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SICAN TESTIS DOKUSUNDA SISPLATIN ILE OLUSTURULAN
HASAR UZERINE PROPOLISIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Erkan DELIGONUL

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Doktora Programi
Doktora Tezi, Mart 2016
Damisman: Do¢.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

OZET

Bu caligmada, sisplatin ile testis dokusunda olusturulan hasar tzerine propolisin

koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM) yetistirilen
40 adet ergin erkek Wistar albino tirt siganlar kullanildi. Denekler rastgele 4 gruba
ayrildi. Grup 1 (n=10); kontrol grubu, Grup 2 (n=10); 7 mg/kg (intraperitoneal) sisplatin
uygulanan siganlar, Grup 3 (n=10); 7 mg/kg sisplatin + 50 mg/kg/giin propolis
(intragastrik) uygulanan siganlar, Grup 4 (n=10); 50 mg/kg/giin propolis (intragastrik)
uygulanarak olusturuldu. Propolis, sisplatin uygulamasindan bir hafta 6nce baglanarak
deney sonuna kadar verildi. Sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra denekler dekapite
edilerek testis dokulart alindi. Deney sonunda testikiiler histopatoloji, apoptozis, HIF-1a

ekspresyonu ve serum testosteron seviyeleri degerlendirildi.

Sisplatin uygulanan grupta germinal epitelde duzensizlik, limene epitel hiicre
dokulmesi, epitel hiicreleri arasinda vakuol olusumu ve yer yer nekrotik tibiller
gozlendi. Sisplatin uygulanan grupta seminifer tiibul ¢aplari, Johnsen’in tiibiiler biyopsi
skoru ve serum testosteron seviyesi azalirken doku HIF-1a ekspresyon dizeyinin ise
arttig belirlendi. Koruyucu amagli verilen propolisin ise tim bu hasarlar engelledigi

gozlendi.

Sonug olarak sisplatin uygulamasi, testis dokusunda histopatolojik degisikliklere neden

olmaktadir ve koruyucu amagli verilen propolisin bu hasarlart engelledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Testis, Propolis, Sigan, HIF-1a
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INVESTIGATION EFFECTS OF PROPOLIS ON CISPLATIN-
INDUCED TESTICULAR DAMAGED IN RATS

Erkan DELIGONUL

Erciyes University, Department of Histology and Embryology
PhD Thesis, March 2016
Advisor: Asc.Prof.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

ABSTRACT
In this study, our aim was to investigate the protective effect of propolis on cisplatin-

induced testicular damage.

40 of adult male Wistar albino rats grown in Erciyes University Experimental and
Clinic Researches Center (DEKAM) were used. They were separated into four groups
randomly. Group 1 (n=10) ; control group, Group 2 (n=10); (intraperitoneal) rats
administered with 7 mg/kg cisplatin, Group 3 (n=10); rats administered with 7 mg/kg
cisplatin + 50 mg/kg/day propolis (intragastric), Group 4 (n=10); rats with 50

mg/kg/day propolis administered (intragastric).

Propolis was given from starting a week before the cisplatin administration to the end at
experiment. After 72 hours of cisplatin administration, testicular tissues of the rats were
removed by decapitating. Testicular histopathology, apoptosis, Hif-1a expression and

serum testosterone levels were evaluated at the end of experiment.

Germinal epithelium disorder, desquamation of epithelial cell in the lumen, formation of
the vacuoles in epithelial cells and some necrotic tubules were observed in cisplatin-
induced group. Seminferous tubul diameters, Johnsen tubular biopsy score and serum
testosterone level were decreased and HIF-1a level was increased in cisplatin-induced
group. It was observed that the propolis given for the protective purpose prevented all

these damages.

As a results, the cisplatin administration induced histopathologic modifications on the
testicular tissue and it was determined that the propolis given for the protective purpose

prevented these damages.

Key Words: Cisplatin, Testicular, Propolis, Rat, HIF-1a
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1. GIRIS VE AMAC

Sisplatin (CP) ozellikle bag, boyun, serviks, mesane, ovaryum ve testis gibi bir¢ok
kanser tedavisinde kullanilan platin tiirevli bir bilesiktir (1). Bu kanserlerin tedavisinde
CP’nin kullanilmasi kaginilmazdir. CP’nin terapatik etkisi yaninda bir¢ok yan etkileri
(toksik) de bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; ototoksisite, gastrointestinal toksisite,
miyelosupresyon, norotoksisite ve bobrek hasaridir. CP’nin en 6nemli yan etkilerinden

birisi nefrotoksisitedir (2, 3).

CP’in multiorgan sistemleri iizerine akut ve kronik bu yan etkileri kullanimini
sinirlandirmaktadir. Testis de bu kemoterapik ajan maruzuyeti sonucunda hasar goren
hedef organlardan biridir. CP’in spermatoksik etkisinden dolayi, neredeyse tim hasta
insanlar testis atrofisi hatta gegici veya kalici azospermi gosterebilmektedir (4). Hayvan
caligmalarinda ise CP’in testis dokusunda ciddi patolojik degisiklikler yaptig
bilinmektedir (4, 5). CP spermatositlerde apopitoz artigi, testis seminifer tibullerinde
atrofi ve lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. CP neden oldugu testis hasarinin ana
mekanizmasinin, oksidatif stres kaynakli oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bir¢ok
antioksidan ve dogal triin CP’in sebep oldugu testis hasarina karst koruyucu amagh

deneysel olarak ¢aligilmigtir (6).

Propolis, bal arilarinin bitkilerin pargalarindan, tomurcuklarindan ve ekstdalarindan
biriktirdikleri dogal, re¢ineli karigitmlardir. Propolisin mumsu yapisindan ve mekanik
ozelliklerinden dolayr arilar propolisi kovanlarinin insasinda ve tamirinde, ig
duvarlarinin  agilip-kapanmasinda ve catlaklarin diizeltilmesinde, dig istilacilara;
yilanlara, kertenkelelere ve benzerlerine karst koruyucu bir bariyer olarak veya riizgar
ve yagmura karsi kullanirlar (7, 8). Antik zamanlardan beri propolis; insanoglu
tarafindan o6zellikle halk tipinda c¢esitli hastaliklarin  tedavisinde genis c¢apli
kullanilmistir (9). Propolisin antibakteriyel aktivitesinden dolayr Avrupada 17. ve 20.

yy’lar arasinda populer olmustur (10). Balkanlarda propolis, yara ve yanik tedavisinde



faranjit ve mide ulseri tedavisinde kullanilmistir. Propolis ile ilk bilimsel g¢alisma
kimyasal 6zelliklerini ve kompozisyonunu kimyasal 6zetinde endeksli olarak 1908’de
yayinlanmistir (11). Guniimiizde propolis; giincel kullanim i¢in birgok saglikli yiyecek
dikkanlarinda farkli sekillerde bulunan dogal bir ilagtir. Ayni zamanda kozmetikte veya
cesitli hastaliklarin otomedikasyon tedavisi i¢in alternatif tipta kullanilir. Propolisin
antimikrobiyal, antiviral ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1, insan, veteriner tibbinda,

farmakoloji’de ve kozmetikte de genigce kullanilmaktadir (12).

Bu caligmanin amaci, testislerdeki CP’in olusturdugu hasar iizerine oral yolla uygulanan

propolisin koruyucu etkisinin olup olmadiginin 151k mikroskobik olarak belirlenmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.TESTIS EMBRIYOLOJIiSI

Insanin gelisimi disi gamet hiicresi oosit ile erkek gamet hiicresi spermin birlesmesi
sonucu olusan zigot ile baglar. Bu olay fertilizasyon veya dollenme olarak isimlendirilir.
Gametler dollenmeden sonra ikinci hafta icerisinde epiblast igerisinde olusan sonra da
yolk kesesine go¢ eden primordiyal germ hicrelerinden (PGH) koken almaktadirlar.
Dordunct haftadan itibaren PGH’leri yolk kesesinde gelismekte olan gonadlara gog
ederek besinci haftada gonadlara yerlesirler. Bu esnada mitozla ¢ogalip sayisini artiran
PGH’leri, gonadlara ulagtiklarni zamanda bu mitotik aktivitelerini devam ettirirler. Cok
karmagik bir siire¢ olan cinsiyet belirlenmesi bazilart otozomal olan, ¢ok sayida gen
tarafindan diizenlenmektedir. Seksuel dimorfizmin anahtari, kisa kol iizerinde (Ypl1)
SRY genini tagiyan Y kromozomundur. SRY proteini testis belirleyici faktér (TDF)
olup, bu genin protein Urtint rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin genlerini

harekete geciren bir transkripsiyon faktoradur (13, 14).

Embriyonun cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon agamasinda belirlenmektedir. Fakat
gonadlarin erkek veya disi morfolojik 6zellikleri gelisimin 7. haftasina kadar belirgin
degildir (13). Genital sistem, gelisimin baslarinda her iki cinste benzer olmasindan
dolay1 bu baslangi¢ donemine sekstiel gelisimin farklilasmamig sathasi denir. Gonadlar,
primordiyal germ hucreleri, posterior abdomianal duvari dogseyen mezotel (mezoderm
epiteli) ve altindaki mezensim (embriyonik bag doku) olmak iizere t¢ kaynaktan
geligirler. Farklilagsmamis gonadlar, mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlagma

seklinde gonadal gelisimin ilk safhalar1 olan 5. haftada ortaya ¢ikmaktadir (14).
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Sekil 2.1: A. 3 haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin
bir yerde primordiyal germ hiicrelerini gosteren sematik ¢izim. B. Primordiyal germ
hiicrelerinin, son barsak ve dorsal mezenter boyunca genital kivrima dogru go¢ yolu.
(Langman’s Medikal Embriyoloji’den alinmistir.)

Gonadlar, genital (gonadal) sirt olarak isimlendirilen bir ¢ift halinde ortaya ¢ikarlar.
Epitelin ¢ogalmasi ve alttaki mezensim yogunlagmasi ile olusmus olan genital kabart:
icinde geligsimin 6. haftasina kadar germ hucreleri yoktur (13). Mezoderm epiteli ve
altindaki mezensimin ¢ogalmast sonucunda mezonefrozun medialinde meydana gelen
kabariklik gonadal kabartiyr olusturur. Parmak seklinde olan bu epitelyal kordonlar
(gonadal kordonlar) kisa siire igerisinde alttaki mezemsim igerisine dogru ilerleyerek
buyurler (14). Epiblasttan koken alan PGH’leri primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek
tginci haftada yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hicrelerini
arasina yerlegirler. Dordiincti haftada ise son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca
ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin baginda primitif gonadlara ulasirlar, genital
sirtlara ise 6. haftada ulagirlar (14). Bu asamada farklilagmamig gonad, dista korteks ve
icte medulladan olusur. Eger embriyo, XX seks kromozomuna sahipse farklilagmamis
gonadin korteksi overe farklilasirken, medulla geriler. XY seks kromozomuna sahip
embriyoda ise medulla testise farklilagir. Korteks ise bir kistm kalintilar diginda

gerileyerek ortadan kalkar (13, 14).

Eger PGH’leri genital sirtlara ulagamazlarsa gonadlar gelisememektedir. Gelisen

gonadlarin, over veya testise farklanmasi tizerine primitif germ hucrelerinin indiikleyici



etkisi vardir. Genital sirttaki epitel hiicrelerinin ¢ogalarak alttaki mezensimin igine
gomiilmesi, primordiyal germ hiicrelerini gonadlara ulagmalarinin hemen oncesi ve
ulastiklar1 zamanda meydana gelir. Sonugta primitif cinsiyet kordonlar1 denen diizensiz
kordonlart olustururlar. Erkek ve disi de bu kordonlar yiizey epiteline bagli oldugundan
erkek ve disi gonadlart birbirinden ayirt etmek mumkin olmadigindan bu evredeki
gonada farklilagsmamis gonad adi verilir (13). Testisler embriyonik ara mezodermden
geligirler. Ara mezoderm, seminifer tiibiillerin 6nciileri olan primer epitelyal cinsiyet
kordonlar ilk olarak olugturur. Doért haftalik embriyoda vitellus kesesi endodermindeki

primordiyal germ huicreleri cinsiyet kordonlarina dogru go¢ ederler (15).

PGH’leri XY kromozomuna sahipse embriyo genetik olarak erkektir. Testis belirleyici
faktori kodlayan Y kromozomu uzerindeki SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet
kordonlart ¢ogalmaya devam edip medulla derinliklerine dogru ilerleyerek testis ve
meduller kordonlart olustururlar. Olusan bu kordonlar bezin hilusuna dogru daha sonra
minik hiicre siralart halinde bir ag olusturacak sekilde dagilarak rete testis tiibillerini
olustururlar. Daha ileriki gelisim agamalarinda ise yogun fibroz bag dokusu olan tunika
albuginea testis kordonlarint ylizey epitelininden ayirir. Testis kordonlari, at nal1 geklini
dordiincti ayda alir. Bu at nalinin agik uglart rete testis olarak devam eder. Bunun
sonucunda primitif germ hucreleri ve bezin yiizey epitelinden gelisen sertoli destek

hiicreleri ile beraber testis kordonlart meydana gelir.

Testis kordonlart arasinda bulunan ve bu kordonlarin farklanmaya baglamasinda sonra
gelismeye baglayan interstisiyel Leydig hiicreleri, gonadal sirtin orijinal mezengiminden
koken almaktadir. Leydig hiicrelerinin testosteron tretimi gebeligin sekizinci haftasinda
baglar. Bu olaydan sonra testisler genital kanal ve dig genital organlarin cinsiyetini
etkileyecek hale gelirler. Testis kordonlari puberteye kadar solid haldedirler (13). Yeni
doganlarda testisler, tabakalar seklinde diizenlenmis olan germ hiicre kordonlarindan ve
ilerde destekleme gorevi yapacak olan sertoli hiicrelerine doniisecek epitel
hiicrelerinden olugmaktadir. Puberteye kadar dolu olan kordonlar uzadik¢a gaplari
genisleyerek i¢inde limen olusur (15). Pubertede, liimenleri agilarak seminifer tiibillere
donigmektedirler. Seminifer tibiller, kanalize olduktan sonra rete testis tiibilleriyle
birleserek duktuli eferenteslere girerler. Mezonefrik sisteme ait bosaltim tibullerinin
geride kalmis pargaciklart olan eferent duktuslar rete testisle, daha sonra da duktus

deferens adini alacak olan mezonefrik (wolftian) kanallar1 birbirine baglar (13).



2.2. TESTISIN ANATOMISI

Testisler (orchis), spermium (esey hticresi) ve testosteron (erkeklik hormonu) tireten ve
scrotum igerisinde Funiculus spermaticus ile asili olarak bulunan bir ¢ift tireme organdir
(16). Penisin arka alt kisminda bulunan testisler, iki uyluk arasinda ve symphysis pubica
altinda yer alirlar. En dista goriilen deri kabartist scrotom’u sag ve sol yarimlara ayirir.
Distan scrotomu ikiye ayiran bu deri kabartisina raphe scroti denir (17). Testisler sagli
sollu olarak yerlesmig ve yanlardan basik olup, oval sekillidirler. 3 ¢m kalinliginda, 2,5
cm genigliginde, 4-5 cm uzunlugunda ve yaklagik olarak her biri 10-14 gr agirliga
sahiptirler. Testisler, scrotum igerisinde rahat hareket etme 6zelligine sahip olup, sag
testis sol testise gore 1 cm daha yukari da olup sol testise gore biraz daha kiiguktiir (16).
Bunun nedeni ise sol taraftaki funiculus spermaticus’un sag tarafa gore daha uzun
olmasidir. Scrotum derisi Uizerinde ince killar, ter bezleri ve 6zel bir kokuya sahip yag

bezleri bulunmaktadir (18).

Deri de bulunan sinir sonlanmalari, 1s1 degisikligi i¢in son derece onemli fonksiyona
sahiptir. Testislerin margo posterior (arka) ve margo anterior (6n) olmak iizere iki
kenari, facies medialis (i¢) ve facies lateralis (dig) olmak Ulzere iki ylzi ve extremitas
superior (Ust) ve extremitas inferior (alt) olmak tizere de iki ucu vardir. (Sekil 2.2)
Testislerin scrotum igerisindeki yonii diz olmayip, uzun eksenleri oblik pozisyondadir.
Alt ucu arkaya ve ice dogru 6n ucu ise one ve disa dogrudur. On kenar konveks arka
kenar daha diizgindiur. Kisaca oblik pozisyondaki uzun ekseni yukaridan asagiya,
onden arkaya ve distan ige dogru meyilli olarak bulunur. Arka kenarin i¢ kismina ise
epididymise tutunmaktadir. Testisin alt ucu olan extremitas inferior, cauda epididymis
ile kaplidir. Testisin Uist ucu olan extremitas superiora ise caput epididymis yerlesmistir.

Epididymis ise testislerin arka kenarinin dig kismina baglanmig olarak bulunur (16-18).

Testisler, mesorchium (testisin mesenterium’u) araciligi ile tunica vaginalis testis’i
olusturan tabakalar arasinda asili halde bulunmaktadir (16). Testisin 6n kenar1 visseral
peritonun uzantist olan epiorchium ile kaplt olup, her iki yiuzi ve uglant diz ve
konvekstir. Sadece arka kenarin lateral kismin1 periton orter. Ancak margo posteriorun
orta kisminda sperm kanallari, testis damar ve sinirlerin gectigi mediastinum testis

peritonsuzdur (18). Testisler basinca ve asiri 1siya karst ¢ok duyarlt olup, boyle



durumlarda fonksiyonlarini yitirebilirler. Karin i¢i sicaklikta fonksiyon gérmezler 2-3

derece daha dustik sicaklikta fonksiyon gorirler (17).
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Sekil 2.2:Testisin anatomisi (Sobotta Insan Anatomisi Atlasi’ndan alinmstir).

Testis capsula testis adi verilen asil kilifi aracilig ile tunica albuginea, tunica vasculosa
ve lamina visceralis olmak ii¢ tabaka ile sarilidir. Tunica vaginalis testis, periton
kesesinin disinda geligen fascia spermatica interna’nin ig, testisin dig yliziinii saran seroz
bir zar olup periton uzantisidir. Inguinal bolgeye dogru inen testis, saccus vaginalis’e
girerek gomilir ve etrafi peritonla sarilir. Boylece testis ingunial kanaldan gecerek
scrotuma inmektedir. Bunun sonucunda saccus vaginalisin testisi 6rten lamina visceralis
katmani ve spermatica internaya yapisan lamina parietalis katmani olusturur.
Erigkinlerde bu iki yapraga tunika vaginalis testis denir. Cavitas scroti adinda bir miktar
stvi igeren dar bir aralik bu iki katman arasinda bulunur. Bu araliktaki sivi eklem
stvisina benzer olup, kaygan seroz ozelliktedir. Tunica vaginalis testisin lamina

visceralis ve lamina parietalis olmak tizere iki yapragi bulunmaktadir (16, 18) .Bunlar;



Lamina visceralis (epiorchium), testisin arka kenari disinda butiin testisi orten, arka
kenar boyunca da medial ve lateralden epididymisi kismen orter. Lamina visceralis,
epididymis ve testisi birbirine baglar. Ust kutupta da caput epididymisi orttilkten sonra
lamina pariyatelis olarak fascia spermatica interna’nin i¢ yizine ge¢mektedir (16).
Peritonun fascia spermatica internayr doseyen vyapragt olan lamina parietalis
(periorchium) ise faniculus spermaticusun 6n ve i¢ kismindan yukartya dogru biraz
uzamaktadir. Bu yiizden lamina visceralisten daha genistir. Lamina parietalisin i¢ ylzi
mezotelle kapli olup dizdir. Tunika vaginalisin i¢ tarafinda ise tunika albuginea ve

tunika vasculosa olmak tizere testisleri saran iki tabaka daha vardir (16, 18).

Genlesme ve elastikiyet o6zelligi olmayan, tunica vaginalis’in visceral yapraginin i¢
tarafindaki saglam bir zar olan tunica albuginea testisleri sarar. Tunica albuginea
mavimsi beyaz renkte, siki yapili fibroz bir tabakadir. Testisin arka yiiziinden girerek
mediastinum testisi (vertikal bir bélme seklinde) olusturur. Testisin arka kenarindaki bu
yapi, testisin Uist ucundan alt ucunun yakinina kadar uzanmaktadir. Mediastinum testis,
testise giren, ¢ikan damarlar ve testis kanallarini igermektedir. Mediastum testis bu
kanal ve damarlann desteklemektedir. Tunica albugineanin i¢ yiizeyinden ayrilan bag
dokusu uzantilart (septula testis) periferden mediastinum testise uzanmaktadir. Bu
uzantilarda (septula testis), testisi 200-300 lobule ayirmaktadir. Testisin parankiminde
tireme hiicrelerini olusturan tubuli seminiferi cortortiler bulunmaktadir. Bu tubuluslarin
igerisine ilerleyen septula testisten ayrilan bag dokusu uzantilari, bu tubuluslarin etrafini
sarar. Bu bag dokusu igerisinde ise Leydig htcreleri (intersitisyel hucreler)
bulunmaktadir (16-18). Epididymisin tutundugu, testisin damar ve sinirlerinin testise

girip ¢iktigr arka kisimda tunica vaginalis bulunmaz.

Aortanin dali olan a.testicularis tarafindan testis ve epididymis beslenir. A. testicularis
bircok dala ayrilmaktadir. Bu dallardan epididymisi besleyen iki ya da dort tanesi
ductus deferens boyunca uzanir. Tunica albugineanin arka kismini delerek testise giren
diger dallar ise testisi besler. Testis ve epididymis venleri ise pleksus panpiniformis
olarak isimlendirilen kivrintili ven pleksusunu, bunlarin daha sonra birbirleriyle
birlesmesiyle de v.testikularisi olustururlar (19). Tunica albuginea’nin i¢ yizinde
bulunan damar tabakasi ise tunica vasculosadir. Tim septula testisi saran bu tabaka da
gevsek bag dokusu yapisiyla tiim damarlarin arasini doldurur (16). Tunica albuginea’nin

i¢ yuzini ve tim boélmelerin tizerini kaplar (18). Her bir testiste 200-300 arasinda



lobulus ve her bir lobuluste ise 1-3 arasinda degisen sayida tubuli seminiferi cortorti
bulunmaktadir. Bu tubuli seminiferi contortilerin buyiikliikkleri bulunduklar1 yere gore
degisir. Testisin ortasinda bulunanlar daha biyik ve uzundur. Tepe kisimlart
mediastinum testise, taban kisimlart ise perifere yonelmis bir sekilde bulunurlar.
Mediastinum testise yaklasan tubuli seminifer contortiler diizlesir ve birbirleriyle
birleserek yaklagik 20-30 arasinda tubuli seminiferi recti’yi olustururlar. Rete testisi
olusturan tubuli seminiferi recti ise testisin fibroz bag dokusuna sokularak yukar ve
arkaya gecip birbiriyle birlesmesiyle rete testis (Haller ag1 ) olustururlar. Rete testisten
sonra epididymise uzanan kanallara ise ductuli eferentes testis denir (16, 18). Ductuli

efferentes testis’ler caput epididymis’te ductus epididymis’e agilirlar (16).

2.3. TESTISIN HISTOLOJISI

Erkek ureme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, aksesuar cinsiyet
bezlerinden ve penisten olusur. Testis, sperm Uretimi (spermatogenez) ve androjenlerin
sentezlenmesi (steroidogenez) gibi hem ekzokrin hemde endokrin fonksiyonu olan bir
organdir. Androjenler, 6zellikle de testosteron spermatogenez igin gerekli olup, erkek
embriyonun fenotipik fetusa gelisiminde ve sekstiel dimorfizmden (erkek fiziksel ve
davranig karakteristlikleri) sorumludur (20, 21) (Sekil 2.3). Yetiskinlerde testisler,
skrotum igerisinde vicut boslugu disinda uzun bir muskulofasiyal kesesin ucunda asil
oval gekilli bir ¢ift organdir. Testisler abdominal duvara spermatik kordonlar ile
baglidirlar ve gubernekulumun kalintilart olan skrotal ligamentlerle skrotuma baglidirlar

(20).

Skrotum igerisindeki testisler distan ¢ tabakali kapsil ile ¢evrelenmigtir. En dig
tabakasi olan tunika vajinalis testislerin karin boslugundan skrotuma inerken birlikte
surtikledikleri abdominal periton tabakasidir (22). Tunika vajinalis tabakasi mezotel ile
doseli olup testisin anterolateral yiizeyinde bulunur. Her bir testisi saran orta tabaka olan
tunika albuginea adinda siki bag dokusundan yapili kapsil sarar. Tunika albuginea en
kalin ve en belirgin tabakasidir. Testise giren ve ¢ikan kan, lenf damarlari ve kanallar bu
tabaka icerisinde seyreder (20, 22). Kapsiilin i¢ kismini ise kan damarlarini igeren
gevsek bag dokusu yapisindaki tunika vaskiiloza olusturur. Her bir testisi kapstulden
igeriye uzanan septum, lobillere ayirir. Her bir testiste bu sekilde bag dokusunun

ayirdig1 yaklagik 250 lobul bulunmaktadir. Tunika albuginea testisin posteriyor yiizeyi
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boyunca kalinlagarak mediastinum testis olarak devam eder. Testise giren ve ¢ikan kan

damarlari, lenf damarlart ve genital bosatim kanallart mediastinum iginden geger.

duktus deferens epididimis duktuli efferentes

epididimis —_(48 R ~ I septum

tunika
albuginea

mediastinum testis

rete testis

tunika
vaginalis

tubuli rekti
epididimis

Sekil 2.3: Testis ve ireme yollarini gosteren sematik ¢izim (Ross, Romrell, Histoloji.
A Textand Atlas, Sth ed.’dan modifiye edilmigtir.)

Testisi olusturan lobtllerden her birisi sperm tretiminin yapildigt 1-4 adet seminifer
tubul ile bag dokusu yapisindaki stromada bulunan Leydig (interstisyel) hiicrelerden
meydana gelir. Seminifer tubuller olduk¢a uzun ve kivrimli olup kendi tzerlerine
katlanirlar. Seminifer tibullerin u¢ kistmlart mediastum testise yakindir. Seminifer
tubulin bu kismi kisa ve diiz bir seyir izlediginden diiz tibul (tubulus rektus) olarak
isimlendirilir. Bu boliim anastomozlasak mediastum testis igindeki kanali yapt olan rete
testisi olugturur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik olarak 50 ¢cm uzunlugunda (30-80 cm )
ve 150-250 pm ¢apindadir. Cok katli sira disi1 bir epitel igeren seminifer tibul epiteli

temel olarak iki farkli hiicre poptilasyonundan olugmaktadir (20).
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2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tibul 30-80 cm uzunlukta ve 150-250 um ¢apta olup U seklinde rete
testise agilan tiplerdir. Seminifer tubul, merkezi bir lumen etrafinda iki belirgin hiicre
popiilasyonundan olusur (13, 21). Seminifer tubuller, spermatogenik seriye ait hiicreler
ve sertoli hiicreleri olmak tzere iki farkli hiicre igeren ¢ok katli epitel ile doselidir. Bu
epitel seminifer epitel veya germinal epitel olarak da isimlendirilir (22). Epitelin altinda
ince bir bazal membran yer alir. Bazal membran yassilagmis fibroblastlari, bag dokusu
liflerini ve diiz kas hticresine benzeyen 3-5 sira miyoid hiicreleri igeren ince bir
peritiibiiller bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Bu dokuya tunika propria ismi verilmektedir
(20, 22, 23). Seminifer tubullerin her biri ayr bir bag dokusu, kasilabilen yasst miyoid
hiicre tabakasi ve bazal membran ile ¢evrelenmistir. Miyoid hiicreler ritmik kasiima
hareketleri ile hareketsiz spermleri rete testise iletmekten sorumludur (15). Ayrica

miyoid hiicreler bag dokusundaki kollajen lifleri sentezlemede gorevlidirler (22).

Seminifer epitelde bulunan spermatogenik hiicreler farkli gelisim asamalarinda olup
bazal membrandan limenine kadar birbiri iizerine siralanmislardir (22). Spesifik hiicre
tiplerinin, bir arada toplandig1 seminifer tubildeki spermatogenik hucreler belli bir
diizene gore siralanmiglardir (Sekil 2.4). Bu siralanma veya hiicrelerin bir araya gelerek
gruplanmasi her Ap spermatogonyum ¢iftinin soylari arasindaki hicreler arasi
baglantilar ve peryodik olarak hiicrelerin olgunlagmasinin her agsamasinda o asamaya
O0zgli zaman gecirmeleriyle ortaya c¢ikmaktadir. Bu hiicresel farklilagmanin tim
asamalart seminifer tibilun herhangi boliminde olugmaktadir (20). Bazal membrana
en yakin olanlar spermatogonyum, seminifer tiibiil limenine yakin olan daha olgun
hiicreler ise spermatidlerdir. Seminifer tiibil limeninde ise spermiyumlar bulunur.
Bazal membrandan seminifer tiibiill epiteline kadar uzanan prizmatik sekilli sertoli

hiicreleri 1se spermatogenik hiicreleri besleyen ve destek olan hucrelerdir (22).
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Sekil 2.4:Seminifer tibil epiteli (Gartner Color Textbook Histoloji, 2th ed.’dan
modifiye edilmistir.)

Seminifer tubilde bazal membran iizerine oturmus olan spermatogonyumlar sirekli
yenilenen kok hticre topluluklaridir. Bu hucreler nispeten biyiik olup, yaklagik 12 pm
capinda, yuvarlak cekirdegi bulunan ve az olgunlagmis diploid kok hiicrelerdir.
Bolundukleri zaman seminifer tubuliin tGgte birlik orta kismini olugturan daha biuytk
cekirdege sahip primer spermatositleri olustururlar. Primer spermatositler ise yaklagik
22 gin sonra mayoz bolinme sonucunda sekonder spermatositleri olustururlar.
Sekonder spermatositler DNA replikasyonu olmadan hizli bir sekilde sekonder (ikinci)
mayoz boliinmeyi gergeklestirirler. Ikinci mayoz béliinme sonucunda olusan 9 um
capindaki yuvarlak spermatidler, haploid DNA miktarina ve kromozom sayisina sahip
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin girintileri arasina gémilmuis bulunan spermatidler
lumene dogru ilerlerken sekilleri uzar ve mitoz boélinmenin olmadigr spermiyogenez adi
verilen olgunlagma islemi gergeklesir. Spermiyogenez asamasindan sonra olusan
spermatozoonlar, kiigiik, yogun, koni bigimli bir ¢ekirdege ve tek bir kamgiya sahip
Ozellesmig hucrelerdir. Bu sekilde gliinde ortama 300 milyon civarinda tretilen

spermatozoonlar liimene birakilir (15).
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2.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumlardan sperm olusum asamasidir. Spermlerin tretildigi
spermatogenez sirasinda bir ¢ok kompleks olay meydana gelmektedir. Bu olaylar
hipofiz bezinde gonadotropinlerin seviyesinin artmasiyla puberteden kisa bir siire 6nce
baglar ve yasam boyunca devam eder. Spermatogonyal kok hiicreler ¢ok sayida
boliinme gegcirirler. Bu boliinmler sonucunda Hematoksilen Eozin boyali preparatlarda
farkli niiklear goriiniimde spermatogonyal soylar tretilir. Insan spermatogonyumlari
nikleuslarin goruntimleri temel alinarak rutin histolojik preparatlarda 3 tip olarak
siniflandirilmaktadir (20).

1. Tip A koyu (Ad): Bu smiftaki spermatogonyumlarin, seminifer tibulin kok
hiicreleri oldugu dusiiniilmektedir. Bu hiicrelerin bolinmesi sonucunda ya kok
hiicre olarak kalan bir ¢ift tip Ad veya bir ¢ift tip Ap spermatogonyum
olugmaktadir. Tip A koyu spermatogonyumlar oval niikleuslu, yogun bazofilik
ve ince graniillii kromatine sahip hiicrelerdir.

2. Tip A agik (Ap): Mitotik olarak ardigik boliinmeler gegirerek sayilarini artiran
bu hiicreler spermi olusturmak ig¢in farklilagma siirecine girmislerdir. Ap
spermatogonyumlar oval niikleuslu, ince gratlli kromatine sahip agik boyanan
hiicrelerdir.

3. Tip B Spermatogonyumlar: Yuvarlak niikleuslara sahiptirler. Genel olarak
merkezi nitkleolusun ¢evresinde ve niiklear zarf boyunca genis kumeler

olusturacak sekilde yogunlagmis kromatin bulunan hiicrelerdir (20).

Tip B spermatogoonyumlarin mitoz bélinmesiyle primer spermatositler olusur. Primer
spermatositler daha sonra mayoz boélinmeye baslamadan 6nce DNA’larini replike
ederler. Boylelikle her bir primer spermatosit iki kati miktarda DNA (4d) ve normal
saytda kromozom (2n) igermektedir. DNA miktari 4d’dir. Clnki her bir kromozom iki
kromatinden olugmaktadir. Mayoz I de kromozom sayist 2n’den 1n’e inerek azalirken,
DNA miktart haploid (4d’den 2d’ye ) duruma gelir. Boylece 2d miktarda DNA ve
haploid sayida kromozoma sahip sekonder spermatosit olusur. Mayoz II’de DNA
replike olmadigindan her bir spermatid haploid (n) sayida kromozomu vardir. Her bir

kromozomda tek bir kromatid igerir (20).
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2.3.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatidlerin olgun spermlere doniigsmesi ve bu esnada yeniden
sekillenerek son seklini almasidir. Ikinci mayoz boliinme sonunda her bir spermatid 22
otozomal kromozoma ve bir X veya Y kromoza sahip olup, DNA igerigi olarak ta
haploidtir. Bu agsamadan sonra bolinme olmaz, haploid spermatidler farklilagma
asamasina girerek olgun spermi olustururlar. Olusan bu olgun spermde haploidtir.
Olgun bir sperm ancak bir oositi délledigi zaman diploid durum olusur. Spermiyogenez
dort asamadan meydana gelmektedir. Bu asamalar meydana gelirken fiziksel olarak

spermatidler sertoli hiicresinin plazma membranina 6zel baglantilar ile tutunurlar (20).

2.3.3.1. Golgi Faz1

Bu fazda spermatidin golgi kompleksinde kiimelenmis olarak Peryodik Asit-Schiff
(PAS) ile boyanan pozitif grantllerin bulunmasiyla karakterize olan fazdir. Bu
proakrozomal graniiller glikoprotein bakimindan zengin bir igerige sahiptirler. Bu
proakrozomal graniiller ntklear kilif yakininda bulunan akrozomal vezikillerle
birlesirler. Spermin 6n kutbunu belirleyen bu akrozomal vezikillerin bulundugu
bolgedir. Bu olaylar sirasinda sentriyollerde arka kutba dogru go¢ ederek sperm

kuyrugundaki aksonemi olusturacak mikrotiibuller olugsmaya baglar (22).

2.3.3.2. Akrozomal Faz

Belirgin bir sekil degisikliginin yasandigi bu fazda bulunan spermatid kendini tekrar
hizalayarak bag kism1 sertoli hiicresinin igerisine iyice gomiiliir ve bazal laminaya dogru
yonelir. Spermatidin yogunlagan niikleusu yassilagir ve uzar. Gelismekte olan flagellum

ise seminifer tibulin limenine dogru yonelir (22).

2.3.3.3. Matiirasyon (Olgunlasma ) Fazi

Spermin yeniden sekillendigi fazdir. Bu fazda flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma
atilir ve olgun spermatozoon olusturulur. Bu atilan fazla sitoplazma (rezidiel cisimcik)
sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Geligmekteki gametlere 6zgt olan intraseltler
kopruler, rezidiel cisimlerde kalir. Birbirine bagli olmayan spermatidler sertoli
hiicrelerinden salinirlar (19). Tam olarak olgunlagan bir sperm hiicresi; bag, orta parca

ve kuyruk olmak uzere 3 parcadan olugmaktadir (Sekil 2.5). Bas bolgesi anterior
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yarisina kadar akrozomla sarili olup yogun kromatin iceren yasst sekilli bir ¢ekirdek
icerir. Bas bolgesini kuyruk bolgesine baglayan bir ¢ift sentrioliin bulundugu boyun
bolgesinden baglayan aksonem, kuyruk boyunca uzanirken, 6zellikle boyun boélgesinde
cok sayida mitokondriyon ile g¢evrilidir. Yapisal olarak silyuma benzeyen spermin en
uzun pargast olan kuyruk 3 pargadan olusmaktadir; orta parga, esas parga, son parga.
Orta parca, sarmal dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu bir tabaka, 9+2
mikrotibtler aksonem ve spermin boynundan baglayip kuyruk boyunca uzanan, dokuz
adet dig yogun lifler adi verilen filamandan meydana gelmistir. Kuyrugun en uzun
pargast olan esas parga, yedi dis yogun lifle sarilt merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan
olugmaktadir. Kuyrugun en kisa pargasi olan son parga ise dig yogun lifler ve fibroz

kilifin sonlanmasi nedeniyle sadece aksonem igerir (20, 21).

Orta parga

Baglantt parcas:

Sekil 2.5: Olgun spermatozoon (Gartner Color Textbook Histoloji, 2th ed.’dan
modifiye edilmistir.)

2.3.4. Sertoli Hiicreleri

Spermatogenik hiicrelerden farkli olarak boliinme yetenegi olmayan sertoli hiicreleri
gelismekte olan spermatogenik hucreleri desteklemek, korumak ve beslemek gibi

gorevleri vardir (23). Puberteye kadar seminifer tibiillerin baskin olan hiicreleridir.
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Sertoli hiicreleri puberteden sonra ise seminifer tibuli doseyen hiicrelerin yaklagik
%10’unu olustururlar. Erkeklerde ilerleyen yagla birlikte diigen spermatogenik
hiicrelerin yerini tekrar sertoli hiicreleri alarak baskin hale gelir (24). Seminifer tubul
epitelini olusturan sertoli huicreleri endokrin ve ekzokrin salgi fonksiyonuna sahiptir.
Sertoli htcreleri seminifer tiibilin esas epitelini olusturan hicrelerdir. Seminifer
epitelin bazal laminasi lizerinde uzanan replike olmayan uzun prizmatik hiicrelerdir.
Bazal membrandan ttbul epiteline kadar uzanan bu prizmatik sekilli hiicrelerin sinirlart
giic ayirt edilir. Sertoli hiicrelerinin sinirlart diizgiin olmayan 6kromatik bir ¢ekirdegi ve
belirgin bir ¢ekirdek¢igi vardir (15). Sertoli hiicreleri spermlerin mayoz bolinmeden
sonra yuzeylerine tutunduklari destek hiicreler olarak fonksiyon goriirler. Sertoli
hiicrelerinin, liimen tarafindaki tist kistmlarinda spermatozoonlarin lumene birakilincaya

kadar yerlestigi girintileri vardir (15,22) (Sekil 2.6).

Sertoli hiicrelerinde de ¢ok aktif hiicrelerin 6zelligi olan 6kromatik ntkleusu, bir ya da
daha fazla i¢ katlantilara sahip olup sekli genellikle oval ya da tiggen seklindedir. Sekli
ve yerlesimi degisken olup, niikleus hiicrenin bazal kismina yakin ve paralel uzaniyorsa
sekli yassidir. Fakat niikleusun sekli oval veya liggen seklinde ise hiicre bazaline biraz
daha uzak olarak bulunur. Sertoli hiicreleri birbirine olduk¢a kompeks olan komsu
membranlar arasinda 50’den fazla baglanti noktasi bulunan siki baglanti kompleksi
(zonula okludens) baglanti yapmaktadir. Bu baglanti bolgelerinde her hiicrede
yassilagmig bir granilsiiz endoplazmik retikiilim (aER) sisternasi plazma menranina
paralel uzanmaktadir. Ayrica bu plazma membrani ve sisternalar arasinda aktin filament
demetleri hekzagonal olarak paketlenmis halde bulunmaktadir. Sertoli hiicrelerindeki
siki baglanti kompleksine benzer bir baglanti spermatidlerin tutundugu alanlarda da
bulunmakla birlikte siki baglanti seklinde degildir ve spermatid aktin filamentinden ve
yassilagmig aER sisternalarinda yoksundur. Bu baglantilar diginda sertoli hicreleri
arasinda oluklu baglantilar, erken evre spermatogenik hucreler ile sertoli hiicreleri
arasinda desmozom benzeri baglantilar ve bazal lamina ile sertoli hiicresi arasinda ise

hemidesmozom tipi baglantilar vardir.
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Sekil 2.6: Bir seminifer tibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilar
ve gelisimin farklt donemlerindeki spermatojenik hiicreleri gosteren ¢izim

(Ross, Romrell, Histology A Text and Atlas’tan)

Sertoli-sertoli hticresi iki kopartmandan olugmaktadir. Bunlar spermatogonyumlarin ve
erken primer spermatositlerle sinirli olan sertoli-sertoli ve bazal lamina arasindaki
baglanti kompartmani, digeri ise daha olgun spermatositler ve spermatidler sertoli
hiicresi-sertoli hiicresi luminal tarafindaki kompartmadir. Her iki kompartmanda da
spermatogenik hiicreler sertoli hiicrelerini uzantilar1 ile kusatilir. Bu aradaki yakin
iligkiden dolay1 sertoli hucrelerine bakicit veya destekleyici hiicreler olarak fonksiyon
gordugu dusunialmektedir. Sertoli hiicreleri dolagim sistemi ile spermatogenik hiicreler
arasinda metabolik substratlar ve atiklarin degisiminde de gorev yapmaktadir.
Spermatogenez agamasinda farklilagma asamasini tamamlayan ve spermatogenizin son

asamasinda olusan reziduel cisimleri fagosite etmektedir (20).

2.3.5. interstisyel Alan

Interstisyel doku, kan ve lenf damarlarindan, sinirlerden zengin olan testiste seminifer

tibiller arasin1 dolduran gevsek bag dokusudur (22). Ayrica bu alanda farklilagmamig
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bag dokusu hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar ve mast hiicreleri de bulunmaktadir. Bu
alanda puberteden itibaren Leydig hiicreleri (intertisyel hiicreler) goriilmektedir. Bag
dokusu i¢inde tek tek veya gruplar halinde bulunan Leydig hiicreleri yuvarlak veya
poligonal sekilli olup yuvarlak niikleusa ve asidofilik sitoplazmaya sahiptirler. Endokrin
fonksiyonu ile testosteron salgilayan Leydig hucreleri salgilarini kan veya lenf
damarlarina bosaltirlar. Kan proteinleri ve makromolekiillerin gegcisini saglayan
testikiiler kapillerler pencerelidir (25). Steroid sentezi yapan hiicre 6zelligine sahip bu
hiicrelerin sitoplazmalarinda vakoullar bulunabilir. Leydig hiicrelerin sitoplazmalarinda
tubulokristallere sahip bol miktarda mitokondriyon, lipofuksin pigmenti ve g¢ubuk

seklindeki inkluzyon olan Reinke kristalleri gorilmektedir (22).

Leydig hiicreleri, tipik olarak lipid damlacig igeren, buyik hiicrelerdir. Steroid
sentezleyen diger hiicrelerde oldugu gibi Leydig hiicreleri de bol miktarda aER bulunur.
Leydig htcrelerinin eozinofilik 6zelligi bundan dolayidir. Kolesterolden testosteron
sentezi i¢gin gerekli enzimler aER ile iligkilidir. Embriyonik gelisim, cinsel olgunlagma
ve ureme fonksiyonlarn i¢in gerekli olan testosteronun sentezi erken fetal yasamda
farklilagan Leydig hiicreleri tarafindan salgilanir. Testosteron ve diger androjenlerin
embriyoda salgilanmasi erkek fetiista gonadlarin normal geligimi i¢in gereklidir.
Puberte esnasinda ise sperm uretimin baglatilmasi, aksesuar cinsiyet bezlerinin salgilar
ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi i¢in gereklidir. Yetigkinlerde salgilan
testosteron ise spermatogenez, sekonder seks ozellikleri ve genital bosaltim kanallari ile
aksesuar cinsiyet bezlerinin siirekliliginin saglanmasindan sorumludur. Erkek fetiistin
erken farklilagmasinda aktif olan Leydig hucreleri, fetal hayatin yaklagik olarak 5.
ayindan itibaren inaktif bir siirece girerler. Fibroblastlar ile inaktif Leydig hiicrelerini
birbirinden ayirt etmek zordur. Pubertede gonadotropik uyariya maruz kalan Leydig

hiicreleri yeniden androjen sentezlerler ve tiim yasam boyunca aktif kalmaktadirlar (20).

2.4. SISPLATIN (CP)

CP, birgok solid kanser tedavisinde kullanilan oldukga etkili kematerapik bir ajandir. CP
ozellikle de bag, boyun, serviks, mesane, ovaryum ve testis gibi bir¢ok kanser tlriine
karst kullanilan ve Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan platin
grubu tasityan 6 kemoterapikten biri olup, agir bir metal olan platin (Pt) icermektedir

(26). CP, 19. Yiuzyilin ortalarindan beri bilenen bir molekildir. CP’nin biyolojik
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aktivitesi ise 1960’1arin ortalarinda tesadifen kesfedilmistir (27). 1965°te Rosenberg ve
arkaglart CP’nin Escherichia coli proliferasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir (28).
1970°den itibaren de klinik onkolojide kullamlmaya baglanmistir (29). Diger
kemoterapik maddeler ile ayni etkiye sahip olan CP, hiicre gelisimi ve ¢ogalmasini
onler. Ureme hizlari gok bilyiik olan kanserli hiicreler tizerine daha fazla etkili olmakla
birlikte normal saglikli hiicreleri de etkileyebilmektedir (30). CP hiicreleri her donemde
etkileyebilmektedir, yani déneme 6zgli olmayan bir ilagtir. CP alkalleyici bir ilagtir.
Alkalleyici ilaglar baz1 bitkisel kaynakli antineoplastik ilaglar ve antimetabolitler ile
sinerjistik etkilesim gosterebilir (30,31). CP agiz yoluyla alindiginda yeterli emilmedigi
i¢in intravendz (IV) veya Intraperitonal (IP) olarak uygulanmaktadir. CP’nin, testis,
karaciger, bobrek ve bagirsaga yiksek oranda gecisi olmakla birlikte kan-beyin

bariyerini ge¢isi ¢ok azdir (30).

CP kemoterapisi, g¢ocuklarda ve yetiskinlerde genis olarak uygulanmaktadir. Bu
platinum kokenli alkalleyici ajan etkisini hiicre dongiisiinde spesifik olmayan istirahat
ve ¢ogalma donemindeki hiicrelere kargi gosterir (32). Buna ek olarak mitokondrinin
CP’nin baglica hedefi oldugu ve mitokondri DNA’sinin CP tarafindan ¢ok fazla (ciddi)
hasara ugradig1 diisiiniilmektedir (33). CP hucre igerisine difiizyon yoluyla girerek DNA
ile etkilesime girer. DNA i¢i ve arasi gapraz baglar yapar (34). Bu baglarda DNA
transkripsiyon ve replikasyon olaylarini inhibe eder. Bu da yanlis kopyalamaya veya
kopyalama sonucu baglarda kopmalara neden olur. Hiicrenin hasarlanan DNA’s1
sonucunda hticre, apopitoz veya nekroz yoluyla 6lime gider. CP, hiicre mitokondrisine

de zarar vererek ATPaz aktivitesini de inhibe etmektedir (30).

2.4.1. Sisplatinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Platin tirevi bilegikler kemoterapi tedavisinde ¢ok sik kullanilan ilaglardir. Platin
bilesikleri olarak, ti¢ farkli molekul vardir. Bunlar CP, oksaplatin ve karboplatindir. CP,
cis- ve trans- olmak tizere iki farkli izomere sahip olup, sitotoksik ozellige cis- formu
sahiptir. CP iki degerlikli merkezi atoma bagli iki klor ve iki amonyum bagi i¢eren suda
cozunebilen bir bilesiktir (30,31). CP’nin yartlanma 6mri 60 saattir (35). Erime noktast
270 °C’dir. Kristal halde koyu sar1, ¢ozelti olarakta berrak bir renge sahiptir. Molekiiler
formiilt, CI,He¢N,Pt seklindedir. Molekiiler agirligi, 300.1 g/mol’dur (36).
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2.4.2.Sisplatinin Toksik Etkisi

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglardan birisi olan CP, tesadiifen yaklasik 55 yil 6nce
kesfedilmistir (37). CP bas, boyun, akciger, testis, ovaryum ve gogiis dahil olmak tizere
birgok solid kanser tedavisinde kullanilan bir atineoplastik ilagtir. Ancak CP’nin yuksek
dozda kullanimi ciddi toksik etkilere yol a¢maktadir. Ototoksisite, gastrotoksisite,
myelosupresyon ve alerjik reaksiyonlar baglica toksisitesi olmasina ragmen doz
sinirlanmasina neden olan baslica toksisite nefrotoksisitedir (2). CP toksisitesi farkl
mekanizmalar ile meydana gelebilir. Oksidatif stresin artmasi ve serbest radikallerin
hasari, CP nedenli toksisitenin mekanizmasi olarak ileri sturilmektedir. Caligmalar
CP’nin, DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerine neden oldugunu
gostermistir. Bu yizden CP ile tedavi esnasinda dietle alinan antioksidanlarin titketimi
serbest oksijen radikallarinin zararina kargt kullanilabilecegi dusiincesi 6nemli bir

noktadir (2,38).

CP’nin asil atilim yeri bobrekler olup diger organlara gore daha fazla bobrekte birikir.
CP hem proksimal hem de distal tiibiillerde birikmekte olup, proksimal tubullerdeki
konsantrasyonu serumun 5 katidir. CP genellikle bobreklerden glomeriiler filtrasyon ve
bir miktar da sekresyonla atilmaktadir. CP’nin neden oldugu nefrotoksisite en fazla
proksimal tiibuliin S3 segmentinde olur. CP uygulamasinda 3 saat sonra renal kan akimi1
azalabilmekte, azalan kan akimindan sonra glomeriiler filtrasyon orani diigsmektedir.
Proksimal ve distal tiibiillerin reabsorbsiyonu CP uygulanmasindan 48-72 saat sonra
bozulur. Idrart konsantre etme yetenegi azalir. Distal tiibiillerde su ve Na emilimi,
proksimal tubtllerde ise Na emilimi azalir. Politiri olusur (39). CP’inin sebep oldugu
nefrotoksisite de tibiiler hiicrelerde apopitoz, tibiler dilatasyon ve tubuler limende
debris ve nekrotik maddelerin dokintlisi olusumu eslik etmektedir. Ayrica deneysel
veriler CP’in sigan karaciger hiicrelerinde de mitokondriyal fonksiyonlari bozdugu ve

apopitoza tegvik ettigini gostermektedir (40).

Ototoksisite, bazit kimyasal ve ilaglara bagl olarak olusan i¢ kulak hasaridir. Insanlarda
gorilme sikligit ve derecesi degiskendir. Kohleayi, vestibuli veya her ikisini de
etkilemektedir. Isitme ve dengeyi bozmaktadir (29). CP nedenli ototoksistenin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber korti organi igin toksik olan serbest

radikallerin arttigt ve hiicre membranint degistiren CP yikim urinlerinin, kalsiyum
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azalmasina yol a¢ti@1 disiiniilmektedir. Insan ve hayvanlarda yapilan galismalarda, CP’
den en ¢ok etkilenen yer kohleanin orta ve bazal kivriminda dis tiiy hiicreleri oldugu
belirtilmistir. Bunun yaninda bazen de i¢ tiiy hticre kaybi da olabilecegi bildirilmistir.
Yiksek dozda CP kullanimi stria vaskularis hasari gelistirebilir (41). CP’nin neden
oldugu isitme kayb1 bilateral olup kullanilan doz miktarina gore degismektedir. Isitme
kayb1 yuksek frekanslarda baslayip dusiuk frekanslar da etkileyen sensorinoral tiptedir
(29).

CP etkisini, DNA’nin sarmal yapisinmt bozarak hiicre ¢ogalmasini Onleyerek DNA
tizerinde gosterir (42). Alkalleyici bir ajan olan CP, DNA’da i¢ ve dis zincirlere ¢apraz
baglanarak Tiurkc¢e karsiligi tam olmayan ancak normal yapist bozularak bukulmius
DNA zinciri anlamina gelen ‘adduct’formlart olusturur. Muhtemelen bu mekanizma
boyunca spermler etkilenir ve testis yapisi zarar gorir. CP, spermin kromatin
butiinligint de bozmaktadir (43). Daha 6nceki ¢aligmalarda yetiskin kemirgenlerde, CP
tarafindan treme organlarinda baglica spermatogenez ve steroidogenez olmak uzere
hasar olusturdugu rapor edilmistir (44). CP germ hiicrelerinde nukleik asit sentezini
inhibe etmekte ve farkli asamalardaki spermatogenik hiicrelerin 6limtne neden
olmaktadir. Dahast sertoli hiicre morfositolojisini etkileyerek, Leydig hiicre
fonksiyonlart ve sperm tretimine zarar verebilmektedir. Bu yiizden intratestikiiler
testosteron ve serum seviyesi azalmaktadir. Seminifer tibullerde yasayan
spermatogonyum kok hiicrelerinin kendilerini yenileme yetenekleri vardir. Bu yiizden
yetigkin hastalarin %50-80’1 ozellikle CP tedavisinden sonra iki ile bes yil igerisinde
tekrar fertil hale gelebilmektedirler. Sperm tretimin diizelmesi, sertoli hiicresi ve tip A

spermatogonyumlardan kaynaklanan hasar derecesine gore devam ettirilebilir (45).

CP, hiicreler tuizerinde oldukga etkili bir ilagtir. CP’e maruz kalan 15-35 yaglarindaki
erkeklerin testislerinde spermatogenezi durdurma, infertilite gibi geri déniisii olmayan
ciddi hasarlara sebep olmaktadir. CP spermatogenezin bozulmasina, spermde
kromozomal anamolilere sebep olabilir (46). CP uygulamasi sonrasi testis hasarinin
patogenezi genellikle oksidatif hasar ile ilgilidir (1). DNA, membran ve proteinlerindeki
oksidatif hasarin dahil oldugu morfolojik degisiklikler dusiik sperm aktivitesinin
etiyolojisinde ¢nemli bir faktordir. CP’in sebep oldugu oksidatif stresin kisa ve uzun

suren etkileri onceki galigmalarda gosterilmistir (4,47).
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CP uzun donemde, spermatogenezde basarisizlik ve testosteron salgisini inhibe ettigi
rapor edilmigtir (48). Buna ek olarak; testis dokularinda oksidatif hasara karst koruyan
enzimlerin aktivitesini azaltan lipid peroksidasyonunu stimule ettigi gosterilmistir.
Oksidatif stresten koruma glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar, glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (CAT), suiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin dahil
oldugu serbest radikallerin savunma etkisi tarafindan korunmaktadir. Serbest radikaller
ve hidroksi radikal, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonlar gibi diger reaktif oksijen
tirleri (ROS) normal oksijen metabolizmasindan veya ekzojen faktoér ve ajanlardan
kaynaklanan yuksek reaktif molekillerinin tim simiflarindan biridir. CP uygulamasi
ureme organlarimin agirliklarinda azalmasina, sperm kalitesinde ve testosteron
salgilanmasinin inbibasyonuna énemli derecede yol agmaktadir (1). Ayrica CP testiste,
sperm konsantrasyonu ve sperm hareketliligi azalmasina, toplam anormal sperm sayisi
ve anormal basli sperm ytizdesini artirmaktadir. CP testiste dejenerasyona, nekroza ve

intersitiyal 6deme de neden olmaktadir (1, 6).
2.5. PROPOLIS

Bal aris1 (Apis mellifera L.) insanlar tarafindan binlerce yildir diinyanin her tarafinda
yetistirilen sosyal bir bocektir. Bitkilerde tozlagsmayr saglamasinin yaninda bal, bal
mumu, polen, art siti ve propolis gibi Urettigi bir¢ok uriinle insanlara fayda
saglamaktadir. Propolis kaynagi olarak arilar genellikle kavak, hus ve ¢am turleri, kara
agag, at kestanesi, ak¢a agag, sogit, erik, thlamur, mese gibi birgok bitki tiirlerinden
toplanmaktadir (49). Geng is¢i arilar tarafindan toplanan propolis arinin bagi ile toraksi
arasinda bulunan aktif enzimlerle karigtirilarak pelet haline getirilir. Bu pelet ise 6n ve
arka bacaklarin yardimi ve bacak hareketleriyle arinin arka bacaginda bulunan polen
sepetciginde biriktirilir. Gerekli iglemlerde kullanilmak i¢in kovana getirilen propolis
yaklasik 25-30 dk igerisinde bosaltilir. Isgi arilar her seferinde yaklasik olarak 10 mg
propolisi kovana tagiyabilmektedirler (36). Propolisi toplama zamani bolgeden bolgeye
degismektedir. Son yillarda hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin yan
etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastaliklara neden olan etmenlerin bu ilaglara karst direng
kazanmasi dogal ilaglarin kullanimina kars1 ilgiyi artirmigtir (50).

Arnlar kovanin delik ve catlak yerlerini kapatarak igerideki besinleri ve larvalar
korurlar. Kovani propolis ile sararak kovan i¢i dezenfeksiyonu saglandigi gibi disaridan

gelen tehlikelere karsida korur. Kovan igerisinde 6lmus canlilari propolis ile sararak
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bozulmasini onler. Kovan igerisinde sicaklik ve nemi ayarlayarak kontaminasyonu
engeller. Ayrica arilar yavru anlarin yetistigi petek hicrelerini cilalayarak koruma

saglar (51, 52).

Arn Urtnleri uzun yillardir birgok hastaligi tedavi etmede kullanilmaktadir. Son yillarda
art Urtnlerinin igerigl ve etkileri belirlenerek kullanim alanlarini artirmaya yonelik
caligmalar yapilmaktadir (50). Dogal bir ant iriinii olan propolisin de énemi gittikce
artmaktadir. Propolisin dinyanin bir¢ok yerinde halk tarafindan yoresel halk ilact olarak
M.O 300’lere kadar dayanan bir kullamimi vardir (9). Ilk kez Yunanlilar tarafindan
kesfedilen ve antibiyotik olarak kullanilan propolisi daha sonralarn farkli tedavilerde
kullanilmistir. Misirhilar 6li mumyalama ve bazi hastaliklarin tedavisinde, Yunan ve
Romalilar ise deri apse tedavisinde uzun bir siire kullanmuglardir (49). Ibranice’de
‘trozi’ olarak gegen propolisin terapatik ozelliklerinden bahsedilmektedir. Inkalar ise
propolisi ates diigtriici olarak kullanmiglardir (50). Avrupa’daki 12.yy’daki kayitlarda
ise dis saghg ve agizdaki yara ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimindan
bahsedilmektedir. 17.yy’da propolis Londra da resmi ilag listesine dahil edilmis ve
Avrupadaki 6nemi de artmistir (10). Cok eski caglardan guntimiize kadar bir¢ok
hastaligin tedavisi veya etkisinin azaltilmasinda kullanilan propolisten antik ¢ag
bilginlerinden Hipokrat, Herodot ve Aristo gibi bir¢ok bilgin 6vgiiyle bahsetmektedir
(9). Uzun yillardir halk arasinda bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan art iiriinleri son
zamanlarda bilimsel g¢aligmalardaki sonuglart dolayisla tip alaninda ‘Apiterapi’ adi

altinda kabul gormeye baglamigtir (49).

2.5.1. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolisin rengi toplandig1 bitki ve yoreye gore sar1 yesilden koyu kahverengine kadar
degismektedir (49). Propolisin tizerinden zaman gegctikce ve eskidik¢e rengi koyulagarak
kirilganlasabilir (53). Igerigi ise toplandig1 bitkiye ait proteinleri igeren mumsu kivamda
yapiskan bir maddedir. Insan cildinde yaglar ve proteinlerle giiclii bir etkilesimi
oldugundan viicuttan ¢ikmasi zordur. Kovandan alindiginda kendisine 6zgt bir kokusu
olan propolis 10 °C altinda sert ve kirtlgandir. 15-25 °C arasinda mum kivaminda elastik

bir yap1 kazanirken, 30-40 °C de yumusayarak yapiskan bir duruma olup, 80 °C kismen
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erimektedir. Yumusak haldeki propolis derin dondurucuya kondugunda hemen

katilagmaktadir. Genelde alkolde ¢6zlinen propolis suda az ¢oziiniir (49).

Propolisin simdiye kadar kayda deger 300 den fazla bilegeni tanimlanmistir (54). Genel
olarak propolisin baglica birlesenleri yag, alifatik ve aromik asitler, flavonoidler,
alkoller, terpenler, seker ve esterlerdir. Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda propolisin ayr ayri
bilesenlerin yiizdelik farkliliklari, ar1 tiirt ve toplanan reginenin bitki tirtine bagli olarak
degistigi kabul edildigi gibi toplandigi mevsim de etkilemektedir (55). Farkli cografik
bolgelerdeki propolis analiz 6rneginde, biytik farkliliklar gostermistir. Bu farkliliklarda
propolisin biyolojik aktivitesini de etkilemektedir (54). Farkli bitkilerden toplanan
propolisin kimyasal igerigi farklidir. Propolisin kimyasal yapisindaki bu farklilik, saglik
alaninda uygulama ve kalitesinin belirlenmesinde zorluklarla karsilagilmaktadir. Bunun
sebebi propolis toplanan kaynagin tam olarak takip edilememesidir (51). Diinyanin
farkli bolgelerinde elde edilen propolis orneklerindeki birlesenlerin ¢esitli olmasina
ragmen, genellikle propolis yiksek antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antifungal,

aterojenik, antiproliferatik ve proapopitotik aktivite gosterir (54).

Propoliste yaklagik olarak % 60 oraninda lipid bulunur. Bu lipidin ise % 49.09 yag
asitleri, % 50.91 ise streoller, uzun zincirli alkoller ve hidrokarbonlar olusturur.
Propolisin igerisinde doymus yag asitleri olarak steraik asit ve palmitik asit
bulunmaktadir. Doymamis yag asitleri ise oleik, linoleik, aragidonik ve nervolik
asitlerdir. Propolisteki bazi mineraller ise sodyum, potasyum, demir, magnezyum, bakir,
cinko ve kalsiyum gibi minarelerdir. Ayrica propolisin yapisinda glukoz, fruktoz ve
sukroz gibi sekerler de bulunmaktadir. Propolisin toplandigi kaynaga gore farklilik
gosteren igerigindeki bilesikler tablo 2.1 de gosterilmigtir. Propolis igeriginde B1, B2,
B6, A, C, E, pantotanik asit ve niasin gibi birgok vitamin de bulunur (49).
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Tablo 2.1: Propoliste Belirlenen Bilesik Gruplari ve Sayilar (56).

Tanimlanan Bilesik
Bilesikler Tanimlanan Bilesik Sayis1 (adet)

Sayisi1 (adet)
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit Turevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile tirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Turevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar 11
Steroller ve Steroid Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

2.5.2. Propolisin Biyolojik Ozellikleri ve Antioksidan Etkileri

Insan saglig1 ve savunma sistemi agisindan oldukga énemli olan ve uzun yillar boyunca
bircok hastalik tedavisinde kullanilan propolisin tibbi 6zellikleri ¢ok eskiden beri
bilinmektedir. Eski ¢caglardan beri propolisin savaslarda yara ve dokularin iyilesmesinde
merhem olarak kullanildig: bilinmektedir. Arilar tarafindan retilen dogal bir tiriin olan
propolis son yillarda tip alaninda da kullanilmaktadir. Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda
propolisin antioksidan, antifungal, antiprotozoal, antiviral, antikanserojenik ve
antibakteriyal gibi bir¢ok ozellik gosterdigi belirlenmistir (53, 57). Propolisin
yapisindaki flavonoidler ve terpenlerin gii¢lii antioksidan etkileri vardir. Flavonoidlerin

bir¢ok bakteri tizerine etkisi, kalp-damar sistemi iizerine olumlu etkisinin oldugu, kilcal
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damar gatlaklarini azalttigi, kan dolagimini dizenledigi bilinmektedir. Bunun yaninda
mide i¢ salgisint dizenledigi, mide yaralarim kiigulttiigti ve mide mukozasini da ilsere
karst korudugu belirlenmistir. Propolisin igerigindeki sinamik asit ve tirevleri ise gram
(+) ve gram (-) bakterilere karsi antibiyotik etkisi gostermektedir. Sinamik asit
pthtilagsmayr da hizlandirmaktadir. Viraslerin enzim salgilamalarini ve tremelerini
engelleyici ozellikleri belirlenen bioflavonoidlerde propolis igeriginde bulunmaktadir

(49, 58).

Organizmada metabolik olaylar sirasinda ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicre
yaglanmast ve buna bagli olarak kanser, diyabet, Parkinson, Alzheimer ve
kardiyovaskiiler hastaliklara yol acar. Organizmadaki antioksidan enzimler ise SOD
(superoksit dismutaz), CAT (katalaz), GPx (glutatyon peroksidaz), GR (glutatyon
rediiktaz) ise bu serbest radikalleri ortadan kaldirir. Propoliste bulunan flavonoidler ve
diger bilesenlerin serbest radikalleri temizleme o6zelligi olan antioksidanlardir. Lipid
peroksidasyonun baglangi¢ asamasinda bazi flavonoidler doymamig yag asitlerinin
peroksi radikalleri ile reksiyona girerek temizleme etkisi yaparlar. Flavonidlerin bu
antioksidan etkileri, hidrojen peroksit, peroksit iyonlart ve diger lipid peroksit

radikallerini ortadan uzaklastirma 6zelliginden dolayidir (59).

2.6. HIF-1o (Hipoksi Indiikleyici Faktor)

HIF-10, memeli hiicrelerinde hipoksik kosullarin olugmasinda yer alan ana dizenleyici
olarak tanimlanmakla beraber, iskemi, hipoksi, anti-ve proapopitotik yanitin olusmasi
gibi metabolik siire¢lerde bulunan 100 den fazla hipoksiye-duyarli genin aktive edilmesi
icin gerekli iyi karakterize edilmig bir transkripsiyon faktorudir (60, 61). HIF
homoestazinin temel diizenleyicisi olan bir transkripsiyon faktoriidiir ve anjiyogenezde
onemli rol oynar (62, 63). HIF-1, pek ¢ok dokuda hipoksi ve oksijen dengesinin
diuzenleyicisidir. HIF-1, heliks-loop-heliks/PER-ARNT-SIM transkripsiyon faktorleri
stper ailesinin bir uyesidir (64). HIF-1, anjiyogenez, eritropoiez, glikoliz, apoptotik,
iskemi ve hipoksi yanitinda gorev alan hedef genleri aktive eder (65). Aktif HIF-1, alfa
ve beta alt birimlerinden olusan bir heterodimerdir. HIF alt birimleri memeli
dokularinda yaygin olarak eksprese olur. Aktif HIF-1, ilk olarak hipoksi durumunda

eksprese olur. Diger normal sartlar altinda, HIF-1a alt birimleri ¢ok kararsizdir ve
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proteazomda hemen parcalanirlar (66, 67). Hipoksiye maruz kalmak pek ¢ok hiicrede
HIF-1a proteininde in vivo ve in vitro olarak hizli bir artisa yol agar. Oksijene duyarli
strecler hipoksiye yanit olarak HIF-1o proteini seviyesini artirdigt heniiz kanitlanamasa
da, HIF-la proteininin hipoksi durumunda regulasyonunun artis mekanizmast iyi
karakterize edilmistir. Hiicre igindeki oksijen kritik bir seviyeden dusuk bir esige
ulastigt zaman HIF-1o alt birimleri proteozomal yikimdan hizlica kurtulur, HIF-1a ve
HIF-1pB alt birimlerinin birlesip aktif HIF-1 olusturmasina olanak verir. Caligmalar
gosteriyor ki, HIF-1a hipoksi kosullarinda ROS tarafindan gergeklestirilen oksidatif

modifikasyonlarla stabilize olabilir (65).

HIF-1a, HIF-o’nin hipoksik yanmitta en kritik olan 3 izomerinden biridir (68). Direkt ya
da indirekt olarak HIF-1a tarafindan diizenlenen Vaskiiler Endotelyal Buytime Faktor-A
(VEGF-A) ve temel Fibroblast Buyiime Faktor (bFGF) gibi 100°den fazla anjiyogenik
gen vadir (69). HIF-1a alt birimi sabit olarak eksprese olur. Ancak normal sartlarda
hizlica pargalanir. HIF-1a hipoksik hiicrelerin niikleusunda birikebilir ve protein
immunohistokimyasal boyama ile saptanabilir (63). Pek ¢ok aragtirmaci, embriyogenez,
timor vaskularizasyonu ve gelisimi, iskemik sureler boyunca HIF-1’in molekiler
biyolojisini ¢aligmaktadir (70). HIF-1’in roliniin daha iyi anlagilmast iskemi iligkili
(testis iskemisi gibi) hastaliklarin tedavisi i¢in gerekli genetik yaklagimlan saglayacaktir

(65).

Birgok dokudaki hipoksiya tarafindan indiikklenmis HIF-lo ekspresyonunun aksine,
HIF-1 genel olarak normal testis ve testis torsiyon ve reperfiizyonun sebep oldugu
etkilenmemis iskemik ve hipoksiya HIF-1 testis seviyeleri tarafindan ekspre olmaktadir
(70). Ayrica HIF-loo normal fare testisindeki Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir (71). HIF-1a nin islevsel olarak normal dokularda aktif oldugunu
ortaya ¢ikarmigtir. Testislerdeki fizyolojik oksijen tansiyonu Ol¢imlerine gore
testiskular pO2 seviyeleri hipoksiyaya yakin derecede diisik ¢ikmistir ve bununla
beraber reaktif oksijen turleri gibi diger faktorlerin, normal kosullarda dahi testislerde
hipoksik seviyelerin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu disinilmektedir (71,72).
Testisdeki gende HIF-1 hakkinda ¢ok az sey bilinmekle beraber, testisteki oksijen
bolgesindeki degisikliklere karst Leydig hiicrelerindeki hiicresel ve molekiler yanitlar

anlamak i¢in arastirmacilar bu alanda arastirma yapmaya ilgi duymaktadir (61).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri etik kurulu tarafindan onaylanmustir.
Caligma siresince etik kurallara uygun bir gekilde ¢alismalar strdarilmistir.
Calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Aragtirma Merkezinde (DEKAM)
yetistirilen ortalama 250-300 gr agirliginda ergin erkek Wistar albino tiirii siganlar
kullanildi. Kafesler icinde tutulan siganlara giiniin normal diizeninde 21 °C ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik ortaminda bakim odalarinda izin verilen 6lgiide standart besin ve su ile

yetistirildi. Denekler agirliklar birbirine yakin olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (n=10); kontrol grubu,

Grup 2 (n=10); 7 mg/kg CP uygulanan (intraperitoneal)

Grup 3 (n=10); 7 mg/kg CP + 50mg/kg/giin propolis (intragastrik)

Grup 4 (n=10); 50mg/kg/giin propolis (intragastrik) uygulanarak olusturuldu.

3.1. DENEYSEL PROSEDUR

Sekiz haftalik denekler agirliklar birbirine yakin olacak sekilde dort esit gruba ayrilarak
farkl kafeslere konuldu. Grup 1 kontrol olarak degerlendirildi ve herhangi bir uygulama
yaptlmadi. Grup 2 siganlar 7 mg/kg tek doz intraperitonel CP uygulandiktan 72 saat
sonra dekapite edildi. Grup 3 siganlara 50 mg/kg/giin propolis uygulamasinin 7.
gininde CP 7 mg/kg olacak sekilde, propolis uygulamasindan 1 saat sonra
intraperitoneal olarak uygulandi. Grup 4 siganlara ise 10 giin boyunca 50 mg/kg/giin
olacak sekilde gavaj yoluyla propolis verildi. Onuncu glnin sonunda tim denekler
ketamin + xylazin anestezisi altinda dekapite edilerek testis dokulan ¢ikarildi. Tim
prosedurler etik kurallara uygun bir sekilde gerceklestirildi. Dekapitasyon sonrasi alinan
testis dokularinin bir bélumu histolojik incelemeler, diger bolimu ise biyokimyasal
incelemeler igin kullanildi. Biyokimasal incelemeler icin alinan testis dokulan -80 °C’de
saklandi.
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Dekapite edilen sigcanlardan alinan testisler 151tk mikroskobik incelemeler i¢in % 4’luk
formaldehit ile tespit edildi. Tespit soliisyununda 72 saat bekleyen testisler bir gece
akan musluk suyunda birakildiktan sonra artan alkol serilerinden gegcirilerek sudan
kurtarildi ve ksilol ile seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan

bu islemler Tablo 3.1°de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3.1: Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 | %4 Formaldehid | 72 saat 8 Absolu Alkol 1 saat
2 Musluk suyu 1 gece 9 Absoli Alkol 1 saat
3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin (60°C) 3 saat
7 Absolu Alkol 1 saat 14 Bloklama

Parafin bloklardan alinan 5-6 um’lik kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan
lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve
dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr goérmek
amaciyla kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) (Tablo 3.2) boyasi ile boyanarak once

artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden gegcirilerek kapatildi.
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Tablo 3.2: Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira | Yapilan islem | Siire Sira | Yapilan islem Siire

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

3.2. SEMINIFER TUBUL CAPLARININ OLCUMU (MSTD)

Testisteki hasarin bir gostergesi olarak Seminifer Tubil Caplarinin élgimi kullanildi.
H&E ile boyali kesitlerde, Olympus BX51 mikroskobundaki Analysis LS Research
programi kullanilarak seminifer tubul ¢aplart o6lgildi ve ortalama tubul ¢aplar
hesaplandi. Seminifer tiibil capr ol¢imi, her bir denege ait preparattan 10 farkli
alandaki tiibiil ¢aplart 20’lik objektifteki farkli alanlardan olgilerek yapildi. Istatistiksel
analizler i¢in SPSS paket programi kullanildi.

3.3. JOHNSEN TESTIKULER BiYOPSI SKORU

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, tiibtliin
icindeki hucrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif bir sekilde kaybolur.
Tubillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skoru (JTBS) kullanildi (Tablo 3.3). Histolojik incelemelerin sonuglart Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda iki uzman histolog

tarafindan degerlendirildi. Her gruptan rastgele sec¢ilmis 10 farkli preparattan 20’ser
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farkli tabil 20°lik objektifle incelendi. Her grup igin ayrt ayrt 200 adet tubul
degerlendirilerek ortalama JTBS hesaplandi. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar

icin SPSS paket programi kullanildi. Elde edilen veriler 6nceden hazirlanan bir forma

islendi.
Tablo 3.3: Johnsen Testikuler Biyopsi Skolamasi
Skor Histolojik Bulgular Skor | Histolojik Bulgular
1 Tubiler kesitte higbir hiicre yoktur. |6 Az sayida (5/ tubul) spermatid
mevcuttur.
2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 Farklanma igareti olmaksizin fazla

saytda spermatid vardir.

3 Germ hiicreleri olarak sadece 8 Olgun spermatozoa olmaksizin geg
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.

4 Az sayida (5/ tubiil) 9 Az sayida (5/ tubul) spermatozoa
spermatositvardir. vardir.

5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. |10 | Fazla sayida spermatozoanin

gorildigl tam spermatogenez

mevcuttur.

3.4. TUNEL METODU

Deneklere ait tim kesitlerde apopitotik hiicreleri belirlemek i¢in Roche marka In Situ
Cell Detection Apopitosis Fluorescein Kit’t kullanildi ve boyama islemi, kitin
prosedurtine gore yapildi. Kisaca 6zetleyecek olursak, 5-6 um kalinliginda alinan testis
dokular deparafinize ve ardindan rehidrate edildikten sonra PBS ile yikandi. Daha
sonra antijen geri kazanimi i¢in 0.01 M sodyum sitrat tamponunda mikrodalga firinda
350 W’de 5 dakika bekletildi ardindan oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakildi. PBS
ile 3 defa 5’er dakika yikanan dokular daha sonra kitin iginden ¢ikan TUNEL reaksiyon
kartsimi ile 37 °C’de nemli ve karanlik ortamda 60 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 defa
5’er dakika yikanan dokulara 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zit boyama
yapildi. Gliserollii kapatma solisyonu ile kapatilan dokular Olympus BX-51 floresan
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mikroskopta 450-500 nm dalga boyunda gorintiilendi. Apoptotik indeks i¢in her kesitte

on farkli alandaki apoptotik hticreler sayildi.

3.5. IMMUNOHISTOKIMYA METODU

Deneydeki sicanlara ait testis dokularinda HIF-1a proteinini belirflemek i¢in avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimya uygulandi. Bir gece 60 °C’de tutulan
once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilen kesitler daha
sonra distile su ile yikandi. Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in %5’lik sitrat tamponu
ile mikrodalga firinda 600W’de 3X5 defa kaynatilan kesitler 20 dakika oda 1sisinda ayni
tampon soliisyon i¢inde bekletildi. Bekletilen kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in 10 dakika %3 hidrojen peroksit (H,O,) ile muamele edildi. Bundan
sonraki agamalar i¢in Thermo boyama kiti kullanildi. Kesitler PBS adi verilen yikama
solisyonu ile 3 defa yikandi. Yikanan kesitlere daha sonra tekrar 2-3 damla PBS
damlatilarak 1-2 dakika bekletildi. Kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin
kapatilmasini saglamak i¢in oda sicakliginda 5 dakika blok serum uygulandi. Hemen
ardindan kesitler tavsan poliklonal birincil antikoru HIF-1a ile 10 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in, birincil antikor yerine PBS kullanildi. Yikama
isleminden sonra kesitler biotin-sekonder antikor ile 10 dakika inkibe edildi ve
ardindan yikama islemi tekrarlandi. Daha sonra AB enzim ayract ile 10 dakika muamele
edilen kesitler yikanarak immunreaktiviteleri gorinir hale getirmek igin
diaminobenzidin (DAB) o6zelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 10 dakika
muamele edildikten sonra distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile 1 dakika muamele
edildikten sonra zit boyanan kesitler birkag kez distile su ile yikandi. Son olarak artan
alkol serileri ile suyu uzaklagtirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma soltisyon
(Entellan®, Merck) ile kapatilarak 1stk mikroskobunda incelendi. Boyama metodu
asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3.4). Immun reaktivite agisindan
boyanan sigan testis dokularinin degerlendirilmesi birbirinden bagimsiz iki uzman
histolog tarafindan yapildi. Immunohistokimya uygulanan kesitlerdeki HIF-1a
ekspresyonu goriilmeyen negatif (-), zayif (-/+), az (+), orta (++) ve ¢ok yogun

reaksiyon (+++) olarak degerlendirildi.



Tablo 3.4: Immiinohistokimya boyama teknigi.
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Sira | Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18 PBS 3x1 dakika
2 Ksilen I 5 dakika 19 Streptavidin 10 dakika
3 Ksilen IT 5 dakika 20 PBS 3x1 dakika
4 Ksilen III 5 dakika 21 DAB kromojen 4-5 dakika
5 Absolu Alkol 5 dakika 22 Distile su Yika
6 %96 Alkol 5 dakika 23 Hematoksilen 1 dakika
7 %80 Alkol 5 dakika 24 Musluk suyu 5 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika 25 Distile su Yika
9 Distile Su 3 kez yika 26 %70 Alkol 5 dakika
10 | %3 Sitrat Buffer 20 dakika 27 %80 Alkol 5 dakika
12 %3 H,O, 10 dakika 28 %96 Alkol 5 dakika
13 PBS 3x1 dakika 29 Absoli Alkol 5 dakika
14 Normal Serum 5 dakika 30 Ksilen I 5 dakika
15 | Primer Antikor 10 dakika 31 Ksilen II 5 dakika
16 PBS 3x1 dakika 32 Ksilen IIT 5 dakika
17 Sekonder 10 dakika 33 Kapatma

3.6. ELISA METODU

Deneklerden alinan kanlar sitrat icermeyen tuplere alindi ve 5000 rpm’de 10 dakika
santrifij edildi. Elde edilen serumlardan ELISA kitleri ile Serum testosteron (201-11-

5126, SunRedBio) seviyeleri tretici firmanin kit prosediiriine gore belirlendi.

3.7. MALONDIALDEHID (MDA) SEVIYESI TAYINI

Deney sonunda -80 °C derecede saklanan doku ornekleri oda 1sisinda bir siire
bekletildikten sonra PBS i¢inde homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde +4

derecede 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi ve stupernatantlart alindi. Alinan
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stipernatantlar MDA analizi i¢in kullanildi. Metodun temel prensibi, lipid
peroksidasyonunun bir driinii olan MDA’ 1n tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona
girerek 532 nm’de absorbans veren pembe renkli bir kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Kisaca; 0,2 ml doku homojenati, 0.8 ml fosfat tamponu (pH:7.4) ve 0.025 ml
bittle hidroksitoluen soliisyonu ile karigtirildi 0,5 ml %30’ luk TCA (trikloroasetik asit)
eklendi, 120 dk buz tizerinde inkibe edildi ve akabinde 2000 x g’de 15 dk santrifiyj
edildi. 1ml stpernatant, 0,075 ml 0,1 M EDTA ve 0,25 ml % 1’lik Tiyobarbitiirik asit
(TBA), (0.05 NaOH i¢inde hazirlanmig) ile karigtirildi, tiipler 15 dk su banyosunda

kaynatilip oda sicakligina kadar sogutularak, absorbanslar1 532 nm’de tayin edildi.

3.8. PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRAKSIYONU

Propolis baglangi¢ olarak sogutuldu ve ogutiicii blendir araciligr ile toz haline getirildi.
(Warning Products, Torrington, CT, USA). Propolis ekstrakti oda sicakliginda (% 96)
lik ethanol kullanilarak bir haftalik bir strede elde edildi. 30 gr propolis ekstrakti 100
ml ethanolde ¢ozildi. Ekstraksiyon isleminden sonra ¢rnek, kagit filtre araciligr ile
filtrelendi ve filtrelenen ekstrakt ¢oziicinin kalintilarimi ortadan kaldirmak amaciyla
doner buharlastirici ile 40 °C de buharlastirildi. Kuru ekstrakt ise sonrasinda fenolik

bilesimi analizlemek amaciyla kullanildi.

3.8.1. LC-MS/MS ile Kuru Propolis Ekstraktimin Hazirlanmasi

Kuru propolis ekstraktt 1000 mg/L. methanol ile diliie edildi. Daha sonra karisim LC—

MS/MS analizleme islemini uygulamadan 6nce 0.2 um mikrofiber filtre ile filtrelendi.

3.8.2. LC-MS/MS Cihazmin Kullammm Kosullar:

Propolisin fenolik bilesiminin LC—MS/MS analizlenmesi, Nexera model Shimadzu
UHPLC cihaz ile gergeklestirildi. Likit kromatografi LC-30AD ikili pompalar, DGU-
20A3R gaz giderici, CTO-10ASvp siitun ocak ve SIL-30AC otomotik numune alma
cihazi ile donatilmistir. Kromatografik ayrim C18 ters-faz Inertsil ODS-4 (150 mm X
4.6 mm, 3 um) analitik situnda gergeklesti. Stutunun sicakligi 40°C de sabitlendi.
Seyrelme egimi hareketli faz A (su, 5 mM amonyum format ve 0.1% formic asit) ve
hareketli faz B (methanol, 5 mM amonyum format ve 0.1% formik asit) den
olusmaktadir. Coziici B nin derecelenme programi B%: (0, 40), oranlan takiben

uygulandi. Cozictinin akig hizt 0.5 mL/min de ayrica pusktrtmeli hacim ise 4 pL de
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surdirildi. MS belirlenmesinde hem pozitif hemde negatif iyonizasyon modunu
caligtiran ESI kaynak ile dosenmis Shimadzu LCMS 8040 model triple quadrupole kiitle
spektrometre cihazi kullanilmigtir. LC-MS/MS data verileri toplanmistir ve Lab
Solutions software (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile islenmigtir. Coklu reaksiyon monitorii
(MRM) arasgtirilan bilesiklerin tayinini analizlemek i¢in kullanilmigtir. Propolis

ekstraktinin fenolik bilesikleri asagidaki tabloda verilmisgtir.

Tablo 3.5: Propolis ekstraktinin fenolik igerikleri.

Fenolik birlesikler mg/g Kuru Ekstrakt
Hesperidin 1.89+0.09
Quinic acid 0.39+0.02
Malic acid 0.45+0.02
trans-aconitic acid 0.08+0.00
Gallic acid 0.72+0.04
Chlorogenic acid 0.18+0.01
Protocatechuic acid 1.46+0.07
Tannic acid 0.23+0.01
trans-caffeic acid 37.97£1.97
Vanillin 50.18+2.46
p-coumaric acid 2.99+0.15
Rutin 0.01+0.00
Hyperoside 0.01+0.00
Myricetin 0.09+0.01
Fisetin 0.06+0.00
4-hydroxybenzoic acid 0.05+0.00
Salicylic acid 0.03+0.00
Quercetin 3.18+0.23
Kaempferol 2.09+0.11
Naringenin 10.61+0.58
Hesperetin 0.20+0.01
Luteolin 0.56+0.04
Apigenin 18.28+0.97
Rhamnetin 8.71+0.53
Chrysin 168.91+8.95
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tum istatistiksel analizler SPSS yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama =+
standart hata olarak belirlendi. Butiin skorlar ANOVA yontemiyle degerlendirildi. Post
hock analiz igin Tukey testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik P < 0.05 olarak

tanimlandi.



4. BULGULAR

Tum gruplara ait deneklerin viicut ve testis agirliklart deney sonunda ol¢iildi. Deney
sonunda grup 2 deneklerin viicut agirliklarinin grup 1’e gore azaldigi belirlendi. Testis
agirliklarina bakildigi zaman ise gruplar arasinda anlamli bir fark goézlenmedi. (Tablo

4.1).

Tablo 4.1: Gruplara ait sigan ve testis agirliklart ortalama + standart hata olarak

verilmigtir. * Grup 1 ile kargilagtirildiginda P<0.05

Viicut agirhg (gr) Testis agirhgi (gr)
Grup 1 242.5043.53 1.34+0.02
Grup 2 198.66+8 87" 1.34+0.03
Grup 3 203.80+8.57 1.39+0.05
Grup 4 223.77+7.16 1.42+0.06

4.1. Isik Mikroskopik Bulgular

Grup 1’e ait testislerin 11k mikroskobik incelenmesinde, kesitlerde tunika albuginea,
seminifer tibuller ve aradaki intertisyel bag dokusu, seminifer tiibiildeki germinal
epiteldeki hiicreler normal olarak gozlendi. Seminifer tibul i¢erisinde bulunan germinal
epitele ait spermatogenik hiicre serilerinin yerlesimi bazal membrandan limene dogru
normal bir sekilde gozlemlendi (Sekil 4.1). Grup 2’de CP’nin testise olan etkisi 151k
mikroskobik olarak degerlendirildiginde, grup 2 siganlarin testis dokularinda germinal
epitele ait hicre serilerinde diizensizlik ve dagilma, ayrica bazal membrandan hiicre
kopmalar1 ve dokiilmeleri ayirt edildi (Sekil 4.2). Ayrica seminifer tiibiiller arasindaki
intertisyel dokudaki damarlarda konjesyon belirgindi (Sekil 4.3). Grup 3’teki testis

dokusunda seminifer tubul epitelinde ayrilma daha az olmakla birlikte yine de
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gorilmekteydi (Sekil 4.4). Grup 4, sadece propolis uygulanan si¢anlarin testis
dokularinda ise grup 1’e benzer histolojik bulgular ayirt edildi (Sekil 4.5).

4.2. Seminifer Tiibiil Caplar1 Ol¢iim Sonuclari

Seminifer tibil c¢aplart agisindan testisler incelendiginde, gruplar arasinda fark

bulunmadi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Seminifer tiibiil ¢apt 6l¢im sonuglari. Degerler ortalama + standart hata

olarak verilmigtir.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Seminifer tiibiil

¢ap1 (um) (n=200)

149.12+£3.10 146.75+2.43 155.90+1.86 149.11+2.88

4.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) Sonuc¢lar:

Johnsen testikiiler biyopsi sonuglari tablo 4.3 te gosterilmigtir. Grup 2 siganlarin JTBS
degerlerinin grup 1 ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig:
gozlendi. Koruyucu amaglt propolis verilen grup 3 sicanlarin JTBS degerlerinin ise
Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi. Sadece propolis

verilen grup 4 siganlarin JTBS degerleri Grup 1’e benzerdi.

Tablo 4.3: Johnsen Testikiller Biyopsi Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. * Grup 1 ile karsilastirildiginda p < 0.05;°Grup 2 ile
karsilagtirildiginda p <0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Johnsen biyopsi skoru (n:200) | 9.83+0.05 | 8.57+0.18" | 9.44+0.08" | 9.69+0.06
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4.4. Immunohistokimya sonuclari

HIF-1a ekspresyonunu belirlemek i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamada (Tablo.
44.) grup 1 (Sekil. 4.6) ve sadece grup 4 (Sekil 4.9) deneklerin testis dokusunda,
intertisyel alanda orta yogunlukta (++) HIF -1a ekspresyonu gozlendi. Seminifer tibiil
epitel hicrelerinde ise baz1 alanlarda ¢ok zayif boyanma (-/+) tespit edildi. CP verilen
grup 2’nin testis dokusunda ise HIF-lo ekspresyonu intertisyel alanda azalarak (+)
olarak ayirt edildi. Ancak bu grupta 6zellikle hasarlanmis tiibiillerin epitel hiicrelerinde
(++) boyanma belirlendi (Sekil 4.7). CP ile birlikte koruyucu amagli propolis uygulanan
grup 4’te ise grup 1’e benzer sekilde intertisyel alanda (++), seminifer tubullerde ise (-

/+) HIF-10 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.9).

Tablo 4.4: Testis kesitlerinde HIF-1o immunioreaktivite skoru. (-) negatif, (-/+) zayif,

(+) az yoginlukta reaksiyon, (++) orta yogunlukta reaksiyon ve (+++) ¢ok

yogun reaksiyon.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

HIF-10 immunoreaktivitesi

++ + ++ ++
(intertisyel alan)

HIF-10 immunoreaktivitesi

(germinal epitel)

4.5. Apopitotik Bulgular

Calisgmamizda apopitozu belirlemek i¢in TUNEL yontemi kullanildi. Apopitotik
hiicreler genel olarak testiste seminifer tubiillerdeki spermatogenik hiicrelerde
belirlendi. CP uygulanan grup 2’deki apopitotik hiicre sayisi grup 1’e gore istatistiksel
olarak anlamli bir artig gosterdi (Sekil 4.12). Koruyucu amagli propolis verilen grup 3’te
ise apopitotik hiicre sayist CP uygulanan grup 2’ye gore istatistiksel olarak azaldig

gozlemlendi (Sekil 4.13) (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Apoptotik indeks Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak

verilmisgtir.

karsilagtirildiginda p <0.05.

® Grup 1 ile kargilastinldiginda p < 0.05, "Grup 2 ile

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Apoptotik indeks

1.59+0.18

4.06+035"

1.90+0.21°

1.72+0.31

4.6. Biyokimyasal bulgular

Gruplarin MDA degerleri Tablo 4.6’ da gosterilmistir. MDA degerleri agisindan gruplar

arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedi.

Tablo 4.6: Testis dokusu MDA Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak

verilmisgtir.

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Doku MDA (nmol/gr protein)

9.87+1.19

7.144+0.32

6.90+0.67

6.37£1.15

4.7. ELISA Bulgular:

CP’in testis dokusunda olusturdugu hasarda serum testosteron diizeyleri ELISA

yontemiyle arastirildi. Serum testosteron degerleri agisindan gruplara arasinda herhangi

bir farklilik belirlenmedi (Tablo 4.7.)

Tablo 4.7: Serum Testosteron sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak

verilmisgtir..

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Serum testosteron (ng/ml)

0.49+0.06

0.48+0.03

0.57+0.04

0.48+0.05
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Sekil 4.2: Grup 2 sicanlara ait testis dokusunda germinal epitele ait hiicre
serilerinde duzensizlik ve dagilma ayirt edilmekte (H&E).
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Sekil 4.3: Grup 2 sicanlara ait testis dokusunda germinal epitele ait hiicre
serilerinde duizensizlik ve dagilma gozlenmekte (H&E).
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Sekil 4.4: Grup 3’e ait testis dokusu. Normal testikiiler histomorfoloji ayirt edilmekte.

(H&E).
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Sekil 4.6: Grup 1 deneklerin testis dokusunda, intertisyel alanda orta yogunlukta (++)
HIF-1a ekspresyonu gozlenmekte. Seminifer tiibul epitel hiicrelerinde ise baz1 alanlarda
cok zayif boyanma (-/+) tespit edildi.
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Sekil 4.7: Grup 2 testis dokusunda ise HIF-1a ekspresyonu intertisyel alanda (+) olarak

ayirt edilmekte. Ancak bu grupta oOzellikle hasarlanmig tabullerin epitel
hiicrelerinde (++) boyanma gozlenmekte.

Sekil 4.8: Grup 3 denekler in testis dokusunda, kontrol grubuna benzer sekilde
intertisyel alanda (++), seminifer tiibiillerde ise (-/+) HIF-1a ekspresyonu gozlenmekte.
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Sekil 4.9: Grup 4 deneklerin testis dokusunda, intertisyel alanda kuvvetli (++) HIF-1a
ekspresyonu gozlendi. Seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde ise bazi alanlarda ¢ok zayif
boyanma (-/+) tespit edildi.

Sekil 4.10: Negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir boyanma gozlenmemekte.
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Sekil 4.11: Grup 1’e ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hicreler
seminifer tiibil epiteli iginde ayirt edilmekte.

Sekil 4.12: Grup 2’ye ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hicreler
seminifer tiibil epiteli iginde ayirt edilmekte.
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Sekil 4.13: Grup 3’e ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hicreler
seminifer tiibil epiteli iginde ayirt edilmekte.

Sekil 4.14: Grup 4 ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hiicreler seminifer
tubul epiteli i¢inde ayirt edilmekte.



5. TARTISMA ve SONUC

Kanser tedavisindeki ilerleme ve gelismeler sonucunda hastalarin yasam siireleri
uzamistir. Bununla birlikte tedavide kullanilan kemoterapik maddelerin toksik etkileri
de artmigtir. Kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapik ajanlardan birisi de
CP’dir. CP birgok solid timor tedavisinde kullanilan etkili bir neoplastik ve DNA
alkalleyci bir ajandir. Testikiiler toksisite, norotoksisite, ototoksisite, kemik iligi
stipresyonu ve nefrotoksisite gibi bir¢ok toksik etkisi vardir. Doz sinirlamasina neden
olan en 6nemli yan etkisi ise nefrotoksisitedir (32,73).

CP etkisini, DNA’nin sarmal yapisint bozarak hiicre ¢ogalmasini 6nleyerek DNA
tizerinde gosterir (42). Alkalleyici bir ajan olan CP, DNA’da i¢ ve dis zincirlere ¢apraz
baglanarak Tiurkc¢e karsiligi tam olmayan ancak normal yapisi bozularak bikiilmus
DNA zinciri anlamina gelen ‘adduct’formlart olusturur. Muhtemelen bu mekanizma
boyunca spermler etkilenir ve testis yapist zarar gorur. CP, spermin kromatin
butiinligint de bozmaktadir ( 43). CP’nin insan ve hayvanlarda kisa ve uzun sireli
kullanimlarinda testis fonksiyonunu nasil etkiledigine dair bir¢ok ¢aligma yapilmistir.
Yapilan c¢aligmalar sonucunda CP’nin DNA hasari, apoptozis ve oksidatif sistemi
bozarak treme sistemi izerinde toksik etkileri oldugu belirlenmigtir. CP’nin
spermotoksik  etkisinden  dolayi,  spermatositogenez ~ ve  testis  endokrin
fonksiyonlarindaki hasar, doz miktarina bagli olarak kalici ve gegici azospermi
gosterebilir (74,75). Yapilan caligmalarda CP uygulanan siganlarda, seminifer tibul
caplarinin, sperm Uretiminin ve testosteron sentezinin azaldigl, seminifer tiibiillerde ise
apopitotik hiicrelerin arttig bildirilmistir (76). CP’nin uzun dénem kullanimi sonucunda
testiktler atrofi ve buna bagli olarak infertilitenin geligsebilecegi belirtilmistir (45,76).
Ilbey ve ark. (77) yaptiklan galismada 7 mg/kg/giin CP verilen sican testislerinde ; testis
agirligi, testosteron seviyesi, glutatyon peroksidaz ve glutatyon seviyeleri azalirken,

MDA ve nitrit oksit (NO) seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttigini gostermislerdir.
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Histopatolojik goruntiilerde ise CP uygulanan grubun seminifer tiibiil ¢apt ve germinal
epitel kalinliginin azaldigini belirlemislerdir. Amin ve ark. (32). CP’nin olusturdugu
toksisiteye ile ilgili ¢aligsmalarinda, 10 mg/kg CP uygulanan grupta seminifer tibullerin
germ hiicrelerinde dejenarasyon ile ciddi testikiler atrofi gézlemlemistir. Tubullerdeki
germ hiicreleri iyice azalmig ve tibullerin ¢ap1 daralmistir. Liimende ise sertoli hiicreleri
ile ¢ok az miktarda germ hiicresi gézlemlenmistir. Viicut agirliklarr ile iligkili olan testis
ve epididimis agirliklarnt CP uygulandiktan sonra ¢nemli ol¢iide azaldigi bulunmustur.
Epididimiste CP uygulamasi sonrasi anormal sperm sayisinin énemli ol¢iide arttig
bulunmugtur. Amin ve ark. (78) yaptiklari bagka bir ¢alismada yine 10 mg/kg CP
uygulan grupta seminifer tiibiillerde ¢ok fazla hasar, spermatogoniyalarda vakuolasyon,
sperm ve spermatid kayb1 ve tibul hiicrelerinde disorganizasyon ve intersistiyel dokuda
konjesyon tespit edilmis. Silici ve ark. (79) 7 mg/kg CP uygulanan grup ile kontrol
grubunu kargilastiridiklarinda SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyeleri énemli

oranda azaldig: ve testislerde MDA konsantrasyonun arttigint belirlemislerdir.

Zhang ve ark. (80) siganlara intraperitonal olarak 1, 5 ve 10 mg/kg CP uygulamasi
yapmiglar. Daha sonra uygulama yapilan biutin gruplart 1. 3. ve 7. giiniin sonunda
dekapite etmigler. Deney sonunda CP uygulanan gruplarin testislerinde spermatazoon
ve spermatidlerin sayilarinin azaldigini, ancak CP uygulanan herhangi bir gruptaki
seminifer tubiillerdeki spermatosit ve spermatogonyum sayilarinda énemli bir degisiklik
olmadigint gozlemisler. CP uygulanan gruptaki spermatogenik hucrelerde apopitoz
belirlemisler. Doz ve zamana bagli olarak uyarilmig apopitotik hiicre sayisini izlemisler
ve sadece 10 mg/kg CP uygulanan grupta 7. giundeki gruptaki germ hiicrelerinde
arttigimt gozlemlemisler. Sonu¢ olarak CP uygulamasiyla olusan hasardaki apopitotik
hiicre oraninin zaman ve doza bagli oldugunu belirtmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda da
CP’nin testise vermis oldugu hasar belirgin olarak gozlendi. CP’l1 grupta spermatogenik
hiicrelerin ve sertoli hiicrelerinin bazal membrandan ayrildigl, germ hicreleri arasinda
dizenin bozuldugu ayirt edildi. Grup 2 sicanlarin JTBS degerlerinin grup 1 ile
karsilagtirldiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig, CP uygulanan grup
2’deki apopitotik hiicre sayisinin ise grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterdigi belirlendi. Ancak seminifer tiibiil ¢aplari, serum testosteron ve doku MDA
diizeylerinde anlamli bir degisiklik gorilmedi. Calismamizda elde edilen bulgular daha

onceki ¢aligmalarin bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Ancak, yapilan bu ¢aligmada
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testis patolojisinin degerlendirilmesinde kullanilan bazi parametrelerin degigsmemesinin,
deneyde uygulanan CP dozuna ve deney suresine bagli oldugunu dustinmekteyiz.
Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller bir¢ok hastaligin olusmasina
neden olmaktadir. Uretilen bu serbest radikalleri ise antioksidanlar onlemektedir.
Antioksidanlar canli hiicrelerde okside olabilecek protein, DNA, karbonhidrat ve lipid
gibi maddelerin oksidasyonunu geciktirmekte veya onlemektedir. Viicutta oksidan
antioksidan dengesi vardir. Vicuttaki antioksidan sistem, olusan serbest radikalleri
engellemeye calismaktadir. Ancak viicuttaki antioksidan sistemi yeterli olmadig zaman
bu dengeyi saglamak i¢in digaridan antioksidan maddeler alinarak bu denge saglanmaya
calisitlir (Or: CAPE, Melatonin, Vitamin E,C ). Erkek infertilitesinde de antioksidanlar
onemli olup sperm kalitesini gelistirmekte ve lipid peroksidasyonunu azaltarak

fertilizasyon oranini arttirmaktadir (81).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda CP’nin testiste meydana getirdigi hasarinin
patogenezinde oksidatif sistemin onemli rol oynadigt belirtilmigtir (1). Bu nedenle
aragtirmacilar CP’nin testis dokusunda olusturdugu hasar1 engellemek i¢in antioksidan
tedavi Uzerine c¢aligsmalar yapmuglardir. Amin ve ark. (82) yapmis olduklarn bir
caligmada sicanlarda tureme uzerine CP toksisitesine Ginger (Zencefil) ve Roselle
(Afrika bamyast) etkisini aragtirmiglardir. CP uygulandiktan sonra testis ve epidimis
agirliklarinin, epididimiste sperm sayist ve hareketliliginin, SOD, CAT aktivitesi ve
GSH miktarinin 6nemli derece de azaldigi, anormal sperm sayisinin ve testis MDA
diizeyinin 6nemli miktarda arttigini rapor etmislerdir. CP tedavisinden once ve sonra
uygulanan roselle ve ginger ile tedavi edilen siganlarin biitiin parametrelerinin
iyilestigini gozlemlemisler. Ilbey ve ark. (77). CP ile olusturulan hasara karst Curcumin
(Zerdagal) uygulanan siganlarin testis dokularindaki sperm morfolojisinin biyiik 6l¢iide
korundugunu rapor etmiglerdir. Tiurk ve ark. (83). CP uygulanan siganlara Likopenin
(LC) ve Elaik asit’in (EA) etkisini arastirmiglardir. CP uygulanan grubunun JTBS ve
MDA seviyelerinin énemli derecede arttigin1 belirlemisler. LC ve EA, uygulanan grup
CP grubu ile karsilagtirildiginda JTBS skoru ve MDA seviyelerinin énemli derecede
azaldigini tespit etmisler. Silici ve ark. (84). CP’in sebep oldugu testis hasarina karsi
Royal Jelly (Ar siitii)’nin etkisini aragtirdiklart g¢aligsmalarinda, Royal Jelly’nin CP
hasar1 ile azalan testis ve epididimis agirlig ile epidimal sperm konsantrasyonu ve

hareketliligini iyilestirdigini gozlemlemisler. Ayrica, CP uygulanan si¢anlara Royal
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Jelly uygulandiginda doku MDA, SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini
tyilestirdigini tespit etmisler.

Yukaridaki c¢aligmalarda goruldiigii tizere CP’nin olusturdugu testis hasarina karst
verilen antioksidan 6zellikli maddelerin iyilesme sagladigi rapor edilmistir. Yapilan
literatiir aragtirmasinda giigli  antioksidan ozellikleri bulunan propolisin CP’nin
olusturdugu hasarda koruyucu 6zelliklerini aragtiran bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Bu
nedenle bu ¢aligmada koruyucu amagli olarak propolis verilmistir. Propolis ¢am, mese,
hus, okaliptus, kavak, kestane gibi agaglar ve bazi otsu bitkilerin tomurcuk, yaprak ve
benzeri kistmlarindan bal arilarnt tarafindan toplanan ve mumla karistirilarak kovan
igerisinde bir¢ok amaca yonelik olarak kullanilan zamk gibi yapiskan, re¢inemsi kokulu
ve rengi koyu saridan kahverengiye kadar degisen bir maddedir (84). Arilar propolisi
kovan i¢inde delik ve catlaklarin kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde ve
birbirlerine yapistirilmasinda, kovan girisini daraltmak amaciyla ve savunmayi
kolaylagtirmak gibi birgok amaca yonelik olarak kullanmaktadirlar. Propolis
dezenfektan ozellikte bir madde olup petek gozlerinin dezenfeksiyonunu saglar.
Propolisin yapisinda bulunan flavanoidler, hidroksiflavonlar, terpenler ve kafeik asit
fenil ester (CAPE) gibi bilesikler olduk¢a kuvvetli antioksidanlardandir (85,86). Ozcan
ve ark. (87). Busulfan uygulanmis gebe siganlarin erkek yavrularinin testisinde
olusturdugu hasara karst propolisin etkinligini arastirmiglardir. Busulfan uygulanmisg
gebe sicanlardan dogan yavrularin testislerinde kontrol grubundan dogan sicanlarin
yavrularin testislerine gore ciddi spermatogenik hasar oldugunu, propolis uygulanan
gruptaki yavrularin testislerinde bu hasan azaldigi gozlemlemigler. Sonug olarakta
busulfanin olusturdugu hasarin propolis tarafindan azaltildigini bildirmiglerdir. Yousef
ve ark. (88) Yapmis olduklar ¢alismalarda, trifeniltin klortr vererek erkek tavsanlarda
olusturduklar1 hasara karsi propolisin etkilerini arastirmislardir. Hasar sonucu azalan
plazma testoteron seviyesi, vicut, testis ve epididimis agirliklarinda propolis verilen
grupta goreceli bir artis oldugunu rapor etmislerdir. Sherine ve ark. (89) Sicanlarda
Doxorubicinin (Dox) neden oldugu testis hasarina kargt propolisin etkisini incelemigler.
Dox sperm sayisini testis fonksiyon belirteglerini, sterogenezi azaltirken, testikiiler
oksidatif stresi, inflamasyonu ve apopitozu arttirmigtir. Dox’in antitumor aktivitesini
engellemeden meydana gelen bu degisiklikler propolis tarafindan azaltmistir. Mahran ve

ark. (90). Yapmis olduklan ¢alismada alimunyum klorid (AIC;) toksisitesinde testis
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dokusunda propolisin koruyucu etkinligini arastirmislardir. AIC; uygulamast sonucu
testis dokusunda germinal epitelde bozulma ve kalinlagma, seminifer tibillerde
bozulma, Leydig hiicreleri ve damarlarda konjesyon belirlenmig. Koruyucu amagh
verilen propolisin bu hasarlar1 azalttigint belirlemiglerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
koruyucu amagli propolis verilen grup 3 siganlarin testis histolojisinin ¢ogunlukla
normal gorinimde oldugu ve JTBS ve apoptotik indeks degerlerinin grup 2’ye gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde korundugu belirlendi. Sadece propolis verilen
grup 4 siganlarin JTBS degerleri ve apoptotik indeksi grup 1’e benzerdi. HIF-1a,
memeli hiicrelerinde hipoksik kosullarin olugsmasinda yer alan ana diizenleyici olarak
tanimlanmakla beraber, iskemi, hipoksi, anti-ve proapoptotik yanitin olugmast gibi
metabolik stireclerde bulunan 100 den fazla hipoksiye-duyarli genin aktive edilmesi i¢in
gerekli 1yi karakterize edilmis bir transkripsiyon faktorudiir (60, 61). HIF homoestazinin
temel diizenleyicisi olan bir transkripsyon faktoridiir ve anjiyogenezde énemli rol oynar
(62, 63). Pek ¢ok aragtirmaci, embriyogenez, timor vaskilarizasyonu ve gelisimi,
iskemik stireler boyunca HIF-1 in molekiiler biyolojisini ¢alismaktadir (70). HIF-1, pek
¢ok dokuda hipoksi ve oksijen dengesinin diizenleyicisidir. HIF-lo, normal fare
testisindeki Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenmesi, HIF-la’nin iglevsel olarak

normal dokularda aktif oldugunu ortaya ¢ikarmistir (71, 72).

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise, grup 1 ve sadece grup 4 uygulanan deneklerin testis
dokusunda, intertisyel alanda orta yogunlukta (++) HIF -la ekspresyonu gozlendi.
Seminifer tubul epitel hiicrelerinde ise bazi alanlarda ¢ok zayif boyanma (-/+) tespit
edildi. CP verilen grup 2’nin testis dokusunda ise HIF -la ekspresyonu intertisyel
alanda azalarak (+) olarak ayirt edildi. Ancak bu grupta 6zellikle hasarlanmis tiibiillerin
epitel hiicrelerinde (++) boyanma belirlendi. CP ile birlikte koruyucu amagli propolis
uygulanan grup 4’te ise grup 1’e benzer sekilde intertisyel alanda (++), seminifer
tibillerde ise (-/+) HIF -la ekspresyonu gozlendi. Bu sonuglar CP’nin testis
dokusunda olusturdugu hasarda HIF-1a’nin da etkin olarak roliinii ortaya koymaktadir.
Ayrica koruyucu amagl verilen propolis, degisen tiim parametrelerde oldugu gibi HIF-

la ekspresyonu tizerinde de yararli etki gostermektedir.

Sonu¢ olarak CP birgok organi etkiledigi gibi ozellikle de testisler tzerinde
histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Arnlarin kovani korumak igin yaptig

propolisin CP ile testis dokusunda olusan hasari degisen parametreler diizeyinde
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korudugu gozlendi. Propolisin tim bu faydali 6zellikleri géz oniine alindiginda, CP

tedavisini almak durumunda kalan kisilere besin takviyesi olarak propolis onerilebilir.
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