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OZET

Busulfan ve busulfant+propolis uygulanmis gebe sicanlardan dogan erkek

sicanlarin testislerinin mikroskobik olarak incelenmesi.

Busulfan (1,4-butandiol dimetansiilfonat) kronik miyeloid 16semi tedavisinde
siklikla kullanilan ve teratojen olarak da bilinen antineoplastik bir ilactir. Propolis ise,
bal arilar1 tarafindan tiretilen antioksidan, antiinflamatuvar, antibakteriyel, néroprotektif
ve tlmorosidal etkileri kanitlanmis dogal bir maddedir. Bu c¢alismada busulfan
uygulanmis gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin testisleri iizerinde busulfanin

olusturdugu hasarda propolisin etkisini incelemeyi amagladik.

Bu ¢alismada, 40 adet Spraque-Dawley tiirii gebe sigandan dogan erkek sicanlarin
tamami kullanildi. Deney hayvanlar1 her grupta 10 sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi:
kontrol, busulfan, propolis ve busulfan+propolis. Kontrol grubundaki gebe sicanlara
gebelik siiresince 0.15 ml DMSO, busulfan grubundaki gebe siganlara gebeligin 15.
giiniinde 10mg/kg busulfan, propolis grubundaki gebe sicanlara gebelik siiresince her
giin 50mg/kg propolis, busulfan+propolis grubunu olusturan gebe sicanlara gebelik
stiresince her glin 50mg/kg propolis ve gebeligin 15. giiniinde 10mg/kg busulfan
uygulandi. Tiim gruplardaki gebe siganlardan dogan erkek yavrular 30, 40 ve 50.
giinlerde anestezik madde uygulanmasmin ardindan kesildi. Testisler doku takip islemi
icin Bouin ve formaldehit ¢ozeltileri igerisine alindi1 ve rutin histolojik islemlerden sonra
bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan 3 pm kalmhiginda seri kesitler alindi ve
kesitler Hematoksilen+Eozin ve Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen ile boyanarak

mikroskobik incelemeleri yapildi.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore, kontrol grubundan dogan erkek
sicanlarin testislerinde normal histolojik yapi, busulfan uygulanmig gebe siganlardan
dogan erkek sicanlarin testislerinde yogun spermatogenetik hiicre hasari,

busulfan+propolis verilen grupta ise azalmis hiicre hasar1 gézlendi.



Sonugta, busulfanin yavru erkek sicanlarin testisleri iizerinde toksisiteye yol

actig1, propolisin ise busulfanin testislerde olusturdugu bu hasar1 azalttig1 goriildii.

Anahtar sozciikler: Busulfan, Propolis, Sican, Testis
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SUMMARY

The microscopical examination of testes of male rats arising from the pregnant
rats that were given busulfan and busulfan+propolis.

Busulfan (1,4-butandiol dimetansulfonate) is a antineoplastic drug that is also
known as a teratogen and frequently used for treatment of chronic myeloid leukemia.
Propolis produced by honeybees, is a natural substance whose effects of antioxidant,
anti-inflammatory, antibacterial, neuroprotective and tumoricidal were proved. In this
study, we aimed to investigate the effect of propolis on testicular damage in male rats

arising from pregnant rats that were administered by busulfan.

In this study, all of the male rats arising from 40 pregnant Sprague-Dawley rats
were used. Experiment animals were divided into 4 groups including 10 pregnant rats:
control, busulfan, propolis and busulfan+propolis. Pregnant rats which are in the control
group was given 0.15 ml DMSO every day during pregnancy, 10 mg/kg busulfan was
given to the pregnant rats on the 15" day of the pregnancy in busulfan group, for the
pregnant rats in propolis group 50 mg/kg propolis was given every day during
pregnancy and for the busulfan+propolis group, 50 mg/kg propolis was given every day
while 10 mg/kg busulfan was given on 15" day of the pregnancy. All the male rats
arising form the pregnant rats are disacrified after the administration of anesthetic
substance on 30, 40 and 50"™ postpartum day. Testes were put into Bouin and
formaldehyde solutions for tissue tracking process and blocked after the routine
histological procedures. Serial sections with a 3 pm thickness were taken from these
paraffin blocks and microscopical examinations were done on sections stained with

Hematoxylene+Eosin and Periodic Acid-Sciff+Hematoxylene.

According to the findings of this study, normal histological structure was obtained
in control group while intense spermatogenic cell damage on the testes of male rats
arising from the pregnant rats treated with busulfan was seen also reduced cellular

damage was found in busulfan+propolis group.

Vii



As a result, it’s seen that busulfan caused toxicity on offspring male rats, while

propolis reduced the damage on the testes caused by busulfan.

Key words: Busulfan, Propolis, Rat, Testes
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser; normal hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢cogalmasi, yaygin nitelik kazanmas,
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve kalp hastaliklarindan sonra 6liime yol agan

nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (99).

Kanser; giiniimiizde tipine ve gelisim evresine bagli olarak cerrahi ¢ikarim,
radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin ya tek basina ya da kombine uygulamalariyla

tedavi edilmektedir (146).

Busulfan (1,4-butandiol dimetansiilfonat), 1959 yilindan bu zamana kadar
Ozellikle kronik miyeloid 16semi tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Antikarsinojenik
etkilerine ragmen, klinik kemoterapide kullanimi, insanlardaki toksisitesi, amenore,
jinekomasti, azospermi ve oligospermi gibi gonadal bozukluklari da i¢inde bulundugu

birgok hastaliga neden oldugundan sinirlidir (180).

Busulfan, hiicre dongiisii sirasinda DNA sentez fazinda DNA duplikasyonunu ve
transkripsiyonunu engelleyerek hiicre ¢ogalmasini bozan alkilleyici bir ajandir (40, 67).
Busulfanin yarilanma 6mrii 3 saat gibi kisa bir zamandir (76) bundan dolay: etkileri

gecicidir.

Giintimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaglara kars1 diren¢ kazanmasi, insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen
iirlinlerin tiiketimine yonlendirmistir. Bu dogal {iriinler arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardan birisi de arilardan elde edilen iiriinlerdir. Bu iiriinlerin tiimii bir¢ok
hastaligin ilerlemesinin Oniine gecmek, agrilarin azaltmak ve tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Bal aris1 iriinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasina “apiterapi”
denilmektedir. Apiterapi aricilik kadar eskidir (65). Apiterapi bal, propolis, ar1 siiti,

polen ve ar1 zehri kullanimini kapsar (183).



Propolis, ilk kez eski ¢aglarda Yunanlar tarafindan bulunarak dogal bir antibiyotik
olarak kullanilmstir (80).

Arilar propolisi;

a. Kovan deliklerinin ve ¢atlaklarinin kapatilmasinda,
b. Peteklerin tamir edilmesinde ve birbirine yapistirilmasinda,
C. Cesitli ar1 hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik etmenlerinin

etkisiz duruma getirilerek gelismelerinin 6nlenmesinde kullanirlar (112).

Propolisin, en Onemli biyolojik 06zelligi mikroorganizmalara karsi etkisidir.
Propolis altmistan fazla farmakolojik etkisi nedeniyle insanlar tarafindan kullanilan

dogal bir ar1 triintidiir (114).

Propolisin antimikrobiyal etkisi kimyasal yapisinda bulunan Flavonoidler, Krizin,
Apigenin, Quercetin, Kaempferide, Kaemperol-7,4-dimethylether, Pinochembrin,
Luteolin, Isoferulik asit, Galangin gibi bilesiklerin aktiviteleri sonucunda olusmaktadir

(115, 149).

Bu bilgiler 1s1iginda bu ¢alismanin amaci; gebe siganlara gebeliklerinin 15.
giiniinde verilen busulfan etken maddesinin, bu gebe sicanlardan dogacak olan erkek
yavrularin testisleri lizerinde olusturdugu hasarin tespit edilmesi ve gebelik siiresince

verilen propolisin olusan bu hasar {izerindeki koruyucu etkilerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis’in Anatomisi

Skrotumun stiperfisyal (dartos) kapsuli
D1s spermatik kapsiil
Cremaster kas1 ve kapsiili

I¢ spermatik kapsiil

Tunika vaginalisin paryetal vaprags
Epididim —

Testis {Tunika vaginalisin visseral yaprag:
ile sarlmisg)

Skrotum derisi

Epididimin Duktuli

bas efferentes
Duktus \ - e
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Sekil 1. Testisin anatomik yapist.



Testisler, oval sekilli olup yetiskin insanlarda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2.5
cm eninde ve 20-30 g agirliginda, funiculus spermaticus’a asili olarak skrotum iginde
yerlesmis, erkek iireme hiicrelerinin (spermatozoa) yapildigi bir ¢ift organdir (5, 9, 54,
145, 216). Kivrimli bir deri kesesi olan skrotum’un i¢ ylizii, skrotal septum (septum

scrotum) ile iki ayr1 boliime ayrilir. Testisler bu bosluklarda bulunur.

Testislerin skrotum ic¢indeki duruslar1 vertikal olmayip, organin uzun ekseni
yukaridan asagiya ve onden arkaya egik ve biri (genellikle sol testis) digerine gore
(genellikle 1 cm) biraz daha asagi konumdadir. Bezin iist ucu da one dogru hafif
egilmistir (159).

Testislerin temel fonksiyonlarmi yapabilmeleri i¢in karin boslugundan skrotum’a
inmeleri zorunludur. Testisler bu inisleri sirasinda karm on duvari tabakalarini da

stiriiklerler. Testisler asagida siralanmis olan tabakalarla kaphdir:

a. Deri } Skrotum
b. Tunika dartos

c. Fasia spermatika eksterna

d. Fasia kremasterika

e. Fasia spermatika interna

f. Tunika vaginalis testis (26).

Sperm {ireten testisler i¢in gerekli sicaklik, viicut sicakligmdan 2-3°C daha
diisiiktiir. Optimum sicaklik 34°C’dir. Normal spermatogenezis, testislerin karm
boslugundaki 1sidan daha diisiik 1sida bulunmasiyla gerceklesebilir. Testisler skrotum’a
yerlestiklerinde karin 1s1sindan 3°C daha diisiik 1s1da bulunmus olurlar. Skrotum sicakta
gevseyerek sarkar ve viicuttan uzaklasir. Sogukta ise biiziiserek toplanir ve viicuda
yaklastirilarak testislerin optimum sicaklikta tutulmasi saglanir. Bu hareketleri,

musculus cremaster ve musculus dartos’un kasilmalar1 gergeklestirir (5, 162).



Her bir testis’in facies medialis ve facies lateralis olarak iki yiizii, margo anterior
ve margo posterior olarak iki kenari, ekstremitas siiperior ve ekstremitas inferior olmak
iizere iki ucu vardir. Margo anterior, peritoneum viscerale’nin uzantisi olan epiorchium
ile kaplhidir. Margo posterior’'un medial boliimiine corpus epididimis oturur. Margo
posterior’un orta kisminda testis damar ve sinirleri ile spermin kanallarmnin gectigi
mediastinum testis denilen yap1 bulunur. Ekstremitas siiperior iist u¢ olup, buraya caput
epididimis yerlesmistir. Ekstremitas inferior testis’in alt ucu olup, cauda epididimis ile

srtiilidiir (10, 54).

Testis distan i¢e; tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (epiorchium), tunica

albuginea ve tunica vasculosa olarak {i¢ tabaka ile sarilidir (10, 79, 142).

Tunica vaginalis, testisin biiyilk boliimiini saran periton katlantisi olup,
embriyonik processus vaginalis’in distal kalintisidir (118, 119). Tunica vaginalis;
skrotum’un i¢ yiizlinii doseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi saran lamina
visceralis (epiorchium) olarak iki katmandan olusur. Lamina visceralis (epiorchium),
epididimis’in biiylik kismi ile arka kenarinin mediyal boliimii disinda, testis’i sarar ve
bu iki yapiy1r birbirine baglar. Lamina parietalis (periorchium), periton’un fascia
spermatica interna’yl doseyen kismidir (10, 79). Tunica vaginalis’in iki katmani
arasinda kalan araliga cavum serosum scroti denir ve i¢inde eklem sivisina benzer,

testislerin serbest hareketini saglayan kaygan bir sivi bulunur (10, 118, 119).

Tunica albuginea, lamina visceralis’in altinda testis’i distan saran mavimsi beyaz
renkli, fibroz bir katmandir. Tunica albuginea, testis’in arka dis kismindan igeriye
girerek mediastinum testis (Highmore korpusu) adi verilen kalin ve vertikal bir bolme
olusturur (10). Mediastinum testis, organa damar, sinir ve kanallarin girip ¢iktig1
bolgedir (10). Mediastinum testis’ten testis i¢ine giren uzantilara septula testis denir
(10). Septumlar, testisin derinliklerine dogru 1ginsal uzanarak organi piramidal sekilli
250-300 lopguga (lobuli testis) ayirir (10). Lobuli testislerin taban kisimlar1 perifere,
tepe kisimlar1 ise mediastinum testis’e yonelmistir (2). Her lopguk, tiibiili seminiferi

contorti (seminifer tiibiil) denilen, sayis1 600-1000 arasinda degisen sikisik, kangal



seklinde krvrintilt tiiplerden olusmaktadir (10, 54, 148, 162). Bu tiibiillerin uzunluklar1
30-70 cm, gaplar1 150-250 um’dir (54, 148). Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde
uretilir (35).

Krivrintili bir yap1 gosteren seminifer tiibiiller kor bir ugla baslar, lopguklarin
mediastinum testis’e bakan kisimlarinda diizlesip, birbirleriyle birleserek sayilari 20-
30’a iner (10). Tubuli seminiferi recti denilen bu kisa diiz kanallarin ¢aplari
genisleyerek 0.5 mm olur (3). Tubuli seminiferi recti’ler mediastinum testis’e uzanarak
ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis’i (Haller agi) olustururlar. Rete testis,
mediastinum testisin {ist bolimiinde sayilar1 12-15 arasinda degisen efferent
kanalcik’lara agilir. Efferent kanalciklar, tunica albuginea’y1r delerek testis disma

cikarlar (10).

Seminifer tiibil duvar yapisi, sustentakular (Sertoli, destek) hiicreler ve
spermatogenik seri hiicreleri olarak iki tip hiicre i¢eren germinal doku ile dosenmistir.
Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ile tiibiil limeni arasinda 4-8 sirali kat
halinde dizilidirler. Bazal membran {izerine oturan ve llimene dogru uzantilar1 bulunan
Sertoli (destek) hiicreleri testis’in kan-testis bariyerinin olusturulmasi, germinal
spermatozoonlarin olgunlasmasmin saglamasi gibi gorevlere sahiptir. Bunun yani sira
androjen baglayici protein ve inhibin hormonu salgilar (5). Seminifer tiibiiller arasindaki
bag dokusunda damar ve sinirlerin arasinda kiime seklinde Leydig hiicreleri (Interstitial
endocrinocytes) denilen endokrin hiicreler bulunur. Bu hiicreler androjenleri salgilar.
Androjenlerin en Onemlisi, sekonder seks karakterlerinin gelisiminden sorumlu olan

testosterondur (5, 35, 178).

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yiiziinii ve lopguklar1 doseyen damar

ag1 katmanidir (10). Damarlar arasinda gevsek bag dokusu bulunur (10).

Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve
epididimisin venleri, once funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde pleksus

pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar.



Bunlar da sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya agilir (10, 97,

131).

2.2. Testis’in Embriyolojisi

Testisler (erbezi, orchis), karin boslugunun arka duvarda yer alan ve paraksiyal
mezoderm ile lateral plagr gecici bir siire icin birlestiren ara (intermediyer)
mezodermden gelisirler (150). Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan koken alirlar
(120, 121);

1. Karin arka duvarmi déseyen mezotel (mezodermal epitel),
2. Altinda bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu),

3. Primordial germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri) (29).

Gonadal gelisimin ilk evreleri embriyonel gelisimin 5. haftasinda ortaya ¢ikar,
mezonefrik bobregin medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Mezodermal
epitel (sdlom epiteli) ve altindaki mezensim yogunlasir ve mezonefroz’un medialinde
bir kabariklik (genital veya gonadal sirt) bigimlenir. Gelisimin 6. haftasina kadar bu
gonadal kapartilar i¢inde germ hiicreleri bulunmaz (29, 119, 152).

Boyutlar1 ve kromatin igerikleri soma hiicrelerinden farkli olan ilkel germ
hiicreleri gelisimin 4. haftasinda vitelliis kesesinin allantois’e yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda belirir (120, 121). Dorsal mezenter yoluyla ameboid
hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin basinda ilkel gonadlara ulasir ve 6. haftada da
gonadal kabartilara yerlesirler (29, 152). Bu hiicreler gonadal kabartilara
ulasamadiklarinda gonadlar gelisemez. Ilkel germ hiicrelerinin gonadlarin testise

farklilasmasinda indiikleyici etkisi vardir (152).

[lkel germ hiicrelerinin ggiinden az dnce ya da gdgii srasinda gonadal kabartinin

epiteli yeniden ¢ogalmaya baslar ve altlarinda bulunan mezensim igerisine gomiilerek



parmak seklindeki ilkel cinsiyet kordonlarini olustururlar. Bu kordonlar yiizey epiteline

baghdir (22, 119, 152).

Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir Y kromozomu gereklidir. Testis belirleyici
faktor (TBF) igin gerekli olan SRY (Sex-determining region Y) geninin, Y
kromozomunun kisa kolunda, cinsiyet belirleyici bdlgesinde yerlestigi saptanmistir. Y
kromozomu tarafindan diizenlenen, TBF, testikiiler farklilasmay1 saglamaktadir. Bu
organizator faktoriin etkisi altinda, gonadal kordonlar, seminifer kordonlara
(seminiferdz tiibiil primordiyumlarma) farklilasir. Seminifer kordonlarm olusumu, bir
dizi genin uyarilmasiyla saglanir. TBF, gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin
farklilasmamis gonadin medullasinda derinlere dogru uzamasina neden olur. Kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Kalin
bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, gonadal kordonlarin ylizey
epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Yogun bir yapisi olan tunika albuginea’nin
gelisimi, testikiiler gelisim i¢in oldukg¢a karakteristiktir. Genigleyen testis asamali olarak
dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan, mezorsiyum ile asili hale
gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise farklilagir (26,

63, 100, 120, 121).

Testis belirleyici faktor ilkel cinsiyet kordonlari uyarir. Parmak seklindeki epitel
kordonlar1 (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiyiir.
Farklilagmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve ic¢te yer alan bir medulla’dan
olusmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklilasmamis
gonad’n korteksi ovaryuma farklilasir, medullas: geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini icermekteyse, medulla testise farklilasir, korteks bir takim kalintilari

birakarak geriler, dejenere olur (26, 63, 100, 120, 121).

Seks kromozom kompleksinin tipi, fertilizasyonla saglanir, bu da farklilagmamig
gonadin hangi yonde gelisecegini belirlemektedir. Mevcut gonadin tipi, daha sonra dis

genitallerde ve genital kanallarda olusan cinsiyet farklilasmasini belirlemektedir. Fetal



testisler tarafindan {iretilen testosteron, dihidrotestosteron ve antimiilleriyan hormon

(AMH) normal erkek cinsiyet gelisimini belirlemektedir (26).

Dordiincii ayda testis kordonlari at nali seklinde kivrintilar yapar, iki uglari ile
birleserek ince bir kanal olusturur. Buna tiibiili rekti denir. Bunlar rete testis’e agilirlar.
Boylece testis i¢i iki bogaltma kanali olusmus olur (29). Testis kordonlarinda ilkel germ

hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden koken alan Sertoli destek hiicreleri bulunur (152).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensim
ile ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar:
(testosteron ve androstenediyon) salgilamaya baglarlar. Bu hormonlar mezonefroz
kanallarin (Wollf) ve dis genitallerin erkek tipinde farklilasmasini uyarir. Testosteron
iiretimini, insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu uyarir. Bu hormonun miktari,
8-12 haftalik donemde en yiiksek degerine ulasir. Testosterona ek olarak, fetal testisler,
glikoprotein yapida bir hormon olan antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan
inhibitor madde (MiM) ad1 verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli
hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan salgilanir. Bu hormonun salinmasi ergenlige
kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, uterus ve tuba uterinalara
farklilasan, paramezonefroz kanallarinin (Miiller) gelisimini baskilar (26, 63, 100, 120,
121). Seminifer tiibiiller, ergenlige kadar kat1 halde kalirlar, ergenlikten itibaren limen
gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda germinal ve non germinal olmak iizere iki tip hiicre

bulunur:

Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden

geligirler. Non germinal hiicrelerdir.

Spermatogonyum: Sperm hiicrelerinin Onciileri olan bu hiicreler, primordiyal

germ hiicrelerinden farklilasirlar. Germinal hiicrelerdir (26, 63, 120, 121).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin ¢ogunlugunu

olusturur. Daha sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin
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testisin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent kanalciklar1 (duktuli
efferentes) olusturan, 15-20 adet mezonefroz tiibiil ile devam eder. Bu kanalciklar,

duktus epididimisi olusturan mezonefroz kanali ile baglanir (22, 24, 61, 111, 113).

2.2.1. Testisler’in inisi

Yirmi altinct haftada testisler karin arka duvarindan retroperitoneal olarak
(peritonun diginda) derin inguinal halkaya dogru inerler. Testislerdeki bu konum
degisikligi, fetal pelvis’in genigslemesi ve embriyonun boyutlarindaki uzama ile birlikte
olur (118).

Mezonefroz bobregin dejenerasyonunu izleyerek, her iki tarafta testis’in alt
kutbundan c¢ikan ve hiicre dig1 matriksten zengin, yogun mezensimal yapida bir
ligament sekillenir. Buna gubernakulum adi verilir. Gubernakulum, prosesus
vaginalis’in inguinal kanallar1 olusturmasi sirasinda ona 6n karin duvar1 boyunca bir yol
olusturur. Prosesus vaginalis bir periton ¢ikintisidir ve gubernakulum’un 6n tarafinda
gelisir, gubernakulumdan once karmn duvari katmanlarmnin uzantilarini tasir. Bu
uzantilar da inguinal kanal duvarlarin1 yaparlar. Erkeklerde bu katmanlar ayn1 zamanda
spermatik kordon ve testis’in yiizeyel katmanlarini olusturur. Gubernakulum ayni
zamanda testis’i skrotum’a baglar ve testis’in skrotum’a inigine rehberlik yapar.
Gubernakulum daha sonra kaudalde, labioskrotal siskinliklerin i¢ yiizeylerine yapisir.
Testislerin inguinal kanallardan skrotum’a inisi genellikle 2-3 giin siirer. Testisler,

periton ve prosesus vaginalis disindan gecerler (79, 119, 152).

Testis’in inigini denetleyen faktorler tam olarak belli degildir. Ancak karin ici
gbclin gubernakulum’un karmn dis1 parcasinin uzamasiyla gergeklestigi, organlarin
biiylimesinin karmn i¢i basincii arttirarak inguinal kanaldan gegisi sagladigi ve
gubernakulum’un karm dis1 kismmin regresyonunun da testis’in skrotum i¢ine dogru
olan inisini tamamlamasmi sagladig: sanilir (152). Ayrica testislerin inguinal kanallar
boyunca skrotum’a inmelerinin fetal testislerce {iretilen androjenler tarafindan

denetlendigi kabul edilmektedir (161). Normalde testisler gelisimin yaklasik 12.
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haftasinda inguinal bolgeye gelmekte, inguinal kanaldan 28. haftada ge¢mekte ve dort

hafta sonra yani 32. haftada skrotum’a inmektedirler (152).

Inis srasinda testisler aortadan beslenmeyi siirdiiriirler ve testikiiler damarlar da
baslangigtaki lumbar yerlesimlerinden skrotum igindeki testislere kadar uzanirlar (152).

Testikiiler damarlar, testisler heniiz arka karin duvari diizeyindeyken olusurlar (119)

Yeni doganlarin %97°den fazlasinda her iki testis de skrotum icerisinde bulunur.
Dogumdan sonra ilk {i¢ ay icerisinde inmemis testislerin ¢cogu skrotum’a iner. Bir
yasindan sonra testislerin kendiliginden skrotum’a inigleri gézlenmez. Dogumdan sonra
testislerden birisi ya da her ikisinin pelvis boslugunda ya da inguinal kanal i¢inde
yerlesik kalma durumlarma “kriptorsidizm™ adi verilir. Kriptorsidizm’in kesin nedeni
bilinmemekle birlikte, fetal testislerce iiretilen androjenlerin eksikligi onemli bir faktor
olarak kabul edilmektedir (119).

2.3. Testis’in Histolojisi

Erkek iireme sistemi; skrotum igerisinde asili halde duran ve bir septum ile
birbirinden ayrilmis bir ¢ift testis, testis i¢ci genital kanallar (tiibiili rekti, rete testis,
duktuli efferentes), genital bosaltim kanallar1 (duktus epididimis, duktus (vas) deferens,
duktus ejakulatoryus, iiretra), yardimci genital bezler (vezikula seminalis, prostat,

bulbouretral bez) ve penis’ten olusur (44, 54, 94).

Erkek tlireme sisteminin bir pargasi olan testisler, bu sistemin esas fonksiyonel
organlaridir. Erkek iireme hiicresi olan spermatozoonlarin iiretimiyle yiikiimlidiirler.
Ayrica erkek seks hormonu olan testosteron’un sentezini, depolanmasini ve salimmasini

saglarlar. Birlesik tiibiiler bez yapisindadirlar (48, 87).

20-30 g agirliginda oval bir bez olan testis, canlida beyaz goriiniim sergilemesi

nedeniyle tunika albuginea ad1 verilen siki fibroelastik bag dokusundan olusan kalin bir
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kapsiille sarilmis durumdadir (134). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak
mediastinum testis adi verilen yapiyr olusturur. Buradan bezin igine giren fibroz
uzantilar (septum), bezi testis lopguklari/bdlmeleri denilen yaklasik 250 adet piramidal
bélmeye ayirir. Bu uzantilar kesintisiz degildir ve ¢ogunlukla bdlmeler birbirleriyle
baglantilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir.
Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri ad1 verilen
interstisyel hiicreleri icerir. Seminifer tilibliller erkek {ireme hiicreleri olan
spermatozoonlar1 tiretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgilar (41, 46,
53, 54, 94, 101, 109, 130, 148).

2.3.1. Seminifer tiibiiller

Seminifer tiibiiller spermatozoonlarn iiretim yeridir. Her seminifer tiibiil yaklasik
150-250 um ¢apinda, 30-70 cm uzunlugundadir. Her bir testiste ortalama 250-1000 adet
seminifer tiibiil bulunur ve bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250
metredir. (44, 54, 94, 148). Tubiiller kivrimhidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz
tiibiiller ya da tiibiili rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kanallar
seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari,
yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimisin bas kismima baglanmaktadir (54,
72,109, 148, 241).

Seminifer tibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmagik yapidaki ¢ok kath epitelden (germinal ya da seminifer) olusur (94). Seminifer
tiibiilii saran fibr6z tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal
laminaya yapisik olan en icteki katman, diiz kas Ozellikleri de gosteren yassilasmis
miyoid hiicreler igerir. Seminifer tiibiillerin arasindaki boslugun biiyiik bir bolimiinii

interstisyel (Leydig) hiicreleri doldurur (94, 109, 148).

Seminifer tiibiilii saran birkag¢ fibroblast katmanindan olusan fibr6z bag dokusu

yapisindaki kilifa tunika propria adi verilir. Tunika propria’da birbirine ge¢gmis yapida
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ve ince Tip I kolajen demetleri de bulunmaktadir (54, 94). Tunika propria ile seminifer
tiibiil epiteli birbirinden, oldukca iyi gelismis bir bazal lamina ile ayrilir. Bazal laminaya
yapisik olan en icteki katman, diiz kas hiicre 6zellikleri de gosteren yassilasmis miyoid
hiicreler igerir. Miyoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete testis’e ilerleten ritmik
kasilmadan sorumludur. Spermler epididimal kanaldan gectikten sonra ileri hareket
ozelliklerini kazanirlar (44, 72, 94, 101). Seminifer tiibiil duvari, karmasik yapida olan
ve germinal ya da seminifer epitel denilen ¢ok kath bir epitel ile doselidir. Bu epitelde

Sertoli (destek) hiicreleri ve spermatogenik seriyi olusturan hiicreler bulunur (72, 94).

2.3.1.1. Sertoli (destek) hiicreleri

Ik kez 1865 yilnda Enrico Sertoli, testiste cok sayida ince uzantilari ile komsu
germ hiicrelerini saran ve onlar1 ¢evreden izole eden, dallanmalar yapmig bu hiicreleri
tanimlamis ve bu hiicreler daha sonra Sertoli hiicreleri olarak adlandirilmistir (126).
Puberteye kadar seminifer epitelde hakim olan hiicre tipidir. Puberteden sonra germ
hiicrelerinin ¢ogalmasiyla, seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu
olustururlar. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre toplulugu azaldiginda,

Sertoli hiicreleri yeniden epitelin esas yapisi haline gelirler (54, 94, 101, 109).

Sertoli (sustentakular) hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri saran, uzamis
piramidal sekilli hiicrelerdir. Hiicrelerin tabanlar1 genistir ve bazal lamina iizerine
oturur, apikal uglar1 ise seminifer tiibiiliin limenine uzanir (59, 94, 148). Tiibiiller aras1
bosluk ve tiibiil limeni arasinda koprii hiicreler olarak goérev yaparlar (136). Sertoli
hiicreleri boliinmezler (148). Kotii kosullara ve yaralanmalara karst spermatogenik
hiicrelerden daha dayaniklidirlar (44). Sertoli hiicrelerinin {ist ve yan hiicre
membranlarmm smirlar1 diizensizdir. Gelismekte olan spermatogenik hiicreler bu

diizensiz araliklardan liimene ulagirlar (101).

Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida yan
uzant1 nedeniyle Sertoli hiicresinin smirlar1 iyi belirlenemez ve soluk renkli goriiniirler

(44, 54). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda bu hiicrelerin ¢ok sayida
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graniilsiiz endoplazmik retikulum, az miktarda graniilli endoplazmik retikulum, iyi
gelismis Golgi kompleksi, ¢cok sayida yuvarlak ve uzun mitokondriyonlar, lizozomlar,
cok sayida mikrotiibiil, lipit damlaciklari, kesecikler, glikojen graniilleri ve filamentler
icerdigi gosterilmistir. 7-9 nm uzunlugundaki filamentler, kiliflar icerisinde yer almakta
ve ¢ekirdegin etrafin1 cevreleyerek, ¢ekirdegi diger sitoplazmik organellerden

ayirmaktadir.

Cekirdek olukludur ve heterokromatin kitleleri ile iligkili genis bir ¢ekirdekgik
icerir. Sitoplazma, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, mitokondriyonlar,
lizozomlar, lipid damlaciklari, yaygm bir Golgi aygiti ve zengin bir hiicre iskeleti
(vimentin, aktin, mikrotiibiiller) i¢erir. Bazolateral bdlgelerinde, Sertoli hiicreleri komsu

Sertoli hiicreleri ile siki baglantilar1 olustururlar (41, 109).

Sertoli hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda protein yapisinda kristalloid
cisimcikler olan Charcot-Béttcher inkluzyonlar1 goriilebilmektedir. Bu ince ve mekik
seklindeki kristalloidler 10-25 um uzunlugunda ve yaklasik 1 pum genisligindedir.
Elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda igeriginde 15 nm uzunlugunda olan,
diizenli ve sik yerlesmis filametler bulundurdugu goriilmiistiir ancak bu kristalloidlerin

gorevi ve kimyasal bilesimleri heniiz bilinmemektedir (43, 54, 148).

Yan yana bulunan Sertoli hiicrelerinin alt yan yiizlerinde (bazolateral) engelleyici
Ozellikte sik1 baglant1 birimleri bulunur. Bunlar kan-testis bariyerini olustururlar. Bu
bariyerin alt kismi bazal, iist kismi da adluminal bolim olarak adlandirilir.
Spermatogenezis sirasmnda spermatogenik hiicreler bu baglantilardan gegerek bazal
boliimden adluminal boliime ¢ikarlar. Spermatozoonlara degigsmekte olan spermatidler,
baslarini Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma ¢ikintilar1 arasina sokarak gelisirler. Bu
evrede kuyruklar: liimende yiizer. Spermatozoonlar olgunlaginca Sertoli hiicrelerinden
ayrilip limende serbestlesirler. Sertoli hiicrelerinin yan yiizlerinde ayrica oluklu

baglantilar da bulunur, bunlar da iyonik ve kimyasal alis verisi saglarlar (41, 44, 94,
109).
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Sertoli hiicrelerinin islevleri:

Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek.

Olusturduklar1 bariyer ile gelisen sperm hiicrelerini immiinolojik saldiridan

korumak.

Seminifer tiibiil limenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm taginmasi igin

kullanilan bir s1v1 salgilamak.

Seminifer tiibilde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronunun

yogunlasmasini saglayan androjen baglayici proteini (ABP) salgilamak.
Testosteronu ostradiol haline ¢evirmek.

On hipofiz bezinden folikiil uyarict hormon (FSH) sentez ve salinmasini énleyen
inhibin adli peptidi ve FSH salinimi {lizerine olumlu bir etki gosteren aktivini

salgilamak.

Embriyo gelisimi sirasinda erkek fetiiste Miiller (paramezonefroz) kanallarinin

gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan AMH’yi salgilamak.

Ureme hiicrelerine demir tasidigina inamilan testikiiler transferrinin

sentezlenmesi ve salgilanmasida gorev almak (32).

2.3.1.2. Spermatogenik seri hiicreleri

Seminifer tiibiil duvarmi déseyen epitelde ¢ogunlugu olusturan hiicrelerdir. Ilkel

germ hiicresi olan spermatogonyumun, olgun {ireme hiicresi olan spermatozoon

(spermatozoa) halini alimcaya kadar gegirdigi iiretim siireci olan spermatogenezisin tiim

evreleri, spermatogenik hiicre katmanlarinda gecer. Hiicreler olgunlastikca bazalden

limene dogru yer degistirirler. Liimene yaklastikca olgunlasirlar. Seminifer tiibiil

duvarindaki spermatogenik seri hiicreleri incelendiginde bazalden liimene dogru dort

farkli hiicre tipi ayirt edilmektedir (44, 94, 125).
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2.3.1.2.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar; yaklasik 12 um c¢apinda ve bazal laminanin hemen {istiinde
yer alan diger seri hiicrelerine karsin daha kii¢iik hiicrelerdir (94). Diploid sayida
kromozom tagirlar, Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarm altinda yer alirlar
ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar (54). Puberte ile birlikte,
testosteronun etkisiyle mitoz boliinme ile ¢ogalmaya baslarlar. Yapisal olarak ii¢c esas

spermatogonyum tipi gozlenir (46, 54, 94).

1. Koyu tip A spermatogonyumlar: Kiigiik ve kubbe seklinde hiicrelerdir.
Cekirdek oval ve heterokromatiktir. Seminifer epitelin kok hiicresi oldugu
diisiiniilmektedir. Hiicre dongiisiine girmezler, depo hiicrelerdir. Mitozla boliinerek yeni

koyu ve agik A tipi spermatogonyumlar1 yaparlar (54, 148).

2. Acik tip A spermatogonyumlar: Cekirdek okromatiktir ve ¢ekirdekgikler ¢cok
belirgindir. Mitokondriyonlari, az sayida Golgi kompleksi, birka¢ graniillii endoplazmik
retikulumu ve ribozomlar1 kapsarlar. Testosteron etkisiyle mitozla boliiniirler ve B tipi
spermatogonyumlar1 olustururlar. Bu hiicreler B tipine doniismeden Once sirasiyla Al,

A2, A3, A4 ve daha sonra ara spermatogonyumlar1 yaparlar (54, 148).

3. Tip B spermatogonyumlar: Merkezi yerlesimli g¢ekirdek¢ige sahip, kiire

biciminde ¢ekirdek igerirler. B tipi spermatogonyumlar, primer spermatositleri

olustururlar (54, 148).

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde onemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnglidirler. Mitotik olarak bolinen spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilagsmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve radyasyona
duyarhdirlar. Radyoterapi ve antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan sonra,
spermatogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler.
Postmitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere yliksek oranda direnclidirler (46, 54, 94).
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2.3.1.2.2. Primer ve sekonder spermatositler

Basarili mitotik bolinmeler gecirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S
fazin1 (DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz boliinmenin profaz agamasina
girerler. Spermatogenik hiicrelerin yasam stiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu
son turu, mayozun profaz [ asamasma baslayan bir primer spermatositin
sprematogonyuma gore iki kat DNA miktarina sahip olacagini belirler. Primer
spermatosit 4C DNA miktarina sahiptir ve 1C hiicre basina yaklasik 1.5 pg DNA’ya
esdegerdir (46, 54, 94).

Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesi gegirirler ve Sertoli hiicreleri
arasindaki tikayict baglantilarin hemen {izerinde, seminifer tiibiiliin adluminal
kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz bdlinmeler kan-testis bariyerinin

icinde gergeklesir (29).

Birinci mayoz boliinmeden sonra olusan sekonder spermatositler, 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) igeren daha kii¢iik hiicrelerdir (94). Spermatositler, Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilarm hemen iizerinde, seminifer tiibiiliin adluminal boliimiinde
yer alirlar. Boylece, mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gergeklesir (101).
Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA
sentezi olmayan ikinci mayoz boliinmeye giderler. Sekonder spermatositlerin
boliinmesi, 23 kromozom tasiyan iki hiicrenin, spermatidlerin olusmasiyla sonuglanir.
Boylece mayoz bdoliinme siirecinin sonunda haploit sayida kromozom igeren

spermatidler olusur (94, 101).

Birinci mayoz boliinme uzun, ikinci mayoz bdliinme ¢ok kisa (dakikalar)

oldugundan, primer spermatositler seminifer tiibiillerde en bol gézlemlenen hiicrelerdir
(101).

2.3.1.2.3. Erken ve ge¢ donem spermatidler
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Mayoz boliinme sonucunda olusan haploid spermatidler, seminifer tiibiil liimenine
yakin adliminal kompartimanda bulunan hiicrelerdir. Spermatogenez asamasinda,
spermatozoonun olusumundan 6nceki en son hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri tarafindan
beslenerek yeniden sekillenirler (100). Cok sayida graniillii endoplazmik retikulum,
mitokondriyonlar, iyi gelismis Golgi kompleksi ve bir ¢ift sentriyol igerirler (43, 94,
101).

Erken spermatidler, yuvarlak ve poligonal sekillidirler. Cekirdeklerinde kaba
heterokromatin bulunmaz. Belirgin bir Golgi kompleksi bulunur. Akrozom gelismesinin
kep asamasmda Periyodik asit Schiff (PAS) ile pozitif reaksiyon gostererek yuvarlak
sekilli goriiniirler (29).

Geg¢ spermatidler ise yine PAS pozitif reaksiyon gdostererek akrozomlarinin

uzamis haliyle goriiniirler.

2.3.1.2.4. Spermatozoon (olgun spermatozoa)

Ortalama 60-65 pm uzunlugunda olan olgun spermatozoon, bas ve kuyruktan
olusmaktadir (44, 54, 148).

Bas: Yaklasik 4.5-5 um uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 um kalinlhigindadir.
Plazma membrani ile sarili durumdadir (54, 148). Bas, akrozomla sarilmis ¢ekirdekten
olusur. Cekirdek yassilasmis bigimli ve yogun bir yapidadir. Cekirdegin 6n yarisini
akrozom orter ve lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar,
hiyaluronidaz ve yani sira ndraminidaz) icerir. Akrozomal enzimler oositi saran korona
radiyata ve zona pellusida’ya spermatozoa girisini kolaylastirmak i¢in déllenme aninda

salinir (101).

Kuyruk: Boyun, orta, esas ve son pargalar olarak dort kisimdan olusur. Boyun
yaklagik 5 pm uzunlugunda, ¢ekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme

kaynaklik eden distal sentriyolii bulunduran dar bir par¢adir. Kuyrugun orta pargasi
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yaklasik 5 pm uzunlugundadir. Boyun ile esas par¢a arasinda uzanir. 9+2 mikrotiibiil
yapisinda filagellumu kapsar. Cevrede spiral mitokondriyon halkasi vardir. Ayrica bu
parcada filagellum ¢evresinde kuyruk sonuna dogru incelerek kaybolan dokuz tek kalin
fibril daha vardwr. Esas parg¢a yaklasik 45 pum uzunlugunda, kuyrugun en uzun
pargasidir. Annulus adi verilen mitokondriyon sarmalin son doniimiiniin altinda yogun
bir halka olan son halkadan itibaren baglar, mitokondriyon sarmali icermez. Yedi dis
yogun lifle sarili merkezi aksonem ve fibroz bir kiliftan olusur. Hem dis yogun lifler
hem de fibroz kilif, spermatozoanin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve
kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturur. Son parca yaklasik 5 um uzunlugundadir. D1g
yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi nedeniyle sadece aksonemi kapsar ve

kuyrugun en kisa pargasidir (54, 101, 148).

2.3.2. Interstisyel alan

Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve
lenf damarlariyla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri
gibi makromolekiillerin geg¢isine olanak verir. Bag dokusu ¢esitli tipte hiicreler igerir;
bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Ergenlikte (puberte ile birlikte) bir hiicre tipi daha islevsel olarak

belirgin hale gelir. Bu hiicreler, testis’in interstisyel ya da Leydig hiicreleridir (7).

2.3.2.1. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri, kivrintili seminifer tiibiiller arasindaki tiggenlerde gruplanirlar.
Yuvarlak ya da poligonal sekilli ve yaklasik 15 pum capinda, merkezi bir ¢ekirdegi ve
kiigiik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan hiicrelerdir
(54, 94). Cekirdek okromatiktir ve 1-2 ¢ekirdekgik igerir (148). Golgi kompleksi
cekirdege yakindir. Leydig hiicreleri sekonder seks karakterlerinin gelismesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan testosteron’u tiretirler. Bu nedenle de steroid salgilayan

hiicrelerin yapisal Ozelliklerini gosterirler. Testosteron sentezi mitokondriyon ve
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graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce gergeklestirilir (94). Tiibiiler
kristali mitokondriyonlar, iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulum ve Golgi
kompleksleri ile birkag¢ graniillii endoplazmik retikulum igerirler. Sitoplazmalar1 ayrica
kiiciik lipid damlaciklarindan zengindir ancak salgilayici vezikiil bulundurmazlar ¢iinki
testosteron, sentezi tamamlandiktan sonra hemen salgilanmaktadir. Lizozom ve
peroksizomlarda vardir ancak o6zellikle daha yash erkeklerde lipokrom (lipofuskin)
pigmenti seklinde bulunurlar. Leydig hiicreleri bu 6zellikleri ile steroid salgisi yapan

hiicrelere benzerler (3, 46, 54, 94, 121).

Leydig hiicrelerinde insana 6zgli olan renksiz, azokarmin ile boyanan ve
biiyiikliikleri degisebilen Reinke kristalleri bulunmaktadir. Islevleri bilinmemektedir.
Bu kristaller, elektron mikroskobunda diizgiin kristal kafesler seklinde izlenir (46, 54).

Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon anne kanindan
fetlise gegerek, androjenik hormonlar1 iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir.
Hormonlar, embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin gelismesi igin
gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler insan hamileliginin 4.5 ayma kadar
farklilasmis olarak kalirlar. Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya baglh
olarak gerilerler. Hiicreler, gebelik boyunca ve hipofizden salinan luteinizan hormon
(LH) uyarmm altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 ergenlik 6ncesi

doneme kadar dinlenmede kalirlar (46, 94, 100).

Olgun Leydig hiicreleri, dogumdan sonraki birkag¢ hafta disinda, 10 yasina kadar
erkek ¢ocuk testisinde bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artarak
ileri yaslarda azalir. Leydig hiicre sayisi, 60 yasindaki bir erkekte 20 yasindaki bir
erkekteki sayinin yarisindan daha az sayidadir (46).

2.3.2.2. Miyoid hiicreler

Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen lamina propriya bag dokusundan

olusmaktadir. Miyoid hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreleri) ve kollajen lifler
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seminifer epitelin dig bazal laminasinda yer alir. Spermatogenez ile ilgili olarak
kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda lamina propriyanin tek katli miyoid hiicrelerden
olustugu bildirilmistir (148).

Miyoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
hareketlerinden sorumludur. Spermler bu sayede duktus epididimise ulasir ve buray1

gectikten sonra hareket etme 6zelliklerini kazanirlar (46, 148).

2.3.3. Kan-testis bariyeri

Interstisyel doku ile seminifer tiibiiller arasinda yer alan kan-testis bariyeri, kan ve
lenfatik yolla gelen maddelerin seminifer tiibiiller igerisine gegisini ayarlayan bir primer
bariyer olarak gorev yaparlar. Puberte Oncesi insan testisinde, komsu Sertoli
hiicrelerinin karsilikli gelen membranlar1 arasinda sadece birbirine ge¢mis parmaksi
uzantilar goriiliir. Pubertenin baslamasiyla birlikte bunlar islevsellik kazanirlar. Bu
bariyerin olugmasi ise, Sertoli hiicrelerinin boliinmeyen hiicre konumuna ge¢mesi ve

spermatogenezisin baglamasi ile es zamanli olarak gerceklesir.

Spermatogonyumlari farklilasmas1 spermatozoaya 0zgii proteinlerin ortaya
cikmasia yol agar. Seksiiel olgunlasmanin, immiinolojik yetenegin gelismesinden daha
sonra olusmasi sonucu, farklilasmakta olan spermatozoonlar yabanci olarak
algilanmaktadir. Bu durum, germ hiicrelerinin 6liimiine neden olabilecek bir immiin
yanit1 tesvik etmektedir. Kan—testis bariyeri, gelisen spermatozoonlar ve immiin sistem
arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldiracaktir. Bu bariyer seminifer
tiibiillere immiinoglobulinlerin gecmesini dnler ve bu nedenle serumlarinda cok yiiksek
diizeylerde spermatozoon antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu

gorilmemektedir (1, 148).

2.4. Testis’in Fizyolojisi

21



Ureme fonksiyonlar1 her iki cinsiyette hipofiz bezi 6n lobundan (adeno
hypophysis, lobus anterior) salinan gonodotropinler (FSH, LH) tarafindan
denetlenmektedir. LH erkekte, genellikle interstisyel hiicreleri uyaran hormon (ICSH)
olarak isimlendirilir. Erkekte FSH ve LH’nin etkileri sadece testisler iizerinde olur.
Testosteron testislerden salgilanan, 17. karbonunda bir OH" grubu tasiyan 19 karbonlu
steroid bir erkeklik hormonudur. Bu hormon testis’in Leydig hiicrelerinde kolesterolden
sentezlenir. Testosteron ayrica progesteron yoluyla 17-hidroksiprogesterondan da

sentezlenir ancak insanlarda bu yoldan sentez azdir (53).

Yapmmi ve salinimi hipofiz 6n lobu gonadotropinleri ile denetlenir. Testosteron
salgilanmasi luteinizan hormonun (LH) denetimi altindadir. LH’nin Leydig hiicrelerini
uyarmasi cAMP yoluyla olur. cAMP kolesteril esterden kolesterol sekillenmesini
arttirr, protein kinaz’m aktive edilmesi ile de kolesterol pregnenolon’a doniistiiriiliir.
Kolesterolden  pregnenolon  sentezi  mitokondriyonlarda  olur,  pregnenolon
mitokondriyonlar1 terk eder ve mikrozomal enzimler araciligi ile progesteron’a gevrilir.
Leydig hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda progesteron 6nce androstenedion’a, bu

da testosteron’a doniistiirtiliir.

Normal eriskin erkekteki testosteron’un salgilanma hizi, 4-9 mg/giin’diir.
Plazmadaki testosteron’un %98’i proteine baghdir, %65’i gonadal-steroid baglayici
globulin (GBG) ya da seks steroidi-baglayici globulin olarak adlandirilan bir -
globuline, %33’ ise albumin’e baghdir (53).

Testosteron hormonunun esas etki yeri olan prostat ve diger birka¢ dokuda
testosteron, So-redilktaz enzimi araciligi ile dihidrotestosteron’a gevrilir (53).
Dihidrotestosteron, dig genital organlarin gelisiminin uyarilmasinda son derece dnemli

bir etkiye sahiptir (152).

Ergenlik ¢aginda penis boyunun ve eninin biiyiimesi, seminal vezikiil, prostat ve
bulbouretral bezlerin biiylimesi ve salgi olusturmalari, ses kalinlagsmasi, sakal, biyik

cikmasi, pubis killanmasi ve genel olarak viicudun killanmasi, karsi cinse ilgi duyma,
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viicut biciminde erkege 0zgii genis omuz, dar kalga, kuvvetli kas gelismesi gibi
sekonder seks karakterlerinin gelismesi testosteron hormonuna baghdir. Erkek tipi kil

dagilimindan ise dihidrotestosteron sorumludur (31, 53).

On hipofizden salinan folikiil uyarict hormon (FSH) Sertoli hiicrelerini etkiler.
Adenil siklaz yapimmi, dongiisel adenozin monofosfat (cAMP) artisini uyarir. Ayni
zamanda ABP’nin (androjen baglayici protein) sentez ve salgilanmasini harekete
gecirir. Daha sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil liimenine
tasir. Boylece spermatogenez uyarilmig olur. Bu uyar1 olmazsa spermatidlerin

spermatozoaya doniismesi gerceklesmez.

Testis dokusunda Sertoli hiicrelerinden Ostrojen salgilandigi bildirilmektedir
(179). Yetiskin erkeklerin plazmasindaki Ostradiol’iin  %80’inden ve Ostron’un
%95’inden fazlasi, dolasimdaki testosteron ve androstenedionun aromatizasyonu ile
olusur, geri kalani ise testis kokenlidir. Testosteron ve androstenedion, aromatazlarin
etkisi ile sirasiyla Ostrodiol ve Ostron’a doniisiir. Dolayisiyla erkeklerde dolasan
androjenlerin aromatizasyonu, Ostrojen olusumu ig¢in asil yoldur. Testis kokenli vendz
kandaki Ostradiol’tin bir kismi Leydig hiicrelerinden gelir, bir kismi1 da androjenlerin
Sertoli hiicrelerinde aromatizasyonu ile olusur (23, 53). Erkeklerde plazma ostradiol
diizeyi yaklasik 2 ng/dl, toplam yapim hiz1 0.05 mg/giin’diir (53). Aromatazlar, en fazla
yag dokusunda, beyin, deri, karaciger ve meme dokusunda bulunan membrana baglh
enzimlerdir (23). Testislerden salgilanan Gstrojen’in spermatogenez tizerindeki etkisi

heniiz agiklanmig degildir (179).

Sertoli hiicrelerinde yapilan inhibin hormonu FSH salinimini geri besleme
mekanizmastyla diizenler. Inhibin siirekli salinirsa FSH baskilanir. Ureme hiicresi sayis1

azalinca da FSH artar.
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Sekil 2. Erkek tireme hormonlarinin denetlenmesi (31).

Insanda giinliik sperm iiretimi testis basma 94.6 milyon olarak hesaplanmustir.
Spermler, disi ireme yollarinda normalde mevcut olan sivi akintisina karst hareket etme
yetenegine sahiptir ve bu 0Ozelligine pozitif reotaksis denir. Spermler, disi iireme
yollarinda bazi kimyasal maddeler tarafindan ise kendisine dogru ¢ekilir ve bu 6zellige

de pozitif kemotaksis denir (46, 53).

Kan ve seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin olmasi, testikiiler sivi
icinde kandan birkag maddenin bulundugu anlamma gelmektedir. Kan-testis
bariyerinden, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar sorumludur ve erkek germ

hiicreleri kandan gelecek zararli maddelere karsi bu sekilde korunurlar (46, 53, 100).

Sertoli hiicrelerinin farklilagmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasma yol
acar. Cinsel olgunlasmanm immiinokompetansin gelismesinden uzun bir siire sonra
ortaya ¢ikmasi sebebiyle farklilasan sperm hiicreleri yabanci olarak tanmabilir ve germ
hiicrelerinin liimiine sebep olabilecek bir bagisiklik yanitini tetikleyebilirler. Kan-testis
bariyeri, gelisen spermler ve bagisiklik sistemi arasindaki herhangi bir etkilesimi 6nler.

Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin ge¢mesini Onler, bu da
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serumlarinda ¢ok yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda déllenmedeki
bozuklugu aciklar. Sertoli hiicre bariyeri bdylece seminifer epiteli herhangi bir
otoimmiin tepkiden de korumus olur (29, 100, 148).

2.5. Kanser Kemoterapisinin Esaslar1 ve Antineoplastik Ilaclar

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile karakterize Oldiiriicii bir hiicre hastaligidir. Gelismis iilkelerin
Olim istatistiklerinde kalp damar hastaliklarindan sonra 2. siradaki 6liim nedenidir.

Kanserin tedavi edilmesinde 3 temel yaklasim vardir.

1. Cerrahi
2. Radyasyon
3. llag (kemoterapi)

Bazi durumlarda 3’t de (konkomitan tedavi) uygulanabilir. Bazen ilag ve

radyoterapi ayni anda uygulanabilir.

Antineoplastik ilaglar, kanser hiicresine karsi sitotoksik etki gosterirken diger
taraftan hizli bir sekilde cogalan normal hiicreleri de (6rnegin, testisin germinatif epiteli,
bagirsak ve agiz mukoza epiteli, kemik iliginin hematopoetik hiicreleri, kil folikiilii
hiicreleri ile embriyo ve fetiis hiicreleri) yok edebilir. Bundan dolay1, bugiin kullanilan

ilaglar, anti-kanser olmaktan ziyade daha ¢ok antiproliferatiftir.

Baz1 antineoplastik ilaclarin (alkilleyici ajanlarin, antimetabolitlerin ve

glukokortikoidlerin) immiinosiipresif etkileri vardir.
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2.5.1. Antineoplastik ilaclarin yan etkileri

Kemik iligi siipresyonu (myelosiipresyon veya myelotoksisite): Notropeni, buna
bagl ates, trombositopeni goriilebilir. Metotrekast, vinblastin ve purin ile primidin
antimetabolitleri gibi doneme 6zgii ilaglar akut myelotoksisite yaparlar. Buna karsilik,
nitrozoiireler, busulfan ve mitomisin gibi ilaglar ise genellikle daha ge¢ ortaya ¢ikan ve

uzun siiren kiimiilatif toksisiteye yol acarlar.

Lenfotoksik etki ve immiinosiipresyon: Antineoplastik ilaglar hiicresel ve hiimoral

immiiniteyi baskilar. Bu durum enfeksiyonlara yatkinlik olusturabilir.

Embriyotoksik ve teratojenik etki: Dogum kontrol yontemleri uygulanmalidir.

Karsinojenik ve mutajenik etki: Ozellikle bazi ilaglar (alkilleyici ajanlar,
epipodofilotoksin ve antrasiklin grubu antibiyotikler) ikincil kanser sikligin1 (AML gibi)

artirabilirler.

Ayrica antineoplastik ilaglar, bulant1 ve kusma, lokal reaksiyon, hiperiirisemi,
alerjik reaksiyonlar, nefrotoksisite, hepatotoksisite, norotoksisite gibi etkilere de sahiptir
(88).

2.6. Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar ¢esitli kimyasal bilesiklerden olusan antikanser ilaclardir. Bu
ajanlar, fizyolojik sartlar altinda, alkil gruplarini DNA gibi 6nemli biyolojik
makromolekiillere baglama yetenegine sahiptir. Reaktif elekrofil olma 6zelligi ile hedef
molekiillerle karbonyum iyonu olusturmasi neticesinde bu kimyasal ajanlar hiicresel
DNA ile kompleks olusturabilirler. Kompleks olusturma kanser hiicre biiylimesinin
inhibisyonu ile iligkili olabilir (90). Simdiye kadar bu ajanlar bir¢ok kanser tiiriiniin

tedavisinde dnemli yer tutmuslardir.
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Alkilleyici ajanlar ile DNA’nin alkillenmesi, kemoterapdtik ve sitotoksik etki
olusturmaktadir. Cift fonksiyonlu alkilleyici ajanlar DNA {izerindeki guaninlerin 7.
azotu ile kovalent bag olustururlar. Diger yandan unutulmamali ki DNA’daki diger
plrin ve pirimidin bazlarindaki diger atomlar da alkillenebilir. Bu diger atomlar
adeninin 1. ve 3. azotu, sitozinin 3. azotu, guaninin 6. oksijeni ve DNA zincirinin fosfat
ve oksijen atomlaridir. Ayni1 zamanda proteinlerin amino ve siilfidril gruplar1 da

alkillenebilir.

Kimyasal yapilarina gore bu ajanlar 5 grup i¢inde smiflandirilabilir (160).
Nitrojen mustartlar (klorambusil ve siklofosfamid), etilaminler (tiyotepa ve altretamin),
alkil sulfonatlar (busulfan), triazenler (dekarbazin) wve nitrosuarezler (karmustin,

lomustin ve semustin).

Alkilleyici ajanlar; 6zellikle hizli cogalan hiicrelere etki ederler. Yapisindaki alkil
kokii ile makromolekiillerin niikleofilik kisimlarina geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar
ve 6zellikle DNA zincirlerinde ¢apraz baglantilarin kirilmasina neden olarak dogrudan
DNA’y1 etkilerler. Busulfan, Melphalan, Karmustin, Lomustin, Klorambusil,
Karboplatin, Cisplatin, Dakarbazin, Siklofosfamid, Prokarbazin, Ifosfamid, Nitrojen

mustard alkilleyici ajanlar arasinda yer alir (6).

2.7. Busulfan

Busulfan, 1959 yilindan bu zamana kadar klinikte kullanilmaktadir. Busulfan, ilk
olarak kronik miyeloid 16semi (160, 164) tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (52).

Busulfan, kanser hiicrelerinin biiyiimesini yavaslatmakta ya da durdurmaktadir.

Busulfan (1,4- butandiol dimetansiilfonat), alkil siilfonat ailesine ait ¢ift
fonksiyonlu anti-neoplastik, alkilleyici bir ajandir. Busulfan, hamilelikteki kronik
miyeloid 16semi tedavisinde kullanilan birincil derecede bir karsinojen (kanser
olugsmasina yol agan etken) ve klastojendir (pargalayici). Busulfan ayni zamanda bir

teratojendir (embriyonel gelisimi etkileyen ve embriyoda gesitli anomaliler ortaya
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cikaran toksik madde), fare ve siganlarda anoptalmiyi, mikrotiay1, mikrorostellumu,
mikrognatyay1, mikroabdomeni, mikromeliayi, oligodaktiliyi, brankidaktiliyi, korelmis
kuyrugu, kisa kuyrugu, anasarkayi tetikler ve si¢anlarda ovaryum ve testiste azalan
germ hiicreleri ile toksisiteye yol agar. Bunlarin yaninda, busulfan sican fetiislerinde
mikroensefaliyi, mikrofitalmiyi ve katarakti tetikler. Gebe sicana gebeligin 14-18.
giinlerinde tek doz busulfan uygulanmasinin ardindan fetiisiin gelisimindeki
anormalliklerin histopatolojik olarak detaylandirilmasma iliskin raporlar olmasina

ragmen busulfanin plasental toksisitesi ile ilgili az sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Busulfan, hiicre dongiisii sirasinda DNA sentez fazinda, DNA duplikasyonunu ve
transkripsiyonunu engelleyerek hiicre ¢ogalmasini bozan alkilleyici bir ajandir. DNA’ya
baglanmasinin, etki mekanizmasinda bir rolii oldugu diisiiniiliir; di-guanil tiirevleri izole
edilmisse de sarmala ¢apraz baglanmasi kesin olarak kanitlanamamistir. Busulfanm,

graniilositopoez tizerindeki selektif etkisini nasil gosterdigi tam olarak anlasilamamistir.

Busulfan, tamamen tedavi edici olmamasina ragmen, total graniilosit kiitlesini
azaltmakta c¢ok etkilidir. Hastanin klinik durumunu iyilestirmede ve hastalik
belirtilerinin hafifletilmesinde c¢ok etkilidir. Hemoglobin diizeylerindeki durum ve sag
kalim siireleri g6z Oniine alindiginda dalak radyoterapisinden {istiin oldugu

gosterilmistir.

Busulfan, si¢anlarda, farclerde ve tavsanlarda teratojendir. Anlamli kas-iskelet
sistemi degisiklikleri, kilo ve boy azalmasi, sebep oldugu malformasyon ve anomaliler
arasinda sayilabilir. Gebe si¢anlara uygulanan busulfan, testis ve yumurtaliklarda tireme
hiicrelerinin yok olmasina neden olarak erkek ve disi yavrularda infertiliteye neden
olmustur. Busulfanin kemirgenlerde kisirliga yol agtigi gosterilmistir. Busulfan disi
sicanlarda disi iireme hiicrelerini ortadan kaldirmus, erkek si¢anlar ve hamsterlarda

infertiliteye yol agmistur.

Busulfan, DNA replikasyonunu inhibe etme 6zelligi ile alkilleyici bir neoplastik

olarak kullanilmaktadir (142). Bundan dolayi, yeterli konsantrasyondaki busulfan secici

28



olarak spermatogonya ve spermatositleri dagitmaya calisir, sonucunda da testiste
bulunan ve spermatogenezi desteklemek igin bulunan somatik hiicrelerin yeteneklerini
degistirmeden spermatogenik germ hiicrelerini yok eder. Bu sartlar altinda, busulfan
uygulamasi sonucu spermatogenik germ hiicrelerinin yok olmasit geriye kalan

spermatogenik kok hiicreler ile geri dondiirtilebilir (23, 68, 175).

Busulfan fertiliteyi bozabilir. Bu nedenle, busulfan ile tedavi edilen erkeklerin
tedavi sirasinda ve tedavi bitiminden sonra 6 ay siireyle baba olamamalari, ayrica
busulfan ile tedavinin geri doniisiimsiiz kisirliga yol acabilmesi nedeniyle, tedavi
oncesinde spermin dondurularak saklanmasi ile ilgili danismanlik almalar1 Onerilir.
Menopoz oOncesi kadmlarda, siklikla menopoz semptomlarinin eslik ettigi over
supresyonu ve amenore olusmaktadir. Ergenlik Oncesi bir kiz ¢ocugunda, busulfan
tedavisine bagli yumurtalik yetmezligi nedeniyle ergenligin baslamasi engellenmistir.
Erkek hastalarda empotans, kisirlik, sperm sayisinda azalma ve testikiiler atrofi

bildirilmistir.

Busulfan gibi fetal germ hiicre toksik maddeleri, disilerde infertiliteye neden
olabilir, erkeklerde sperm iiretimini azaltabilir ve her iki cinsiyette de iireme
morfolojilerini etkilemeden hem ovaryumlarda hem de testislerde histolojik lezyonlar
ortaya ¢ikarabilir. Gebe siganlarda, busulfan yeni dogan yavrularin testislerindeki ve

ovaryumlarindaki germinal hiicreleri yok ederek steriliteye neden olmaktadir.

2.7.1. Busulfan metabolizmasi

Busulfan, esas olarak glutatyon (GSH) ile reaksiyona girdikten sonra viicut
temizlenir. Busulfan metabolizmas1 glutatyon ile karacigerde olusan ve glutatyon-S-

metil transferazin aracilik ettigi bir reaksiyonu igerir.

Busulfanin tiim metabolitlerinin ortadan kalkmasi i¢in ilk adimm GSH ile
konjugasyon yolu oldugu bildirilmistir (Sekil 3). Baslangicta, busulfan klerensinin

(birim zamanda, idrarla belirli miktarda maddeden temizlenen plazma hacmi), sistein ile
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konjugasyon yoluna ya da dongiisel bir siilfonyum iyonu olusturmak iizere sistenil
grubunun ayrismaya ugrayarak tetrahidrotiyofene doniisiimiine baglt oldugu sonucuna
ulasilmistir (147). Ancak, Hassan ve Ehrsson, izole ettikleri sican karacigerinde,
stilfonyum iyonundaki glutatyonun busulfanin ana metabolitlerinden biri oldugunu

gostermislerdir (77).

Sicanlara intravendz busulfan uygulanmasmin ardindan, busulfan glutatyon
stilffonyum iyonu safrada tespit edilmistir (111). Sicanlara intraplevral ve oral busulfan
uygulanmasmin ardindan ise idrarda sirasiyla 3-hidroksisulfolan, tetrahidrotiyofen 1-
oksit ve siilfolan bulundugu tespit edilmistir (75,78). Yiiksek doz busulfan ile tedavi
edilen hastalarda da buna benzer olarak, busulfan iiriner metabolitleri olarak; 3-

hidroksisulfolan, tetrahidrotiyofen 1-oksit ve sulfolan belirlenmistir.

Busulfan, etki mekanizmalar1 temelinde, Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi
(IARC) tarafindan insanlarda karsinojen olarak siniflandirilmistir. Diinya Saglhk
Orgiitii, busulfana maruz kalma ve kanser arasmda nedensel bir iliski oldugu sonucuna
varmistir. Hayvanlardan elde edilen mevcut veriler, busulfanin Kkarsinojenik
potansiyelini dogrulamaktadir. Farelere intravendz busulfan uygulamasi, timus ve

yumurtalik timorlerinin insidansinda anlamli artisa neden olmustur.
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Sekil 3. Busulfanin metabolik semasi (109).
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2.7.2. Busulfan’in farmakokinetigi

Busulfanin farmakokinetigi, hastaligin durumuna ve hastanin 6zelliklerine gore
degiskenlik gosterebilir (174). Sirkadiyan ritim ile belirlenen (74) ve hastanin igindeki
degisiklikleri etkileyen bazi faktorler; yas (61, 74), hastalik durumu (70, 174), ilag
etkilesimi (21, 49, 54), busulfan emiliminin degiskenligi (261) ve busulfanin
biyoyararlaridir (71).

Kok hiicre nakli 6ncesinde iyilestirme terapisi uygulanmis hastalarda, 6zellikle
geng bireylerde, busulfanin belirli zamanlardaki plazma miktar1 gozlenmistir. Bazi
hastalarda gece boyunca plazmada oOlgiilen busulfan konsantrasyonunun giindiiz
boyunca 6lgiilen ile karsilastirildiginda gecedeki seviyesinin giindiize gore 3 kat arttigi
belirlenmistir (74). Busulfan klerensi ve dagilim hacmi ¢ocuklarda yetiskinlerdekinden
iki kat fazladir (61). Busulfanin toplam viicut klerensi yas ile birlikte azalir, yani kiigiik
cocuklarda anlamli olarak fazla (7.3 mL min-1 kg-1), biiyiik ¢ocuklarda daha az (3.02
mL min-1 kg-1) ve yetiskinlerde en az diizeydedir (2.7 mL min-1 kg-1) (106). Cocuklar
arasinda dagilimin yiiksek hacmi, lizozomal depo hastaligi ile birlikte daha yiliksek
klerens ve daha uzun bir eliminasyon yar1 émrii oldugu bulunmustur (174). Yapilan bir
calismada busulfanin sistemik hasari, l6semili cocuklarda kalitsal hastaliklar1 olan
cocuklara gore anlamli olarak yiiksektir (70). Bireyler arasinda oral busulfan
biyoyararlaniminda biiyiik farkliliklar gézlenmistir. Bir buguk ile 6 yas arasindaki sekiz
cocukta biyoyararlanim 0.22-1.20, sekiz ¢ocuk ve 13-60 yas arasindaki yetiskinlerde
0.47 ile 1.03 araliginda gozlenmistir (71).

2.7.2.1. Emilimi

Busulfanin gastrointestinal kanaldan emilim kinetigi 0. (62, 263) ve 1. dereceden
emilimi ile tarif edilmistir (18, 153, 169). Ehrsson ve arkadaslari, kronik miyeloid
16semi hastalarinda; 2, 4 ve 6 mg oral dozu takiben 0. dereceden busulfan emiliminin
oldugunu bildirmis ve 0. dereceden emilimin busulfanda 0. dereceden ¢oziinmeye neden

oldugunu 6ne siirmiiglerdir (37). Sifirinct dereceden islemin acgiklanmasima ek olarak,
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oral busulfan uygulamasinin ardindan, busulfanin emiliminde 1. dereceden kinetigin
basladig: tarif edilmistir (18, 153, 169). Bir popiilasyon farmakokinetigi ¢aligmasinda,
gecikme siiresi ile birlikte birinci dereceden emilim, 72 hastadaki busulfan emilimini
tanimlamak icin yeterli olmustur. Buna dayanarak, busulfan emiliminin kinetigi

yalnizca 0. ya da yalnizca 1. dereceden kinetik ile agiklanamamustir.

2.7.2.2. Dagilimi

Busulfan uygulamasini takiben, uygulanan yiliksek orandaki doz karacigere dagilir
(73). Busulfan, merkezi sinir sisteminde ilacin kan-beyin bariyerini gegmesine sebep
olur. Yiiksek dozda busulfan ile tedavi edilen hastalarda, uygulanan busulfanin %20’
sinin kan-beyin bariyerini gectigi bildirilmistir (69). insan beyninde, ‘'C-busulfan
radyoaktivitesi maksimum 5 dakika i¢inde beyincige, kortekse ve ak maddeye
ulagsmustir. Busulfan radyoaktivitesinin korteksten ak maddeye orami 1.6 olarak
gosterilmistir. Korteksteki aktivite verimi 30 dakika iginde 1 oran azalmistir (70).
Yapilan bir ¢alismada busulfan uygulanan 9 ¢gocugun hepsinde busulfan konsantrasyonu
beyin omurilik sivisinda (BOS), busulfanin son dozunun uygulanmasindan (4 giin
boyunca her 6 saatte bir 1 mg/kg) 3.25-7 saat sonra tespit edilmis, sonucunda da BOS
plazma konsantrasyon orani 0.95 (oran 0.5-1.4) olarak hesaplanmustir (175). Baska bir

calismada BOS plazma konsantrasyon orani ise 1.3 olarak belirlenmistir (75).

Ehrsson ve Hassan busulfanin plazma proteinlerine geri doniisiimsiiz olarak
baglandigini bildirmistir. Busulfan plazma proteinleri i¢in nispeten diisiik bir afiniteye
sahiptir. Plazma proteinlerine baglanan busulfan orani %32.4’tiir. Busulfanin kan
hiicreleri ile plazma arasinda esit olarak dagitildigi bulunmustur. Kan hiicrelerine geri
doniisiimsiiz olarak bagli busulfan fraksiyonu ise %46.9’dur (36). Baska bir caligmada
ise, busulfan nominal plazma proteinlerinin %7.4’iine baglanma gosterdigi gdzlenmistir
(75).
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2.7.2.3. Eliminasyonu

Literatiirlerde busulfanin eliminasyonu tek boliimlii bir farmakokinetik model ile
iyi bir sekilde ac¢iklanmistir (18, 37). Yetiskinler ile cocuklar karsilastirildiginda
busulfanin yar1 6mrii agisindan bir farklilik gozlenmedigi bildirilmistir. Yetiskinlerde
busulfanin yar1 6mrii 2.75 saat (37, 56) iken, ¢ocuklardaki busulfan yar1 6mrii 2.5 saat
oldugu tespit edilmistir (142, 147, 153, 169). Busulfan uygulandigr dozdan ¢ok daha
disik miktarda degismeden idrar ile atilmaktadir. Ehrsson ve arkadaslar1 kronik
miyeloid 16semi tedavisi sirasinda oral olarak 2, 4 ve 6 mg busulfan alan hastalarn,

busulfanin yalnizca %1’inin degismeden idrarla attigini bildirmislerdir (37).

2.8. Propolis

Propolis, isci arilar (Apis mellifera) tarafindan, re¢ine saglayan aga¢ ve galilarin,
kavak (Populus spp), kayin (Fagus sylvatica), hus (Betula alba), kestane (Castanea
sativa), atkestanesi (Aesculus hippocastanum), akca aga¢ (Alnus glutinosa) gibi yaprak,
tomurcuk, govde yerleri gibi biiyliyerek yenilenen kisimlarindan topladiklari, saridan

koyu kahverengiye kadar degisen renkte reginemsi (9) yapiskan bir maddedir (9, 55).

Arilar, kovanmn giris deliginde olusan kirik ve catlaklar1 onarmak, kovanm ig¢
duvarmm diizgiin hale getirmek, baska canlilarin igeri girmesine engel olmak ve kovan
icerisine giren tastyamayacaklar1 kadar biiylik canlilar1 da propolis ile kaplayarak
enfeksiyon olugmasini 6nlemek i¢in kullanmaktadirlar (64). Propolis; petek gozlerinin
temizliginde, ana armin brraktig1 yumurtanm steril bir ortamda gelismesinde ve

yavrunun enfeksiyonlara kars1 korunmasinda da etkili olmaktadir (12, 16, 55, 59).

Propolisin etanol ekstraktinin karaciger ve mesanedeki kanserli hiicreleri
doniisiime ugrattigt ve gelismelerini Onledigi bulunmustur (154, 172). Bu hiicre
oldiiriicti etkiyi saglayan maddeler, propolisten izole edilen quercetin, kafeik asit ve
clerodane diterpenoiddir. Clerodane diterpenoid, tiimor hiicrelerine karst segici bir

Oldiirlici etki gosterir. Propolisin, ayrica, yumurtalik kanseri hiicrelerini ve hiicre
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boliinmesini durdurucu etkileri oldugu bulunmustur. Ayrica, gogiis, cilt, kolon ve
bobrek kanseri hiicreleri gibi insan tiimor hiicre kiiltlirleri iizerinde oOldiiriicti etkisi
oldugu tespit edilmistir. Bu etkileri olusturan bilesenin kafeik asit fenil etil ester
(CAPE) oldugu belirlenmistir. Propolisten izole edilen Artepillin C, insan mide kanseri
hiicreleri, insan girtlak kanseri ve hiicreleri, kolon kanseri hiicreleri {izerinde hiicre
oldiiriicii etki gostermistir. Kafeik asit esterlerinin tiimor olusumunu kimyasal olarak
engelledigi gorilmiistiir. Bu etki, kanserli hiicrelerin gelisimini saglayan genler

tizerindeki secici toksik etki ile gerceklesmektedir (86).

2.8.1. Propolis’in tarihgesi

Propolis, insanoglu tarafindan binlerce yildir kullanilmaktadir ancak propolis
terimi ilk kez Yunan yazarlar tarafindan kullanilmistir. “Pro” 6n, giris, “polis” ise sehir
anlamindadir. Boylece sehrin yani ar1 kovaninin savunulmasi anlamina gelmektedir.
Giiniimiizde ise artan bir popiilerlik kazanmustir. Insanlik i¢in bu recinemsi yapmin

kesfedilen yararlar1 heniiz ¢ok az kalmaktadir (55).

Propolis, ge¢mis donemlerden beri ¢esitli amaglarda oOzellikle tipta
kullanilmaktadir. Eski Yunan yazitlar1 bu maddeyi iltihaplanan yaralar ve ¢liriikler igin
kiir olarak tanimmlarken, Roma’da yara {izerine konulan lapa benzeri karigimin
yapiminda pratisyenler tarafindan kullanilmaktadir. Ibranice eski vasiyetnamelerde
“Tzori” olarak gecmektedir ve terapdtik Ozellikleri ile anilmaktadir. Avrupa’daki 12.yy
kayitlari, propolisin medikal preparatlarinin, agiz ve yara enfeksiyonlarinin tedavisi ve

dis saglig1 i¢in kullanimindan bahseder (42, 55, 86, 176).

Propolis, Hipokrat doneminden bu zamana dek insanlik tarafindan terapétik ajan
olarak kullanilmaktadir. Propolisin etanol ekstraktinin antibakteriyel, antiviral,
antifungal, anti-inflamatuar, antitiimoral, antioksidan, antihepatoksik, anestezik ve
sitostatik Ozellikler gibi bazi farmakolojik Ozellikler ile dis saghgi agisindan olumlu
etkiler sergiledigi bilinmektedir (154, 172). Flavonoid aglukanlar, pinocembrin, fenolik

asitler ve esterleri, fenolik aldehitler gibi polifenolik bilesikler arilar tarafindan farkli
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bolgelerden toplanan propolisin bilesenleri olarak tanimlanmistir. Pinocembrin,
galangin, sakuranetin, kamferol ve pinobanksin gibi bazi flavonoidlerin antimikrobiyal
oldugu diistiniilmektedir (154).

Propolisin {iiretimi i¢in ariar tarafindan kullanilan materyal, bitkilerin yara
bolgelerinden salgilanan maddeler olabildigi gibi, yapraklardaki lipofilik materyaller ile
recine, miisilaj, zamk gibi maddeler de olabilmektedir. Bitkilerden elde edilen recine
cignenmekte, tiikiiriik enzimleri eklenmekte ve kismen sindirilmis materyal, balmumu

ile karigtirilarak kovanda kullanilmaktadir (19).

Propolis sahip oldugu farmakolojik 6zellikleri ile ¢ok eski ¢aglardan beri insanlar
tarafindan kullanilmistir. Propolisin antimikrobiyal etkinliginin yani sira lokal anestetik,
karaciger koruyucu, anti iilseratif, immiin sistemi stimiile edici ve antikanserojenik
aktiviteleri de degisik arastirmacilarca rapor edilmistir (176). Bu nedenle propolis
giinimiizde apiterapi, biokozmetik, ilag ve gida sektoriinde popiiler bir hammadde

olarak kullanilmaktadir.

2.8.2. Propolis’in fiziksel ozellikleri

Propolis regineli ve yapiskan bir madde olup, rengi kaynagina ve depolama
stiresine bagl olarak saridan koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir. Propolis 60—
70°C’de siv1, 25-45°C’de yumusak ve yapiskan, 15°C altinda ise kat1 kirilgandir (87).
Ham propolisin bilesimi kaynagina goére degismekle birlikte, genellikle % 50 recine ve
balsam (flavonoidler, fenolik asitler, esterler), %20-35 mum, %210-15 esansiyel ve
aromatik yaglar, %2-5 polen ve %S5 diger organik ve inorganik maddelerden

olusmaktadir (107, 159, 166, 172).

Propolis, suda ve hidrokarbonlarda ¢ok az miktarda ¢oziiniir. Genellikle alkolde

¢ozilinen propolis, eter ya da kloroformda ise tamamen ¢oziiniir (156).
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2.8.3. Propolis’in kimyasal yapist ve ozellikleri

Diinyanin degisik bdlgelerinden toplanan propolis drneklerinde 200°den fazla
kimyasal bilesik tanimlanmistir (177). Propolis; polifenoller (flavonoid aglikonlar,
fenolik asitler) ve onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar, seskiterpen
kinonlar, kumarinler, tripenler (6zellikle de stereoidler), aminoasitler ve inorganik

bilesikler gibi ¢esitli kimyasal bilesikler igermektedir (108, 156).

Propolisin yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin, rutin, katesin, naringenin,
galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirsetin, kuarsetin gibi flavonoidlerin yani sira
kafeik asit ve sinamik asit gibi fenolik asitlerde saptanmustir (154, 177). Ayrica
propoliste Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi elementlerle B;, B, Bs, C ve E
vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi tanimlanmustir (57, 155, 173, 177). Propolisin
yapisindaki regine ve balsamin iginde terpenler, polisakkaritler ve kafeik asit gibi
maddeler bulunur. Balmumu ise yag asitleri, B vitaminleri, C ve E vitaminleri igerir.
Organik kismim en 6nemli bolimii olan flavonoidler (polifenolik icerik) iizerinde en
fazla g¢alisma yapilmis maddelerdir, propolisin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir
kismidan sorumludur (57, 159). Bu kisim pinosembrin, pinostrobin, kuersetin gibi
maddeler ile farkli mineral ve oligo elemanlar icerir. Flavon ve flavonoidler propolise
antifungal, antiviral, antibakteriyel ve antihipertansif 6zellikler kazandiran maddelerdir
(55, 145, 173).

Propolisin kimyasal bilesimi ¢ok komplekstir ve toplandigi alandaki floraya
baglidir (113). Arastiricilar propolisin, siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz,
adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler i¢erdigini belirtmislerdir. CAPE de,
propolis igeriginde bulunan ve izole edilen cok genis etkileri bulunan baska bir
maddedir. Fenolik bir bilesik olan CAPE, propolisin biyolojik olarak aktif
bilesenlerinden biri olmakla beraber, antioksidan, anti-inflamatuar, antiviral, immiin
uyarici, reperflizyon hasar onleyici ve antikanser 6zellikleri bulunan bir bilesiktir. En

onemli 6zelliklerinden biri tiimér hiicreleri izerindeki sitotoksik etkisidir (82, 105, 150).
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Propolis icerisinde bugiine kadar kesfedilmis ¢ok sayida bilesen vardir. Bu

tanimlanan bilesenler ve sayilar1 Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Propoliste tanimlanmig bilesenler ve sayilari (68).

Bilesikler Tammlanan Bilesik Saysi
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik asit ve tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit tiirevleri 2
Sinamil ve sinamik asit ve tiirevleri 14
Alkoller, ketonlar, fenoller 8
Heteroaromatik bilesikler 12
Terpen ve sekuterpen ve tlirevleri 7
Alifatik hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Propolis toplamak i¢in kullanilan bitki kaynaginin bilesimi, propolisin kimyasal
yapisint belirlemektedir (113). Propolisin toplanma sezonu da, ayni1 bolgeden toplanan
propolisin kimyasal yapisini etkileyebilmektedir (14). Ornegin Akdeniz Bolgesi’nden
(Sicilya ve Adriyatik kiyilar1) toplanan propolis tek tip 6zellik gosterip, temel bileseni
diterpenik asitler (170) iken Brezilya’da 12 farkli tipte propolis tanimlanmistir (140).
Karasal iklime sahip bolgelerden toplanan propolisin (Asya, Avrupa, Kuzey Amerika
vb.) baslica kaynaginin kavak bitkisi tomurcuklar1 oldugu belirlenirken, bu propolisin

cesitli flavonoidlerini igeren fenolik bilesikler, aromatik asitler ve onlarin esterleri
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bakimindan zengin oldugu belirlenmistir (113). Kavak agac1 karasal bdlgelerde yaygin
olarak gozlenirken, tropik ve subtropik bolgelerde yetismemektedir. Bu sebeple bu
bolgelerde bal arilar1 baska propolis kaynaklarini tercih etmektedirler. Boylece tropik
bolgelerde iiretilen propolisin kimyasal yapist kavak propolisinden tiimiiyle farkli
olmaktadir (12). Ornegin Brezilya propolisinin ana kaynag1 Baccharis dracunculifolia
(Cyote brush)’dir ve bu propolis tipinde temel kimyasal bilesik sinifi prenillenmis p-
kumarik asit ve asetofenon tiirevleri olup kavak tipi propolisten tamamen farkl olarak
diterpenler, lignanlar ve flavonoidler igerdigi belirlenmistir (12). Son yillarda dikkat
ceken Kiiba propolisinin ana bileseni ise poliizoprenillenmis benzofenonlardir ve bu
yap1 Kiiba propolisini Avrupa ve Brezilya propolislerinden farkli kilmaktadir (12).
Ayrica, Clusia minor, Clusia major (Guttiferae), Araucaria heterophylla ve farkli
Baccharis tiirlerinin  Veneziiella ve Brezilya’dan toplanan propolisin en Onemli
kaynaklar1 oldugu bildirilmistir. Bu bitkilerin tropikal propolislerde daha 6nce rapor
edilen proprenillenmis benzofenonlar ve ¢esitli diterpenler igerdigi belirlenmistir (12,
15, 168). Benzer sekilde klerodan-tipi ve gesitli labdan-tipi diterpenoidler karasal iklim
propolislerinde bulunamamustir (12). Flavonoidler ise tropikal propolislerde de
belirlenmistir. Tropikal bolgelerden toplanan propolisin karasal iklime sahip
bolgelerden toplanan propolisten farkli kimyasal yap1 gostermesinin nedeni, vejetasyon
farkliligidir (12, 159). Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis propolislerin ana
bilesenlerinin naringenin, galangin, krisin, pinobaksin, kuarsetin gibi flavonoidler ve

kafeik asit gibi fenolik asitlerden olustugu gosterilmistir (142).

Bioflavonoidler antioksidan molekiiller oldugundan, serbest radikal siiplirmede
cok oOnemli rol oynamaktadirlar. Propolisin ¢esitli enzim sistemlerinde, hiicre

metabolizmasinda ve yangi gideriminde uyarici etki yaptig1 arastirmalarla goézlenmistir

(104).

2.8.4. Propolis’in biyolojik izellikleri

Propolis ¢ok eski zamanlardan beri halk arasinda kullanilmakla birlikte, son

yillarda antibakteriyel, antifungal, antitiimoral, immiinomodiilatér ve diger faydali
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biyolojik etkileri ¢ok sayida arastirmaci tarafindan ispatlanmistir (25). Cesitli
calismalarda propolisin su, metanol, etanol, eter ve yag ekstraktlar1 hazirlanmigtir.
Bununla birlikte arastrmalarda en ¢ok kullanilan propolisin etanolik ekstraktinin
antibakteriyel (105, 106, 122), en fazla Candida albicans’ta olmakla birlikte Candida
tirleri ve dermatofitlere karsit antifungal (103, 122, 124, 136), herpes simpleks ve
reoviriis iizerine antiviral (8, 64), anti-inflamatuar (116, 127), lokal anestezik (139),
antioksidan (122, 128, 133), immiinostimiilator (47, 48, 123) ve sitostatik (170) etki
gosterdigi belirlenmistir. Farkli orijine sahip propolis 6rneklerinin biyolojik aktiviteleri
ile ilgili cok sayida galisma yapilmistir. Brezilya propolisinin antibakteriyel (13, 105),
antifungal (124), antianjiogenik, sitotoksik (15), antiiilser (34), hepatoprotektif (14),
analjezik ve anti-inflamatuar aktivitesi (141) belirlenirken, Bulgaristan propolisinin
antifungal ve bakterisidal (17) aktivitesi belirlenmistir. Giiniimiize kadar, Tirk
propolisinin antibakteriyel (143, 172), antifungal (103, 136, 172), antioksidan (104),
antikarsinojenik (137), yara iyilestirici (58) gibi baz1 biyolojik aktiviteleri incelenmistir
(159).

Propolisin gii¢lii antimikrobiyal aktivitesinden dolayi, propolis dogal antibiyotik
olarak bilinir. Yapilan ¢ok sayida arastirmada, propolisin, yiiksek antimikrobiyal bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Propolisin MRSA (Metisilin direngli Stafilokok
aureus) da dahil olmak iizere 21 tiir bakteri, 9 tiir mantar, Giardia’nin da dahil oldugu 3
protozoa tiirii ve Herpes ve Influenza’nin da dahil oldugu genis yelpazeli virlisler
iizerinde inhibitor etkisi bulunmustur. Bunlarin diginda ayrica propolisin genis olgiide
tedavi edici 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler arasinda, anti-kanser etki, yara kapama ve
doku tamir etkileri, sindirim sistemi etkileri, deri enfeksiyonlar1 etkisi, kalp-damar

sistemi etkileri ve dis saglig1 etkisi sayilabilir (86).

Propolisin igeriginde bulunan yapilardan biri de sinamik asit ve tiirevleridir.
Sinamik asit ve tiirevlerinin pihtilagsmay1 hizlandirdigi, gram (+) ve gram (-) bakterilere
kars1 antibiyotik etki gosterdigi saptanmustir. Propolisin igeriginde bulunan
bioflavonoidlerin, viriislerin enzim salgilamalarini ve {remelerini engelleyici

ozelliklerinin oldugu yapilan caligmalar ile tespit edilmistir. Hipertansiyon, damar
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sertligi ve koroner kalp hastaliklarinin tedavisinde 30 giin siire ile {i¢ kez alian 300 mg
propolis dozlarinin olumlu etkiler verdigi yapilan klinik ¢aligmalarla da kanitlanmistir

(108, 156).

Degisik iilkelerden elde edilen propolisin farkli kimyasal yapiya sahip olmasi,
onlarin farkli biyolojik aktiviteye sahip olmasma neden olmaktadir. Ancak bu durum
her farmakolojik 6zellik igin ayni degildir. Ilging bir sekilde karasal ve ekvatoral
bolgeleri de igine alan farkli bolgelerden toplanan ve farkli kimyasal yapiya sahip olan
propolislerin benzer biyolojik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (15, 92). Propolis
kovanda enfeksiyonlardan korunma amacli kullanilmaktadir ve bu nedenle degisik

propolis tiplerinin hem antibakteriyel hem de antifungal 6zellik géstermesi dogaldir.

2.8.5. Propolis orneklerinde belirlenen bilesik gruplart

Propoliste bulunan ana kimyasal maddeler flavonoidler, fenolikler ve ¢esitli
aromatik olusumlardir. Bunlarin yanisira B kompleks vitaminleri, mineraller ve iz

elementler diger 6nemli bilesenlerdir (78, 143).

2.8.5.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel orijinli, diisiik molekiil agirlikli, genellikle flavon
cekirdegine sahip olan bilesiklerdir. Bugiine kadar bitkisel orijinli 4.000 den fazla
flavonoid tiiri tanimlanmustir. Bitkilerin sahip olduklar1 renk, koku ve aromalardan da
biiyiik oranda flavonoidler sorumludur (81). Flavonoidler, etanolik ve su ekstraktlarinda
degisen miktarlarda bulunabilen, biyolojik olarak olduk¢a aktif bilesiklerdir.
Flavonoller biyolojik yonden flavon ve flavononlardan ¢ok daha aktiftirler. Bu
bilesiklerin ayr1 ayr1 kullanimlarina gore flavon ve flavononlarm birlikte kullaniimasi

sinerjik ve daha baskin etki elde edilmesini saglar (82).
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Flavonoidler, fenolik ve piron halkasi igeren benzo-¥-piron kaynaklari olup ilave
olan yan gruplara gore smiflandirilirlar (Sekil 4). Diyetsel flavonoidler yapidaki
hidroksil ve glikozidik gruplar yoniinden, diger flavonoidler ise A ve B halkalar1
arasindaki baglanmalar yoniinden farklilik gosterirler. Organizma igerisinde devam
eden metabolizmalar boyunca hidroksilasyon, metilasyon, siilfatasyon ya da
glukronidasyona ugrayan flavonoidlerde aktivite degisimleri gerceklesir. Yiyeceklerde,

flavonoidler esas olarak 3-O-glikozitler ve bunlarin tiirevleri seklinde bulunurlar (66).

Flavonoidlerin  belirtilen bu yapisal farkliliklarinin  yanisira, emilim,
farmokokinetik ve biyotransformasyon farkliliklar1 da organizma igindeki biyokimyasal
fonksiyonlarmi etkilemektedir. Ancak, ¢ok az sayida flavonoid tiiriiniin, s6zii edilen bu
Ozellikleri bilinmektedir. Bir¢ok tiiriin ise arastirma asamasinda olan bu nitelikleri
heniiz kesinlik kazanmamustir (81). Flavonlar, nukleusta bulunan fonksiyonel gruplarda,
alman miktar, cinsiyet ve gastrointestinal kanalda (kolon) mevcut mikrobiyal

populasyonlarinda emilim farkliliklarini olusturan faktorlerdir (45, 83, 84).

Sekil 4. Flanonoidlerin zincir yapilari (30).

Propoliste  bulunan flavonoidler temel olarak antioksidan aktiviteden
sorumludurlar. Bir flavon bilesigi olan pinosembrin, bakteriler, kiif ve mayalar {izerine
etki etmektedir. Bu flavonla birlikte galangin, 3-asetil pinobanksin, kafeik ve ferulik
asitler propolisin biyolojik aktivitelerinin ¢ogundan sorumludur. Propolisteki diger bir
flavon olan quercetin, antiviral aktivite gosterir ve damarlarin kuvvetlendirilmesini
saglamaktadir. Propolisteki diger flavonlar ve flavononlar, anti-inflamatuar, lokal

anestezik ve spazmolitik aktivitelere sahiptir (135).
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Tablo 2. Propolisteki Onemli Flavonoidler.

Genel ad1

Kimyasal adq

Chrysin

5,7-di OH (Hidroksi) flavon

Tectochrysin

5-OH-7-MET (Metoksi) flavon

Galangin 3 3, 5, 7-tri OH flavon
Acecetin 5,7-di OH-4’-MET flavon
Isalpinin 3,5-diOH-7-MET flavon
5-OH-4’-7-di MET flavon
Kaempherol 3,4, 5, 7-tetra OH flavon

Kaempheride

3, 5, 7-triOH-4’- MET flavon

Rhamnocitrin

3,4°,5-triOH-7- MET flavon
3,5-diOH-47- MET flavon
5,7-diOH-3,4’-diMETflavon

Isorhamnetin

3,4°,5,7- tetraOH-3- MET flavon

Quercetin

3,3°,4°,5,7- penta OH flavon

Q-3, 3-dimethylether

4,5, 7-tri OH-3,3’-di MET flavon

Pinocembrin -di OH flavanon
Pinostrobin 5-OH-7-MET flavanon
Pinobanksin 3, 5, 7-tri Ottflavanon

3-Asetilpinobanksin

5, 7- di OH-3-asetil flavanon
5-OH-4’, 7-di MET flavanon

Sakuranetin

4’, 5-di OH -7- MET flavanon

Isosakuranetin

5, 7-di OH-4’-MET flavanon

Flavonoidlerin ¢ok sayida bakteriye karsi etkili oldugu bildirilmektedir.

Flavonoidlerce zengin lirlinlerin, gram (+) bakterilere karsi gosterdigi anti-bakteriyel

etkinin, gram (-) bakterilere gore daha aktif oldugu belirlenmistir. Flavonoidler, pek ¢ok

DNA ve RNA viriislerine karsi etkili oldugu diisiiniilen, propolisin i¢inde bulunan en

onemli maddelerdir (82).

Propolisteki flavonoidler genel olarak;



> Mide tlseri tedavisinde,

» Damarlarin kuvvetlendirilmesinde,

» Skorbiit hastaliginin tedavisinde (C vitaminiyle birlikte) nemli rol oynar.
» Kalp kasi tizerinde koruyucu etki gosterir.

» Lipid peroksidasyonunu zincir kirici etki gostererek onler.

» Dermatolojik rahatsizliklarda, gingivitis, stomatitis tedavilerinde etkindir (91,

117, 126).

2.8.5.2. Fenol bilesikleri

Fenolik bilesiklerin en 6nemlileri sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil
alkol, benzoik asit, kafeik ve ferulik asitlerdir. Fenollerin ¢esitli metabolik etkileri
vardrr. Kafeik asit fenetil ester (CAPE), melanom ve karsinomlarin gelisimini engeller.

Pterostilben antidiyabetik, kafeik asit ise anti-inflamatuar 6zellige sahiptir (104, 135).

CAPE, propolis maddesinin aktif bir bileseni olup antimikrobik, anti-inflamatuar,
immunomodiilator, antioksidan, antimutajenik oldugu belirtilmistir.  Yapica
flavonoidlere benzer ve iki halkasal yap1 igerir. Bu halkasal yapilardan bir tanesinde iki
adet hidroksil (OH) grubu tasimaktadir (Sekil 5). Bu OH" grubu sayesinde redoks
reaksiyonlarinda aktif rol oynayarak, E ve C vitaminlerinde oldugu gibi antioksidan

ozellik gostermektedirler (62, 138).

Hd

Sekil 5. CAPE (Kafeik asit fenetil ester) (158).
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CAPE propolisten izole edilmistir. CAPE’nin tiimor hiicreleri igin sitotoksik etkisi
oldugu belirlenmistir (4). Propolisin ana bilesenlerinden birisi olan CAPE, reaktif
oksijen tiirlerinin iiretimini bloklamaktadir. CAPE, anti tiimdr, anti virlis, anti
bakteriyel, anti fungal ve bagisiklig1 uyarici (immunostimulatory) 6zelliklere sahiptir.
CAPE tedavisi birgok yanik hastalarinda yararl olabilir (85). Tiimoral hiicre gelisimini
baskilarken normal hiicre gelisiminde ise CAPE nin yliksek oranlarda bile herhangi bir

zararl ve baskilayici etki gostermedigi belirtilmistir (20).

Normal sartlarda %15-30 arasi etanol 6ziinden olusan ana flavonoidler, galangin,
isalpinin, kaempferol, kaempferid, rhamnositrin, rhammenin, quercetin, pinosemprin,

pinostabin, pinostrobin ve pinobanksin gibi bilesenlerden olusur (126).

Flavonoidler major ve mindr olmak iizere ikiye ayrilir:

Major flavonoidler: Galangin, kaempferol, quercetin ve krisin

Minédr flavonoidler: Isoalpinin, kaempferid, ramnositin, naringenin, ramnetin,

pinosembrin ve pinobaksin’dir (Sekil 6).

Flavoneller
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Sekil 6. Onemli baz1 flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (24).
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Yapilan ¢alismalarda, propolisin su ekstraktinin igeriginde bulunan 4 ¢esit di-O-
kafeoil quinik asit kaynaklarinin etkisi ile kimyasal ya da immiinolojik yonden hasarli
karacigere sahip hayvan modelleri tizerindeki denemeleri sonucunda karaciger tizerinde
yiiksek oranda koruyucu etkiye (hepatoprotektif etki) sahip oldugunu bildirmiglerdir. Bu
kaynaklar; metil-3,4-di-O-kafeoil quinat, 3,4-di-O-kafeoil quinik asit, metil-4,5-di-O-
kafeoil quinate, ve 3,5-di-O-kafeoil quinik asittir. Ancak propolis 6ziinde bulunan bu

kaynaklarm antioksidan etkinligi ise heniiz aragtirilmamstir (16, 126).

Tablo 3. Fenolik Bilesikler (135).

Genel ad1 Kimyasal ad1

Vanilin 4-OH-3-MET benzaldehit

Isovanilin 3-OH-4-METhbenzaldehit idroksitoluene
Benzil alkol 3, 5 —diMET benzil alkol

Cinnamil alkol 3-fenil-2-propen-1-ol

Cinnamik asit (CI A) 3-fenil-2-PR(PR=propenoik)asit

Coumarik asit (CO A) 3-(4-OH fenil)-prop-2-enoik asit

Kafeik asit (KA A) 3-(3,4-diOHfenil)-2-PR asit

Ferulik asit (FEA) 3-(4-OH-3MET Tenil)-2-PR asit

Isoferulik asit 3-(4-OH-3MET Tenil)-2-PR asit

Eugenol 2-MET-4-(2-profenil) fenol

ClI A benzil esteri benzil 3-(fenil-2-PP(propenoat)

CO A henzil esteri benzil 3-(4- OH fenil)-2-propenoat

KA A phetil esteri ve KA A 3- metil-2-butenil esteri-

KA A isopent -3-enil es. 3-metil-3-butenil-3-(3, 4-diOH fenil)-2-pp
KA A 2-CH3-2-butunil e. 2-metil-2-butenil-3-(3, 4-difenil)-2-pp

FE A 3, 3-dimetilallil e. 3-metil-2-butenil - (4-OH-3MET fenil)-2-pp
FE A isopent -3-enil e. 3-metil-3-butenil 3 (4-OH-3-MET fenil )-s2-pp

Pterostilben ve Ksantol
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2.8.6. Propolis’in metabolik etkileri

Herhangi bir dogal iiriinde olugu gibi propolisin de i¢inde farkli bilesenler
bulunmaktadir. Bu bilesenler diger gidalarla ortaktir ve bu bilesenlerden bazilarinin
biyolojik etkinlige sahip olduklar1 bilinmektedir. Biyolojik etkinlie sahip bu
maddelerden (flavonoidlerden) hig biri, propoliste gdzlenen etkilerden daha fazla etkiye
sahip degildir (25).

Yapilan bir calismada propolisin aktivitesi dort kategoriye ayrilmistir:

1- Biyolojik polimerlere baglanma egilimi.
2- Agir metal iyonlara baglanmasi.
3- Elektron taginmasinin hizlandirilmasi.

4- Serbest radikalleri tutma, temizleme.

Bu ¢alismada propolisin flavonoidlere benzer sekilde hidrolaz ve alkalen fosfatazi
da i¢ine alan bircok enzimi engelledigi bildirilmistir. Ayrica Streptococcus
bakterilerinin ~ bdélinmesini  uyaran  glikoziltransferazlar1  durdurmaya, iltihabi
reaksiyonlarda miyeloperoksidazin, ornitin dekarboksilazin, lipoksigenazimn, tirosin
protein kinazin aktivitesini ve arasidonik asit metabolizmasini engelledigi gosterilmistir.
Ayrica yapilan bagka bir ¢alismada, hayvanlara uygulanan propolis tedavisi sonrasi,

propolisin, patolojik degiskenlerin indeksini azalttig1 gosterilmistir (25).

Literatlirde propolis mekanizmas1 ile ilgili kesin ¢aligmalar bulunmasa da, propolisin
bilesenlerinin mekanizmasi iyi bilinmektedir. Propolisin biyolojik ac¢idan en aktif
bileseni flavonoidlerin, wviicutta hi¢cbir madde birakmadan metabolize olduklari
bilinmektedir. Bunun yani sira yapilan diger arastirmalar ve propolisin 6nemli fizyolojik
etkileri ve bu etkilerden sorumlu biyolojik etken maddeler su sekilde
siralanabilmektedir (Tablo 4) (25);
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Tablo 4. Propolisteki bilesiklerin bilinen 6zellikleri.

Aktivite

Bilesen

Antibakteriyel

Pinocembrin, galangin, kafeik asit, ferulik asit

Antifungal Pinocembrin, 3-asetik pinobanksin, kafeik asit p-
coumarik asit benzil esteri, sakuranetin

Antikiif Pinocembrin

Antiviral Kafeik asit, lutseolin, quercetin

Tiumor engelleme

Kafeik asit penetil esteri

Lokal anestezi

Pinocembrin, pinostrobin, kafeik esterleri

Anti-inflamatuar

Kafeik asit, acacetin

Spazmolitik

Quercetin, kaemppferid, pectolinerigenin

Antidiyabetik (kanitlanmamis)

Pterostilben

Mide tilseri tedavisi

Luteolin, apigenin

Akciger yetersizliginde destek

Eriodictyol

Damarlar1 kuvvetlendirici

Quercetin (3°, 4, -diOH flavonoidler)

Anti-inflamatuar (117, 126),

Antioksidan (82, 91, 117),

Antifungal (91, 106, 166),
Antitiimér (106),

Anestezik ve Sitostatik Etkiler (91)
Immiinomodiilatdr (82),
Hepatokuruyucu (106),

Antimutajenik (82),

vV Vv ¥V VYV V¥V VYV ¥V V V V

Antibiyotik ( 91, 126).
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2.8.6.1.Emilimi, dagilimi ve atilimi

Propolis genis bir madde ¢esitliligi icermesine ragmen, bu maddelerin emilimi
herhangi bir besinin emiliminden farkli olmayacaktir. Flavonoidler glikozidaz gibi islev
gormelerine ragmen, bakteriyel glikozidazlar emilim i¢in flavonoidleri serbest

birakirlar. Ayrica, oral olarak alman flavonoidler idrarda gosterilmistir.

2.8.7. Propolis’in antioksidan ézellikleri

Propolisin son yillarda iizerinde durulan ve tartisilan Ozelliklerinden biri de
antioksidan etkisidir. Organizmada metabolik olaylar asamasinda kaginilmaz bir sekilde
ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicresel yaslanma ve buna bagli olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, diyabet, artritis, parkinson, alzheimer gibi hastaliklara zemin
hazirlarlar. Organizma ise baslica antioksidan enzimler olan SOD (siiperoksit dismutaz),
CAT (katalaz), GPx (glutatyon peroksidaz), GR (glutatyon rediiktaz) ile bunlari
temizler, eger oksidan madde diizeyi antioksidan enzim kapasitesini agarsa antioksidan

vitaminler (6zellikle C ve E) ikincil savunma hatti olarak devreye girerler (117) .

Propolisteki temel bilesikler olan flavonoidler ve bunlarla ilgili bilesiklerin serbest
radikalleri temizleme etkisi bilinen antioksidan etkinligi gostermektedir. Bazi
flavonoidler doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleri ile reaksiyona girip
temizleyici etki yaparak Ozellikle lipid peroksidasyonunun baslangi¢c asamasinda etkili
olurlar. Flavonoidlerin antioksidan etkileri, peroksit iyonlari, hidrojen peroksit, singlet
oksijen ve diger lipid peroksit radikallerini ortamdan uzaklastirabilme yeteneklerine
baglanmistir. Bu yeteneklerinin 6n plana ¢ikmasinda 6zellikle yapilarinda bulunan OH"

gruplarmin sayisi1 onemlidir (27).

Yapilan arastirmalarda propolis ekstraktlarmin aktif bileseni olan CAPE ve
flavonoidlerin (galangin, quercetin vb.) reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan

aktiviteleri arastirilmis ve CAPE’nin galangine oranla daha fazla olmakla birlikte her
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ikisinin de antioksidan ozellikte oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini belirgin bir

sekilde inhibe ederek serbest radikal olusumunu 6nledigi gozlenmistir (149).

Propolisin en 6nemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu
DNA hasarlarini tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipit peroksidasyonuna neden olan
polimerize zincir reaksiyonlarmi kiric1 6zelligi ile ROS (Reactive oxygen species)’lari

dokulardan uzaklastiric etki gostermesinden kaynaklanmaktadir (38).

2.8.8. Propolis’in antibakteriyel ve antifungal etkisi

Propolis iizerinde yapilan calismalar, bu maddenin birgok antimikrobiyal
ozellikler tasidigini, aynt zamanda insan sagligi icin ¢ok Onemli ve gerekli olan
vitaminler, mineral ve elementleri de icerdigini géstermistir. Aristo zamanindan beri
bilinen propolisin antimikrobiyal aktivitesi lizerine birgok bilimsel ¢alisma yapilmistir

(135).

Propolisin antimikrobik etkisi bakterileri, viriisleri, mantarlar1 ve parazitleri
kapsamaktadir. Propolisin antimikrobik etkinliginin esas olarak pinosembrin, galangin,
pinosilvin ve pinobanksin gibi flavonoidler, sinnamik asit, benzil pkumarat ve kafeik

asit esterlerine bagli oldugu bildirilmistir (4, 82).

Propolisin, Toxoplasma gondii ve Trichomonas vaginalis'i 24 saat iginde
oldirdiigii  tespit edilmistir (4). Arastirmacilar propolisin  Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Trchophyton mentagrophytes tiirlerine
kars1 antimikrobiyal etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 arastirmacilar, propolisin,
insan tiiberkiiloz basilini de kapsayan Mycobacterium tuberculosis'in (Gram (+)
basilluslarin) gelismesini de engelledigi ve antibakteriyel etkiye sahip oldugunu tespit
etmisler ve propolis ekstraktlarmin en giicli antibakteriyel etkisinin aseton ve

kloroformla hazirlanan ¢oziiciilerle elde edildigini gozlemislerdir.
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Propolis etanolik ekstraktinin farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri E.coli
disinda, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus brevis, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus, Enterobacter aerogenes, Saccharommyces cerevisiae ve Candida

albicans tiirlerinin gelismelerini de engelledigi belirtilmektedir (4).

2.8.9. Propolis’in anti-inflamatuar etkisi

Propolisin  anti-inflamatuar etkisini, trombosit agregasyonunu Onleyerek,
prostoglandinler ve 16kotrienler gibi ekazonoidlerin sentezini inhibe ederek ve histamin
gibi inflamasyonda rol oynayan mediatdrlerin salinimi engelleyerek olusturdugu 6ne
stirtilmiistiir. Propolis ekstraktlarinin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek anti-
inflamatuar etki olusturdugu ve bu enzim iizerindeki inhibisyonun kafeik asit fenetil
esterlerine (CAPE) bagl oldugu belirtilmektedir (102, 163).

2.8.10. Propolis’in toksik ozelligi

Propolis asir1 miktarlarda alinmadig1 siirece toksik etki gostermemektedir. Bazi
flavonlar, Ames testinde mutajen olmalarina karsin, propolis mutajen sonug
vermemistir. Bazi kisilerin propolise kars1 asir1 duyarl olabilecekleri, dolayisiyla alerjik
etkilerinin de olabilecegi belirtilmektedir (135). Benzer sekilde normalden daha yiiksek
alimlarda propolisin insan ve hayvanlar i¢in tehlikeli olabilecegi vurgulanmaktadir (25,
167). Ancak propolisin belirtilen bu toksik etkilerini destekleyen literatiir veriye

rastlanmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizin yazimi sirasinda kullandigimiz biyolojik ve tip terimlerinin yazimi

ve Tiirkgelestirilmesinde Histoloji ve Embriyoloji Terimleri S6zLigt kullanilmistir.

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda, 4 aylik, 150-200 g agirliginda, toplam 40 adet, Sprague-Dawley
cinsi gebe siganlardan dogan erkek yavrularin tamami kullanildi. Siganlarin
gebeliklerine giinliik olarak yapilan vajinal smear testi sonucu karar verildi. Smear testi
sonucunda sperm goriiliirse, testin yapildig1 giin sicanlarin gebeliklerinin sifirinct glinii
kabul edildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda anabilim dalimiz
hayvan odasinda, uygun kafesler icinde barindirilarak serbestce beslenmeleri ve su
icmeleri sagland1. Calismamizda yapilan tiim islemler Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 05.04.2012 tarihli ve 267 sayili karar1

ile onaylanmustir.

Deney hayvanlari, her bir grupta 10 adet gebe sigan olacak sekilde Kontrol,
Busulfan, Propolis ve Busulfan+Propolis grubu olarak 4 gruba ayrild1.

1) Kontrol grubu: Bu grubu olusturan gebe siganlara, 21 giin boyunca giinde 1
kez siganlarin viicut agirliklarina gére hacmi hesaplanarak belirlenen dozda
DMSO (busulfan ¢oziiciisii oldugundan) i.p. olarak verildi. Bu gruptaki gebe
sicanlardan dogan erkek yavrularin testisleri dogumlarindan sonraki 30, 40 ve

50. giinlerde sakrifiye edilerek incelendi.

2) Busulfan grubu: Bu grubu olusturan gebe si¢anlara, gebeliklerinin 15.
giiniinde tek doz DMSQO’da ¢6ziilmiis 10 mg/kg busulfan i.p. olarak verildi
(28, 50, 144). Bu gruptaki gebe siganlardan dogan erkek yavrularm testisleri

dogumlarindan sonraki 30, 40 ve 50. giinlerde sakrifiye edilerek incelendi.
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3) Propolis grubu: Bu grubu olusturan gebe siganlara, gebelikleri boyunca (21
giin), her giin tek doz olacak sekilde, 50 mg/kg propolis i.p. olarak verildi (110,
182). Bu gruptaki gebe si¢anlardan dogan erkek yavrularin testisleri

dogumlarindan sonraki 30, 40 ve 50. giinlerde sakrifiye edilerek incelendi.

4) Busulfan+Propolis grubu: Bu grubu olusturan gebe si¢anlara, gebelikleri
boyunca (21 giin), her giin tek doz 50 mg/kg propolis ve gebeligin 15. gilinlinde
tek doz 10 mg/kg busulfan i.p. olarak verildi. Bu gruptaki gebe siganlardan
dogan erkek yavrularin testisleri dogumlarindan sonraki 30, 40 ve 50.

giinlerde sakrifiye edilerek incelendi.

3.2. Kimyasallar

Busulfan olarak, GlaxoSmithKline firmasinin Myleran 100 film 2 mg tablet
Busulfan adli iiriinii kullanildi. Propolis olarak, Hirudolab Ila¢ Kozmetik San. Ltd. Sti.

firmasiin Bee Propolis Extract konsantre 15 ml adli iirtinii kullanildi.

3.3. Viicut Agirhklarmm Ol¢iimii

Deney basinda gebe sicanlarin viicut agirliklart madde dozlarini belirlemek tizere
gebelik siiresince her giin tartildi. Deney sonunda deney gruplarindaki gebe si¢anlardan
dogan erkek yavrularin viicut agirliklar: ile sag ve sol testislerinin agirliklari, kontrol
grubundaki gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin viicut agirliklar: ile sag ve sol

testislerinin agirliklar1 karsilastirmak icin tartildi ve kaydedildi.

3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin ¢6zeltisi asagidaki sekilde hazirlands;

» Doymus pikrik asit ¢dzeltisi 75 ml
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» Formaldehit (% 40) 25 ml
» Glasiyal asetik asit 5ml

Molekiil agirligr kadar tartilan pikrik asit (12.2 g) 1000 ml saf su icerisinde
¢oziildii. lyice ¢ozdiiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullamldu.
Cozelti kullanilmadan Once siiziildii. Bouin ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 6nce doymus
pikrik asit ¢Ozeltisi ile formaldehit karistirildi, daha sonra iizerine yavasca glasiyal

asetik asit ilave edilerek ¢ozelti karistirildi (11).

3.5. Dokularin Alinmasi

Gebe siganlardan dogan erkek yavrularin 36 tanesi dogumlarindan sonraki 30.
giinde, 39 tanesi 40. giinde ve yine 39 tanesi 50. giinlerde viicut agirliklar1 6l¢iiliip
kaydedildikten sonra ketamin (Ketalar 90 mg/kg) + ksilazin (Alfazyne 10 mg/kg) i.p.
olarak verilerek servikal dislokasyon ile 6ldiiriildi (126, 157). Hayvanlarin karin bolgesi

acilarak testisleri ¢ikarildi.

3.6. Testis Agirhklarmn Olciimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro
AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklar1 her sican i¢in ayr1 ayri sag ve
sol olmak tizere tartilarak kaydedildikten sonra, sol testisler Bouin ¢ozeltisine ve sag

testisler ise %10’luk formaldehit icerisine alindi.

3.7. Isik Mikroskobu I¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin lizerine Bouin ¢ozeltisi, sag testislerin tizerine ise % 10°luk
formaldehit dokiildiikten sonra testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde enjektor
ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli birka¢ delik ag¢ildi. Fiksatif icerisindeki testis

dokular1 sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde dnce ortadan iki esit parcaya
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ve daha sonra bu parcalar da yeniden ikiye boliinerek kasetlere alindi. Dokular
fiksatiflerin igerisinde toplam 24 saat bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi islemi

uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten 1 blok elde edildi.

Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin basamaklari
Tablo 5°de gosterilmistir. Doku takip yontemine ait siireler her basamaga ait zaman birimi

aksi belirtilmedigi durumda saat olarak anlasilmalidir.

Tablo 5. Doku takip yontemine ait siireler.

Kimyasal Uygulama siiresi (saat)
Bouin Cozeltisi 24
%70 Alkol 1
%80 Alkol 1
%90 Alkol 1
%95 Alkol | 1
%95 Alkol 11 1
%100 Alkol | 1
%100 Alkol 11 1
Ksilol | 10 dk
Ksilol 11 10 dk
%50 Parafin - %50 Ksilol 1
Parafin | 1
Parafin Il 1
Parafin 111 1
Bloklama

55



3.8. Boyalarin Hazirlanmasi

3.8.1. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyasinin hazirlanigt

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya ¢6zeltisi asagidaki sekilde hazirlandi (11).

a. Periyodik asit 19

Saf su 200 ml
b. Schiff ¢ozeltisi;

Bazik fuksin 19

Saf su 200 ml
c. Potasyum metabisiilfit 29
d. Hidroklorik asit 2ml
e. Aktif komiir 24

Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin 6nce hazirlandi. Periyodik asit saf suda
¢cozdiiriildii ve kaynatildi. Kaynatilan ¢ozeltiye bazik fuksin eklenerek karistirildi ve
50°C'ye kadar sogutuldu. Daha sonra 2 g potasyum metabisiilfit eklenerek karistirildi
Oda sicakligina geldiginde 2 ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi ve 2 g aktif komiir
eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir gece

bekletildi. Cozelti kullanilmadan once siiziildii.

3.9. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 60 pm trim aralii ile 3 pm kalinlhiginda seri kesitler alindi. Her lam
iizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandi. Her
bloktan aliman 3 pm kalmhgindaki seri kesitlerden olusan 2 adet lam 151k
mikroskobunda inceleme i¢in Hemotoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff
(PAS)+Hemotoksilen (H) ile boyand:.
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Boyama ydnteminin basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 6 ve Tablo 7’de

gosterilmigtir.

Tablo 6. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk.)

Ksilol 1 15

Ksilol 11 15

%96 Alkol |

%96 Alkol Il

%90 Alkol

%80 Alkol

%70 Alkol

Distile Su

| o o o o o o

Hematoksilen

Cesme suyunda yikama Suyun rengi seffaf olana kadar

Eozin 5

%70 Alkol

%80 Alkol

%90 Alkol

%96 Alkol 1

%96 Alkol I

Ksilol |

gl g DN DN DN NN

Ksilol 11

Lamlarm kapatilmasi
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Tablo 7. PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)

Ksilol 1 20

N
o

Ksilol 11

%96 Alkol |

%96 Alkol Il

%90 Alkol

%80 Alkol

%70 Alkol

Distile Su

Periyodik asit

N O P W W W w N

Distile Su

[EE
(6]

Schiff ¢ozeltisi

Cesme suyu

(6]

Hematoksilen

Cesme suyu

%70 Alkol

%80 Alkol

%90 Alkol

%96 Alkol 1

%96 Alkol I1

Ksilol |

Ksilol 11

Lamlarm kapatilmasi
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3.10. Histolojik Degerlendirme

H-E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi i¢cin DP 70 dijital
kamera ile donatilmis Olympus BXS51 151tk mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo,
Japonya) kullanildi. Hazirlanan preparatlarda, bazal membran, spermatogenik seri
hiicreler, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri, bag dokusunda yer alan hiicre, lif, damar
yapis1 ve damarlardaki kanlanma agisindan bu mikroskopta incelenerek gruplari temsil
eden gorintiiler elde edildi. Elde edilen histolojik bulgular, istatistiksel bulgular ile

karsilagtirildi.

3.11. Istatistiksel Analiz

Analizlerin uygulanmasinda IBM SPSS Statistics 21 paket programindan
yararlanilmigtir. Tanimlayict veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Gruplarin karsilastirilmasinda veriler normal dagiliyor ise Tek Yonli Varyans Analizi
(One Way ANOVA) kullanilmigtir. Normal dagilim gostermeyen coklu gruplarin
testinde ise Kruskal-Wallis H testi kullanilmistir. Gruplarin ¢oklu karsilastirilmasinda
normal dagilim gosteren veriler i¢in Tukey testi, normal dagilim gdstermeyen veriler
icin Dunn’s testi kullanilmistir. Verilerin normal dagilim varsayimina uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile test edilmistir. Istatistiksel onemlilik i¢in p<0.05 degeri

kriter kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. istatistiksel Bulgular

4.1.1. Giinlere gore viicut, sag ve sol testis agirliklart analizleri

4.1.1.1. 30. giin viicut, sag ve sol testis agirliklart analizleri

Tablo 8. 30. giin viicut, sag ve sol testis agirliklar.

Kontrol Busulfan Propolis Busulfan+Propolis
30. Giin 0] (n (1) (V) P Coklu
Degeri  Karsilagtirma
Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS
Med. (25-75) Med. (25-75) Med. (25-75) Med. (25-75)
* Viicut  56.361+9.605 64.782+6.211 77.909+4.660 58.399+6.501 I-111
Agrlig 5723 66.02 76.84 57.19 <ot Y
(48.98-67.31) (58.61-68.08) (75.32-78.48) (52.11-64.40)
* S o -
9 02870065 0.110:0.012 03160015  0.156+0.048 Hl
Testis <0.001 -1V
Aglrllgl 0.26 0.11 0.32 0.18 ' 1-111
(0.24-0.34) (0.10-0.12) (0.30-0.33) (0.10-0.20) 1n-1v
* Sol
Testis 0.280+0.065  0.109+0.015  0.316+0.017 0.152+0.045 I-11
<0.001 -1l
Aglrllgl 0.25 0.11 0.31 0.17 -1V
(0.23-0.35) (0.10-0.12) (0.30-0.34) (0.10-0.19)

* Kruskal-Wallis H testi
Ort. £ SS: Ortalama+Standart Sapma

Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil

Viicut agirhklar: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 30. giindeki viicut agirliklari
gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile propolis grubundan, busulfan
grubu ile propolis grubundan ve propolis grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan
yavrularm viicut agirliklar1 arasinda anlamh fark gézlenmistir (p<<0.05). Kontrol grubu
ile busulfan+propolis grubundan, kontrol grubu ile busulfan grubundan ve busulfan
grubu ile busulfan+propolis

grubundan dogan yavrularm viicut agirliklar

karsilastirildiginda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sag testis agirhklari: Gebe si¢anlardan dogan yavrularmm 30. giindeki sag testis

agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
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kontrol grubu ile busulfan+propolis grubundan, busulfan grubu ile propolis grubundan
ve propolis grubu ile busulfantpropolis grubundan dogan yavrularin sag testis
agirliklart arasinda anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile
propolis grubundan ve busulfan grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan

yavrularin sag testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhiklarn: Gebe siganlardan dogan yavrularin 30. giindeki sol testis
agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
busulfan grubu ile propolis grubundan ve propolis grubu ile busulfan+propolis
grubundan dogan yavrularin sol testis agirliklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu
gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile propolis grubundan, kontrol grubu ile
busulfan+propolis grubundan ve busulfan grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan

yavrularin sol testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

4.1.1.2. 40. giin viicut, sag ve sol testis agwrliklart analizleri

Tablo 9. 40. giin viicut, sag ve sol testis agirliklari.

Kontrol

Busulfan Propolis Busulfan+Propolis 0 Coklu
40. Giin 0 (I D (V) "
Degeri  Karsilagtirma
Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS
Med. (25-75)  Med. (25-75) Med. (25-75) Med. (25-75)
*Viicut  65.912+13.616 63.876+13.118 72.122+2.631 71.151+7.580
Adirhig 62.87 71.73 72.17 67.85 0.700
(52.43-76.96)  (51.45-75.44)  (71.01-74.43) (65.59-80.06)
gk Sav -
s 03810122 08040066 03370030 020440077 I
estis <0.001. -1V
Agirligi 0.32 0.16 0.34 0.21 ' H-111
(0.30-0.50) (0.12-0.24) (0.31-0.36) (0.13-0.30) n-1v
* Sol I-11
Testis 0.386+0.124 0.191+0.062 0.331+0.032 0.203+0.080 0001 -1V
Agirlign 0.33 0.17 0.33 0.20 ' 1-111
(0.301- 0.51) (0.14-0.24) (0.30-0.34) (0.14-0.30) n-1v

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. = SS: Ortalama+Standart Sapma

Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil
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Viicut agirhklan: Gebe sicanlardan dogan yavrularm 40. giindeki viicut agirliklar:
gruplar arasinda karsilastirildiginda, gruplardaki yavrularin viicut agirliklari arasinda

anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sag testis agirhiklari: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 40. giindeki sag testis
agirhiklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
kontrol grubu ile busulfan+propolis grubundan, busulfan grubu ile propolis grubundan
ve propolis grubu ile busulfantpropolis grubundan dogan yavrularin sag testis
agirliklar1 arasinda anlaml bir fark oldugu goézlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile
propolis grubundan ve busulfan grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan

yavrularin sag testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhiklarn: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 40. giindeki sol testis
agirhiklar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
kontrol grubu ile busulfan+propolis grubundan, busulfan grubu ile propolis grubundan
ve propolis grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan yavrularin sol testis agirliklari
arasinda anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile propolis
grubundan ve busulfan grubu ile busulfan+propolis grubundan dogan yavrularin sol

testis agirliklar arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

62



4.1.1.3. 50. giin viicut, sag ve sol testis agirliklar: analizleri

Tablo 10. 50. giin viicut, sag ve sol testis agirliklari.

50 Kontrol Busulfan Propolis Busulfan+Propolis
; Q) () () (V)
Giin
Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS
Med. (25-75)  Med. (25-75) Med. (25-75)  Med. (25-75)

p Coklu
Degeri  Karsilagtirma

*Vicut  82.010+13.473 83.524+11.756  103.175+4.296 95.634+15.590

Agirhg 79.38 85.77 103.53 93.20 0.006 -1l
(7352-86.02)  (71.27-90.90)  (99.36-106.10)  (83.53-109.01)

** Sag -1
S 062140176  0.152+0.036  0.628+0.082 0.410+0.153 -1V
Testis <0.001 H-111
Agirhig 0.64 0.15 0.59 0.44 . H-1vV
(0.44-0.76) (0.12-0.19) (0.57-0.73) (0.29-0.51) Iy

*x S0 T
 0614+0182  0.164:0.059  0.624+0.085 0.416+0.147 -1V
Testis <0.001 H-111
Agirligi 0.62 0.15 0.60 0.45 ' -1V
(0.44-0.73) (0.12-0.21) (0.59-0.72) (0.30-0.51) LIy

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. + SS: Ortalama+Standart Sapma
Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil

Viicut agirhklar: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 50. gilindeki viicut agirliklar
gruplar arasinda karsilastirildiginda, yalnizca kontrol grubu ile propolis grubundan
dogan yavrularin viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05). Diger

gruplardan dogan yavrularm viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir

(p>0.05).

Sag testis agirhklar: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 50. giindeki sag testis
agirliklar gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
kontrol grubu ile busulfan+propolis grubundan, busulfan grubu ile propolis grubundan,
busulfan ile busulfan+propolis grubundan ve propolis ile busulfan+propolis grubundan
dogan yavrularmm sag testis agirliklar1 arasinda anlamhi fark oldugu gozlenmistir
(p<0.05). Kontrol grubu ile propolis grubundan dogan yavrularin sag testis agirhiklar:

arasinda ise anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Sol testis agirhiklari: Gebe sicanlardan dogan yavrularin 50. gilindeki sol testis
agirliklar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile busulfan grubundan,
kontrol grubu ile busulfan+propolis grubundan, busulfan grubu ile propolis grubundan,
busulfan ile busulfan+propolis grubundan ve propolis ile busulfan+propolis grubundan
dogan yavrularin sol testis agirliklar1 arasinda anlamli fark oldugu goézlenmistir
(p<0.05). Kontrol grubu ile propolis grubundan dogan yavrularin sol testis agirliklar

arasinda ise anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

4.1.2. Gruplara gore viicut, sag ve sol testis agirliklart analizleri

4.1.2.1. Kontrol grubu

Tablo 11. Kontrol grubuna gore viicut, sag ve sol testis agirliklari.

30.Giin 40.Giin 50.Giin
(1) (an (1) P Coklu

Degeri  Karsilagtirma
Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS
Med. (25-75) Med. (25-75) Med. (25-75)

*Vicut  56.361+9.605 65.912+13.616 82.009+13.473

Agirlhigi 5174 62.87 79.38 <0.001 I-111
(48.98-67.31)  (52.43-76.96)  (75.52-86.02)
gk S
Kontrol T S;-lg 0.287+0.065 0.381+0.122 0.621+0.176
estis I-111
Grubu A griig 0.25 0.32 0.64 <0.001 1111
(0.24-0.34) (0.30-0.50) (0.44-0.76)
** Sol
Testis 0.280+0.065 0.386+0.124 0.614+0.182 -1

Agirhig 0.25 0.33 0.62 <0.001 1111

(0.23- 0.35) (0.30-0.51) (0.44-0.73)

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. + SS: Ortalama+Standart Sapma
Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil

Viicut agirhklari: Gebe sicanlardan dogan yavrularm viicut agirliklar1 herbir grupta 30,
40 ve 50. giinler arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubundan dogan yavrularin 30.
giin ile 50. giin arasinda anlaml bir fark oldugu gézlenmistir (p<<0.05). 30. giin ile 40.
giin ve 40. giin ile 50. giinde dogan yavrularin viicut agirliklar: arasinda ise anlamli bir

fark gozlenmemistir (p>0.05)
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Sag testis agirhklari: Gebe siganlardan dogan yavrularin sag testis agirliklar1 herbir
grupta 30, 40 ve 50. giinler arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubunda 30. giin ile
50. giin ve 40. giin ile 50. giin sag testis agirliklarmin anlamli derecede farkli oldugu
gozlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin sag testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir

fark gozlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhklari: Gebe sicanlardan dogan yavrulari sol testis agirliklari herbir
grupta 30, 40 ve 50. giinler arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubunda 30. giin ile
50. giin ve 40. giin ile 50. giin sol testis agirliklarinin anlamli derecede farkli oldugu
gozlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin sol testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir

fark gbzlenmemistir (p>0.05).

4.1.2.2. Busulfan grubu

Tablo 12. Busulfan grubuna gore viicut, sag ve sol testis agirliklari.

30.Giin 40.Giin 50.Giin
(1) () () b Coklu
Degeri  Karsilagtirma
Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS

Med. (25-75) Med. (25-75)  Med. (25-75)

*Vicut  64.78246.211 63.876+13.118 83.523+11.756 -1

Agirhig 66.02 7173 85.77 0.005 H-111

(58.61-68.08)  (51.45-75.44)  (71.27-90.90)

Kk Sa“
Busulfan T _g 0.110+0.012 0.180+0.066 0.152+0.036
estis 0.001 111
Grubu A g1 0.11 0.16 0.15 :
(0.10-0.12) (0.12-0.24) (0.12-0.19)
* Sol
0.109:0.015  0.191+0.062  0.164+0.059
Testis <0.001 I-11

Agihig 0.11 0.17 0.15 -1
(0.10- 0.12) (0.14-0.24) (0.12-0.21)

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. + SS: Ortalama+Standart Sapma
Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil
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Viicut agirhiklari: Busulfan grubundan dogan yavrularin giinlere gore viicut agirliklar1
karsilastirildiginda, 30. giin ile 50. giin arasinda ve 40. giin ile 50. giin arasinda anlaml
bir fark gozlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. gin arasinda anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05).

Sag testis agirhklari: Busulfan grubundan dogan yavrularin giinlere gore sag testis
agirliklar1 karsilastirildiginda, yalmizea 30. giin ile 40. gilin sag testis agirliklarinin
anlaml derecede farkli oldugu gozlenmistir (p<<0.05). 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile

50. giin sag testis agirliklar1 arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhklari: Busulfan grubundan dogan yavrularin giinlere gére sol testis
agirhiklar1 karsilastirildiginda, 30. giin ile 40. giin ve 30. giin ile 50. giin sol testis
agirliklarinm anlamli derecede farkli oldugu gézlenmistir (p<<0.05). 40. giin ile 50. giin

sol testis agirliklar arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

4.1.2.3. Propolis grubu

Tablo 13. Propolis grubuna gore viicut, sag ve sol testis agirliklari

30.Giin 40.Giin 50.Giin
(1) () (1) b Coklu
Degeri  Karsilagtirma
Ort. £ SS Ort. £SS Ort. £ SS

Med. (25-75) Med. (25-75)  Med. (25-75)

*Vieut  77.909+4.660  72.12242.631  103.175+4.296

Agirhigt 76.84 7917 103.53 <0.001 -1
(73.32-78.48)  (71.01-74.43)  (99.36-106.10)
gk Sa"
Propolis 1, iy 0.316+0.015 0.337+0.030 0.628+0.082
Grubu estis <0.001 I-1
Agurligt 0.32 0.34 0.59 H-111
(0.30-0.33) (0.31-0.36) (0.57-0.73)
* Sol
Testis 0.316+0.017 0.331+0.032 0.624+0.085 11

Agirlig 0.31 0.33 0.60 0.001 -1

(0.30- 0.34) (0.30-0.34) (0.59-0.72)

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. = SS: Ortalama+Standart Sapma
Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil
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Viicut agirhklari: Propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore viicut agirliklar:
karsilastirildiginda ise, 40. giin ile 50. giin viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu goézlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin arasinda ve 30. giin ile 50. giindeki

viicut agirliklari arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sag testis agirhklari: Propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore Sag testis
agirliklart karsilastirildiginda Karsilastirildiginda ise, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile
50. giin sag testis agirliklar1 arasinda anlaml bir fark gézlenmistir (p<<0.05). 30. giin ile

40. giin testis agirliklar: arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhklari: Propolis grubundan dogan yavrularin giinlere goére v sol testis
agirhiklar1 karsilastirildiginda ise, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin sol testis
agirliklart arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin sol testis

agirliklar: arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

4.1.2.4. Busulfan+Propolis grubu

Tablo 14. Busulfan+Propolis grubuna gore viicut, sag ve sol testis agirliklari

30.Giin

40.Giin 50.Giin
(1) an () b Coklu
Degeri  Karsilagtirma
Ort. £SS Ort. £ SS Ort. £SS
Med. (25-75) Med. (25-75) Med. (25-75)
**Viicut 5839946501 71.151+7.580 95.634+15.590
Agirhig <0.001 -1l
giris 57.19 67.85 93.20 ' -1
(52.11-64.40)  (65.59-80.06)  (83.53-109.01)
Busulfan ~+ga5
+ Testis | 0-156+0.048  0.204£0077  0.410:0.153
POPOlS Agurli 0.18 0.21 0.44 0.004 -l
rubu (0.10-0.20) (0.13-0.30) (0.29-0.51)
TS0l 15240045 0203£0080  0416:0.147
Testis ' ' ' ' ' ' <0.001 I-111
Agirlig 0.17 0.20 0.45 ' -1
(0.10-0.19)  (0.14-0.30) (0.30-0.51)

* Kruskal-Wallis H testi ** Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)
Ort. = SS: Ortalama+Standart Sapma
Med. (25-75): Medyan (25. - 75.) Persantil
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Viicut agirhklar: Busulfant+propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore viicut
agirliklar1 karsilagtirildiginda, 30. giin ile 40. giin, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50.
giinlerdeki yavrularin sag testis agirliklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gozlenmistir

(p<0.05).

Sag testis agirhklari: Busulfant+propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore sag
testis agirliklar1 karsilastirildiginda, 30. giin ile 50. giin sag testis agirliklar1 arasinda
anlaml bir fark gozlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin ve 40. giin ile 50. giin sag

testis agirliklar: arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Sol testis agirhklari: Busulfant+propolis grubundan dogan yavrularmn giinlere gore sol
testis agirhiklar1 karsilastirildiginda, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin sol testis
agirliklart arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05). 30. giin ile 40. giin sol testis

agirliklar: arasinda ise anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinin

genel goriiniimiinii saptamak i¢in H-E ve PAS+H boyalar1 uygulanmaistir.

4.2.1. Kontrol grubu

30. Giin: Kontrol grubunu olusturan gebe si¢anlardan dogan erkek yavrularin testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde spermatogenik seri
hiicrelerinin primer spermatosite kadar ilerledigi gozlendi (Sekil 7a-d; 8a-d). Bazi
tiibiillerdeki seri hiicrelerde akrozomal graniil olusumu gozlendi. Sertoli hiicreleri ile
spermatogonyumlar oldukg¢a belirgin ve normal yapida gézlendi (Sekil 7a-d; 8a-d). 30.
giin oldugundan olgun spermatozoonlara rastlanmadi. Interstisyel alanda yer alan
Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve tipik

yerlesim yerleriyle oldukga diizgiin olarak gozlendi (Sekil 7d; 8b,d). Interstisyel
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alandaki damarlar normal yapida goézlendi (Sekil 8b). PAS+H ile boyadigimiz testis

orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran yapist normal yapida goézlendi

(Sekil 8a-d).

40. Giin: 40. giin kontrol grubunda seminifer tiibiillerdeki spermatogenik seri hiicreleri
normal diizeninde gozlendi (Sekil 8a-d; 10a-d). Bazi tiibiillerde gelismekte olan
spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarma yonelik,
Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde gozlendi (Sekil 9d; 10c,d). Bazi
tiibiillerde akrozomal graniil olusumunun devam ettigi gdzlendi. Interstisyel alanda yer
alan Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve
tipik yerlesim yerleriyle oldukca diizgiin olarak gozlendi (Sekil 9d; 10d). Interstisyel
alandaki damarlar normal yapida gézlendi. PAS+H ile boyadigimiz testis 6rneklerinde
PAS pozitif boyanmig bazal membran ve tunika albuginea yapist normal yapida

gozlendi (Sekil 10a-d).

50. Giin: 50. giin kontrol grubunda spermatogenik seri hiicreleri normal diizeninde
gozlendi (Sekil 11a-d; 12a-d). Bazi tiibiillerde spermatid gézlendi. Spermatidler klasik
goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina yonelik, Sertoli hiicrelerinin
arasma lokalize olmus sekilde gozlendi. Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri
eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve tipik yerlesim yerleriyle
oldukga diizgiin olarak gozlendi (Sekil 11d; 12d). interstisyel alandaki damarlar normal
yapida gozlendi. PAS+H ile boyadigimiz testis orneklerinde PAS pozitif boyanmis

bazal membran ve tunika albuginea yapisi normal yapida gozlendi (Sekil 12a-d).

4.2.2. Busulfan grubu

30. Giin: Busulfan grubunu olusturan siganlardan dogan erkek yavrularin testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde sakrifiye edilen yavru erkek
sicanlarin testislerinde bulunan seminifer tiibiillerde spermatogonyum digindaki
spermatogenik seri hiicrelerinde yogun dejenerasyon gozlendi (Sekil 13a-d; 14a-d; 15a-

d). Spermatogenik seri hiicrelerinin yalnizca Sertoli ve spermatogonyumlar ile temsil
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edildigi gozlendi. Sertoli hiicrelerinin yapis1 ve sayist bakimindan bir farklilik
gozlenmedi. Seminifer tiibiillerdeki bazal membran yapis1 korunmus olarak goézlendi
(Sekil 15a-d). Interstisyel alanda bag dokusunda artis (Sekil 13b; 14a-d; 15a-d), bu
alandaki damarlarda dilatasyon ve kongesyon gézlendi (Sekil 13b-d; 15¢). Interstisyel
alanda yer alan Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli
cekirdekleri ve tipik yerlesim yerleriyle normal yapida gézlendi (Sekil 14d). Testisi

saran tunika albugineanin ayrilmis oldugu gozlendi (Sekil 13a).

40. Giin: 40. giinde sakrifiye edilen yavru erkek sigcanlarin testislerinde 30. giindekinin
aksine bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerinin olusmaya basladigi
gozlendi (Sekil 16a-d; 17a-d; 18a-d; 19a-d). Bu tiibiillerde spermatogenezisin primer
spermatosite kadar ilerledigi gozlendi (Sekil 17b,c; 18b,c). Seminifer tiibiillerin
etrafindaki bazal membran yapisinda 30. giindekine benzer sekilde bozulma olmadigi
gozlendi (Sekil 18a-d). 30. giine gore 40. giindeki seminifer tiibiillerdeki interstisyel
alandaki bag dokusunda azalma oldugu gdzlendi. Interstisyel alanda bulunan damar
duvarlarinda kalinlasma ve damarlarda kongesyon gozlendi (Sekil 17d; 18b,d). Testisi
saran tunika albugineanin 30. giindekine benzer sekilde ayrilmis oldugu gézlendi (Sekil

19¢).

50. Giin: 50. giinde sakrifiye edilen yavru erkek sicanlarin testislerinde 40. giindeki
yavru sicanlarin testislerinin aksine, 30. giindekine benzer sekilde spermatogenik seri
hiicrelerinin bulunmadig1 gozlendi (Sekil 20a-d; 21a-d; 22a-d). Interstisyel alan bag
dokusunda yogunlasma gozlendi (Sekil 20a-d; 21a-d; 22a-d). Interstisyel alandaki
damarlarda kongesyon ve damar duvarlarinda kalinlasma gozlendi (Sekil 20c; 22c).
Seminifer tiibiillerin etrafindaki bazal membranin 30 ve 40. giindekine benzer sekilde
diizgiin oldugu gézlendi (Sekil 21a-d; 22a-d). Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinin
30 ve 40. giindekine benzer sekilde diizgiin oldugu gozlendi (Sekil 22b,c,d). Sertoli
hiicrelerinin ¢ekirdekleri 30. ve 40. giindeki hiicreler ile karsilastirildiginda oldukga
kiicilmiis olarak gozlendi. 50. giindeki seminifer tiibiillerin yalnizca birkaginda

spermatogenik serinin devam ettigi gozlendi. Birgok tiibiilde atrofi gozlendi (Sekil 20d).
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4.2.3. Propolis grubu

30. Giin: Propolis grubunu olusturan siganlardan dogan erkek yavrularin testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde spermatogenik seri
hiicrelerinin, kontrol grubundaki yavrularin testis 6rneklerine benzer sekilde, primer
spermatosite kadar ilerledigi gozlendi (Sekil 23a-d; 24a-d). Bazi tiibiillerdeki seri
hiicrelerde akrozomal graniil olusumu gézlendi. Sertoli hiicreleri ile spermatogonyumlar
oldukga belirgin ve normale benzer yapida gozlendi (Sekil 23d; 24d). Interstisyel alanda
yer alan Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli niikleuslar1 ve
tipik yerlesim yerleriyle, kontrol grubundaki yavrularin testis 6rneklerine benzer sekilde
gozlendi. Interstisyel alandaki damarlar normal yapida gozlendi. PAS+H ile
boyadigimiz testis Orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran ve tunika

albuginea yapis1 normale benzer yapida gézlendi (Sekil 24c,d).

40. Giin: Bu gruptaki sicanlardan dogan ve 40. giinde sakrifiye edilen erkek yavrularin
testislerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiillerin arasindaki
spermatogenik seri hiicreleri, kontrol grubundaki yavrularin testis 6rneklerine benzer
sekilde, normal diizeninde gozlendi (Sekil 25a-d; 26a-d). Bazi tiibiillerde gelismekte
olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk Himende, bas tiibiil duvarma
yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde gozlendi. Bazi tiibiillerde
akrozomal graniil olusumunun devam ettigi gozlendi (Sekil 26d). Interstisyel alandaki
damarlar normale benzer yapida gézlendi. PAS pozitif bazal membran yapist normal
olarak gozlendi (Sekil 26a-d)

50. Giin: Bu gruptaki sicanlardan dogan ve 50. giinde sakrifiye edilen erkek yavrularin
testislerinin 11k mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiillerdeki spermatogenik
seri hiicreleri, kontrol grubundaki yavrularin testis drneklerine benzer sekilde, normal
diizeninde gozlendi (Sekil 27a-d; 28a-d). Bazi tiibiillerde spermatid gozlendi.
Spermatidler klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk limende, bag tiibiil duvarina yonelik,
Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde gozlendi (Sekil 27¢,d; 28c,d). Sertoli

hiicreleri ile spermatogonyumlar olduk¢a belirgin ve normale benzer yapida gozlendi
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(Sekil 27a-d; 28a-d).Interstisyel alandaki damarlar normal yapida gozlendi. PAS+H ile
boyadigimiz testis drneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran yapis1 normale

benzer yapida gozlendi (Sekil 28a-d).

4.2.4. Busulfan+Propolis grubu

30. Giin: Bu grubu olusturan siganlardan dogan erkek yavrularin testislerinden alinan
kesitlerin mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde busulfan grubunu olusturan
sicanlardan dogan erkek yavrularm testislerinden alman orneklerle karsilastirildiginda,
bu grubu olusturan siganlardan dogan erkek yavrularn testislerindeki seminifer
tiibiillerde, spermatogenik seri hiicrelerinin varligi ve bu hiicrelerin kontrol grubundaki
erkek yavrularin testislerine benzer sekilde oldugu gozlendi (Sekil 29a-d; 30a-d).
Interstisyel alandaki hiicrelerde ve damar yapilarinda normale yakm bir goriintii
olustugu gozlendi (Sekil 30d). PAS+H ile boyadigimiz testis 6rneklerinde PAS pozitif

boyanmis bazal membran normale benzer yapida gozlendi (Sekil 30c,d).

40. Giin: Bu gruptaki sicanlardan dogan ve 40. gilinde sakrifiye edilen erkek yavrularin
testislerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, normale benzer yapida spermatogenik
seri hiicrelerinin bulundugu seminifer tiibiillerle beraber, busulfan grubundaki yavru
erkek sicanlarin testislerindekine benzer sekilde spermatogenik seri hiicrelerinin
yalnizca spermatogonyumlar ile temsil edildigi seminifer tiibiillerin de var oldugu
gozlendi (Sekil 3la-d; 32a-d). Bazi tiibiillerde gelismekte olan spermatidler, klasik
goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina yonelik, Sertoli hiicrelerinin
arasma lokalize olmus, normale benzer yapida gozlendi. PAS+H ile boyadigimiz testis
orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapis1 normale
yakin goriildii (Sekil 33a-d). interstisyel alan ve i¢erdigi Leydig hiicreleri normal yapida
gozlendi (Sekil 31d; 33d)

50. Giin: Bu gruptaki sicanlardan dogan ve 50. giinde sakrifiye edilen erkek yavrularin
testislerinin 151k mikroskobik incelemelerinde ise, spermatogenik seri hiicrelerinin

bulundugu normale yakin ¢ok sayida seminifer tiibiiliin bulundugu gézlendi (Sekil 34a-
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d; 35a-d). Birgok tiibiilde gelismekte olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi
kuyruk limende, bas tiibiil duvarma yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus,
normale benzer yapida gozlendi. 30 ve 40. giin busulfant+propolis grubuna oranla 50.

giinde daha az sayida hasarli tiibiil goriildi (Sekil 34b,d).
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Sekil 7. Kontrol grubu-30. Giin: 30. giin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan (*) ve

Leydig hiicreleri (®), primer spermatosite kadarki spermatogenik seri hiicreleri goriilmekte (bar:200um,
bar: 100 pm, bar: 50.0 pm, bar: 20.0 pum, HE) (a-d).
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Sekil 8. Kontrol grubu-30. Giin: 30. giin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintlisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve
Leydig hiicreleri (®), primer spermatosite kadarki spermatogenik seri hiicreleri goriilmekte (Se: Sertoli
hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum), (bar: 200 um, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+H)
(a-d).
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Sekil 9. Kontrol grubu-40. Giin: 40. giin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintlisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve
Leydig hiicreleri (P ), tunika albuginea yapisi (—) ve spermatogenik hiicreler goriilmekte (Se: Sertoli
hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum, ss: sekoneder spermatosit) (bar: 200 pm, bar: 100
um, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 10. Kontrol grubu-40. Giin: 40. gin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkll
biiyiitmelerdeki 11k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, spermatogenik hiicreler
(Se: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum, st: spermatid), interstisyel alan ve
Leydig hiicreleri (P) ile PAS pozitif tunika albuginea (ta) ve bazal membran yapisi (—) goriilmekte
(bar:200um, bar: 100 um, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 11. Kontrol grubu-50. Giin: 50. gin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkll
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve
Leydig hiicreleri () ve spermatogenik hiicreler (Se: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s:
spermatogonyum) ve boliinmekte olan hiicreler (—) goriilmekte (bar: 500 pwm, bar: 100 um, bar: 50.0 um,
bar:20.0pum, HE) (a-d).
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Sekil 12. Kontrol grubu-50. Giin: 50. gin kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin farkll
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintlisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve
Leydig hiicreleri (P), PAS pozitif bazal membran yapisi (—) ve spermatogenik hiicreler (Se: Sertoli
hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum) gériilmekte (bar: 200 um, bar: 100 um, bar:50.0 pm,
bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 13. Busulfan grubu-30. Giin: 30. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Ayrilmis tunika albuginea yapisi (—), tunika vaskulozada ve
interstisyel alandaki damarlarda gézlenen kongesyon (P ) ve damar duvarinda kalinlagma (*) goriilmekte
(bar: 500 pm, bar: 200 um, bar: 100 pm, bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 14. Busulfan grubu-30. Giin: 30. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiytitmelerdeki 151tk mikroskobik goriintiisii. Tek tip hiicrelerden olusmus tiibiil yapilari, interstisyel
alanda bag dokusunda yogunlasma (*) goriilmekte. Interstisyel alandaki Leydig hiicreleri ise normal
yapida gozlenmekte (—) (bar: 200 pm, bar: 100 um, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 15. Busulfan grubu-30. Giin: 30. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Tek tip hiicrelerden olusmus tiibiil yapilari, interstisyel
alanda bag dokusunda yogunlagsma (*) ve damar kongesyonu (—) goriilmekte. Tiibiiller etrafindaki PAS
pozitif bazal membran yapisi ise normal yapida gozlenmekte (bar: 100 pm, bar: 50.0 pm, bar: 20.0 pm,
PAS+H) (a-d).
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Sekil 16. Busulfan grubu-40. Giin: 40. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Birgok tiibiilde tek tip hiicrelerden olusmus tiibiil duvari (*),
bazi tiibiillerde gozlenen eoznofilik sitoplazmali, piknotik niikleuslu nekrotik hiicreler (») ve boliinmekte
olan hiicre yapilari dikkat ¢ekmekte (—) (bar: 500 pm, bar: 100 pum, bar: 50.0 um, bar: 20.0 pm, HE)
(a-d).
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Sekil 17. Busulfan grubu-40. Giin: 40. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli

biiytitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Birgok tiibiilde primer spermatosite kadar gozlenen hiicreler

(*), interstisyel alanda damar duvarlarinda gézlenen kalinlagsma dikkat ¢ekmekte (P ). Leydig hiicreleri

(—) ise normal yapida gozlenmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 pm, bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 18. Busulfan grubu-40. Giin: 40. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiytitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Birgok tiibiilde primer spermatosite kadar gézlenen hiicreler
(*), interstisyel alanda damar duvarlarinda goézlenen kalmlagsma dikkat ¢cekmekte (®). PAS pozitif bazal
membran (—) ve tunika albuginea (ta) yapilari ise normal yapida gozlenmekte (bar: 200 um, bar: 100
pum, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 19. Busulfan grubu-40. Giin: 40. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiytitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Birgok tiibiilde primer spermatosite kadar gozlenen hiicreler
(*), interstisyel alandaki ve tunika vaskulozadaki damar kongesyonu (—) ve ayrilmis PAS pozitif tunika
albuginea yapis1 (P ) dikkat ¢ekmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pum, bar: 50.0 pm, PAS+H) (a-d).
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Sekil 20. Busulfan grubu-50. Giin: 50. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 151tk mikroskobik goriintiisii. Tiibiillerde yogun hasar, bazi tiibiillerde atrofi (P) ve
interstisyel alanda damar kongesyonu (—) dikkat cekmekte (bar: 500 pm, bar: 200 pm, bar: 100 pm, HE)
(a-d).
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Sekil 21. Busulfan grubu-50. Giin: 50. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintiisii. Tiibiillerde yogun hasar ve olusmamis spermatogenik seri
hiicreleri ve interstisyel alanda bag dokusunda yogunlagma (*) goriilmekte (bar: 200 um, bar: 100 um,
bar: 50.0 pm, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 22. Busulfan grubu-50. Giin: 50. giin busulfan grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 1sik mikroskobik goriintiisii. Tiibiillerde yogun hasar ve olusmamis spermatogenik seri
hiicreleri (*) ve interstisyel alanda damar duvarlarinda gézlenen kalinlagsma dikkat ¢ekmekte (o). Leydig
hiicreleri (—) ve PAS pozitif bazal membran yapisi ise normal yapida gozlenmekte (bar: 200 um,
bar:50.0 um, bar: 20.0 pm, PAS+H) (a-d).
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Sekil 23. Propolis grubu-30. Giin: 30. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 11k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri
hiicreleri (Se: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum) gozlenmekte. Interstisyel alan
ve Leydig hiicreleri (—) normal yapida goriilmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 pm,
bar:20.0pum, HE) (a-d).
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Sekil 24. Propolis grubu-30. Giin: 30. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farklt
biiyiitmelerdeki 11k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri
hiicreleri (Se: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum) gézlenmekte. Interstisyel alan
ve Leydig hiicreleri (P ) ile PAS pozitif bazal membran yapist (—) tunika albuginea (ta) normal yapida
goriilmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+HE) (a-d).
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Sekil 25. Propolis grubu-40. Giin: 40. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farkli
biiyiitmelerdeki 11k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri
hiicreleri (Se: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum, ss: sekonder spermatosit)
gozlenmekte. Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (—) normal yapida goriilmekte (bar: 200 pm,
bar:100pum, bar: 50.0 um, bar:20.0pm, HE) (a-d).
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Sekil 26. Propolis grubu-40. Giin: 40. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farklt
biiyiitmelerdeki 11k mikroskobik goriintiisii. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri
hiicreleri gozlenmekte. Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (») ile PAS pozitif bazal membran yapis
(—) normal yapida goriilmekte (bar: 200 um, bar: 100 pm, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 27. Propolis grubu-50. Giin: 50. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farkll
biylitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri hiicreleri
(Se:Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum ve spermatid (P ) hiicresi), interstisyel
alan ve Leydig hiicreleri (—) normal yapida goriilmekte (bar: 500 um, bar: 100 um, bar: 50.0 um,
bar:20.0 pm, HE) (a-d).
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Sekil 28. Propolis grubu-50. Giin: 50. giin propolis grubunu olusturan sigan testislerinin farklt
biylitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Seminifer tiibiiller ile spermatogenik seri hiicreleri
(Se:Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum ve st: spermatid hiicresi), interstisyel alan
ve Leydig hiicreleri (») ile PAS pozitif bazal membran yapisi (—) normal olarak goriilmekte
(bar:200um, bar: 100 um, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 29. Busulfan+propolis grubu-30. Giin: 30. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli biiytitmelerdeki 151k mikroskobik goériintiisii. Baz tiibiillerde primer spermatosite kadar
olan spermatogenik hiicreler (*) ile birgok tiibiilde ise sadece spermatogonyumlardan olusan tiibiil duvari
goriilmekte (bar: 500 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 30. Busulfan+propolis grubu-30. Giin: 30. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli biiytitmelerdeki 151tk mikroskobik goriintiisii. Bazi tiibiillerde primer spermatosite kadar
olan spermatogenik hiicreler (*) (Se: Sertoli hiicresi, s: spermatogonyum), ile bir¢ok tiibiilde ise sadece
spermatogonyumlardan olusan tiibiil duvar1 goriilmekte. Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (») ile PAS
pozitif bazal membran yapist (—) normal olarak gézlenmekte (bar: 500 um, bar: 100 um, bar:50.0 pm,

bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 31. Busulfan+propolis grubu-40. Giin: 40. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli biiyiitmelerdeki 1stk mikroskobik goriintiisii. Bazi tiibiillerde hasar devam etse de
sadece spermatogonyumlardan olusan tiibiil duvari (*) gozlense de birgok tiibillde geri donmis
spermatogenik seri hiicreleri gozlenmekte. Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri () ise normal yapida
goriilmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 pm, bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 32. Busulfan+propolis grubu-40. Giin: 40. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin ~ farkli  biiyiitmelerdeki 151tk mikroskobik  goriintiisi. Bazi  tiibiillerde  sadece
spermatogonyumlardan olusan tiibiil duvar1 (¥) gézlense de birgok tiibiilde geri donmiis spermatogenik
seri hiicreleri (ps: primer spermatosit, s: spermatogonyum) goézlenmekte (bar: 100 pum, bar: 50.0 pum,
bar:20.0 pm, HE) (a-d).
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Sekil 33. Busulfan+propolis grubu-40. Giin: 40. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli buylitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Normale yakin yapidaki seminifer
tiibiiller, interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (—) ile PAS pozitif bazal membran (» ) ve tunika albuginea
(ta) yapist gozlenmekte (bar: 200 pm, bar: 100 pm, bar: 50.0 um, bar: 20.0 um, PAS+H) (a-d).
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Sekil 34. Busulfan+propolis grubu-50. Giin: 50. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli bityiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintiisii. Birkag tiibiilde sadece Sertoli hiicresi ve
spermatogonyumlardan olusan tiibiil duvar1 (¥) gozlense de genelde korunmus normale yakin seminifer
tiibiiller, interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (P ) gozlenmekte (bar: 200 um, bar: 100 um, bar: 50.0 um,
bar: 20.0 um, HE) (a-d).
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Sekil 35. Busulfan+propolis grubu-50. Giin: 50. giin busulfan+propolis grubunu olusturan sigan
testislerinin farkli biyiitmelerdeki 151k mikroskobik goriintisi. Normale yakin seminifer tiibiiller,
interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (®) ile PAS pozitif bazal membran (—) ve tunika albuginea (ta)
yapisi gozlenmekte (bar: 200 pm, bar: 100 um, bar: 50.0 um, bar: 20.0 pm, PAS+H) (a-d).
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5. TARTISMA

Gonadotoksinler, erkeklerde goriilen infertiliteye neden olan 6nemli ajanlardan
birisidir. Gonadotoksinler, zararli etkilerini testisteki germ hiicrelerini dogrudan
etkileyerek veya destek saglayan Sertoli hiicresinin islevlerini baskilayarak yaparlar

(34).

Spermatogenik hiicreler, kemoterapdtik ilaglarin zararli etkilerine oldukca
duyarhidir ve kok hiicre toplulugunda onarilamayan bir hasar olusturarak kalici
infertiliteye yol acabilirler. En duyarli hiicreler aktif boliinen spermatogonyumlar ve
preleptoten fazina kadarki spermatositlerdir. Kemoterapdtik ajanlardan gonadlar
tizerinde en toksik olanlar1 alkilleyiciler (busulfan, mustin, klorambusil, melfelan,
siklofosfamid, lamustin, karmustin), antimetabolitler (sitarabin), vinka alkoloidler

(vinblastin) ve digerleri (prokarbazine, cisplatin, nitrojen mustart) olarak bilinir (96).

Busulfan, kronik miyeloid 16semi tedavisi i¢in kullanilan anti-neoplastik etkiye
sahip alkilleyici bir ajandir. Busulfan, hamilelikteki kronik miyeloid 16semi tedavisinde

kullanilan birincil derecede bir karsinojen ve klastojendir.

Busulfan, dort karbon kopriisiinden birinin metilsiilfonat ile yer degistirmesini
saglayarak DNA c¢apraz baglar1 yapar ve hiicreleri ge¢c G1 evresinde daha hassas hale
getirir. Bu hiicreler S evresine normal olarak gegerken normal bir mitoz gegirmeleri
miimkiin degildir (60). Ayrica, diger alkilleyici ajanlarda oldugu gibi busulfanda da G2

evresinde hiicre dongiisiiniin ilerlemesi engellenir (19, 89).

Bir¢ok hayvan c¢alismasinda, spermatogenik seri hiicrelerine zarar vermek i¢in
siklofosfamid, deoksorubisin, cisplatin ya da prokarbazin gibi kemoterapétik ilaglar
kullanilmistir. Sunulan bu ¢alismada ise busulfan kullanilmistir. Bu c¢aligmada,
busulfani se¢memizin nedeni, erken evredeki germ hiicrelerine diger ilaglara gore daha

ciddi hasarlar vermesidir (21, 171).
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Furukawa ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada gebe siganlara gebeliklerinin 12,
13 ve 14. giinlerinde intraperitoneal olarak 10 mg/kg busulfan enjeksiyonundan sonra
gebeligin 15, 16 ve 21. giinlerinde anneden ayrilan yavrularin embriyo/fetal viicut
agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu ve bu oranin

sirasiyla %16, 25 ve 64 oldugu gozlenmistir (50).

Naruse ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, gebe sicanlara gebeliklerinin 11.
giniinde oral olarak tek doz 20 mg/kg busulfan uygulamislardir. Bu si¢anlarin
yavrularini gebeligin son giinii olan 21. giinde toplamislar ve viicut agirliklarmi
Olgmislerdir. Busulfan uygulanan siganlarmm yavrularinin 3.5 g ortalama viicut
agirliklarinm, kontrol grubunun 21. giiniindeki 4.9 g ortalama viicut agirliklarina kiyasla

genel olarak daha az oldugunu belirlemislerdir (129).

Bu c¢aligmalarm bulgularina benzer sekilde bizim yaptigimiz ¢alismada da
gebeliginin 15. giinde intraperitoneal ve tek doz olarak 10 mg/kg busulfan ile tedavi
edilen siganlardan dogan erkek yavrularin, dogumlarindan sonraki 30, 40 ve 50.
giinlerdeki viicut ve testis agiliklarinin, kontrol grubundaki siganlardan dogan erkek

yavrularin viicut ve testis agirliklarindan daha diisiik oldugunu gézlemledik.

Ji ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, erkek farelere DMSO’da ¢6zdiikleri tek doz
busulfan (13, 28 ya da 35 mg/kg) uygulamasmin ardindan testislerin agirliklarinda
belirgin sekilde bir azalma gozlemislerdir. Biz de ¢alismamizda DMSQO’da ¢6ziilmiis,
tek doz 10 mg/kg busulfan1 gebeliklerinin 15. giiniinde disi siganlara uyguladik ve bu
gruptaki sicanlardan dogan erkek yavrularin, dogumlarindan sonraki 30, 40 ve 50.
glinlerindeki testis agirliklarinda, kontrol grubundan dogan erkek yavrularin 30, 40 ve

50. giinlerindeki testis agirliklarina gore belirgin bir azalma oldugunu gozlemledik.

Ji ve arkadaglarmin yaptiklart ¢alismanin diger bulgusu ise kontrol grubundaki ve
protopanakstriol gubundaki farelerden alinan kesitlerde spermatogonyum, spermatosit,
spermatid ve spermatozoon ile devam eden spermatogenezi gézlemlerken, busulfan ile

tedavi edilen farelerden alman doku kesitlerine baktiklarinda ise yikima ugramis
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seminifer tiibiil ve tamamlanamamis spermatogenez oldugunu goézlemlemislerdir. Biz
de yaptigimiz calismada bu calismaya benzer olarak kontrol grubundan ve propolis
grubundan dogan erkek yavrularin testislerinden alinan kesitlerde 30 ve 40. giinlerde
spermatogenez stirecinde bulunan spermatogonyum ve spermatositin, 50. giine
gelindiginde spermatid ve spermatozoon ile aktif seminifer tiibiil yapisin1 gozlemledik.
Busulfan ile tedavi edilen sicanlardan dogan yavrularin testislerini 30. gilinde
inceledigimizde ¢ogu seminifer tiibiildeki spermatogenik hiicrelerin yalnizca
spermatogonyum ve Sertoli hiicreleri ile temsil edildigini, 40. giinde bazi seminifer
tiibiillerde round spermatide kadar ilerlemis olan spermatogenik seri hiicrelerini
gozlemledik. 50. giine gelindiginde ise bircok seminifer tiibiildeki spermatogenezin
tamamen durdugunu ve 40. giinde gdzlemlenen spermatogenik seri hiicrelerinin de yok
oldugunu ve seminifer tiibiil yapisimin 30. gilindeki seminifer tiibiil yapisina benzer

oldugunu gézlemledik (93).

Sican testisleri gelisimleri siiresince dramatik degisiklikler sergilemektedir. Bu
degisiklikler icinde testis agirliginin belirgin artis1 ve yeni dogandan yetiskine kadar
olan siiregte hiicrelerin yenilenmesi yer almaktadir. Yeni dogan sican testislerindeki tek
germ hiicresi gonosit (prospermatogonyum)tir ve bu hiicreler seminifer tiibiil iimeninde
bulunurlar. Pubertedeki testisler farklilasmamis ve seminifer tiibiil bazal membraninda
bulunan germ hiicrelerini igerirler. Olgun sigan testislerinde ise ¢ok sayida germ hiicresi
katmani ve olgun spermatozoon bulunmaktadir. Biz de yaptigimiz ¢alismada kontrol
grubunda 30, 40 ve 50. giinlerdeki yavrularin testislerindeki bu gelisim ve degisimi

gbzlemledik.

Ryu ve arkadaglarinin fareler ile yaptiklari ¢alismada, gebeliklerinin 14, 15, 16, 17
ya da 18. giiniinde intraperitoneal olarak 10 mg/kg busulfan ile tedavi edilen farelerden
dogan 3-4 haftalik ve 3 aylik hayvanlarin testislerinin morfolojik olarak gelisimlerini
incelemiglerdir. Kontrol grubundaki 3-4 haftalik testisler spermatogenik seri
hiicrelerinin olusturdugu ¢esitli katmanlar1 igerirken, fetal donemde busulfan ile tedavi
edilen farelerin testislerinin seminifer tiibiilleri goreceli olarak bu hiicrelerden yoksun

olarak belirlendi. Testis agirliklar1 busulfan grubunda, kontrol grubuna gore daha az
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olarak belirlendi. Ayni ¢aligmada kontrol grubundaki 3 aylik farelerin testislerinin
seminifer tiibiillerinde olgun spermatozoon ve c¢ok sayidaki germ tabakasmin da
bulundugu tamamlanmis spermatogenezin varhigi gosterilmistir. Fetal donemde
busulfan ile tedavi edilen grupta ise seminifer tiibiillerde spermatogenez olmadigi
gozlenmistir. 3 aylik farelerin testis agirliklarina bakildiginda ise kontrol grubundaki
testis agirhiklarmm, fetal donemde busulfan ile tedavi edilen farelerin testis

agirliklarindan belirgin sekilde fazla oldugu saptanmistir (151).

Biz de ¢alismamizda gruplar arasinda 30, 40 ve 50. giinlerdeki sigan yavrularinin
testislerini kontrol grubundan dogan yavrularin 30, 40 ve 50. giinlerdeki yavrularin

testisleri ile karsilastirdigimizda bu ¢alismaya benzer sonuglar elde ettik.

Yeni dogmus sicanlarda seminifer kordonlar Sertoli hiicreleri ve gonositlerden
olugsmaktadir. Dogumdan sonraki dénemde (6-8. giinlerde), seminifer tiibiil epiteli bazal
membrani tizerinde Sertoli hiicreleri, tip A ve tip B spermatogonyum bulunur.
Dogumdan sonraki 10. ve 13. giinler arasinda germ hiicreleri preleptoten asamasina

ulasirlar.

Cavicchia ve arkadaslar1 gebe siganlara gebeliklerinin 13. giiniinde intraperitoneal
olarak 10 mg/kg busulfan uygulamis ve yenidogan déneminde kan testis bariyeri ile ilk
olusan spermatogenik seri hiicreleri arasindaki baglantiyr anlamaya c¢alismislardir.
Dogum oncesi donemde busulfan uygulanan si¢anlarin seminifer tiibiillerinde yalnizca
yetersiz sayida bazal spermatogonyum gozlemislerdir. Dogumdan sonraki 13. giine
kadar, bu tiibiillerdeki Sertoli hiicreleri arasinda kontrol grubundakine benzer sekilde
¢ok sayida baglanti1 olusurken kontroldekilerin aksine, 13-35. giinler arasinda bu
baglantilarin immatiir karakterlerini koruduklar1 ve olusturduklar1 seritlerin yonlerini

degistirmediklerini gézlemislerdir (28).

Ohira ve arkadaglar1 yaptiklar1 caliymada gebe sicanlara gebeliklerinin 13.
giinlinde intraperitoneal olarak 30 mg/kg busulfan uygulamis ve enjeksiyondan sonraki

6, 12, 24, 36, 48, 72 ve 96. saatlerde fetal dokular1 incelemislerdir. Busulfan grubundaki
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hayvanlari busulfan uygulanmasindan 24-90 saat sonraki viicut agirliklarmmn kontrol
grubundaki hayvanlarin viicut agirliklarma gore azaldigini ancak anlamli bir fark
bulunmadigini belirlemislerdir. Busulfan uygulanmasindan 72 ve 96 saat sonraki fetal
viicut agirliklar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise anlamli bir azalma oldugunu

gozlemlemislerdir (132).

Busulfan 16semi tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir. 1959 yilindan beri
bilinen busulfan, fetal donemde fertiliteyi bozan etkilere sahiptir. Bircok arastirmaci
fetal donemde busulfan ile tedavi edilmis sicanlarin gonadlarinin yapisal 6zellikleri ile
ilgili calismalar yapmistir. Bu ¢alismalardan sonra, busulfanin fetal gonadlardaki germ

hiicrelerinin sayisin1 azalttig1 kanitlanmistur.

Sicanlarda germ hiicrelerinin, gebeligin 14-17. giinlerinde aktif bir sekilde
cogaldig1 bilinmektedir. Yapilan caligmalarda busulfanin mitozu durdurdugu ve germ
hiicre sayisinin korunmasi agisindan mitozun tamamlanmasmin gerekli oldugu tespit

edilmistir.

Fetal donemde busulfan ile tedavi edilmis testisteki birkag spermatogonyum
dogumdan sonraki 20. giinde mayotik boliinme gecirmeye baslar, fakat farklilagsmalari
spermatosit agamasina gelince durur. Tubiillerdeki olugsmaya baslamis ve belli bir
asamada durmus olan germ hiicrelerinin 50. giine gelindiginde kayboldugu tespit
edilmis bundan dolayr da, kok hiicre niifusunun korunmasi ve daha sonra
spermatogenezin devam edebilmesi i¢in yeterli sayida spermatogonyumun korunmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.

Kasuga ve arkadaslar1 gebe sicanlara gebeliklerinin 15. giiniinde tek doz ve
intravendz olarak 10 mg/kg busulfan enjekte etmisler ve gonadlardaki hiicre sayisindaki
azalmay1 gozlemlemislerdir. Busulfan uygulanmig gebe siganlardan dogan yavrularin
testislerinde seminifer tiibiiller ve Leydig hiicreleri normal siganlardakine benzer sekilde
gozlenmistir. Mayoz boliinmelerin hem kontrol grubunda hem de busulfan grubunda 20.

giinde basladig1 gozlenmesine ragmen busulfan uygulanan siganlarda normal siganlara
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gore boliinme sikliginin daha az oldugu saptanmistir. 50. giinde seminifer tiibiillerdeki
birgok germ hiicresinin yok oldugu, yalnizca Sertoli hiicrelerinin kaldigi, kontrol
grubundaki sicanlarin testislerinde ise 40. giinde spermatozoon olusumunun ilk
isaretlerinin varlig1 tespit edilmistir. Interstisyel alana bakildiginda ise kontrol
grubundaki hayvanlarin Leydig hiicre sayisinin busulfan uygulanan si¢anlardaki Leydig

hiicre sayisindan oldukga fazla oldugu gozlenmistir (98).

Yousef ve arkadaslar1 erkek tavsanlar ile yaptiklari ¢aligmada trifeniltin vererek
tireme dokularinda olusan hasar {izerine propolisin tedavi edici etkilerini
aragtirmiglardir. Bu ¢aligmaya gore; trifeniltin kloriir (TPTCI) uygulanan tavsanlarda,
viicut agirliklari, yem tiiketimi, testis ve epididimisin agirliklar: ile plazma testosteron
diizeyleri kontrol grubundaki hayvanlara gore anlamli bir diisiis gostermistir. Yalniz
propolis uygulanan hayvanlarda ise, viicut agirliklari, yem tiiketimi ve testis ve
epididimisin agirliklar1 ile plazma testosteron diizeylerinde goreceli bir artis
gozlenmistir. Bununla birlikte, bu c¢alismada propolis ile trifeniltin kloriiriin

uygulanmasi bu parametrelerde azalmaya neden olmustur (181).

Yapilan caligmalar ile propolisin anlamli sekilde testosteron seviyesini, viicut
agirhgmi, testis ve epididimisin agirligmi, semen karakterini ve seminal plazma
enzimlerini arttirdig, laktat dehidrogenazin ve serbest radikallerin seviyesini azalttigi
kanitlanmistir. Ayrica propolis sperm iiretimini, motilitesini, sperm sayisin ve kalitesini
testosteron iiretimini dolayisiyla steroidogenezi arttirarak infertiliteye karsi koruma

saglayabilir (165).

Yousef ve arkadaslar1 yaptiklar: baska bir ¢alismada aliiminyum kloriir (AlCl3)
uygulayarak reprodiiktif toksisite olusturduklar1 erkek siganlari propolis ile tedavi
etmeyi amaglamiglardir. Bu ¢alismaya gore AICI; ile tedavi edilen hayvanlar, kontrol
grubundaki ve yalnizca propolis verilen hayvanlar ile karsilastirildiginda, testis, seminal
vezikiil ve epididimis agirliklar1 arasinda anlamli bir disiis gozlenmistir. AICl3 ile
birlikte propolis verilen gruplarda bu toksik etkilerin azaldigi ve bu dokularin

agirhiklarini kontrol grubundaki degerlere ulastig1 belirlenmistir. Yalnizca propolis ile
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tedavi edilen sicanlarda test edilen dokularin agirliklarinda kontrol grubuna gore

anlamli bir etki goriilmemistir (182).

Biz de yaptigimiz ¢alismada bu iki ¢caligmadaki sonuglara benzer olarak yalnizca
busulfan uygulanan sicanlardan dogan erkek yavrularmn testis agirliklarinda belirgin bir
azalma, busulfan ile beraber propolis uygulanan gruptaki sicanlardan dogan yavrularin
testis ve viicut agirliklarinda 30 ve 40. giinlerde goreceli, 50. giinde ise anlaml1 bir artig
oldugunu go6zlemledik. Yalnizca propolis uygulanmis gruptaki siganlardan dogan
yavrularin testis ve viicut agirliklarinin da yine goreceli olarak artis gdsterdigini

gozlemledik.

EIMazoudy ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada klorpirifos (CPF)un iireme
dokularinda olusturdugu hasar iizerine propolisin koruyucu etkilerini arastirmayi
amaglamislardir. Yalnizca propolis uygulanan si¢anlarin viicut agirliklarinda anlamli bir
degisimin olmadigini, ancak yalnizca CPF uygulanan siganlarin viicut agirliklar1 ya da
CPF ile birlikte propolis uygulanan siganlarm viicut agirhiklarinin kontrol gurubundaki
sicanlarm viicut agirhiklar1 ile karsilastirildiginda bu gruplardaki hayvanlarin viicut
agirhiklarinin 6nemli derecede azaldigini belirtmislerdir. Testis, epididimis, prostat ve
seminal vezikiil agirliklarina baktiklarinda ise CPF ve CPF ile birlikte propolis
uygulanmis gruplarin testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiil agirliklari, kontrol
grubundaki si¢anlarinki ile karsilastirildiginda bu gruplardaki agirliklarda kontrole gore

belirgin bir diisiis oldugunu saptamiglardir.

Ayn1 g¢alismanin histopatolojik sonuglarma gére CPF ile birlikte propolis
uygulanan si¢anlarin testislerinden alinan kesitlerde seminifer tiibiillerin neredeyse
normal bir yapida olduklar1 belirlenmistir. Kaybolmus sitoplazmik vakuolleri ile germ
hiicreleri normal sekillerinde gozlenmistir. Bununla birlikte, yalnizca CPF ile tedavi
edilmis sicanlarin testislerinden alinan kesitlerde spermatogenezin bozuldugu, seminifer
tiibiillerde dejenerasyon ve Sertoli hiicrelerinde toksisite ve Seminifer tiibiillerin genel

yapisinda bozulma oldugunu gozlemislerdir (39).
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Biz de yaptigimiz ¢alismada, EIMazoudy ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismaya
benzer sonuglar1 50. giin busulfant+propolis grubundaki siganlardan dogan yavrularin

viicut ve testis agirliklarida gozlemledik.

Son yillarda, propolis, saglik igecegi olarak ayrica yiyecek ve igeceklerde yaygin
olarak kullanilarak popiilerlik kazanmistir. Insan saghgmi gelistirmek, kalp hastali1
enflamasyon, diabet ve kanser gibi hastaliklar1 Onlemek i¢in kullanilabilecegi

diistiniilmektedir. Ancak farmakolojik etkileri hala ¢ok iyi bilinmemektedir (97).

Mahran ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada aliiminyum klorid toksisitesinden
(AICI3) etkilenmis erkek sigan fertilitesinin diizeltilmesinde propolisin roliinii
arastirmislardir. Yetmis giin boyunca oral olarak AICl3 uygulanan erkek siganlarin
viicut agirliklar1 kontrol grubundaki siganlara gore anlamli olarak azalmistir. Diger
taraftan, AICl; ile birlikte propolis uygulanan ve uygulanmayan gruplar
karsilastirildiginda, propolis ile tedavi edilen gruptaki siganlarm viicut agirliklarmimn
anlamli sekilde yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda AICl; uygulanan gruptaki hayvanlarm testis agirliklarinin anlaml
sekilde distiigiinii ve AICI; ile birlikte propolis uygulanan gruptaki siganlarin testis
agrrliklarinin, yalnizca AICI3 uygulanan gruptaki si¢anlarin testis agirliklarina gore
anlamli sekilde yiiksek oldugunu saptamislardir. Ayni ¢alismanin 151k mikroskobik
goriintiilerinde, kontrol grubundaki siganlarin testisleri sik1 bag dokusundan olusmus
kapsiilii (tunika albuginea) ile normal yapisinda gozlenmistir. Testis, iki tip hiicrenin
(bazal membrana oturmus olan Sertoli hiicreleri ve spermatogonyum, primer ve
sekonder spermatosit, spermatid ve son olarak olgun spermatozoondan olusan ¢esitli
evrelerdeki spermatogenik seri hiicreleri) olusturdugu seminifer tiibiillerden
olusmaktadir. Leydig hiicreleri normal diizeninde seminifer tiibiillerin arasinda kan
kapillerleri ile birlikte yer almaktadir. Bizim calismamizdaki kontrol grubunda ve

yalnizca propolis uygulanan grubunda da bu ¢aligmaya benzer sonuglar elde edildi.

Mabhran ve arkadaslar1 bu ¢aligmada ayrica 70 giinliik AICl; tedavisi sonrasinda,

testislerde interstisyel alandaki kan damarlarinda kongesyon, germinal epitel yapisinda
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bozulma, kalinlasmis ve diizensiz bazal membran yapisi, seminifer tiibiillerin limeninde
bulunan pargalanmis spermatozoon ile birlikte germinal hiicrelerinin seklindeki bir¢ok
dejeneratif degisiklikler oldugu gozlenmistir. Bizim c¢alismamizin sonuglari da bu
calismanin sonuglarina benzer sekilde sonuglar verdi. Ancak bu ¢alismadan farkl olarak
calismamizda, busulfan uyguladigimiz sicanlardan dogan yavrularin testislerinde 30, 40
ve 50. giinlerin hi¢ birinde seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda herhangi bir

bozulma olmadigimi gézlemledik.

Yine ayni ¢alismada AlCls ile birlikte propolis uygulanmasinin ardindan testislerin
histopatolojik incelemesinde, testisler, bazal membran, seminifer tiibiil epiteli, Leydig
hiicreleri ve interstisyel kan damarlarinda bulunan kongesyondaki azalma ile normale
benzer oldugu gozlenmistir. Biz de yaptigimiz ¢alismada, bu ¢alismadan farkli olarak
30 ve 40. giinlerde spermatogenik seri hiicrelerinin normale benzer oldugu seminifer
tiibiil sayisinin busulfan grubundaki sicanlarmn testislerindeki tiibiillere gbre arttigini
ancak kontrol grubundakilere ¢ok benzemedigini gozlemledik. 50. giinde ise normale
benzer seminifer tiibiillerin sayisinin oldukca fazla oldugunu, tiibiiler hasarm azaldigini,
hiicre serilerinin normale yakm oldugunu, interstisyel alan ve icerdigi hiicrelerin ve

damar yapilarmin normale yakimn oldugunu gézlemledik (110).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, gebe sicanlara verilen busulfanin bu si¢anlardan dogan erkek
yavrularin testisleri iizerinde nasil bir toksik etki olusturdugu, propolisin ise busulfanin
olusturdugu bu toksik etkiye karsi nasil bir gorev lstlendigi 151k mikroskobik diizeyde

arastirilmstir.

Deney siireci sonunda yapilan istatistiklere gore;

Gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin 30. giindeki viicut agirhiklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, kontrol ile propolis, busulfan ile propolis ve propolis ile
busulfan+propolis gruplarindan dogan erkek yavrularin viicut agirliklari arasinda

anlamli bir fark oldugu gézlenmistir.

Gebe sicanlardan dogan erkek yavrular 30. giindeki sag testis agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, kontrol ile busulfan, kontrol ile busulfant+propolis,
busulfan ile propolis ve propolis ile busulfant+propolis; sol testis agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda ise kontrol ile busulfan, busulfan ile propolis ve propolis ile
busulfan+ propolis gruplarindan dogan erkek yavrularin testis agirliklar1 arasinda

anlaml bir fark oldugu gozlenmistir.

Gebe siganlardan dogan erkek yavrularin 40. giindeki viicut agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, gruplardaki yavrularin viicut agirliklar arasinda anlamli bir

fark gbzlenmemistir.

Gebe siganlardan dogan erkek yavrularin 40. giindeki sag testis agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, kontrol ile busulfan, kontrol ile busulfan+propolis,
busulfan ile propolis ve propolis ile busulfant propolis; sol testis agirliklar1 gruplar
arasinda karsilagtirildiginda ise, kontrol ile busulfan, kontrol ile busulfant+propolis,
busulfan ile propolis ve propolis ile busulfan+ propolis gruplarmmdan dogan erkek

yavrularin testis agirliklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gézlenmistir.
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Gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin 50. giindeki viicut agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, yalnizca kontrol grubu ile propolis grubundan dogan

yavrularm viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gozlenmistir.

Gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin 50. giindeki sag testis agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, kontrol ile busulfan, kontrol ile busulfant+propolis,
busulfan ile propolis, busulfan ile busulfan+propolis ve propolis ile busulfan+propolis;
sol testis agirliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda, kontrol ile busulfan, kontrol ile
busulfan+propolis, busulfan ile propolis, busulfan ile busulfan+propolis ve propolis ile
busulfan+propolis gruplarindan dogan erkek yavrularin testis agirliklar1 arasinda

anlamli bir fark oldugu gozlenmistir.

Kontrol grubundaki gebe siganlardan dogan yavrularin viicut agirliklar1 30, 40 ve
50. giinler arasinda karsilastirildiginda dogan yavrularm 30. giin ile 50. giindeki viicut

agirhiklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gézlenmistir.

Kontrol grubundaki gebe siganlardan dogan yavrularin sag testis agirliklar1 30, 40
ve 50. giinler arasinda karsilastirildiginda 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin, sol
testis agirhiklar1 karsilastirildiginda ise 30. giin ile 50. glin ve 40. giin ile 50. giin testis

agirliklarinin anlamh derecede farkli oldugu gozlenmistir.

Busulfan grubundan dogan yavrularin giinlere gore viicut agirliklari
karsilastirildiginda, 30. giin ile 50. giin arasinda ve 40. giin ile 50. giin arasinda anlaml

bir fark oldugu gézlenmistir.

Busulfan grubundan dogan yavrularin gilinlere goére sag testis agirliklari
karsilastirildiginda yalnizca 30. giin ile 40. giin, sol testis agirliklar1 karsilastirildiginda
ise 30. giin ile 40. giin ve 30. giin ile 50. giin testis agirliklarmin anlaml derecede farkl

oldugu gozlenmistir.
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Propolis grubundan dogan yavrularin gilinlere gore viicut agirhiklar
karsilastirildiginda 40. giin ile 50. giin viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir fark oldugu

gozlenmistir.

Propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore sag testis agirliklari
karsilastirildiginda 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin, sol testis agirliklari
karsilastirildiginda ise, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin testis agirhklar

arasinda anlamli bir fark oldugu gézlenmistir.

Busulfan+propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore viicut agirliklari
karsilastirildiginda 30. giin ile 40. giin, 30. giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. gilin viicut

agirliklar arasinda anlaml bir fark oldugu gézlenmistir.

Busulfan+propolis grubundan dogan yavrularin giinlere gore sag testis agirliklari
karsilastirildiginda 30. giin ile 50. giin, sol testis agirliklar1 karsilastirildiginda ise 30.
giin ile 50. giin ve 40. giin ile 50. giin testis agirliklar1 arasinda anlaml1 bir fark oldugu

gozlenmistir.

Kontrol grubundaki gebe si¢canlardan dogan yavrularin testislerinin 30, 40 ve 50.
giinlerdeki 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde spermatogenik hiicrelerin
primer spermatosite kadar ilerledigi, Sertoli hiicreleri ile spermatogonyumlarin oldukga
belirgin ve normal yapida oldugu ve interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinin
oldukca diizgiin oldugu gozlendi. 40. giinde bazi1 tiibiillerde gelismekte olan
spermatidler gdzlendi. Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri oldukg¢a diizgiin
olarak goriildii. 50. giinde bazi tiibiillerde spermatidler ve interstisyel alanda yer alan

Leydig hiicreleri oldukga diizgiin olarak gozlendi.

Busulfan grubundaki gebe sicanlardan dogan yavrularin testislerinin 30, 40 ve 50.
giinlerdeki 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde seminifer tiibiillerde
spermatogonyum disindaki spermatogenik seri hiicrelerde yogun dejenerasyon gozlendi.

Spermatogenik seri hiicrelerinin yalnizca Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar ile
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temsil edildigi goriildii. Sertoli hiicrelerinin yapisi ve sayist bakimmdan bir farklilik
gozlenmedi. Seminifer tiibiillerdeki bazal membran yapist korunmus olarak, interstisyel
alanda bag dokusunda artis, bu alandaki damarlarda dilatasyon ve kongesyon goriildii.
Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri normal yapida, testisi saran tunika
albugineanin ise ayrilmig oldugu gozlendi. 40. giinde 30. giindekinin aksine bazi
seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerinin olugsmaya basladigi, bu tiibiillerin
bazilarinda spermatogenezisin primer spermatosite kadar ilerledigi, seminifer tiibiillerin
etrafindaki bazal membran yapisinda 30. giindekine benzer sekilde bozulma olmadigi,
30. giine gore 40. giindeki seminifer tiibiillerdeki interstisyel alandaki bag dokusunda
azalma oldugu, interstisyel alanda bulunan damar duvarlarinda kalinlasma ve
damarlarda kongesyon, testisi saran tunika albugineanin 30. giindekine benzer sekilde
ayrilmis oldugu gozlendi. 50. giinde 40. glindeki yavru sicanlarin testislerinin aksine,
30. giindekine benzer sekilde spermatogenik seri hiicrelerinin bulunmadigi, interstisyel
alan bag dokusunda yogunlagsma, bu alandaki damarlarda kongesyon ve damar
duvarlarinda kalinlasma, seminifer tiibiillerin etrafindaki bazal membranin 30 ve 40.
giindekine benzer sekilde diizgiin oldugu, interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinin 30
ve 40. glindekine benzer sekilde diizgiin oldugu, Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri 30. ve
40. giindeki hiicreler ile karsilastirildiginda oldukga kiigiilmiis olarak gozlendi. 50.
giindeki seminifer tiibiillerin yalnizca birkaginda spermatogenik serinin devam ettigi

gbzlendi.

Propolis grubunu olusturan gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde spermatogenik seri
hiicrelerinin, kontrol grubundaki yavrularin testis orneklerine benzer sekilde normal
yapida oldugu gozlendi. 40. glinde seminifer tiibiillerdeki spermatogenik seri hiicreleri,
kontrol grubundaki yavrularin testis Orneklerine benzer sekilde, normal diizeninde
gozlendi. 50. giin erkek yavrularin testislerinin 11k mikroskobik incelemelerinde,
seminifer tiibiillerdeki spermatogenik seri hiicreleri, kontrol grubundaki yavrularimn testis

orneklerine benzer sekilde, normal diizeninde gdzlendi.
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Busulfan+Propolis grubunu olusturan gebe sicanlardan dogan erkek yavrularin
testis oOrneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, 30. giinde busulfan grubunu
olusturan sicanlardan dogan erkek yavrularin testislerinden alinan orneklerle
kargilastirildiginda, bu grubu olusturan sigcanlardan dogan erkek yavrularin
testislerindeki seminifer tiibiillerde, spermatogenik seri hiicrelerinin varligt ve bu
hiicrelerin kontrol grubundaki erkek yavrularin testislerine benzer sekilde oldugu,
interstisyel alandaki hiicrelerde ve damar yapilarinda normale yakin bir goriintii
olustugu, bazal membranm normale benzer yapida oldugu gézlendi. 40. giinde normale
benzer yapida spermatogenik seri hiicrelerinin bulundugu seminifer tiibiillerle beraber,
busulfan grubundaki yavru erkek siganlarm testislerindekine benzer sekilde
spermatogenik seri hiicrelerinin yalnizca spermatogonyumlar ile temsil edildigi
seminifer tiibiillerin de var oldugu, bazi tiibiillerde gelismekte olan spermatidler ve
bazal membran ve tunika albuginea yapisinin normale yakin oldugu gézlendi. 50. giinde
ise, spermatogenik seri hiicrelerinin bulundugu normale yakin ¢ok sayida seminifer
tiibiiliin bulundugu goézlendi, bir¢ok tiibiilde gelismekte olan spermatidler normale
benzer yapida gozlendi. Busulfan+propolis grubunda 50. giinde, 30 ve 40. giin oranla

daha az sayida hasarl tiibiil gorildii.

Sonug olarak, bu ¢aligmada gebe siganlardan dogan erkek yavrularin testis dokusu
icin, busulfanin oldukga toksik oldugu ve spermatogenezi durdurdugu bunun sonucunda
da histolojik yapinin bozuldugu saptandi. Arilardan elde edilen dogal bir madde olan
propolisin ise busulfanin testislerde olusturdugu bu hasar1 6zellikle 50. giinde 6nemli

Olciide azalttig1 goriildi.

Busulfan ile propolis arasindaki bu iligkinin daha ayrintili olarak incelenmesi ve
mekanizmalarinin daha net bir sekilde a¢iga ¢ikarilmasinin, biyokimyasal analizler, ileri
enzimatik ve immunohistokimyasal diizeyde yapilacak olan ¢aligmalar ile miimkiin

olacagi kanisinday1z.
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