (4,5-f) quinoline (IQ) and other heterocyclic amine mutagens from
cooked food. Mutat Res 287: 261-74, 1993.

Krol W, Czuba Z, Scheller S, et al. Anti-oxidant property of etanolic extract of
propolis (EEP) evaluated by inhibiting the chemiluminescence oxidation of
luminol. Biochem Int 21: 593-97, 1990.

Pascual C, Gonzales R, Torricella RG. Scavenging action of propolis extract

against oxygen radicals. J Ethnopharmacol 41: 9-13, 1994.

S. Kumazawa, M.-R. Ahn, T. Fujimoto, and M. Kato, “Radicalscavenging activity

and phenolic constituents of propolis from different regions of Argentina,” Natural

Product Research, vol. 24, no. 9, pp. 804-812, 2010.

D. Grunberger, R. Banerjee, K. Eisinger et al. “Preferential cytotoxicity on tumor
cells by caffeic acid phenethyl ester isolated from propolis,” Experientia, vol. 44,
no. 3, pp. 230-232, 1988.

H.-C. Chen, J.-H. Chen, C. Chang, and C.-J. Shieh, “Optimization of ultrasound-
accelerated synthesis of enzymatic caffeic acid phenethyl ester by response surface
methodology,” Ultrasonics Sonochemistry, vol. 18, no. 1, pp. 455-459, 2011.

H.-C. Chen, H.-Y. Ju, Y.-K. Twu et al. “Optimized enzymatic synthesis of caffeic
acid phenethyl ester by RSM,” New Biotechnology, vol. 27, no. 1, pp. 89-93, 2010.

A. Kurata, Y. Kitamura, S. Irie et al. “Enzymatic synthesis of caffeic acid phenethyl
ester analogues in ionic liquid,” Journal of Biotechnology, vol. 148, no. 2-3, pp.
133-138, 2010.

X. Wang, S. Stavchansky, P. D. Bowman, and S. M. Kerwin, “Cytoprotective
effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and catechol ring-fluorinated CAPE
derivatives against menadione-induced oxidative stress in human endothelial cells,”
Bioorganic and Medicinal Chemistry, vol. 14, no. 14, pp. 4879-4887, 2006.

S. Kumazawa, M.-R. Ahn, T. Fujimoto, and M. Kato, “Radical-scavenging activity
and phenolic constituents of propolis from different regions of Argentina’’, Natural

Product Research, vol. 24, no. 9, pp. 804-812, 2010.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

50

Ozen S, Akyol O, Izar M. Role of Caffeic Acid Phenethyl Ester, an Active
Component of Propolis, against Cisplatin-induced Nephrotoxicity in Rats. J Appl
Toxicol. 2004; 24: 27.

Parlakpmar H, Oriim MH, Acet A. Kafeik asit fenetil ester (KAFE) ve
miyokardiyal iskemi reperfiizyon (MIi/R) hasar1. inénii Universitesi Saglik Bilimleri

Dergisi 2012; 1: 10-5.

S. Ozen, O. Akyol, M. Iraz et al. “Role of caffeic acid phenethyl ester, an active
component of propolis, against cisplatininduced nephrotoxicity in rats,” Journal of
Applied Toxicology, vol. 24, no. 1, pp. 27-35, 2004.

K. Natarajan, S. Singh, T. R. Burke Jr., D. Grunberger, and B. B. Aggarwal,
“Caffeic acid phenethyl ester is a potent and specific inhibitor of activation of
nuclear transcription factor NF-«xB,” Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, vol. 93, no. 17, pp. 9090-9095, 1996.

J. Laranjinha, O. Vieira, V. Madeira, and L. Almeida, “Two related phenolic
antioxidants with opposite effects on vitamin E content in low density lipoproteins
oxidized by ferrylmyoglobin: consumption vs regeneration,” Archives of

Biochemistry and Biophysics, vol. 323, no. 2, pp. 373-381, 1995.

Y. Kimura, H. Okuda, and T. Okuda, “Studies on the activities of tannins and
related compounds from medicinal plants and drugs. VII. Effects of extracts of
leaves of Artemisia species, and caffeic acid and chlorogenic acid on lipid
metabolic injury in rats fed peroxidized oil,” Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, vol. 33, no. 5, pp. 2028-2034, 1985.

Z. S. Z. Zai Sheng Zheng, G. Z. X. Guo Zhen Xue, D. Grunberger, and J. H.
Prystowsky, “Caffeic acid phenethyl ester inhibits proliferation of human
keratinocytes and interferes with the EGF regulation of ornithine decarboxylase,”
Oncology Research, vol. 7, no. 9, pp. 445 452, 1995.

Mahmoud NN, Carothers AM, Grunberger D, Etal Plant phenolics decrease
intestinal tumors in an animal model of familial adenomatous polyposis.
Carcinogenesis. 2000; 21: 921-927.

Lee YJ, Liao PH, Chen WK, Yang CY. Preferential cytotoxicity of caffeic acid
phenethyl ester analogues on oral cancer cells. Cancer Lett. 2000; 153: 51-56.



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

51

P. Komericki and B. Kr"anke, “Maculopapular exanthem from propolis: case report
and reviewof systemic cutaneous and noncutaneous reactions,” Contact Dermatitis,
vol. 61, no. 6, pp. 353— 355, 2009.

K. Frenkel, H. Wei, R. Bhimani et al. “Inhibition of tumor promoter-mediated
processes inmouse skin and bovine lens by caffeic acid phenethyl ester,” Cancer

Research, vol. 53, no. 6, pp. 1255-1261, 1993.

Chirina Y1, Pedraza-Chaverri J. Role of oxidative and nitrosative stress in cisplatin
induced nephrotoxicity. Exp Tox Path 2009; 61:223-242. -Y6.

Goyer RA: Clarkson TW, Casarett and Doull*s Toxicology, The Basic Science of
Poisons, 6. Baski, McGraw-Hill Companies Inc., Medical Publishing Division,
USA, 2001.

Florea AM, Biisselberg D. Anti-cancer drugs interfere with intracellular calcium
signaling. NeuroToxicology 2009; 30:803-810.

Hanigan MH, Devarajan P. Cisplatin nephrotoxicity: molecular mechanisms.
Cancer Ther 2003; 1:47-61.

Borch RF, Pleasants ME. Inhibition of cis-platinum nephrotoxicity by
diethyldithiocarbamate rescue in rat model. Proc. Natl Acad Sci 1979; 76:6611-
6614.

Hanneman J, Baumann K. Cisplatin induced lipid peroxidation and decrease of
gluconeogenesis in rat kidney cortex: different effects of antioxidants and radical

scavengers. Toxicology 1988; 51:119-132.

Klaassen CD, Goodman and Gilman*s The Pharmacological Basis of Therapeutics,

10. Baski, McGraw-Hill Companies Inc. Medical Publishing Division, USA, 2001.

Liu J, Liu Y, Habeebu SSM, Klaassen CD. Metallothionein (Mt)-null mice are
sensitive to cisplatin induced hepatotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol 1998; 149:
24-31.

Sheikh-Hamad D, Cacini W, Buckley AR, et al. Cellular and molecular studies on
cisplatin-induced apoptotic cell death in rat kidney. Arch Toxicol 2004; 78: 147-
155.



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

52

Sueishi K, Mishima K, Makino K, Itoh Y, Tsuruya K, Hirakata H. Protection by a
radical scavenger edaravone against cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. Eur J
Pharmacol 2002; 451:203-8. 1.

Bompart G. Cisplatin induced changes on cytochrome P-450, lipid peroxidation
and some P-450 related specific catalytic activities in rat liver. J Toxicol Clin Exp
1990; 10:375-383.

Dubskaia T, Vetoshkina TV, Goldberg VE. The mechanism of the hepatotoxicity of
complex platinum compounds. Eksp Klin Farmakol 1994; 57:38-41.

Zicca A, Cafaggi S, Mariggio MA, et al. Reduction of cisplatin hepatotoxicity by
procainamide hydrochloride in rats. Eur J Pharmacol 2002; 442: 265-272.

Kayaalp SO: Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, 8. Baski, Cilt 1-2,
Hacettepe Tac Kitapeilik Ltd girketi, Ankara 1998.

Mansour MA, Mostafa AM, Nagi MN, Khattab MM, Al-Shabanah 