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OZET

Testisteki Savasin Kazanani Kim? Siklofosfamid mi, Pterostilben mi?

Amag: Bu calismada sitotoksik etkileri olan Siklofosfamid (CP)’in neden
oldugu erigkin sican testis hasarinin engellenmesi ve/veya iyilestirilmesine kuvvetli
bir antioksidan olan Pterostilben (Ptr)’in etkisi arastirilmistir. Bu amag i¢in agirlik
Ol¢timleri, sperm analizi, histopatoloji ve biyokimyasal yontemler kullanilmigtir.

Metotlar: Arastirmada kullanilmak {izere 21 adet Sprague Dawley 1rki
erigskin erkek sican rastgele 3 esit gruba (kontrol (K), CP ve CP+Ptr) ayrildi. Tiim
denekler deneyin 1. giinli, CP’nin uygulandigi 9. giin ve deneklerin sakrifiye
edildikleri 15. giin olmak iizere 3 kez tartildi. Kontrol grubuna 1 ml/kg ay¢icegi yagi
(14 giin, oral) ve intraperitoneal (ip.) 10 ml/kg serum fizyolojik (SF) (9. giin) verildi.
Siklofosfamid grubuna 1 ml/kg ay¢igegi yagi (14 giin, oral) ve 200 mg/kg tek doz CP
(10 ml SF i¢inde ¢oziilmiis, 9. giin, ip.) ve CP+Ptr grubuna 40 mg/kg Ptr (I ml
aycicegi yagl iginde ¢oziilmiis, 14 giin, oral) ve 200 mg/kg tek doz CP (10 ml SF
icinde ¢oziilmiis, 9. glin, ip.) uygulandi. Deneyin 15. giinii sigcanlar sakrifiye edildi ve
sol testis ile epididim dokular1 diseke edildi. Kauda epididimden elde edilen sperm
orneklerinde sperm sayisi, motilitesi, canliligi ve morfolojisi analiz edildi. Kaput
epididimiste Hematoksilen & eozin (H&E) ve testis dokusunun bir yarisinda H&E,
Masson Trichrome ve Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama ydntemleriyle
histopatolojik incelemeler yapildi. Testis dokusunun diger yarisinda ise biyokimyasal
olarak malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), total
antioksidan durum (TAS), total oksidan durum (TOS) ve oksidatif stres indeksi
(OSI), kaspaz-3 ve testis doku testosteron diizeylerine bakildi.

Bulgular: Viicut agirligi olgtimlerinde CP+Ptr grubunda K grubuna gore
anlamli azalma vardi. Histolojik olarak CP grubuna ait testislerde; seminifer
tiibiillerde atrofi, bazal membranda diizensizlik ve ayrilma, interstisyumda 6dem ve
germinal epitelde ayrilma goriildii. Bu bulgular, CP+Ptr grubunda olduk¢a azalmisti.
Hem CP hem de CP+Ptr grubunda belirgin immatiir germinal hiicre dokiilmesi
(GHD) vard1 ve Modifiye Johsen Skoru (MJS) kontrole gore diistiktii. Spermlerde

say1, motilite, canlilik ve normal morfolojinin CP grubunda bozuldugu; CP+Ptr
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grubunda ise morfolojinin diizeldigi goriildii. Biyokimyasal olarak CP grubunda
CAT ve doku testosteronunda azalma, TOS’ta artis mevcuttu. Siklofosfamid+Ptr
grubunda ise CP’ye gore TOS azalirken; CAT artti. Grup CP’ye ait epididim
dokularinda K ve CP+Ptr gruplarindan farkli olarak berrak hiicrelerde azalma, halo
hiicrelerinde artis ve bazi hiicrelerde sitoplazmik vakuoller izlendi.

Sonuclar: Elde edilen bulgular sonucunda CP’nin erigkin sican testisini
olumsuz etkiledigi, Ptr uygulamasinin CP’nin bazi olumsuz etkilerini 6nledigi
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sican, testis, sperm analizi, pterostilben, siklofosfamid.
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SUMMARY

Who is the Winner of the Battle in the Testis? Cyclophosphamide or

Pterostilbene?

Background: In this study, the effects of Pterostilben (Ptr), a powerful
antioxidant, on the prevention and/or healing of adult rat testicular injury caused by
Cyclophosphamide (CP), which has cytotoxic effects, was investigated. For this
purpose, weight measurements, sperm analysis, histopathology and biochemical
methods were used.

Methods: Twenty-one Sprague Dawley adult male rats were randomly
divided into 3 equal groups as control (K), CP and CP+Ptr in this study. All subjects
were weighed three times: on the first day of the experiment, on the 9™ day on which
CP was applied, and on the 15" day on which the subjects were sacrificed. Group K
was administered oral 1 ml/kg sunflower oil for 14 days and intraperitoneally (ip.) 10
ml/kg saline (SF) on the 9" day of the experiment. Group CP was given oral 1 ml/kg
sunflower oil for 14 days and 200 mg/kg single dose CP (dissolved in 10 ml/kg SF)
ip. on the 9" day of the experiment. Oral 40 mg/kg Ptr (dissolved in 1 ml/kg
sunflower oil) and ip. 200 mg/kg single dose CP (dissolved in 10 ml SF) were
applied to group CP+Ptr. On the 15™ day of the experiment, the rats were sacrificed,
and the left testes were dissected together with epididymis. In the sperm samples
obtained from cauda epididymis, sperm count, motility, viability and morphology
were examined. Histopathological examinations were performed using staining
methods Hematoxylin & eosin (H&E) in caput epididymis and H&E, Masson
Trichrome and Periodic Acid Shiff (PAS) in one half of testicular tissue. In the other
half of the testicular tissue, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS) and
oxidative stress index (OSI), Caspase-3 and levels of tissue testosterone were
examined using biochemical methods.

Results: In body weight measurements, there was a significant decrease in
CP+Ptr groups compared to K group. Histologically, in the testes belonging to the

CP group; atrophy in the seminiferous tubules, irregularity and separation in the
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basement membrane, edema in the interstitium, and separation in the germinal
epithelium were observed. These findings were significantly lightened in the CP+Ptr
group. There was significant immature germinal cell shedding (GHD) in both CP and
CP+Ptr groups and the Modified Johsen Score (MJS) was lower than the control. The
number, motility, vitality and normal morphology of the spermatozoa were
deteriorated in the CP group, however sperm morphology was improved in CP+Ptr
group. Biochemically, CP group had a decrease in level of catalase (CAT) and
testosterone and increase in total oxidant status (TOS). In CP+Ptr group compared to
CP, CAT level increased while TOS level decreased. Unlike K and CP+Ptr groups,
epididymal tissues of CP group revealed a decrease in clear cells, despite of the
increase in halo cells and vacuoles in cytoplasm of several epithelial cells.
Conclusions: As a result of the findings obtained, it can be said that CP
affects adult rat testis and Ptr application can prevent some negative effects of CP.

Key Words: Rat, testis, sperm analysis, pterostilbene, cyclophosfamide.
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1. GIRIS VE AMAC

Siklofosfamid (CP), gesitli kanserlerin ve kronik inflamatuvar hastaliklarin
tedavi rejimlerinde oldukca yaygin kullanilan alkilleyici bir ajandir (1,2).
Karacigerde CP’nin metabolizasyonu sonucu olusan bir metaboliti olan fosforamid
mustard (PM), onun antineoplastik etkilerinden sorumludur (2). Diger bir metabolit
olan akrolein ise, toksik etkilerin ortaya g¢ikmasina sebep olur (3). Literatiirde
CP’nin, akciger hasari, hepatotoksisite, kardiyomyotoksisite, iirotoksisite,
nefrotoksisite ve gonadal toksisite gibi ¢ok sayida organ hasarmma neden oldugu
belirtilmistir (4—10). Yapilan ¢alismalar, dokularda oksidatif stresi indiiklemesinin
CP’nin olusturdugu bu hasarlarin nedenlerinden biri olabilecegini gostermistir (11—
13).

Testis ve epididim dokularinda oksidatif stresi indiikleyen CP, sperm
say1sinda ve motilitesinde azalmaya neden olabilir. [lave olarak CP’nin neden oldugu
oksidatif stress; seminifer tiibiillerde apoptoz ve kiiciilmelere, incelmis seminifer
epitele, interstisyel hiicreler ve 0Ozellikle post-mayotik evrelerdeki spermatojenik
hiicrelerde azalmaya yol agabilir (12-20). Serum ve testis testosteron seviyelerinde
azalmaya ek olarak CP, testis ve epididim agirliginda da belirgin azalmaya neden
olur (13,15,16,18,21-23). Klinikte CP kullaniminin istenmeyen etkilerinden biri ise
testis ve spermlerde olusturdugu hasar sonucu gelisebilen infertilitedir ve infertilite
de gliniimiiziin 6nemli sorunlarindan biridir (2,15,18,20,24-27).

Pterostilben (Ptr); iiziim, yaban mersini, kirmizi sandalagaci1 gibi bitkilerde
bulunan ve bitkinin savunma sisteminde 6nemli rol alan antimikrobiyal bir maddedir
(28). Giiglii antioksidan 6zellik gosterdiginden serbest radikalleri temizleyici, singlet
oksijen formlarmi ve apoptozu baskilayic1 6zelliklere sahiptir (29-32). Yapilan
caligmalarda Ptr’in; kardiyovaskiiler hastaliklar, hiperglisemi, baz1 kanser tiirleri ve
inflamatuvar hastaliklar gibi oksidatif stresle iliskili patolojik durumlara kars1 tedavi
edici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (28,30,33-39).

Konuyla ilgili Ingilizce ve Tiirkge literatiirde, CP’nin testis iizerinde
olusturdugu hasarin 6nlenmesinde Ptr’in etkisini aragtiran herhangi bir ¢alismaya

rastlanilamamustir.



Bu nedenle ¢alismamizda giiclii bir antioksidan olan Ptr’in; si¢an testis ve
epididiminde, CP’nin indiikledigi olumsuz etkilerin Onlenmesi ve/veya
tyilestirilmesindeki rolii arastirilmistir. Siklofosfamidin testis {izerindeki yan
etkilerinin azaltilmasinda, Ptr’in bir destekleyici olarak verilip verilemeyeceginin
belirlenmesi ¢calismamizin 6zgiin degerini ortaya koymaktadir.

Erkek iireme sisteminde CP’nin negatif etkilerini dnleyecek bir ¢are bulmak,
insan saglhigir icin ve CP kaynakli infertilitenin Oniine gecebilmek icin oldukca
onemlidir. Bu nedenle ¢alismamiz sonucunda ortaya ¢ikacak verilerin literatiire
biiyiik katki saglayabilecegine inanmaktayiz. ilave olarak ¢alisma sonuglarinin, daha
sonra yapilacak deneysel ve klinik calismalar i¢in de temel teskil edebilecegini

diistinmekteyiz.



2. GENEL BiLGILER

2.1.  Testis ve Epididim

2.1.1. Testis ve Epididimin Embriyolojisi

Gonadlar (testis ve overler), intrauterin 5. haftada viicut arka duvarinda 10.
torakal vertebra seviyesinde bir ¢ift gonadal sirt halinde ortaya g¢ikarlar. Gonadal
sirtlar, arka abdominal duvar1 6rten ¢dlomik epitelin ¢ogalmasi ve bu epitelin
altindaki mezensimin yogunlagsmasiyla olusurlar (40,41). Her ne kadar fertilizasyon
sirasinda embriyonun cinsiyeti belli olsa da, gonadlarin embriyonun cinsiyetine ait
morfolojik 6zelliklere sahip olmasi intrauterin 7. haftanin sonlarindan itibaren baslar
(42).

Gonadlarin gelismesinde en Onemli faktorlerden biri primordiyal germ
hiicreleri (PGH) gdociidiir. Bu hiicreler, intrauterin 2. haftada epiblasttan koken alip
primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek, intrauterin 3. haftada vitellus kesesinin allantoise
yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasma yerlesirler. Intrauterin 4. haftada
ameboid hareketlerle sonbagirsagin dorsal mezenterinin iizerinden gegerek,
intrauterin 5. haftada primitif gonadlara ulasirlar ve intrauterin 6. haftada da genital
sirtlart istila ederler (41,43). Boylece gonadlar, embriyonik olarak {i¢ farkli yapidan
koken almis olurlar. Bunlar; arka abdominal duvar1 6rten ¢6lomik epitel, onun
altindaki mezensim ve PGH’dir (44).

Gonadlara PGH’nin ulasmasiyla, genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere
olmaya baglar ve altlarindaki mezensime gomiilerek baslangicta ylizey epiteline baglh
olan primitif cinsiyet kordonlarini (gonadal kordlar) olustururlar (41,42). Intrauterin
7. haftaya kadar gonadlar; dista bir korteksi, i¢te bir medullayr ve korteksten
medullaya dogru parmaks1 epitelyal kordlar olan gonadal kordlar igerir. Gerek disi
embriyoda, gerek erkek embriyoda bu yapiya sahip gonadlar farklilasmamis gonadlar
olarak adlandirilirlar (44).

Bu haftadan itibaren, genetik olarak XY kromozomuna sahip erkek
embriyoda Y kromozomu kisa kolu iizerindeki cinsiyeti belirleyen bdlgenin varligi

kilit rol oynar. Bu bdolge geninin kodladigi testis belirleyici faktdr (TBF),



farklilagmamis gonadal evrede olan gonadlarin testis yoOniinde farklanmasini
saglayan ana etkendir (40,42).

Erkek embriyoda; TBF’ nin etkisiyle primitif cinsiyet kordonlari, testis veya
medullar kordonlar1 olusturmak i¢in uzamaya ve ¢ogalmaya devam ederler. Primitif
cinsiyet kordonlari; gonad medullasinin derinliklerine dogru ilerler. Kordonlarin
periferal kisimlari, puberteye kadar solid halde kalacak olan seminifer tiibiil
taslaklarin1 olusturur. Merkezi kisimlari ise rete testis tiibiil agin1 olusturacak olan
minik hiicre siralar1 halinde gonadin hilus kismma dogru dagilir. Rete testis,
mezonefrik tiibiillerin epigenital tiibiillerinden (kranial segment) koken alan duktuli
eferenteslerle birlesir. Duktuli efferentesler ise mezonefrik duktustan gelisen duktus
epididimis ile birlesirler. Mezonefrik tiibiillerin kaudal segmentini teskil eden
paragenital tiibiiller ise, paradidimis adiyla bilinen rudimenter bir yap1 olarak kalir.
Gelisimin ilerleyen zamanlarinda, yogun fibréz bir bag dokusu olan tunika albuginea

testis kordonlarini yiizey epitelinden ayirir (41,42) (Sekil 1).
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Sekil 1: intrauterin gelismekte olan testisin illiistrasyonlarl. A. Testisin gelisiminde
farklilasmamis evredeki gonad. B. TBF etkisiyle farklilasma sonrasi primitif testis
(49).

Intrauterin 7. hafta boyunca yiizey epitelinden farklilasan Sertoli hiicreleri,
germ hiicreleriyle birlikte testis kordonlarini olusturmak iizere diizenlenir (40). Fotal
testislerdeki Sertoli hiicreleri, 6-7. haftadan itibaren Miilleryan inhibitér madde
(MIS) sentezlerler. Bu da erkek cinsiyette paramezonefrik duktusun; testis ucundaki

rudimenter kalitis1 olan appendiks testis disinda gerilemesine neden olur (44).



Testis kordonlarmin arasinda gonadal sirtin orjinal mezensiminden kdken
alan interstisyel Leydig hiicreleri, kordonlarin farklanmaya baglamasindan hemen
sonra gelisir. Intrauterin 8. haftada, Leydig hiicrelerinin testosteron iiretmesiyle
genital kanal ve dis genital organlar maskiilen yonde sekillenmeye baslar (42).

Maskiilen yonde farklilasan embriyoda mezonefrik kanallar; duktuli
eferenteslere giris yerinin hemen altindan itibaren uzayip, hayli kivrintili bir hal
alarak duktus epididimisi yapar. Mezonefrik kanallar, apendiks epididimis olarak
bilinen en kraniyal pargasi disinda gelisimini devam ettirerek diger ana genital
kanallar olan duktus deferens ve duktus ejakulatoryusu da olusturur (40).

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlarinin, pubertede
liimenlerinin acilmasiyla seminifer tiibiiller olusur. Seminifer tiibiiller, kanalize
olarak rete testis tiibiilleri araciligiyla duktuli eferenteslerle birlesir. Duktuli
eferentesler de, rete testis ile mezonefrik kanaldan koken alan duktus epididimisi

birbirine baglar (40) (Sekil 2).
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Sekil 2: Testis ve erkek genital kanal sisteminin gelisimi. A. Intrauterin 2. aymn
sonu, B. Geg fetal donem (41).

Testisler, intrauterin 2. ayin sonunda {irogenital mezenterle karin arka
duvarina retroperitoneal olarak asilidir. Gestasyonun 12. haftasinda inguinal bolgeye

gelip, 28. haftada inguinal kanaldan gecerek 33. haftada skrotuma ulagmaktadirlar.



Intrauterin donemde kisa siire fonksiyon goren ilkel bdbrek olan
mezonefrozun dejenerasyonu ile abdomenin her iki yaninda birer yogun mezengimal
bant (gubernakulum), gonadlarin inferiyor kutuplarindan asagiya dogru uzanir.

Periton, testislerin inisinden bagimsiz olarak gubernakulumun ventralinden
skrotal sislige dogru orta hattin her iki yaninda vajinal proses olarak bilinen ve
peritonun evajinasyonu olan cepler olusturur. Bu cepler, karin 6n duvarindaki diger
yapilar1 da beraberinde siiriikleyerek inguinal kanali sekillendirir. Prosesus
vaginalisin distal son kismi (tunika vaginalis), skrotum iginde testisin 6n ve yan
yiizlerini drterken; sap kismi, peritonla baglantisini kaybederek korelir (42,44).

Testislerin skrotuma inisinde rol oynayan etmenler tam olarak bilinmemekle
birlikte; bu inise, testisin kaudalinden ¢ikan ve labiosktoral siskinliklerin i¢
ylizeyinde sonlanan gubernakulum rehberlik etmektedir. Ayrica fotal testisten
salgilanan androjenlerin, karin i¢i basing artiginin, mezonefrozun gerilemesinin, MIS
etkisiyle paramezonefrik kanalin gerilemesinin ve prosesus vaginalisin gelisiminin

de bu inise katki sagladigi diistiniilmektedir (42,44).

2.1.2. Testisin Anatomisi ve Histolojisi

Eriskin testisler sperm ve testosteron iiretiminde rol iistlenen oval sekilli,
uzunlugu 4-5 cm, genisligi 2-3 cm ve anteroposterior ¢ap1 3-4 cm olan bir ¢ift bez
yapisinda organdir. Agirligr 12-20 g arasinda degisen testisler, 15-25 ml hacme
sahiptir. Skrotum i¢inde spermatik kord ile asili bulunurlar ve fibr6z median septum
ile sag ve sol testise ayrilirlar (46,47).

Testisler en distan ige dogru sirasiyla; deri, dartos kasi, colles fasyasi, tunika
vaginalis, tunika albuginea yapilartyla ortiiliidiir (46—48) (Sekil 3). Testisin 2/3’liik
arteryal destegini abdominal aortanin dali olan testikiiler arter saglar. Kalan kismini
ise kremasterik arter (inferiyor epigastrik arterin dali) ve vazal arter (internal ilyak
arterden koken alan siiperiyor vezikal arterin dali) saglar. Drenajinda ise testisin
venlerinin birlesmesiyle olusan pampiniform pleksusu rol iistlenir. Pampiniform
pleksus her iki tarafta testikiiler vene drene olur. Sol tarafta, testikiiler ven, sol renal

vene acilirken, sag tarafta ise vena cava inferiyora agilir (46).



Her bir testisi saglam bir yap1 olarak ¢evreleyen siki bag dokusu yapisinda bir
kapsiil olan tunika albuginea sarar. Tunika albugineadan uzanan septal uzantilar
testisi en bliyiigli ve en uzunu testisin merkezinde yer alan farkli biiyiiklerdeki 250
kadar lobiile ayirir. Her bir lobiil, 1-4 adet ¢ok kivrimli seminifer tiibiil ve etrafini

cevreleyen interstisyel dokudan olusur (46,49) (Sekil 3).
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Sekil 3: Testisi distan saran yapilar. Testisi en distan ice dogru deri,
dartos kasi, tunika vaginalis ve tunika albuginea yapilarn
sarmaktadir (48).

Seminifer tiibiiller, tipik olarak uzun ve yliksek oranda sarmal yapilidir.
Tunika albugineanin testisin arka yiiziinde kalinlagsmasiyla olusan mediastinum
testis; lobiillerin apikal kisimlarinin bulundugu ve daha az kivrimli seminifer
tiibiillerden zengin olan testis kismidir. Kan, lenf damarlar1 ve genital bosaltim
kanallar1 testise mediastinum testisten girip ¢ikarlar. Kivrimli seminifer tiibiiller
burada diizleserek sadece Sertoli hiicrelerinden olusan tubuli rekti ile devam eder.
(46,50). Tubuli rekti, mediastinum testis icerisinde, tiibiiler stvinin reabsorbe edilerek
spermlerin konsantre edildigi yer olan rete testis ile anastomoz yapar. Rete testisin

liimeni tek katli kiibik epitelle doselidir. Duktuli eferentesler ise, spermlerin kaput



epididime taginmasinda rol oynayan 7-15 adet borucuk olup rete testisin devamidirlar
(46).

Her bir seminifer tiibiil, miyoid hiicreler ve fibréz bag dokusu kilifi
yapisindaki tunika propria ile ¢evrilidir. Spermatogenezin gercgeklestigi bu tiibiiller,
kompleks ve ¢ok katli bir epitel ile doselidir. Sertoli hiicreleri ve ¢esitli asamalardaki
germ hiicrelerini iceren ve germinal epitel olarak adlandirilan bu epitel, bir bazal
lamina tiizerine oturur (47,49). Bazal laminadan seminifer tiibiil liimenine dogru
germinal epitelin barindirdig: hiicreler sunlardir:

Sertoli hiicresi: Seminifer tiibiilin bazal membranma yerlesik olan bu
hiicrenin, tlibliliin liimenine kadar uzanan oldukc¢a uzun bir sitoplazmasi bulunur.
Sahip oldugu oval nukleus bazal membrana dik agiyla yerlesmistir ve tiibiiliin
liimenine bakan kisimda derin girintilere sahiptir. Sertoli hiicresinin sitoplazmasi orta
derecede mitokondri ve lipid damlaciklari, az miktarda diiz endoplazmik retikulum,
bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum, lizozom, genis bir Golgi aygiti ve
zengin bir hiicre iskeleti igerir (44,51). Bu kadar yogun organele sahip olan bu
hiicrenin, sayilamayacak kadar ¢ok gorevi mevcuttur. Diger hiicrelerle yaptigi siki
baglantt kompleksleri ile kan-testis bariyerini olusturmak; spermatogenik hiicreleri
desteklemek, korumak ve beslemek bu gorevlerden bazilaridir. Ayrica folikiil stimiile
edici hormon (FSH) uyarisiyla androjen baglayici protein (ABP)’i sentezler, ABP
araciligiyla seminifer tiibiilde testosteron konsantrasyonunu sistemik dolasima gore
50-100 kat fazla tutar ve bu sekilde spermatogenezise katki saglar. Spermiyogenezis
sonrast olusan artik cisimcikleri fagosite etmek, spermlerin limene salinimin
saglamak ve seminifer tiiblil liimenine protein, laktat ve iyonlardan zengin sivi
salgilamak da Sertoli hiicresinin gorevleri arasinda yer alir (51-53) (Resim 1).

Spermatogonyum: Eriskin testiste seminifer tiibiiliin bazal laminas1 iizerine
yerlesik, farklilasmamis diploid germ hiicresidir (54). Pubertede testosterondan
etkilenerek hiicre siklusuna girer. Hiicresel ve niikleer boyutlarina, niikleer
kromatinin dagilimina, histokimyasal ve ultrastriiktiirel 6zelliklerine gore koyu tip A,
acik tip A ve tip B spermatogonyum olmak iizere {i¢ farkli tipi mevcuttur (53). Koyu
tip A spermatogonyumlar yogun bazofilik boyanmig bol heterokromatinli, bir ya da
iki kii¢iik nukleolus igeren oval niikleusa sahip hiicrelerdir. Mitotik olarak ¢ogalarak

kendi popiilasyonlarini olustururlar ve ayrica tip B spermatogonyumun onciilii olan



acik tip A spermatogonyumlara da doniisebilirler. Agik tip A spermatogonyumlar;
bol dkromatin igeren, bir veya iki nukleolusu olan oval niikleuslara sahiptir. Tip B
spermatogonyumlarin ise, niikleer zar boyunca ve santral yerlesimli tek niikleolusun
cevresinde genis kiimeler olusturacak bicimde yogunlagsmis kromatine sahip yuvarlak

niikleuslar1t mevcuttur (46—48,53) (Resim 1).

Resim 1: Testisin histolojik kesiti. Kesitte sperm, primer spermatosit, yuvarlak spermatid,
uzamis spermatid, spermatogonyum, Sertoli hiicresi, Leydig hiicresine ve miyoid
hiicreye birer 6rnek gosterilmektedir (H&E, X400).

Primer ve sekonder spermatosit: Primer spermatosit, tip B
spermatogonyumun mitoz bdliinmesi ile olusan yuvarlak nukleuslu hiicredir.
Olustuktan hemen sonra I. mayoz i¢in senteze baslamasi nedeniyle; iki katina ¢ikmis
Deoksiriboniikleik asit (DNA) miktarina ve diploid kromozom sayisina sahiptir. Bu
nedenle seminifer epiteldeki en biliyik germinal hiicredir. Cekirdekleri,
kromozomlar1 kondensasyonun ¢esitli asamalarinda oldugundan, vezikiiler
goriintimliidiir (53). Birinci mayoz boliinmeyi tamamladiginda, DNA ve kromozom
sayist primer spermatosite gore yartya inmis iki yavru hiicre olusturur. Olusan bu
hiicrelerin her biri sekonder spermatosittir. Sekonder spermatositler, hizlica II.

mayoz boliinmeye girerek yuvarlak spermatidlere doniisiirler. Bu nedenle histolojik



kesitlerde nadiren goriilebilen, primer spermatosite kiyasla daha kiigiik hiicrelerdir
(46,53) (Resim 1).

Spermatid: Sekonder spermatositin mayoz boliinmeyi tamamlamasi sonucu
yuvarlak spermatidler olusur. Bu hiicreler daha sonra gecirdikleri spermiyogenezis
ile ¢esitli morfolojik degisimler sonucunda sperme donilisen germinal epitel
hiicreleridir. Haploid kromozoma sahip spermatid, spermiyogenezis siirecinde 4
farkli asamadan gecer ve her asamada farkli 6zellikler sergiler. Bu asamalar sirasiyla

golgi fazi, kep fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazidir (47) (Sekil 4).

ERKEN MiD
SPERMATIT GOLGI FAZI AKROZOM MATURASYON MATURASYON
FAZI FAZI FAZI

J Flagella .

Esas parca

P Mitokondri

Orta parca

Sekil 4: Erken spermatidin spermiyohistogenezis sirasindaki morfolojik degisimleri
ve olgun spermin yapisi. Spermiyohistogenezise ait Golgi, akrozom ve
maturasyon fazlari ile spermin bas, boyun, orta parga, esas par¢a ve son parcalart
gosterilmektedir (53).

Golgi fazinda, spermatid yuvarlaktir ve spermatidde hidrolitik enzimleri

iceren akrozomal vezikiil olusumu s6z konusudur. Hiicrede, ¢ok sayida mitokondri,
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iyi gelismis graniilli endoplazmik retikulum ve proakrozomal graniillerin
depolandigi Golgi aparatt bulunur. Akrozomal vezikiil olusurken sentrioller
nukleusun cevresinden ayrilir ve bunlardan biri gegici olarak flagellar aksonemin
olusumuna katilir (Sekil 4).

Kep ve akrozom fazinda, akrozomal vezikiiliin boyutu artarak maksimum
boyuta ulastiginda artik akrozomal kep olarak adlandirilir. Niikleer icerik hizlica
yogunlasir. Akrozomal faz spermatidin morfolojisinde ciddi degisikliklerle
karakterizedir. Spermatidin kondanse nukleusu, basi ve mikrotiibiillerin etkisiyle
kuyrugu uzar ve mitokondriler kuyrugun orta parcasina dogru yer degistirirler. Yine
bu asamada; dis yogun fiberler, fibroz kilif ve tam bir kuyruk olusur (Sekil 4).

Maturasyon fazinda ise birbirine bagli spermatidlerin sitoplazmik kopriileri
yikilir ve spermatid, Sertoli hiicrelerinin fagosite etmesiyle, fazla sitoplazmasindan
kurtulur. Sitoplazmik baglantilardan kurtulan spermatid, spermiasyon adi verilen
stirecle seminifer tiibiil liimenine sperm olarak salinir (47,53) (Sekil 4).

Sperm: Seminifer tiibiil liimenine salinan spermler yapisal olarak olgun
olmasia ragmen hareketsizdir. Bagi minimal sitoplazmaya sahiptir ve yaklasik 4,5
pum x 3 pm x 1 um oOl¢iilerindedir. Basin 6n tarafi hyaluronidaz, néraminidaz, asit
fosfataz ve akrozin gibi enzimleri iceren akrozomal kep ile ortiilii; kondanse koyu
boyanan kromatinli ve uzun bir niikleusa sahiptir. Bas kismi yaklasik 0.3 pm
uzunlugunda kisa bir boyuna baglidir. Boyun, orta par¢a (7 um), esas parca (40 pm)
ve son parca (5-7 um) birlikte spermin kuyrugunu olusturur (46—48,53) (Sekil 4).

Seminifer tiibiillerin arasinda yer alan interstisyel doku; gevsek bag dokusu
Ozelliginde olup fibroblast, mast hiicresi ve gevsek bag dokusunun diger hiicresel
elemanlarin1 igermesinin yanisira interstisyel hiicre olarak da adlandirilan Leydig
hiicresini de igerir (53) (Resim 1). Periferinde bir veya iki nukleolusu olan, daginik
kromatinli yuvarlak bir ya da iki nukleusa sahiptir. Genis eozinofilik sitoplazmasi
vardir. Bu sitoplazma tiibiiler kristal1 mitokondri, biiyiik diiz endoplazmik retikulum,
1yi gelismis Golgi aygiti, cok sayida lipid vakuolleri ve fonksiyonu heniiz bilinmeyen
ve sadece yetiskinlerde bulunan Reinke kristalleri icerir (53,54). Bu hiicrelerin ana
fonksiyonlart; luteinlestirici hormon (LH) etkisiyle testosteron salgilayarak
intrauterin  donemde erkek seksiiel kanal sisteminin ve dig genitalyanin

farklilasmasini; puberte doneminde ise sekonder seksiiel karakterlerin gelismesini
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saglamaktir. Bunun yanisira seminifer epitelin fonksiyonunun siirdiiriilmesinde de

esas rolii tistlenir (41,54).

2.1.3. Epididimin Anatomisi ve Histolojisi

Epididim, spermin hareket kazanarak olgunlasmasindan ve depo
edilmesinden sorumlu yaklasik 5 cm uzunlugunda, 1 cm genisliginde; testisin hafifce
lateralinde ve arkasinda uzanan ekstratestikiiler genital bosaltim kanalidir (46,48,51).
Duktuli eferentes ve duktus epididimisin olusturdugu epididim; tunika vaginalis ile
tamamen saril1 olup anatomik olarak 3 kisma ayrilir: kaput, korpus ve kauda. Duktuli
eferentes, testisin iist kutbunda kaput epididimisteki epididimal kanallara acilir.
Kauda epididimis ise, distalde vas deferensin kivrimli kismina baglanir (48,50,53).

Kaput epididimis, epididimin proksimal segmentidir; liimeni silyasiz kiibik ve
silyali prizmatik hiicrelerin olusturdugu yalanci ¢ok katli prizmatik epitelle doseli
kivrintili yapidaki duktuli eferentesleri igerir. Bu kanallar, kaput epididimiste
epididimin uzunlugu boyunca tek, kivrimli baska bir kanalla (duktus epididimis)
anastomoz yapar (46,47,53).

Duktus epididimis epididimin kaput kisminin bir parcasini, korpus ve kauda
kisimlarmin tamamini olusturur ve yaklasik 5-6 m uzunlugundadir. Bu kanal,;
kontraktil diiz kas kilifi ve fibroblast, kollajen, glikozaminoglikan ve vaskiiler
yapilarin bulundugu gevsek bag dokusu ile ¢evrilidir (48,49,51). Duktus epididimisin
liimene bakan kismi; yalanci ¢ok katli prizmatik stereosilyali epitelle doselidir (Sekil
5). Bu epitel; esas, bazal, berrak, apikal, dar ve halo hiicrelerini barindirir. Esas
hiicreler, buradaki hiicreler toplaminin %80’den fazlasini olusturur ve stereosilya
yapisina sahip olup, biiyiik Ol¢iide epididim kanali igerisindeki mikrogevrenin
korunmasindan sorumludur. Bu hiicrelerin birbirleriyle yapmis olduklar1 siki
baglantilar, kan- epididim bariyerini teskil eder. Bazal hiicreler, bazal membrana
komsu olan ve esas hiicrelerin altinda yer alan, hiicre fonksiyonunu destekleme ve
sinyallesmeden sorumlu kok hiicrelerdir (48,53) (Sekil 5). Apikal hiicreler,
mitokondriden zengin olup kaput epididimde baskindir. Berrak hiicreler ise kauda
epididimde daha fazla bulunur (51). Bu iki hiicre birlikte H-ATPaz igerirler ve

liimende asitli ortamin siirdiiriilmesi i¢in liimene hidrojen iyonu sekrete ederler.
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Ayrica bu hiicrelerin endositik aktiviteleri nedeniyle epididimal liimenden materyali
uzaklastirdiklar1 diisiiniilmektedir. Halo hiicreleri ise epididimde T hiicreleri,

sitotoksik T hiicreleri ve monositleri igeren immuniteden sorumlu hiicrelerdir.
(48,49,51).

e el 4 R TN ey Kontraktil
g i, e WY e Diiz Kas
/ Kilifi

gl ! Gevsek
- : WAL Bag
P ) : 7y Dokusu

. . ¥ ¥
Esas Hiicre =715 I '

Diiz Kas Hiicresi

Bazal Hﬁcre .B azal Hiicre

Sekil 5: Duktus epididimisin histolojik goriiniimii. Duktus epididimisler
arasinda gevsek bag dokusunun yer aldigi, duktus epididimisin
kontraktil diiz kas kilifi ile g¢evrelendigi ve yalanci ¢ok kath
prizmatik stereosilyali epitelin esas ve bazal hiicrelerini
barmdirdig1 goriilmektedir (49).

Her bir epididimal kanal, ince bir dairesel kontraktil diiz kas kilifi ile
cevrilidir (46). Spermler i¢in depo gorevi goren kaudal epididimiste ise icerigin
bosaltilmasini kolaylastirmak i¢in, bu dairesel kontraktil kilifin hem iginde hem de

disinda uzunlamasina seyreden ilave diiz kas katman1 da bulunur (48,51).
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2.2. Siklofosfamid

Alkilleyici ajanlar, antineoplastik tedavide kullanilmalarinin yanisira
otoimmiin hastaliklardaki immiinsupresif tedavinin de O©nemli komponentini
olustururlar. Her ne kadar olumsuz bir sekilde enfeksiyon insidansinda artis,
reprodiiktif toksisite ve malign neoplazi gelisimine sebep olabilseler de klinikte
yaygin kullanilirlar (24,55-57). Bu ajanlar; nitrojen mustard, nitroziire, platinum
bilesikleri ve digerleri olmak iizere alt gruplara ayrilir. Siklofosfamid (2H-1,3,2-
oksazafosforin, 2-[bis(2-kloroetil) amino] tetrahidro-2-oksit) ise bu gruplardan
nitrojen mustard grubunda yer alir ve klinikte en sik kullanilan ve en iyi bilinen

alkilleyici ajanlardan biridir (1,58,59).

2.2.1. Emilimi, Metabolizmasi ve Atilim

Oral yoldan verildiginde de goreceli olarak iyi emilen CP, intravendz
uygulamayla benzer biyoyararlanima (%75) sahip bir 6n ilagtir. Hepatik sitokrom
P450 sistemi tarafindan metabolize edilerek, aktif olan PM ve toksik olan akrolein
adli iki son bilesige doniisiir. Plazma yarilanma omrii 4 ile 6,5 saat arasinda degisir

ve yaklasik %15°1 degismeden idrarla atilir (57,60).

2.2.2. Etki Mekanizmasi

Siklofosfamidin metabolizasyonu ile olusan PM bilesigi, DNA’da capraz
baglar olusturarak DNA’y1 alkiller (2,59,60). Siklofosfamidin DNA’y1 alkillemesi
rastgele bir siire¢ degildir ve daha cok DNA’da elektron ve temel azottan zengin olan
bolgeleri hedef alir (1). Bu bolgelerden biri olan guaninin 7. pozisyonundaki azot
atomuna ilgi Ozellikle fazladir (59). Deoksiriboniikleik asitin sarmal diizeninde
goriilen iki seridinde istiflenmis bazlar, iki ayr1 DNA zincirinin her birine saldir1 igin
elverisli bir yap1 diizeni olusturur. Bu yap1 sayesinde CP, DNA’da hem zincir i¢i hem
de zincirler arasi ¢apraz baglanma ile DNA’y1 alkilleyerek DNA’nin replikasyonunu
engeller ve bu sekilde replike olabilen saglikli-sagliksiz tiim hiicrelerde etkileri

ortaya cikar (1) (Sekil 6).
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Seker- fosfat zinciri ——-—- L

Siklofosfamid hem
zincir ici hem de
zincirler arasi
capraz baglanmaya
neden olur.

Sekil 6: Siklofosfamidin etki mekanizmasi.
Siklofosfamid o6zellikle zincir ig¢i ve
zincirler arasi guanin-guanin
baglantilarini hedef alir (59).

2.2.3. Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Siklofosfamid, 25 ve 50 mg tabletler; parenteral uygulama ic¢in 100, 200, 500
mg, 1 g ve 2 g’lik flakonlarda toz halinde bulunur. Parenteral uygulama i¢in her 100
mg ilag 5 ml koruyucu igermeyen steril su eklenerek c¢oziiliir. Siklofosfamidin
hazirlanmis ¢6zeltisi oda sicaklifinda 24 saat ve buzdolabinda 6 giin boyunca

kimyasal olarak kararli bir sekilde muhafaza edilebilir (60).

2.2.4. Tipta Kullanim Endikasyonlar:

Siklofosfamid; sistemik lupus eritematoz, Wegener graniilomatozu, romatoid
artrit, poliarteritis nodosa, Takayasu arteriti gibi otoimmiin inflamatuvar
hastaliklarda ve transplantasyon sonrasi rejeksiyonu onlemek i¢in immiinsupresyon
amaciyla kullanilir (57,61). Antineoplastik amacla da lenfoma, 16semi, myeloma,
meme kanseri, kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi kanserlerde kullanilir (60,62,63).
Ayrica kemik iligi supresyonu yapmasi nedeniyle kemik iligi transplantasyonunda da

tercih edilir (60).
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2.2.5. Yan Etkileri

Siklofosfamidin metabolizasyonu sonucu olusan akrolein maddesi toksik
etkilerin temel sebebidir. Bunun yaninda hiicre replikasyonunu engelleyen PM
metaboliti de boliinen saglikli hiicrelerde yan etkilerin goériilmesine neden olur. Bu
metabolitlerin saglam hiicreleri etkilemesi sonucu bir¢cok yan etki ortaya cikar
(60,64). Bu yan etkilerden major olan1 kemik iligi supresyonudur. Trombositopeni ve
anemi yapmakla birlikte primer etkiledigi ana seri myeloid seridir (65).
Gastrointestinal sistem yan etkilerinden bulanti ve kusma sik goriilmekle beraber
hepatotoksisite de goriilebilir (66,67). Hemorajik sistit ve mesane kanseri ise iiriner
sisteme ait yan etkilerdir (60,68). Bunlar disinda deri ve tirnak hiperpigmentasyonu
ile alopesi de diger yan etkiler arasinda yer alir (67,69). Ayrica kardiyovaskiiler
sistemde, akut myokardiyal nekroz ve ciddi kardiyak yetmezlige sebep olmakla
birlikte solunum sisteminde, pndmonit ve interstisyel pulmoner fibrozise sebep
olabilir (70-74). Kronik CP kullanimiyla baskilanan immiinite sonucunda,
enfeksiyonlarda artis ve ayrica sekonder malignensiler de gériilebilir (75,76). Ilave
olarak CP kullaniminin 6nemli sonug¢larindan biri de infertilitedir. Diside; menstrual
bozukluklar ve prematiir ovaryan yetmezlige neden olabilir. Erkekte ise; testis
dokusunda oksidatif stres, apoptoz artis1 ve testosteron seviyelerinde diislise yol
acabilir. ilave olarak sperm sayi, hareket ve canlihiginda azalma ve morfolojisinde
bozulmalara neden olabilir. Bu sperm parametrelerinin bozulmasi ile erkekte

infertiliteye sebep olabilir (55,77,78).

2.3. Pterostilben

Fenolik bilesiklerin alt grubu olan stilbenler 200-300 g/mol molekiiler
agirligia sahip bitkisel bilesiklerdir (79). Hint kino agaci, liziim ve yaban mersini
gibi bitki tiirlerinde dogal olarak bulunurlar (80-82). Bitkilerde, fitoaleksin gorevi
goriirler; yani onlar1 mantar enfeksiyonlarina ve toksinlere karsi korumak igin rol
tistlenirler (82,83). Stilben ailesinin tiim tiyeleri iki fenil grubu igerir; C¢-C2-Cs temel
iskelet yapisina sahiptirler ve cis veya trans izomer yapisinda olabilirler (81,84).

Resveratrol ve Ptr bu grubun iyi bilinen iki 6rnegidir.
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Pterostilben (trans-3,5-dimethoxy-4’-hydroxystilbene, 4-[(E)-2-(3,5-
dimethoxyphenyl) ethenyl] phenol); stilbenlerin daha yaygin ve stabil olan trans
izomeri yapisindadir (83,84). Pterostilben, stilbenlerin en popiiler olan1 ve {izerinde
en ¢ok caligilan1 olan resveratroliin dimetil eter analogudur (85,86). Yani bir fenil

halkasindaki 3,5-dimetoksi yapisiyla resveratrolden ayrilir (87) (Sekil 7).

OCH;

A Resveratrol B Pterostilben

Sekil 7: Resveratrol ve Ptr’in kimyasal yapilari. A. Resveratrol. B. Pterostilben (88).

Yapisindaki 3,5-dimetoksiden otiirli Ptr resveratrolden daha lipofilik 6zellik
kazanir. Bundan dolayr membran permeabilitesi daha yiiksektir. Dolayisiyla
biyoyararlilig1 daha fazla olup biyolojik olarak daha aktiftir (87,89). Biyolojik olarak
daha aktif olmasinin bir diger sebebi ise Ptr’in metabolizasyonu igin
glukuronidasyona ve siilfasyona uygun sadece bir tane serbest hidroksil grubu
icermesidir. Bu nedenden dolay1r metabolik olarak daha stabildir (90). Ayrica renal
ekskresyonu olduke¢a diisiik olan Ptr’in metaboliti enterohepatik sirkiilasyona katilir
(91). Bu da biyolojik olarak daha aktif olmasina katki saglar. Oral uygulamada Ptr’in
biyoyararliligi %80 ve yarilanma 6mrii ortalama 104 dakika olarak tespit edilmistir
(87,91).

Kuvvetli bir antioksidan olmasi yaninda Ptr’in; antiinflamatuvar,
antiapoptotik ve kanser hiicreleri i¢in apoptotik etkileri de mevcuttur. Yapilan ¢ok
sayida ¢alismada Ptr’in farkli dokular, organlar ve sistemler {lizerindeki bu etkileri

ayrintili olarak Tablo 1°de gosterilmistir.

17



Tablo 1: Pterostilbenin biyolojik etkileri.

Sistemler

Biyolojik Etki

Santral Sinir Sistemi

Noroprotektif etki (31,32,92)

Kardiyovaskiiler Sistem

Kardiyoprotektif etki (30,34)
Antihipertansif etki (33)

Trombosit agregasyonunu inhibe edici
etki (93)

Solunum Sistemi

Akut akciger hasarini azaltici etki (94)
Antikanserojenik etki
e Akciger kanseri (95,96)

Gastrointestinal Sistem

Hepatoprotektif etki (29,97,98)
Antikanserojenik etki
e Pankreas kanseri (36,99)
e Hepatoselliiler kanser (100)
e Kolorektal kanser (101,102)

Uriner Sistem

Renal fibrozisi azaltici etki (103)
Nefroprotektif etki (104)
Antikanserojenik etki

e Mesane kanseri (105)

Genital Sistem

Testis iskemi/reperfiizyon hasarina karsi
koruyucu etki (106)
Antikanserojenik etki
e Endometrium kanseri (37)
e Meme kanseri (39)
e Over kanseri (38)
Prostat kanseri (89)

Endokrin Sistem

Glukoz seviyelerini diisiiriicii etki (35)
Antiobezitik etki (107)

2.4. Testosteron

Androjenler, XY kromozomuna sahip bireylerde karakteristik erkek
ozelliklerini saglamasi yaninda; erkek cinsiyete spesifik testis, prostat, epididim,

seminal vezikiil ve penis gibi iireme dokularmin gelisimi ve saglikli bir sekilde

devamliliginin siirdiiriilmesi i¢in de gereklidir (108,109).

Erkekte, dolasimdaki temel androjen %95 oraninda Leydig hiicrelerince
sentezlenen ve her giin yaklasik 6-7 mg {iiretilen testosteron hormonudur (110). Bu
hormon steroid yapidadir ve sentezi igin ana kaynak kolesteroldiir. Uretiminden
sonra dolasima verilen testosteron, biiyilk oranda kanda seks hormonu baglayan
globiiline ve albiimine baglanarak hedef dokuya tasinir. Dokuya ulagan testosteron

daha aktif formu olan dihidrotestosterona doniiserek hiicre i¢i iglevlerini yerine
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getirir. Dokulara ulagmayan testosteron ise karacigerde baglica androsteron ve
dihidroepiandrosterona doniiserek safra veya idrar yoluyla atilir (109,111).

Testosteron, intrauterin 8. haftada Leydig hiicrelerince sentezlenmeye baslar
ve testosteron sentezi, fetal yasam boyunca plasental human koryonik gonadotropin
uyarisiyla devam eder. Ayrica bu hormon postnatal 1 yasa kadar da etkisini siirdiiriir.
Daha sonraki yillarda, 10- 13 yaslarina gelinceye kadar, testislerde testosteron
iiretilemez. Ancak puberte doneminde, 6n hipofizden salgilanan LH’nin etkisiyle,
testosteron yapimi hizla artar ve 50 yasindan sonra da diismeye baslar (109).

Testosteronun intratestikiiler etkileri, testisteki androjen reseptorii bulunan
hiicrelerde karsimiza ¢ikar. Mevcut bilgiler 1s18inda bu hiicreler; Leydig hiicreleri,
miyoid hiicreler ve Sertoli hiicreleridir. Leydig hiicrelerinin fibroblast onciillerinden
farklilasmasini indiikleyebilen testosteron; miyoid hiicrelerin kasilmasini da
baslatabilir (112,113). Ayrica ratlarda gosterilen bir etkisi, Sertoli hiicresi-spermatid
adhezyonunda rol almasidir (114). Bunlar haricinde testosteron; erken primer
spermatositin bazalinde, yeni siki baglanti proteinlerinin sentezini stimiile ederek
kan-testis bariyerinin olusmasina da katki saglar (52).

Sertoli hiicresi, FSH uyaris1 ile testosteronu baglayan ve onun seminifer
tibiilin  adliminal kompartimanina taginmasini  saglayan ABP’yi diretir.
Testosteronun ~ ABP’ye  baglanmasi da  seminifer tliblilde testosteron
konsantrasyonunu artirarak spermatogenezin seyrinde giiclii bir etki ortaya koyar

(41).

2.5. Apoptoz ve Kaspazlar

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 yilinda kullanilmis olup, hiicrenin kontrollii
ya da programli olarak 6liime gitmesi olarak ifade edilebilir (115). Embriyo gelisimi
ve menstrual siklus gibi durumlarda fizyolojik olarak ortaya cikabilecegi gibi;
kemoterapi, radyoterapi, asir1 sicak, soguk ve hipoksi gibi etkenler nedeniyle
patolojik olarak da ortaya cikabilir (116,117). Apoptoz sayesinde fizyolojik
durumlarda; artik ihtiya¢ duyulmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmas: ve dokularda

farkli hiicre popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasi saglanir. Patolojik durumlarda ise,
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cesitli faktdrlerin dogrudan veya serbest radikaller aracilifiyla DNA hasar1 yapmasi
gibi nedenler apoptoza yol agabilir (11).

Apoptotik siire¢, hiicrede normalde inaktif halde bulunan ve kaspaz olarak
bilinen sistin aspartik proteazlarin aktivasyonu ile baglar (115,117). Apoptozda gorev
alan ¢ok sayida kaspaz mevcuttur. Bu kaspazlarin baglicalari; hiicre hasarlandiginda
ilk olarak aktive olan baslatict kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) ve baslatict kaspazlar
tarafindan aktiflestirilen cellat kaspazlardir (kaspaz 3, 6, 7) (115). Baglatic1 ve cellat
kaspazlarin aktivasyonu; niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin yikimimni ve
cekirdekte endoniikleazlarin aktivasyonu ile DNA fragmantasyonunu baslatir.
Sonugta hiicre, apoptotik cisimler olarak adlandirilan ve etrafi fagositik hiicreler i¢in
ligandlar eksprese eden hiicre zar ile ¢evrili pargaciklara boliintir (11,115).

Apoptoz, hiicrede temel iki yolakla baslar ve bir noktadan sonra bu iki yolak
birlesir. Bu yolaklardan biri, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerine cesitli 6liim
sinyallerinin baglanmasiyla baslayan ekstrensek yolak; digeri ise mitokondriyal
porlardan sitozole proapoptotik molekiillerin salindig1 intrensek yolaktir
(11,115,118).

Ekstrensek yolak, yag asidi sentaz (Fas) ligand1 ve Tiimor Nekrotizan Faktor
(TNF)-a gibi oliim sinyallerinin; kendilerine 6zgii Fas ve TNF Reseptorii 1 gibi
hiicre zar1 Oliim reseptorlerine baglanmasi ile baglar. Bu baglanma ile o6lim
indiikleyici sinyal kompleksi olusur ve bu kompleks dogrudan prokaspaz 8’i kaspaz
8’e aktive eder. Kaspaz 8, ya direkt olarak ya da prokaspaz 9’un aktivasyonu ile
prokaspaz 3’ii aktive eder (115,117,118).

Intrensek yolak ise, sitotoksik uyarilarin hiicre iginde iirettikleri sinyaller ile
direkt olarak hedefleri etkilemeleri ve bunlarin sonucunda mitokondrilerden sitozole
salinan proapoptotik proteinlere baghdir (115,117). Bu hiicre 6lim sinyalleri,
mitokondriyal membran yapisinda degisiklige ve ¢ok sayida por olusumuna yol
acarak mitokondriden sitokrom c¢ gibi proapoptotik proteinlerin salinimima neden
olur. Sitokrom c, Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor (APAF)-1’1 baglar ve aktive
eder; prokaspaz 9’un da aktivasyonu ve katilimi ile olusan apoptozom da prokaspaz
3’lin aktivasyonunu saglar. (115,117,118).

Ekstrensek ve intrensek yolak, aktive kaspaz 3 olusumu ile sonuglanir. Aktive

kaspaz 3 ise; endoniikleazlarin aktivasyonu ile kromozom bozulmasina ve
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proteazlarin aktivasyonu ile niikleer protein ve hiicre iskeletinin bozulmasina neden
olarak kromatin ve hiicre iskeletinde kondansasyon yapar. Hiicre yuvarlaklasir,
kiiciiliir, sitoplazma ve 6zellikle ¢ekirdek yogunlasir, organeller daha siki paketlenir,
hiicrenin komsu hiicrelerle baglantis1 kesilir, niliklear fragmantasyon ve hiicre
membraninda blebler ortaya ¢ikar. Hiicre, apoptotik cisimleri olusturmak iizere

pargalanir ve fagositer hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir (117,119).

2.6. Oksidatif Stres ve Oksidan— Antioksidan Parametreler

Saglikli ¢alisan biyolojik sistemlerde fizyolojik olarak da iiretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS); gii¢lii antioksidan enzimler ve enzim dis1 antioksidan sistemler
ile dengelenir. Immiin sistemde patojenlerin 6ldiiriilmesinde gorev alan, bir¢ok hiicre
ici sinyal yolaginda sekonder mesajct olarak gorev yapan ROS’un; bu gibi normal
hiicre i¢i islevleri sirasinda fazla miktarda olugmasi oksidatif stresi indiikleyebilir.
Ilave olarak antioksidan sistemlerdeki yetersizlikler, inflamatuvar hiicrelerden lokal
salinim, ilag, hipoksi, radyasyon gibi nedenlere sekonder olarak da oksidatif stres
ortaya ¢ikabilir (120,121) (Sekil 8). Reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldiritlamamasi sonucu olusan oksidatif stres ise; DNA hasari, apoptoz, nekroz gibi
patolojik olaylarla sonuglanabilir (120,122,123).

Hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi baslica ROS,
dis yoriingelerinde eslesmemis elektron icerirler. Kisa omiirlii ve reaktif molekiiller
olup ozellikle membran lipidlerini hedef alirlar. Boylece hiicreye ait organellerin
gerek yapisinda gerekse fonksiyonunda hasara yol agarlar. Lipid hasar1 sonrasi son
iiriin olarak olusan malondialdehit (MDA) seviyelerinin 6l¢iimii membran lipid
hasarmi gostermede kullanilabilir (120,121,124,125).

Saldirgan ve kararsiz molekiiller olan ROS, hem proteinlerdeki hem de
serbest haldeki aminoasitlere saldirabilir. Bu yapilarin oksidasyonu sonucunda
olusan protein karbonil deriveleri oksidatif stresin hiicre proteinleri {lizerindeki
etkilerini géstermede iyi bir belirtectir (120,121).

Hem c¢ekirdek hem de mitokondriyal DNA yapisinda bulunan niikleik

asitlerdeki bazlar ve sekerler de ROS tarafindan hedef alinabilir. Bunun sonucunda
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DNA zincirinde kirilmalar, tamirinde aksamalar, mutasyonlar ve mitokodriyal enerji

tiretiminde bozulmalar goriilebilir.

Oksidatif denge Yaslanma

inflamasyon
Yiiksek Oz basinc
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon
ﬂiﬁ"kﬁdan;a,
Serp,
et Radikaje,
= SN

Oksidatif hasar

ﬁé A WVilaN

Wi M ML RS g,

Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 8: Oksidatif denge ve hasar. Serbest radikaller
lehine artig oksidatif hasara neden olarak
membran lipidleri, proteinler ve niikleik
asitlerde hasara neden olabilir (120).

Oksidatif stresin olugsmadan 6nlenmesi ve oksidatif dengenin saglanmasi igin,
olusan ROS’un antioksidanlarca detoksifiye edilmesi gereklidir (120,121,126).
Oksidatif strese kars1 organizmay1 koruyan antioksidanlar, organizmada her zaman
hazir olarak bulunan enzimatik ve nonenzimatik (endojen) antioksidanlar olabilecegi
gibi; ekzojen antioksidanlar gibi organizmaya disaridan da alinabilirler. Ekzojen
antioksidanlar arasinda A, E ve C vitaminleri; ksantin oksidaz inhibitorleri,
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz inhibitorleri ve noétrofil adezyon
inhibitorleri gibi ilaglar yer alir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz
(SOD), ve katalaz (CAT) enzimatik antioksidanlara; glutatyon (GSH), melatonin,
selenyum, albiimin gibi molekiiller de nonenzimatik antioksidanlara ornektir
(120,126).

Stiperoksit dismutaz, ROS’a kars1 savunmada ilk gorevi lstlenen endojen
enzimatik antioksidandir. Siiperoksit radikalini, hidrojen iyonu varliginda CAT ve
GSH-Px’1n substrat1 olan hidrojen peroksite doniistiirerek bu reaktif oksijen tiiriiniin

ortamdan uzaklagtirilmasin1 saglar (121,126). Sitoplazmada, mitokondride ve
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fibroblast, glia ve endotel hiicrelerince salgilandig1 yer olan ekstraselliiler sivilarda
bulunur. Ayrica ekstraselliiler alanda siiperoksit radikalini enzimatik olarak inaktive
eden tek antioksidandir.

Biiytik 6lciide peroksizomlarda, daha az olarak mitokondri ve endoplazmik
retikulumda bulunan CAT, bir hemoproteindir. Karaciger ve bobrekteki enzimatik
aktivitesi maksimum iken bag dokusundaki aktivitesi oldukga diisiiktiir. Siiperoksit
dismutazin katalizledigi reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin, su ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eder (126).

Organizmadaki oksidatif stres, oksidan molekiillerin olusum hiz1 ve onlari
ortadan kaldirmada rol oynayan antioksidan molekiillerin tamaminin etki giicii ile
belirlenir. Bu nedenle organizmada tiim oksidan ve antioksidan parametrelerin her
birinin ayr1 ayri incelenmesi hem miimkiin olmayabilir hem de hiicre i¢i toplam
oksidan stresi gostermekte yetersiz kalabilir (127). Dokulardaki oksidan- antioksidan
durumun dengesini net bir sekilde gdzlemlememizi saglayan ise oksidatif stres
indeksi (OSI)’dir. Dokudaki total oksidan durum (TOS) ve total antioksidan durum
(TAS) kullanilarak OSI hesaplanir (121).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Kaynak

Bu ¢alismanin etik kurul izni Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih: 24/07/2018; Protokol
No: 2018/29). Calismamiz KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: TTU-2019-8280).

3.2. Denekler, Gruplar ve Deney Prosediirii

Deney i¢in 21 adet Sprague Dawley irki eriskin erkek sican kullanildi.
Siganlarin tamami KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Siganlar, oda sicaklign 22+1°C’de, nem oran1 %50 olan odalarda ve
diizenli olarak 12 saat 151k ve karanlik periyodunda kalacak sekilde takip edildi.
Calisma siiresince standart tip III kafeslerde barindirilan si¢anlara, su (igme suyu) ve
standart sican yemi (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi Tic. A.S., Erzurum, Tiirkiye) ad

libitum verildi (Resim 2).

Resim 2: Deney boyunca sicanlarin barmdirildig:
standart tip III kafesler.
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Sicanlarin bakimi, deneyin biitlin uygulamalari, sigcanlarin sakrifikasyonu,
sicanlarin gevresel stres ve uyum problemi yasamamasi i¢in KTU Cerrahi Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde yapildi.

Deneyin ilk giinii 1. giin olarak kabul edildi ve siganlar asagida belirtildigi
gibi rastgele 3 esit gruba ayrildi. Deneyin 1. giinii tartilan deneklere bulunduklari
gruplara gore deney prosediirii uygulandi (Sekil 9). Deney prosediiriinde kullanilan
CP (Endoxan, Baxter®) ve Ptr (4-[(E)-2-(3,5-Dimethoxyphenyl)vinyl]phenol; %95,
abcr, Almanya) uygulama doz ve yontemleri literatiirle uyumlu olacak sekilde

belirlendi (12,35,128).

1.giin 9.giin 14.giin 15.giin
Tarta Taru Tarti
ip. SF Sakrifikasyon

Her giin giinde 1 kez oral aygigegi yag

1.giin 9.giin I4.glin 15.giin
2.Grup
CP Tarti Tarti Tarn
n:7 ip. SF iginde 200 mg/kg CP Sakrifikasyon
»
Her giin giinde 1 kez oral aygicegi yag
1.giin 9.giin I4.glin 15.glin
3.Grup
CP+Ptr Tart1 Tarti Tartu
n:7 1p. SF i¢inde 200 mg/’kg CP Sakrifikasyon

-

Her giin giinde 1 kez oral aygigegi vagi iginde 40 mg/kg Ptr

Sekil 9: Deney prosed!'irii. K: kontrol, CP: Siklofosfamid, Ptr: Pterostilben, SF: Serum

fizyolojik, ip.: Intraperitoneal.

1. Grup (n:7): Kontrol grubuna deneyin 1. giiniinden itibaren 14 giin boyunca
oral gavajla 1 ml/kg aycigegi yag1 ve deneyin 9. giinii tek doz 10 ml/ kg serum
fizyolojik (SF) ip. olarak uygulanda.

2. Grup (n:7): Siklofosfamid grubuna deneyin 1. giiniinden itibaren 14 giin
boyunca oral gavajla 1 ml/kg aygicegi yagi ve deneyin 9. giinii tek doz 10 ml/kg SF
icinde 200 mg/kg dozunda CP ip. yolla uygulandi.
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3. Grup (n:7): Siklofosdamid ve Ptr grubuna deneyin 1. giliniinden itibaren 14
giin boyunca, oral gavajla 1 ml/kg aycicegi yagi i¢inde 40 mg/kg dozunda Ptr ve
deneyin 9. giinli ip. olarak 10 ml/kg SF i¢inde 200 mg/kg dozunda tek doz CP
uygulandi (Resim 3).

Resim 3: Deneklerin oral gavaj ve ip. uygulamalar1. A. Oral gavaj uygulamas. B.
Intraperitoneal uygulama.

Denekler; viicut agirligr takibi i¢in deneyin ilk giinii olan 1. giin, CP’nin
uygulandigi 9. giin ve deneklerin sakrifiye edildigi 15. giin, sakrifikasyondan once
tartildi.

Deney siiresinin sonunda (15. giinde) sicanlar derin anestezi (ketamin 90
mg/kg ip.) altindayken kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi. Abdominal alt
bolgeden, orta hat kesisi yapilarak sol testis epididimle beraber ¢ikartildi (Resim 4).
Her iki doku ¢evresindeki yag dokudan ve birbirinden ayristirildi. Bu islemden sonra
testis agirligiin tespiti i¢in her bir sol testis tartilip ikiye boliindii. Epididim de kaput
ve kaudal pargalarina ayrildi. Epididimin kaudal pargasi sperm analizi i¢in 2 ml Tris

tampon soliisyonu iceren petri kabina konuldu.

26



Histopatolojik analizler i¢in kaput epididimis %10 formaldehit soliisyonuna
konuldu. Sol testisin bir yarist da Bouin fiksatifine (doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75
ml, formaldehit (%37) 75 ml ve glasiyal asetik asit 5 ml) alindi.

Resim 4: Testis ile epididimin diseksiyonu.

Biyokimyasal analizler i¢in ise sol testisin diger yaris1 -80°C’de saklanmak
iizere SF ile yikanip mikro hacimli tiiplere alindi. Deney sirasinda dokular mikro
hacimli tiipler i¢i kuru buz dolu yalitiml1 kapta muhafaza edildi, daha sonra calisilana

kadar, -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.3. Sperm Analizi

Her denek icin, sol epididimin kaudal boliimii 2 ml Tris tampon soliisyonu
iceren bir petri kabina alinarak parcalara ayrildi. Spermlerin epididimal tiibiillerden
disar1 ¢ikmasini saglamak icin 30 dakika siireyle 37°C'de inkiibe edildi. Sperm
analizleri; sperm sayi, motilite, vitalite ve morfolojik degerlendirmeleri igerecek
sekilde yapildi.

Sperm sayimi i¢in, hazirlanan numuneden 5 pl Makler sperm sayim

kuyucuguna konuldu ve cam kapakla kapatildi. Sperm sayim1 X200 biiyiitmede 151k
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mikroskobu (IM) altinda yapildi ve mililitredeki sperm sayist milyon/ml olarak
belirlendi.

Sperm motilitesi i¢in, Tris tamponunda dilue edilen sperm sivisindan pipet
yardimiyla 1 damla lam {izerine konuldu ve iizeri lamelle kapatildi. Spermler, IM’de
X400 biiyiitme altinda hareketli ve hareketsiz olarak degerlendirildi. Her 6rnekten
rastgele 3 farkli alan se¢ildi ve bunlardan elde edilen verilerin ortalamasi motilite
skoru olarak kullanild1 (26).

Vitalite (canlilik) degerlendirmesi i¢in 10 pl sperm siispansiyonu iki kati
hacimde eozin y ile 15 saniye siireyle karistirildi. Bu karisimdan 10 pl lam {izerine
yayild1 ve IM’de X400 biiyiitmede incelendi. Canli spermler (renksiz, boya almayan)
ve Oli spermler (koyu pembe renkli, boya alan) sayildi. Her bir lamda toplam 200
sperm sayilarak ve yiizdeleri hesaplanarak sperm vitalite yiizdeleri belirlendi. ilave
olarak preparatlarda, morfolojik anormallikleri belirlemek i¢in X400 biiylitmede
farkl1 alanlarda lam bagina toplam 200 sperm hiicresi incelenerek spermlere ait

morfolojik bozukluklar tespit edildi (22,129,130).

3.4. Histomorfometrik ve Histomorfolojik Analizler

Dokulara ait tiim histolojik islemler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Mikropreparasyon Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Histomorfometrik tiim degerlendirmelerde Anabilim Dali’nda mevcut olan
dijital fotograf makinesi (Olympus, DP 71, Japonya) atagmanli IM’de (Olympus BX
51, Japonya) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Almanya)

programi kullanilarak yapildi ve fotograflar ¢ekilerek dijital ortama aktarildi.

3.4.1. Testis Dokularinin Boyamaya Hazir Hale Getirilmesi

Deney sirasinda i¢inde Bouin soliisyonu bulunan cam kavanozlara alinan
testis dokulari, bu soliisyonda 3 giin boyunca karanlik ve oda sicakligindaki ortamda
bekletildi. Ug giiniin sonunda dokular, Bouin soliisyonunun igeriginde bulunan pikrik
asitin dokulardan uzaklastirilmasi i¢in giin boyunca %70 alkolde tutuldu. Bu alkol

siirekli degistirilerek Bouin soliisyonundan kaynaklanan sari1 rengin giderilmesi
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saglandi. Bu islem sonunda doku numunelerine, doku takibi cihazinda (Thermo
Scientific Excelsior AS, Ingiltere) rutin gece doku takibi programi uyguland: (Tablo
2).

Tablo 2: Rutin gece doku takip programi.

Kimyasal Stire
Formalin 1 saat
Alkol (30°C) 50 dakika
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1 saat
Alkol (30°C) 1,5 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Parafin (59°C) 1 saat
Parafin (59°C) 1 saat
Parafin (59°C) 1,5 saat

Doku takibinden hemen sonra dokular, doku gomme cihazinda (Leica
HistoCare Arcadia H, Cin) 58°C’ye ayarlanmis parafine gomiildii. Oda sicakliginda
sogumaya birakilan parafin bloklar daha sonra kesit almaya uygun hale getirebilmek
icin +4°C’de buzdolabinda sogutuldu. Kesitler, tam otomatik mikrotom (Leica RM
2255, Almanya) yardimiyla alindi. Bu isleme oncelikle dokuya ulagana kadar 20
um’lik trimleme yapilarak baslandi. Dokuya ulasinca, dokudan 5 pm’lik kesitler
alindi. Kesitler daha sonra benmari igindeki sicak suya konuldu ve kirigiklar
acildiktan sonra hematoksilen & eozin (H&E), Masson Trikrom ve periyodik asit
schiff (PAS) boyama yapmak iizere ayr1 lamlar iizerine alindi. Boyamaya hazir hale

getirmek i¢in preparatlar kurumaya birakildi.
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3.4.2. Epididim Dokularinin Boyamaya Hazir Hale Getirilmesi

Deney sirasinda %10 formaldehit soliisyonuna alinan sol epididimin kaput
boliimii 6ncelikli olarak bu soliisyonda 1 saat bekletildi. Daha sonra her iki ugtan
trimlenerek kasetlendi ve 3 giin boyunca fikse olmasi i¢in, yeni hazirlanmis olan
%10 formaldehit soliisyonuna alindi. U¢ giiniin sonunda doku numunelerine doku
takibi cihazinda yukarida belirtilen rutin gece doku takibi programi uygulandi.

Doku takibi programinin bitiminden hemen sonra dokular, doku gomme
cihazinda parafine gomiildi. Oda sicaklifinda sogumaya birakilan bu parafin
bloklardan, buzdolabinda sogutulduktan sonra mikrotom ile kesitler alindi. Alinan
kesitler benmari i¢inde kirisikliklar1 agildiktan sonra H&E boyamasi yapmak ig¢in

lam {izerine alinarak kurumaya birakildi.

3.4.3. Isik Mikroskobik Inceleme i¢cin Boyama Yontemleri

Hematoksilen & Eozin Boyamasi: Testis ve epididim preparatlari boyama
Oncesi deparafinize edilmesi i¢in zembile yerlestirilerek 1 saat etiivde bekletildi.
Daha sonra otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) asagidaki
H&E boyama prosediirii uygulanarak boyandi (Tablo 3).

Boyama isleminden sonra preparatlar, {izerlerine kapatma medyumu
damlatilarak lamelle kapatildi ve seviye farkinin olugsmamasi i¢in iizerine agirlik
konularak 1 giin bekletildi.

Bu hazirlanmig testis kesitlerinde IM ile; seminifer tiibil cap1 (STD),
germinal epitelyal yiikseklik (GEH) 6l¢iildii ve liimeninde immatiir germinal hiicre
bulunan tiibiil sayis1 analiz edilerek immatiir germinal hiicre dokiilmesi (GHD)
yilizdesi belirlendi. Tim bu olgiimler icin her testis kesitinde X200 biiylitmede

rastgele secilen 10 farkli alanda 20 seminifer tiibiil degerlendirildi.
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Tablo 3: Hematoksilen & eozin boyama programi.

Soliisyon Siire
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100 Alkol 5 dakika
%96 Alkol 5 dakika
%70 Alkol 5 dakika
Yikama 1 1 dakika
Hematoksilen 2 dakika
Yikama 2 1 dakika
Asit Alkol 1 saniye
Yikama 3 1 dakika
Amonyakli Su 10 saniye
Yikama 4 1 dakika
Eozin 1,5 dakika
Yikama 5 1 dakika
%96 Alkol 5 saniye
%100 Alkol 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika

Ilave olarak her testis kesitinde histolojik agidan Modifiye Johnsen Skoru
(MJS) kriterleri kullanilarak testis hasar1 degerlendirildi (129) (Tablo 4).

Hematoksilen & eozin ile boyanan epididim preparatlarinda da her preparat
icin X200 biiylitmede rastgele secilen 10 farkli alan histopatolojik olarak analiz
edilerek fotograflandir (131).
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Tablo 4: Modifiye Johnsen skoru kriterleri (129).

Skor  Degerlendirme Kriteri

10 Bir¢ok spermatozoanin bulundugu tam spermatogenez

9 Hafif bozulmus spermatogenez, bir¢cok ge¢ spermatid, diizensiz
epitel

Tiibiil basina besten daha az spermatozoa, birka¢ ge¢ spermatid
Spermatozoa yok, gec¢ spermatid yok, bir¢ok erken spermatid
Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, birka¢ erken spermatid
Spermatozoa ve spermatid yok, pek ¢ok spermatosit
Spermatozoa ve spermatid yok, birka¢ spermatosit

Sadece spermatogonia

N W R, N

Germinal hiicre yok, sadece Sertoli hiicreleri

1 Seminifer epitel yok

Masson Trikrom Boyamasi: Lam Tlzerindeki dokular otomatik boyama
cihazinin deparafinizasyon programi kullanilarak boyamaya hazir hale getirildi

(Tablo 5).

Tablo 5: Deparafinizasyon programi.

Asama Stire
Firin 45 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100 Alkol 5 dakika
%96 Alkol 5 dakika
%70 Alkol 5 dakika
Yikama 1 30 saniye
Su Cikis
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Deparafinize edilen preparatlarin boyanmasi, iretici firma direktifleri
dogrultusunda kit (Masson Trichrome Stain Set CB6095.0100, Chembio, Tiirkiye)
protokoliine uygun olarak yapildi (Tablo 6).

Tablo 6: Masson Trikrom boyama protokolii.

Asama Stire

Distile Su ile Yikama
Weigert’s Demirli Hematoksilen (A+B) 10 dakika

Ayrag Uzaklastirma

Kurutma 5 dakika
Pikrik Asit 4 dakika
Distile Su ile Yikama 3 saniye
Gelincik Kizili — Asit Fuksin 4 dakika
Ayrag Uzaklastirma

Distile Su ile Yikama 1 dakika
Fosfotungstik Asit Cozeltisi 10 dakika
Kurutma 5 dakika
Anilin Mavisi 5 dakika
Ayrag¢ Uzaklastirma

Distile Su ile Yikama 1 dakika
%70 Alkol 15 saniye
%96 Alkol 25 saniye
%100 Alkol 60 saniye
Ksilen 1 saniye
Kapama

Boyanan testis preparatlar1 bag doku ve kollajen yogunlugu acisindan
degerlendirildi (132,133).

Periyodik Asit Schiff Boyama: Otomatik boyama cihazinin deparafinizasyon
programinda yukardaki gibi deparafinize edilen dokular, iiretici firma direktifleri
dogrultusunda kit (PAS Stain Kit-Mcmanus CB6125.0100, Chembio, Tiirkiye)
protokoliine uygun olarak PAS boyasi ile boyandi (Tablo 7).
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Tablo 7: Periyodik asit Schiff boyama protokolii.

Asama Stire
Periyodik Asit Cozeltisi 10 dakika
Distile Su ile Yikama 2 dakika
Schiff’s Reagent Cozeltisi 20 dakika
Ayrag¢ Uzaklastirma

Distile Su ile Yikama 2 dakika
Metabisiilfit Cozeltisi 2 dakika
Tespit Cozeltisi 2 dakika
Distile Su ile Yikama 2 dakika
Mayer’s Hematoksilen Cozeltisi 3 dakika
Ayra¢ Uzaklastirma

Distile Su ile Yikama 5 dakika
%70 Alkol 15 saniye
%96 Alkol 25 saniye
%100 Alkol 60 saniye
Ksilen 1 saniye
Kapama

Bu boyama ile testis kesitlerinde seminifer tiibiil bazal membraninin yapisi,
biitiinligli ve germinal hiicrelerin bazal membranla iliskisi kalitatif olarak

degerlendirildi (134).

3.5. Testis Dokusunun Biyokimyasal Analizleri

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
eksi 80°C’de muhafaza edilen testis dokularinin her birinden kesimler yapilarak,
ortalama 30’ar mg’lik parcalar elde edildi. Bu dokular, daha sonra homojenizator
(IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, Almanya) kullanilarak 2 ml fosfat
tamponu (PBS, pH:7.4) icerisinde 9500 rpm’de homojenize edildi. Dokulara ait

homojenatlar 1800 rcf’te 10 dakika santrifiijlendi ve bu islem sonucunda elde edilen
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slipernatantlarda; kaspaz-3, doku testosteron, MDA, SOD, CAT, TOS ve TAS
Olciimleri gergeklestirildi.

Doku orneklerindeki protein miktarlar1 iiretici firmanin Onerilerine uygun
olacak sekilde ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No:
23227, Rockford, IL, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/ml cinsinden
hesaplandi. Dokularda, MDA ve ticari enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kitleri kullanilarak 6l¢iilen tiim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri standardize
olmasi acgisindan hesaplanan 6rnek protein miktarlarina oranlanarak mg protein
basina olacak sekilde ifade edildi.

Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi: Malondialdehit Ol¢iimii icin
Mihara ve Uchiyama yontemi (135) modifiye edilerek kullanildi. Bu metod, asidik
ortamda MDA ile tiyobarbitiirik asitin (TBA) meydana getirdigi molekiiliin renginin
532 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Doku MDA ol¢limii i¢in Oncelikle bazi ¢ozeltiler hazirlandi. Doku
homojenizasyon tamponu yani 0.01 M fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) hazirlamak igin;
900 ml saf su bulunan beherde 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Isvec)
¢oziildii. Cozeltinin pH’s1, pH metrede (Hanna Instrument, HI 9321, ABD) 7.4’
ayarlandi ve daha sonra ¢ozeltinin son hacmi 1 litreye tamamlandi.

Ayr1 bir beherde bir miktar saf su tizerine 2.94 ml %85°lik H3PO4 (Sigma, St.
Louis, MO, ABD) alind1 ve son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanarak %1’lik
H3POg4 ¢ozeltisi hazirlandi.

Tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi i¢in ise; 0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO,
ABD) tartildi. Daha sonra tizerine 50 ml saf su ve 50 ml asetik asit (Sigma, St. Louis,
MO, USA) ilave edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢oziildii.

Standart ¢ozeltiler hazirlanirken once 82.5 ul 1,1,3,3 tetrametoksipropan
(Sigma, St. Louis, MO, ABD); 0.01 M 50 ml HCI (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
¢oOzeltisine ilave edilerek ¢ozelti 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan
ana stok c¢oOzeltisi farkli oranlarda diliie edilerek; 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.5625, 0.078 ve 0.039 nmol/ml’lik standart ¢6zeltiler ve kor hazirlandi.

Son olarak doku MDA 6l¢timii i¢in; 500 pl homojenata 3 ml %1°lik H3PO4
eklenerek karistirildi. Hazirlanan bu karisima 1 ml 9%0.672’lik TBA eklenip

karistirildiktan sonra yeni karisim, kaynar su banyosunda 60 dakika inkiibe edildi. Bu

35



stire sonunda tiiplerin oda sicakliginda sogumasi beklenildi ve sonrasinda 1800 rcf’te
10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucu siipernatan kisimlardan 200’er pl alinip
96 kuyucuklu pleyte yiiklenerek mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax,
Molecular Devices, California, ABD) 532 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii
yapildi. Elde edilen standart absorbans sonuglart konsantrasyona karsit grafige
gecirilerek MDA standart grafigi cizildi (Sekil 10). Bu grafikten ve dokulardaki
protein miktarindan yararlanilarak doku MDA diizeyleri nmol MDA/mg protein

olarak hesaplandi.
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Sekil 10: Doku MDA dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi.

Siiperoksit Dismutaz Seviyelerinin Belirlenmesi: Testis doku orneklerine ait
SOD seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (USCN, Cat
No: SES134Ra, Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein
birimiyle verildi. Doku SOD o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi sekil 11°de
gosterildi.
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Sekil 11: Doku SOD él¢iimiinde kullamlan standart grafigi.

Katalaz Seviyelerinin Belirlenmesi: Testis dokularindaki CAT seviyeleri i¢in
yine ELISA kit (USCN, Cat No: SEC418Ra, Wuhan, Cin) kullanildi. Kit {iretici
firmanin tavsiyeleri dogrultusunda kullanilarak seviyeler belirlendi ve sonuglar
ng/mg protein birimiyle ifade edildi. Doku CAT Ol¢limiinde kullanilan standart
grafigi sekil 12’°de gosterildi.
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Sekil 12: Doku CAT 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi.

Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi: Testis doku oOrneklerindeki doku
kaspaz-3 seviyelerini belirlemek i¢in ELISA kit (USCN, Cat No: SEA626Ra,
Wuhan, Cin) kullanildi. Uretici firmanin tavsiyelerine gore dlgiilen degerlere ait
sonuclar ng/mg protein birimiyle ifade edildi. Kaspaz-3 Ol¢limiinde kullanilan

standart grafigi olusturuldu (Sekil 13).
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Sekil 13: Kaspaz-3 ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi.

Testosteron Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku 0Orneklerinin testosteron
seviyeleri, tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Elabscience, Cat
No: E-EL-0155, Texas, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonug¢lar ng/mg protein

birimiyle verildi. Testosteron oOlgiimiinde kullanilan standart grafigi sekil 14’de

gosterildi.
2 -
—~ 1,5 -
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Sekil 14: Testosteron ol¢iimiinde kullanilan standart grafigi.

Total Oksidan Durumun Belirlenmesi: Testis doku Orneklerindeki TOS
seviyeleri kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0024, Gaziantep,
Tiirkiye) kullanilarak &lgiildii. Uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda &lgiilen
sonuglar pmol H>O; esdegeri/l olarak ifade edildi.

Total Antioksidan Durumun Belirlenmesi: Testis doku 6rneklerine ait TAS

seviyeleri de iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda kolorimetrik kit (Rel Assay
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Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep, Tiirkiye) yardimiyla belirlendi ve sonuglar
mmol troloks esdegeri/l olarak ifade edildi.

Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi: Testis doku 6rneklerindeki OSI
seviyeleri:

OSI= [(TOS, pmol H20; esdegeri/l) / (TAS, umol troloks esdegeri/l)] x 100,
formiilii kullanilarak hesaplandi (136).

3.6. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel olarak gruplarin veri analizi IBM SPSS versiyon 23.0 kullanilarak

Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilmistir. Ortalama (Ort.) ve standart sapma
(SD) degerleri hesaplanarak p <0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg Takibi ve Testis Agirh@ Bulgular

Deneyin 1. giinii ve 9. gilinli gruplar arasinda viicut agirliklar1 bakimindan
herhangi bir fark yoktu. Deneyin 15. giiniinde hem CP hem de CP+Ptr grubunda
kontrole gore azalma mevcuttu. Ancak bu azalma, sadece K ve CP+Ptr gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka neden oldu (p=0,015) (Tablo 8).

Tablo 8: Agirhk verilerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

Viicut ve Testis
Agirhiklar < cp CP+Ptr
(g Ort.=SD Ort.+SD Ort.=SD

1. Glin Viicut Agirlig 371,294+29,66 374,29+28,43 386+23,07
9. Giin Viicut Agirlig 362,43+35,67 368,57+30,37  372,14+26,42
15. Giin Viicut Agirhgr  360,71£33,68 307,43+17,14  291,86+33,14*
Testis Agirligi 1,70+0,12 1,59+0,08 1,54+0,13

2 CP+Ptr Grubunda 15. giin viicut agirligi kontrol grubuna gore anlamli olarak azald:

(p=0,015).
Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP:
Siklofosfamid grubu, CP+Ptr: Siklofosfamid+Pterostilben grubu.

Her ne kadar CP ve CP+Ptr gruplarinda testis agirliklar1 bakimindan kontrole

gore bir azalma mevcut olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 8,

Sekil 15).
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Sekil 15: Gruplara ait viicut agirhg ve testis agirh@ sonuclari. A. Gruplara ait 1. giin, 9.
giin ve 15. giin ortalama viicut agirliklari. B. Gruplara ait ortalama testis agirliklari.
a: CP+Ptr grubunun 15. giin viicut agirligi K grubuna gore anlamli olarak azald:

(p=0,015). K: Kontrol grubu, CP:
Siklofosfamid+Pterostilben grubu.

4.2. Sperm Analizi Bulgularn

Siklofosfamid

grubu, CP+Ptr:

Sperm analizinde, K grubuyla kiyaslandiginda, CP ve CP+Ptr gruplarinda

sperm sayisinda diisiis olmasina ragmen anlamli bir fark tespit edilemedi. Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda hem CP grubunda hem de CP+Ptr grubunda sperm

motilitesinde anlamli bir azalma goriildii (sirasiyla p=0,031 ve p=0,003). Benzer

sekilde CP ve CP+Ptr gruplarinda kontrole gore sperm canliliginda da azalma izlendi

(swrastyla p=0,006 ve p=0,005) (Tablo 9, Sekil 16).

Tablo 9: Sperm analizi verilerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

K CP+Ptr

Ort.£SD Ort.£SD Ort.£SD
Sperm Sayisi (x10%/ml)  39,14+21,43  27,71+12,12 22,29+14,16
Motilite Skoru (%) 85,36£18,09  43,65+9,732 38,51+8,062
Canlilik (%) 96,86+4,29 77,71£8,03P 76,14+9,20P
Normal Morfoloji (%) 83,57+6,92 68,86+7,38¢ 75,00+6,08

? Motilite, CP ve CP+Ptr gruplarinda K grubuna gore anlamli olarak azald1 (sirastyla p=0,031

ve p=0,003).

b Canlilik yiizdesi, CP ve CP+Ptr gruplarinda K grubuna gére anlamli olarak azaldi (sirasiyla

p=0,006 ve p=0,005).

¢ Normal morfoloji ylizdesi, CP grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldi

(p=0,005).

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP:
Siklofosfamid grubu, CP+Ptr: Siklofosfamid+Pterostilben grubu.
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Spermlerde; CP grubunda yogun olmak {izere kiiciik bas, kopuk bas, iri bas
gibi bas anomalileri; kirik ve kalin boyun gibi boyun anomalileri ile kisa ve kirik
kuyruk gibi kuyruk anomalilerini igeren anormal morfolojiler mevcuttu. Sperm
morfolojisi CP grubunda hem kontrole hem de CP+Ptr grubuna gore daha bozuktu.
Ancak morfolojideki bu bozukluk, sadece kontrol ve CP gruplart arasinda
istatistiksel bir farka neden oldu (p=0,005). Siklofosfamid+Ptr grubunda ise
morfoloji, CP grubuna gore diizelmis olup; kontrol grubu ile arasinda fark mevcut

degildi (Tablo 9, Sekil 16).

W tilite Skoru
E 40 100 % :Iﬁ‘;?;‘oi?lon
£ o \ . IS Canlilik
% 30 \ b
;% 20 o 60 § §
: a0 \ N\
-4 \ §
@ 10 o \\\\ \

Sekil 16: Gruplara ait sperm analizi bulgularl.. A. Gruplara ait ortalama sperm sayisi
(x10%ml). B. Gruplara ait ortalama motilite skoru, normal morfoloji ve canlilik
yiizdeleri. a: CP ve CP+Ptr gruplarinda, motilite skoru K grubuna gére anlamli
olarak azaldi (sirasiyla p=0,031 ve p=0,003). b: CP ve CP+Ptr gruplarinda,
canlilik yiizdesi K grubuna goére anlamli olarak azaldi (swrasiyla p=0,006 ve
p=0,005). c: CP grubunda, normal morfoloji yiizdesi kontrol grubuna gére anlaml
olarak azaldi (p=0,005). K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid grubu, CP+Ptr:
Siklofosfamid+Pterostilben grubu.
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4.3. Histomorfometrik ve Histomorfolojik Bulgular

4.3.1. Testis Dokusuna Ait Hematoksilen & Eozin, Masson Trikrom ve

Periyodik Asit Schiff Boyali Kesitlerin Bulgulari

Hazirlanan H&E ile boyanmis testis preparatlari incelendiginde, K grubunda
germinal epitelin, seminifer tiibiillerin ve peritiibiiler dokunun normal goriiniimde
oldugu goriildi (Resim 5-8).

Siklofosfamid grubunda; baz1 seminifer tiibiillerde atrofi, seminifer tiibiillerin
arasindaki interstisyumda diizensizlik ve 6dem tespit edildi. Bazal membran yer yer
germinal epitelden ayrilmis olarak gozlendi. Ayrica Sertoli hiicrelerinin ve germinal
hiicrelerin birbirinden ayrildigi ve bazi tiibiillerde immatiir germinal hiicrelerin
liimene dokiildiigii izlendi (Resim 9-12). Siklofosfamid+Ptr grubunda ise immatiir
germinal hiicre dokiilmesi (GHD) hari¢ bu bulgularda CP grubuna gore azalma
mevcuttu (Resim 13-16).

Hem CP hem de CP+Ptr gruplarinin MJS’nin K grubuna gore diisiik oldugu
goriildii (sirastyla p=0,001 ve p=0,049). Ancak her ne kadar anlamli olmasa da
CP+Ptr grubuna ait MJS, CP grubuna gore biraz daha iyiydi (Tablo 10, Sekil 17).

Tablo 10: Histomorfometrik verilerin ortalama ve standart sapma degerleri.

K (0 34 CP+Ptr

Ort.+SD Ort.+SD Ort.+SD
MJS 9,52+0,13 8,91+0,132 9,09+0,14°
GEH (um) 53,46+3,88 50,51+3,31 4926+1,83
STD (um) 176,11+9,8 175,218,222  179,48+5,77

GHD (%) 4,29+33 16+8,02° 18+5,88°

2 CP ve CP+Ptr gruplarinda, Modifiye Johsen Skoru K grubuna gore anlamli olarak azald:
(strastyla p=0,001 ve p=0,049).

P CP ve CP+Ptr gruplarinda, GHD yiizdesi K grubuna gore anlamli olarak artt1 (sirasiyla
p=0.015 ve p=0.008).

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. Modifiye Johnsen Skoru:

MIJS, Seminifer tiibiil ¢api: STD, Germinal epitelyal yiikseklik: GEH, immatiir germinal

hiicre dokiilmesi: GHD, K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid grubu, CP+Ptr:

Siklofosfamid+Pterostilben grubu.

Siklofosfamid ve CP+Ptr gruplarinda K grubuna gore GEH’de azalma

olmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Benzer sekilde STD
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degerlerinde de istatistiksel olarak gruplar arasinda belirgin fark olmamasina ragmen,;
K grubuna gore CP+Ptr grubunda artma, CP grubunda ise azalma izlendi (Tablo 10,
Sekil 17).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, GHD yiizdesi gerek CP gerekse CP+Ptr
gruplarinda anlamli olarak yiiksekti (sirastyla p=0.015 ve p=0.008) (Tablo 10, Sekil
17).
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Sekil 17: Gruplara ait histomorfometrik ait bulgular. A. Gruplara ait ortalama MIJS, B.
Gruplara ait ortalama GEH ve STD’ler ve C. Gruplara ait ortalama GHD
yiizdeleri. a: MJS, CP ve CP+Ptr gruplarinda K grubuna goére anlamli olarak azaldi
(swrastyla p=0,001 ve p=0,049). b: CP ve CP+Ptr gruplarinda, GHD yiizdesi K
grubuna goére anlamli olarak artti (sirasiyla p=0.015 ve p=0.008). Modifiye
Johnsen Skoru: MJS, Seminifer tiibiil ¢ap1: STD, Germinal epitelyal yiikseklik:
GEH, Immatiir germinal hiicre dokiilmesi: GHD, K: Kontrol grubu, CP:
Siklofosfamid grubu, CP+Ptr: Siklofosfamid+Pterostilben grubu.
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Resim 5: Kontrol grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-1. Tunika albuginea (siyah
ok), seminifer tiibiiller (beyaz ok) ve aralarindaki interstisyel bag dokusu (yildiz)
normal olarak izlenmektedir (H&E, X40).
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Resim 6: Kontrol grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-2. Tunika albuginea (siyah
ok), seminifer tiibiiller (beyaz ok) ve aralarindaki interstisyel bag dokusu (yildiz)
normal olarak izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 7: Kontrol grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-3. Seminifer tiibiiller (beyaz
ok) ve aralarindaki interstisyel bag dokusu (yildiz) normal olarak izlenmektedir
(H&E, X200).
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Resim 8: Kontrol grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-4. Leydig hiicresi (sar1 ok),
Sertoli hiicresi (mor ok), spermatogonyum (yesil ok), primer spermatosit (pembe
ok), yuvarlak spermatid (kirmizi ok), uzamis spermatid (mavi ok) ve interstisyel
bag dokusu (yildiz) normal olarak izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 9: Siklofosfamid grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-1. Tiibiiler atrofi
(besgen), immatiir germinal hiicre dokiilmesi (yildiz) ve 6dem (koseli ¢ift ayrag
ok) izlenmektedir (H&E, X40).
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Resim 10: Siklofosfamid grubunun H&E ile boyanmus testis kesiti-2. Immatiir germinal
hiicre dokiilmesi (yildiz) ve 6dem (koseli ¢ift ayra¢ ok) izlenmektedir (H&E,
X100).
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Resim 11: Siklofosfamid grubunun H&E ile boyanmus testis kesiti-3. Bazal membranda
diizensizlik (beyaz centikli ok), germinal epitelde ayrilma (siyah g¢entikli ok),
immatiir germinal hiicre dokiilmesi (y1ldiz) ve interstisyel 6dem (koseli ¢ift ayrag
ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 12: Siklofosfamid grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-4. Bazal membranda
diizensizlik (beyaz centikli ok), germinal epitelde ayrilma (siyah g¢entikli ok),
immatiir germinal hiicre dokiilmesi (y1ldiz) ve interstisyel 6dem (koseli ¢ift ayrag
ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 13: Siklofosfamid+Ptr grubunun H&E ile boyanmis testis kesiti-1. Tiibiiler atrofi
(besgen), immatiir germinal hiicre dokiilmesi (yildiz) ve interstisyel ddem (koseli
cift ayrag ok) izlenmektedir (H&E, X40).
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Resim 14: Siklofosfamid+Ptr grubunun H&E ile boyanms testis kesiti-2. Immatiir
germinal hiicre dokiilmesi (y1ldiz) izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 15: Siklofosfamid+Ptr grubunun H&E ile boyanmis testis Kesiti-3. Bazal
membranda diizensizlik (beyaz centikli ok), germinal epitelde ayrilma (siyah
centikli ok) ve immatiir germinal hiicre dokiilmesi (y1ldiz) izlenmektedir (H&E,
X200).
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Resim 16: Siklofosfamid+Ptr grubunun H&E ile boyanmus testis kesiti-4. Bazal
membranda diizensizlik (beyaz ¢entikli ok), immatiir germinal hiicre dokiilmesi
(y1ldiz) ve 6dem (koseli ¢ift ayrag ok) izlenmektedir (H&E, X400).
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Masson Trikrom boyali kesitlerde K grubunda interstisyel bag dokusu ve
kollajen yogunlugu olagan gozlenirken, diger gruplarda da K grubuna benzer
interstisyel bag dokusu ve kollajen yogunlugu mevcuttu. Hematoksilen & eozin ile
boyanmis preparatlarda oldugu gibi K grubunda; seminifer tiibiillerin, germinal
epitelin ve peritiibiiler bag dokusunun normal oldugu goriildii. Siklofosfamid+Ptr
grubunda daha az olmak {izere CP ve CP+Ptr gruplarinda yer yer seminifer tiibiillerin
biitlinliiglinlin bozuldugu, germinal epitelde ayrilmalarin mevcut oldugu ve

interstisyumda 6dem oldugu tespit edildi (Resim 17- 19).

Resim 17: Kontrol grubunun Masson Trikrom ile boyanmus testis kesiti. interstisyum
(yildiz) ve seminifer tiibiilleri saran tunika propria (¢ift bagh beyaz ok) dogal
olarak goriilmektedir (Masson Trikrom, X200).

57



Resim 18: Siklofosfamid grubunun Masson Trikrom ile boyanmuis testis kesiti. Seminifer
tiiblil bazal membraninda ayrilma (beyaz centikli ok), immatiir germinal hiicre
dokiilmesi (yildiz) ve interstisyel 6dem (koseli ¢ift ayrag ok) izlenmektedir
(Masson Trikrom, X200).
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Resim 19: Siklofosfamid+Ptr grubunun Masson Trikrom ile boyanmis testis kesiti.
Seminifer tlibiil limeninde immatiir germinal hiicreler (yildiz) ve interstisyel
6dem (koseli cift ayrag ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).
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Testis dokusuna ait PAS boyali kesitler incelendiginde; K grubunun seminifer
tiibiillerinin  diizgilin, kesintisiz PAS (+) bir bazal membranla cevrelendigi ve
germinal epitel igerisinde sperm akrozomlarinin da PAS (+) boyandigi gorildi
(Resim 20). Siklofosfamid grubunda PAS (+) boyanmis bazal membranda yer yer
diizensizlik ve ayrilmalar mevcuttu. Ayrica seminifer tiibiil limenine belirgin GHD,
germinal epitelde ayrilma ile interstisyumda 6dem tespit edildi. (Resim 21). Bu
bulgular CP+Ptr grubunda da goézlenmekle birlikte CP grubuna gore hafiflemis
oldugu izlendi (Resim 22).

Resim 20: Kontrol grubunun PAS ile boyanmis testis kesiti. Seminifer tiibiile ait
biitiinliigiinii korumus bazal membran yapisinin (¢ift basli siyah ok) ve
akrozomun (ok basi) PAS (+) boyandigi izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 21: Siklofosfamid grubunun PAS ile boyanmis testis kesiti. Bazal membranda
diizensizlik ve bazal membran ile germinal hiicreler arasinda ayrilma (beyaz
centikli ok), germinal epitelde ayrilma (siyah g¢entikli ok), immatiir germinal
hiicre dokiilmesi (yildiz) ve interstisyel 6dem (kdseli ¢ift ayrag ok) izlenmektedir
(PAS, X400).
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Resim 22: Siklofosfamid+Ptr grubunun PAS ile boyanmis testis kesiti. Germinal
hiicrelerden ayrilan ve diizensizlesen bazal membran (beyaz centikli ok),
immatiir germinal hiicre dokiilmesi (yildiz) ve interstisyel 6dem izlenmektedir
(PAS, X400).
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4.3.2. Epididim Dokusuna Ait Hematoksilen & Eozin Boyal Kesitlerin
Bulgular

Epididime ait kesitlerin incelenmesi sonucu K grubunda, liimeni
cevreleyen yalanci ¢ok katli stereosilyali epitelin diizenli oldugu goriildii. Epitelde
berrak, dar, esas ve bazal hiicreler oldukca net ayirt edilebiliyordu. (Resim 23).
Siklofosfamid grubunda ise K grubundan farkli olarak berrak hiicre miktarinda
azalma, halo hiicrelerinde artis ve bazi epitel hiicrelerinde sitoplazmik vakuoller
izlendi (Resim 24). Bunun aksine CP+Ptr grubunda berrak ve halo hiicresi miktari

kontrole benzerdi ve sitoplazmik vakuoller kaybolmustu (Resim 25).

Resim 23: Kontrol grubunun epididim Kesiti. Duktus epididimisin limeninde yer alan
sperm yigini1 (beyaz yildiz), epitelin barindirdigi esas hiicre (siyah ok), bazal
hiicre (kirmiz1 ok), berrak hiicre (beyaz ok), dar hiicre (sar1 ok) ve interstisyum
(siyah yildiz) olagan goriilmektedir (H&E, X400).
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Resim 24: Siklofosfamid grubunun epididim Kesiti. Berrak hiicre (beyaz ok), halo hiicresi
(mavi ok) ve hiicrelerdeki sitoplazmik vakuoller (¢izgi ok) goriilmektedir (H&E,
X400).
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Resim 25: Siklofosfamid+Ptr grubunun epididim kesiti. Bol miktarda berrak hiicre (beyaz
ok) goriilmektedir (H&E, X400).
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4.4. Testis Dokusunun Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal verilere gore CP grubundaki MDA diizeyleri, K ve CP+Ptr
gruplarina gore belirgin olarak artmasina ragmen gruplar arasinda anlamli fark
goriilmedi (Tablo 11, Sekil 18).

Istatistiksel anlamlilik gdstermese de SOD seviyeleri agisindan CP grubunda,
K ve CP+Ptr gruplarina gore belirgin diisiis vardi (Tablo 11, Sekil 18).

Siklofosfamid grubu CAT seviyeleri, K grubuna gore diistiktii (p=0,015);
CP+Ptr grubunda ise, CP grubuna goére anlamli olarak artt1 (p=0,005) (Tablo 11,
Sekil 18).

Tablo 11: Testis dokusu biyokimya parametrelerinin verilerine ait ortalama ve standart
sapma degerleri.

K CP CP+Ptr
Ort.+SD Ort+SD Ort+SD
MDA 25,20+7,31 40,31+17,54 24,38+4.26
SOD 0,50+0,18 0,36+0,18 0,58+0,32
CAT 21,645,73 11,1122,32 23,68+7.21b
TOS 26,5+9,47 45,12424.,95 23,1146,35¢
TAS 0,89+0,23 0,63+0,19 0,79+0,21
0SI 3,17+1,44 9,3249,42 3,11<1,37
Kaspaz-3 0,19+0,02 0,27+0,11 0,21+0,03
Testosteron 12,98+1,94 9,68+1,76¢ 12,32+4,78

2 CP grubunda, doku CAT diizeyi K grubuna gore anlamli olarak azald1 (p=0,015).

b CP+Ptr grubunda, doku CAT diizeyi CP grubuna gore anlaml olarak artt1 (p=0,005).

¢ CP+Ptr grubunda, doku TOS diizeyi CP grubuna gore anlamli olarak azaldi (p=0,04)

4 CP grubunda, doku testosteron diizeyi K grubuna gére anlamli olarak azaldi (p=0,015)
Veriler, ortalama + Standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP:
Siklofosfamid grubu, CP+Ptr: Siklofosfamid+Pterostilben grubu, MDA: Malondialdehit,
SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, TAS: Total antioksidan durum, TOS: Total
oksidan durum, OSI: Oksidatif stres indeksi.

Total oksidan durum diizeyleri, CP grubunda hem K hem de CP+Ptr grubuna
gore yliksek olmasina ragmen bu yiikseklik istatistiksel farka neden olmadi. Ancak,
CP+Ptr grubunda CP grubuna gore istatistiksel anlamli bir azalma izlendi (p=0,04)
(Tablo 11, Sekil 18).
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Sekil 18: Gruplarin biyokimyasal analiz bulgulari. A. Gruplara ait ortalama MDA

diizeyleri. B. Gruplara ait ortalama SOD seviyeleri. C. Gruplara ait ortalama CAT
seviyeleri. D. Gruplara ait ortalama TAS seviyeleri. E. Gruplara ait ortalama TOS
seviyeleri. F. Gruplara ait ortalama OSI verileri. G. Gruplara ait ortalama kaspaz-
3 seviyeleri H. Gruplara ait ortalama testosteron seviyeleri. a: CP grubunda, doku
CAT diizeyi K grubuna gore anlamli olarak azaldi (p=0,015). b. CP+Ptr grubunda
doku CAT diizeyi CP grubuna goére anlamli olarak artt1 (p=0,005). c: CP+Ptr
grubunda, doku TOS diizeyi CP grubuna goére anlamli olarak azaldi (p=0,04). d:
CP grubunda, doku testosteron diizeyi K grubuna gore anlamli olarak azaldi
(p=0,015). K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid grubu, CP+Ptr:
Siklofosfamid+Pterostilben grubu, MDA: Malondialdehit, SOD: Siiperoksit
dismutaz, CAT: Katalaz, TAS: Total antioksidan durum, TOS: Total oksidan
durum, OSI: Oksidatif stres indeksi.
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Gruplar arasinda TAS ve OSI degerleri bakimindan anlamli fark olmamasina
karsin; CP grubunda TAS seviyeleri diger gruplara nazaran daha digsiik, OSI ise
yluksekti (Tablo 11, Sekil 18).

Kaspaz-3 seviyeleri CP ve CP+Ptr gruplarinda K grubuna gore artmisken, bu
artts CP grubunda daha belirgindi; ancak gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi (Tablo 11, Sekil 18).

Testosteron seviyeleri CP grubunda hem K grubuna gére hem de CP+Ptr
grubuna gore diisiiktli. Ancak istatistiksel olarak sadece CP grubunun testosteron

seviyesindeki diisiis, K grubuna gore anlamliydi (p=0,015) (Tablo 11, Sekil 18).
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5. TARTISMA

Giliniimilizde yaygin kullanilan, oral ve paranteral uygulanabilen alkilleyici
antineoplastik ajanlardan biri olan CP, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de sik¢a
tercih edilir (57,60,61).

Antineoplastik ilaglar, kullanilan ilacin dozu, siiresi ve tiirii gibi faktorlere
bagl olarak degisen miktarlarda gonadotoksik etki gosterirler. Siklofosfamidin de
dahil oldugu bu sitotoksik ajanlar, uzun stireli ve kalict gonadal toksisiteye bagh
olarak infertiliteye neden olabilirler (24,137).

Literatiirde, CP’nin hem disi hem de erkekte neden oldugu gonadotoksik
etkilerini aragtiran ¢ok sayida aragtirma mevcuttur. Alkilleyici ajanlar ve bu gruptan
ozellikle CP; ovaryan folikiillerde kalic1 hasara ve maturasyon defektlerine, amenore
ve prematlir ovaryan yetmezlige neden olabilir (137,138). Testisler {izerine de
olumsuz etkilere sahip olan CP’nin klinikte uzamis veya kalict azospermi yapabildigi
bilinmektedir (138,139). Deneysel g¢alismalarda CP’nin hem viicut hem de testis
agirhginda azalmaya da neden oldugu gosterilmistir (13,21). Ilave olarak birgok
calismada da histolojik olarak CP’nin testis tiibiillerinde; GEH ve STD’de azalma,
tiilbiiler atrofi, germinal epitel ve bazal membran biitiinliiglinde bozulma,
interstisyumda 6dem, kollajen yogunlugunda artis ve Leydig hiicre atrofisine neden
olabilecegi bildirilmistir (9,13,22,23,129). Bu etkilerin yani sira CP, gerek doku
gerekse serum testosteron seviyelerinde azalmaya da yol agabilir (13,21,23). Baz1
caligmalarda ise sperm sayisinda, canlilik yiizdesinde, motilite oraninda ve normal
morfoloji yiizdesinde azalma izlendigi rapor edilmistir (16,17,22,23). Bircok
calismada, CP’nin bu istenmeyen etkilerinin dokularda oksidatif stresi indiiklemesine
ve oksidan-antioksidan dengeyi bozmasina bagli olabilecegi ifade edilmistir
(140,141).

Literatiirde, CP’nin neden oldugu gonadal hasarin Onlenmesi ya da
iyilestirilmesi i¢in antioksidan 6zelligi olan ¢inko, melatonin, amifostin ve diallil
disiilfit gibi farkli maddelerin kullanildigi ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur
(13,129,142,143). Ancak iiziim, yaban mersini, hint kino agaci gibi bitkilerde
bulunan Ptr’in bu amagla antioksidan olarak kullanildigi bir c¢alismaya

rastlanilamamistir. Resveratrol gibi Ptr de bir fenol grubu bilesiktir. Pterostilbenin
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lipofilik olmasi ve enterohepatik sirkiilasyona katilmasi onun resveratrolden daha
aktif olmasini saglar. Bu da son yillarda, bir antioksidan olarak Ptr’in {izerindeki
ilginin artmasina neden olmustur (79,80,82,87,89). Bu nedenle biz de ¢alismamizda
CP ile hasar olusturdugumuz rat testislerinde bir antioksidan olarak Ptr’in etkilerini
arastirdik.

Siklofosfamid, hizli boliinen hiicrelerde daha belirgin olmak iizere boliinme
tizerinde baskilayict etkiye sahiptir. Bu nedenle gerek organizmanin tamaminda
gerekse organ bazinda agirlik kaybina neden olabilir (2). Nitekim deneyin 7. gilinii
200 mg/kg dozunda ip. CP uygulanan bir caligmada, 15. giin sakrifiye edilen
farelerin viicut ve testis agirliklarinda belirgin azalma tespit edilmistir (144). El
Tawab ve ark. (2015) da CP ile olusturulan testis hasarina kars1 kis zahteri (Satureja
Montana)’nin etkilerini inceledikleri bir baska ¢alismada; deneyin 7. giinii 200 mg/kg
ip. CP uyguladiklar1 CP grubuna ait siganlarin 15. giin testis ve viicut agirliklarinda
belirgin azalma oldugunu rapor ettiler (12). Oyagbemi ve ark. (2015) ise tek doz
200mg/kg CP uygulamasindan sonra; sican testis agirliklarinda diislis bulmalarina
ragmen calismamiza benzer sekilde istatistiksel anlamlilik bulamadilar (145). Bizim
calismamizda da her ne kadar literatiirle uyumlu olarak CP grubu sicanlarin hem
viicut hem de testis agirliklarinda azalma mevcutsa da bu azalma istatistiksel farka
neden olmadi. Bunun nedeni, gruplardaki denek sayisinin azligi olabilir. Ayrica CP
grubuna deney siiresince verdigimiz ay¢icegi yagi da bu gruptaki siganlarin kilo
kayiplarini biraz 6nlemis olabilir (146).

Pterostilben, antiobezitik etkilere de sahip bir antioksidandir. Calismamizda
CP+Ptr grubunda 15. giin viicut agirliginda tespit ettigimiz anlamli diisiis ise bize
gore hem CP’nin hem de Ptr’in ortak kiimiilatif etkileri sonucu ortaya ¢ikmis olabilir
(107,147).

Sperm analizi, erkek infertilitesinin saptanmasinda kullanilan en 6nemli ve ilk
asama testlerden biridir (148,149). Radyoterapi, kemoterapi ve bazi ilaglarin
kullanimi; sperm analizinde incelenen parametrelerden (sperm sayisi, hareketliligi,
canlilig1 ve morfoloji) en az birinde bozukluk yaratarak infertiliteye neden olabilir.
Kemoterapdtik bir ajan olan CP de sperm analizinde bozulmalara neden olarak
infertiliteye yol acabilir (150,151). Literatiirdeki bir calismada; 5 giin boyunca

28mg/kg/giin CP uygulamasinin epididimal sperm analizinde sperm say1, hareketlilik
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ve normal morfolojisinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (152). Gallik asitin,
CP’nin indiikledigi testis hasarina etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada da 200 mg/kg
tek doz CP uygulamasinin sperm motilite ve canliliginda belirgin diisiise yol agtig1
gosterilmistir (145). Biz de ¢alismamizda literatiire benzer sekilde CP’nin; sperm
say1, motilite, canlilik ve normal morfolojide belirgin azalmaya neden oldugunu
gordiikk. Sperm morfolojisindeki CP kaynakli bozulmanin, CP+Ptr grubunda
muhtemelen Ptr’in antioksidan etkisi ile diizeldigini goézlemledik. Ancak ayni
diizelmeyi sperm sayr ve canliliginda goéremedik. Bunun nedeninin ise bazi
caligmalarda gosterilmis olan, Ptr’in hasarli hiicreleri apoptoza siiriikleme etkisine
bagli olabilecegini diisiindiik (153,154). Sonucta, bizim ¢alismamizda da CP+Ptr
grubunda Ptr; CP’nin morfolojisini bozdugu spermleri apoptoza siiriikleyerek sperm
sayisinda azalma ve dolayli olarak da sperm morfolojisinde diizelme saglamis
olabilir.

Sitotoksik ajanlardan biri olan CP, hiicre i¢in gerekli bir¢ok molekiiliin
sentezini engelleyip hiicreler lizerinde zararh etki gostererek doku morfolojisinde de
bozulmalara neden olabilir (1,2). Hamzeh ve ark. (2019)’min 200 mg/kg CP
uyguladiklar1 farelerin testislerinde; spermatogenik hiicrelerde dokiilme, bozuk
seminifer tiiblilde yapisal bozukluklar ve interstisyumda 6dem tespit etmislerdir
(141). Bir baska g¢alismada CP’nin; seminifer tiibiillerde kiiciilmeye, tiibiiler ve
germinal hiicre hasarina ve interstisyel 6deme neden oldugu bildirilmistir (21). Biz
de literatiirle uyumlu olarak CP grubu ratlarin testis dokusunda; bazi seminifer
tiibiillerde atrofi, germinal epitelde ayrilma ve dokiilmeler, interstisyumda 6dem,
seminifer tiibiil bazal membraninda kalinlagma ve diizensizlikler gibi patolojik
degisiklikler belirledik (12,155). Immatiir germinal hiicre dokiilmesi disinda bu
verilerin, CP+Ptr grubunda azalmis olmasi bize Ptr’in, literatiirdeki farkl
calismalarda farkli nedenlerle olusan karaciger veya bobrek hasarini1 gidermesi gibi
CP’nin testisteki olumsuz etkilerini de azaltabilecegini gosterdi (98,156). Immatiir
germinal hiicre dokiilmesinde ise azalma olmayip hatta istatistiksel olarak bir artis
mevcuttu. Bunun nedeni hem CP’nin yol agtig1r hasar hem de normalde kanser
hiicreleri  gibi  patolojik  hiicrelerce indiiklenen Ptr kaynakli apoptotik

mekanizmalarin, CP’nin genetik yapisin1 bozdugu hiicrelerde bazi molekiillerce

71



indiiklenmesi olabilir diye diisiindiik. Clinkii Ptr, genetik yapisi bozulmus kanserli
hiicrelerde p53 indiiksiyonu yaparak onlar1 apoptoza siiriikleyebilir (153).

Epididim de testis gibi CP’nin olumsuz etkilerine maruz kalabilir. Akamofole
ve ark. (2020) yapmis olduklar1 bir calismada, 150 mg/kg CP verdikleri si¢an
epididimlerinde genel histolojik yapmin bozuldugunu ve hemorajik alanlar
goriildiigiinii rapor etmislerdir (157). Biz ise calismamizda, CP grubunda genel
yapinin korundugunu, ancak bazi hiicrelerde patolojik sitoplazmik vakuoller
goriildiiglinii tespit ettik. Trasler ve ark. (1988) da farkl: siirelerde 5,1 ve 6,8 mg/kg
dozlarinda uyguladiklart CP’nin epididimdeki berrak ve halo hiicrelerde artisa neden
oldugunu bildirdiler (158). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde epididimal halo
hiicreleri artarken; aksine berrak hiicreler azalmisti. Bu farkliligin CP dozu ve siiresi
ile ilgili olabilecegini diisiindiik. Siklofosfamid+Ptr grubunda ise, sitoplazmadaki
patolojik vakuollerin kayboldugunu, halo ve berrak hiicrelerin de miktar olarak
azaldigim gozlemledik. Immiinite ile ilgili halo hiicre miktarindaki azalmanin Ptr’in
anti-inflamatuvar etkisi ile ilgili olabilecegini diisiindiik (92).

Testis dokusunda CP, histopatolojik hasar olusturmasina paralel olarak
histomorfometrik Sl¢iimlerde de belirgin bozulmalara neden olabilir. Kaya ve ark.
(2019) yaptiklar1 bir ¢calismada 200 mg/kg CP uygulamasinin testiste MJS ve GEH’te
belirgin diisiise neden oldugunu gostermislerdir (142). Hamzeh ve ark. (2019) da CP
ile indiiklenen testis hasar1 iizerine seryum oksit nano partikiillerinin koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 calismada MJS, STD ve GEH’te belirgin azalma bulmuslardir
(141). Biz de calismamizin CP grubunda, literatiirle uyumlu sekilde MJS, GEH ve
STD’ de diisiis tespit ettik; bu diisiis MJS icin anlamliydi. Bu histomorfometrik
degerlerde saptanan diisiislerin; sitotoksik bir ajan olan CP’nin, ozellikle hizli
boliinen germ hiicrelerini hedef almasina bagl olabilecegini diisiindiik (159). Ayrica
STD ol¢iimii sirasinda testisteki atrofik tiibiilleri 6l¢iim dis1 birakmamiz da tiibiil
atrofisinin daha yogun oldugu CP grubunda STD’deki diisiisiin istatistiksel olarak
anlamli ¢citkmamasini agiklayabilir.

Sigcanlarda testikiiler iskemi/reperfiizyon hasar1 iizerine Ptr’in koruyucu
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 50 mg/kg tek doz uygulanan Ptr’in, Johnsen
skorunu ve STD’yi hasar grubuna gore artirdigi, yani hasar1 diizeltme yoniinde

calistig1 gosterilmistir (106). Bizim calismamizda da Ptr, her ne kadar istatistiksel
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anlamli olmasa da Kim ve ark. (2015)’nin ¢aligmasina benzer sekilde hem STD hem
de MJS’de bir miktar artis, yani iyilesme saglamistir (106).

Oksidatif stres, herhangi bir nedenle ROS artisina neden olan bir durum olup
CP ile de indiiklenebilir (14,16,19,160). Ilave olarak CP’nin de iginde bulundugu
antineoplastikler ve Ptr’in dahil oldugu antioksidanlar da dokuda oksidan ve
antioksidan parametreler lizerinde etki yaparak oksidatif dengeyi degistirebilir
(161,162). Literatiirde, 200 mg/kg CP uygulamasmin testis dokusunda MDA’y1
artirdigl; CAT’1 azalttigi ¢alismalar mevcuttur (144,145). Bir baska calismada ise
CP’nin testis dokusunda MDA’da artisa; TAS’ta diislise neden oldugu bildirilmistir
(12). Biz de calismamizda literatiirle uyumlu olarak CP grubu testislerde -bazilari
istatistiksel anlamli olmasa da- oksidatif stres gostergelerinden MDA, TOS ve
OSI’de artis ve antioksidan parametrelerden CAT, SOD ve TAS’ta diisiis belirledik.
Bu bize, CP’nin testis dokusunda yaptig1 hasarin oksidatif kaynakli olabilecegini
diisiindiirdii. ilave olarak kontrole gére CP grubu doku CAT seviyesindeki
istatistiksel anlamli diigiis; artan oksidatif stresin kompanse edilebilmesi ig¢in
kullanilan CAT miktarinin artis1 veya antineoplastiklerin CAT iizerindeki baskilayici
etkisi ile agiklanabilir. Testis dokusu gibi epididimal spermler de oksidatif strese
olduke¢a hassastirlar (143). Calismamizda, epididim dokusunun oksidan—antioksidan
diizeyleri bakilamamigtir ancak organizma bir biitliindiir ve testisteki oksidan durum
g6z Oniine alindiginda; calismamizda CP grubu sperm parametrelerindeki diisiisiin
sebebi de hem testisi hem de epididimi etkileyen oksidatif stres olabilir.

Literatiirde Ptr’in antioksidan etkisini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(34,98,156). Bu ¢alismalardan birinde Fan ve ark. (2018) asetaminofenle indiiklenen
karaciger hasarinda, Ptr uygulamasinin MDA’da azalma ile SOD ve GSH’de artisa
neden oldugunu bildirmislerdir (163). Bir baska calismada ise diyabet modeli
olusturulan si¢anlarin kalplerinde Ptr’in; MDA’y1 diisiirdiigii, SOD, CAT, GSH-Px
ve GSH’yi artirdigr goriilmiistiir (34). Testis dokusunda da iskemi/reperfiizyon
hasarma kars1 uygulanan Ptr’in testikiiler MDA’y1 azalttigi, TAS’1 artirdigi
bulunmustur (106). Biz de tiim parametrelerimizde literatiire benzer sonuglar elde
ettik, ancak sadece CAT miktarindaki artis ve TOS miktarindaki azalma istatistiksel
anlamlilik gosterdi. Siklofosfamid+Ptr grubunda TOS diizeyinin anlamli olarak

azalmasi Ptr’in oksidatif stresi azalttigini gosterebilir. Doku CAT diizeyinin CP

73



grubuna gore anlamli olarak artisi ise Ptr’in antioksidan etkisinin bir gostergesi
olabilir ve dokulardaki iyilesmeyi aciklayabilir.

Dokuda oksidatif dengenin oksidanlar Iehine degismesiyle apoptoz
indiiklenebilir (164). El Tawab ve ark. (2014) CP’nin testis dokusu ftizerindeki
apoptotik  etkisini  gdstermislerdir  (12). Bir baska c¢alismada, ¢
immiinohistokimyasal yontem (TUNEL, APAF-1 ve kaspaz-3) ile CP’nin apoptotik
indeksi arttirdig1 tespit edilmistir (165). Hamzeh ve ark. (2019) da CP grubunda
testis dokusunda kaspaz-3 immiin reaktivitesinin arttigin1 gostermislerdir (141). Biz
de ELISA yoOntemiyle kaspaz-3’ii analiz ettigimiz ¢aligmamizda literatiire benzer
sekilde CP grubunda kaspaz-3 diizeylerinde K grubuna gore artig gordiik. Her ne
kadar bu artis istatistiksel olarak anlamli olmasa da indiiklenmis apoptozun bir
gostergesi olabilir. Ayrica CP grubunda tespit edilen yogun hasarin; apoptozun
yaninda otofaji, nekroz gibi farkli mekanizmalarin da ortak sonucu olabilecegini
diisiindiik (141,166). Ilave olarak daha sonraki ¢alismalarimizda, dokuda apoptozun
tam olarak degerlendirilebilmesi i¢in farkli yontemlerin kombine kullanilmasinin da
yararli olabilecegi kanaatindeyiz (167).

Kanserli hiicreleri apoptoza gétiiren Ptr, antioksidan etkisi ile saglikli
hiicreleri apoptozdan koruyabilir (168). Yapilan bir ¢alismada Ptr’in kanserli
hiicreleri p53 indiiksiyonu yaparak apoptoza gotiirdigii rapor edilmistir (153).
Literatiirde bagka bir ¢alismada ise, Ptr’in testis dokusundaki antiapoptotik etkisi
immiinohistokimyasal (TUNEL y&ntemi ve kaspaz-3, 8, ve 9) olarak gosterilmistir
(106). Biz de ¢calismamizda CP+Ptr grubunda kaspaz-3 seviyelerinin kontrole benzer
oldugunu gordiik. Bu seviyelerin CP grubuna gore diistiigiinii ancak gruplar arasinda
fark olmadiginmi tespit ettik. Bunun nedeni, Ptr’in bir yandan sorunlu hiicreleri
apoptoza gonderirken diger yandan saglikli hiicrelerde antiapoptotik etki gostermesi
olabilir diye diisiindiik. Ilave olarak CP+Ptr grubunun GHD’sinin K grubuna gére
anlamli olarak artmasina ragmen CP ile arasinda fark bulunmamasini da bu ikili etki
ile agiklamak miimkiin olabilir. Ayrica CP’nin germinal hiicreler gibi hizli boliinen
hiicrelerde belirgin hasara neden olmasi ve Ptr’in normal hiicreler iizerinde
antiapoptotik etkiye sahipken, hasarli hiicreler {lizerinde p53 indiiksiyonu yaparak

apoptotik etki gdstermesi bunda rol oynayabilir (153,169).
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Dolagimdaki temel androjen testosterondur ve erkekte biiyiik oranda testisteki
Leydig hiicrelerince sentezlenir (110). Sertoli hiicresinin salgiladigt ABP
testosteronu baglar ve onun seminifer tiibiilde konsantrasyonunu artirir. Testosteron
spermatogenezin seyrinde dnemli role sahiptir (41). Kullanilan antineoplastik ajanlar,
testisin Sertoli ve germinal hiicrelerine ilaveten Leydig hiicreleri iizerinde de etkili
olabilir (170,171). Literatiirde, CP’nin serum testosteron seviyelerinde azalmaya yol
actig1 ve bunun sebebinin, CP’nin Leydig hiicreleri iizerindeki oksidan etkisi
olabilecegi rapor edilmistir (12,144,165). Biz de literatiirde goriilen serum
testosteron seviyelerindeki diismeye benzer sekilde CP grubu testis dokusu
testosteron seviyelerinde de anlamli diisiis tespit ettik. Bu etki, calismamizda CP’nin
neden oldugu oksidatif strese baglanabilir. Ayrica CP’nin, Leydig hiicre DNA’smi1
alkillemesine bagli olarak Leydig hiicre cogalmasim1i ve gerekli molekiillerin
sentezini engellemesi de buna yol agmis olabilir (1,2). Literatiirdeki pek ¢ok
calismada bir stilben olan resveratroliin farkli molekiillerle hasar olusturulan
deneklerde serum testosteron seviyelerindeki diislisii diizelttigi  bildirilmistir
(172,173). Bizim ¢alismamizda ise CP+Ptr grubunda doku testosteron degerleri CP
grubuna gore yiikselmis ve kontrol grubu ile arasindaki fark kalkmistir. Serum
testosteron seviyelerinde resveratroliin yaptigi gibi Ptr de, doku testosteron
seviyelerinde diizelme saglamistir.

Sonug olarak CP, testis ve epididim doku biyokimyasi ve histolojisi ile sperm
analizinde bozulmalara yol acabilir. Pterostilben ise bu dokularda CP ile indiiklenen
oksidatif  hasar1  azaltabilir. Ancak bu iyilestirici etkinin daha iyi
degerlendirilebilmesi ic¢in farkli doz ve uygulama siireleri ile yeni caligsmalar

planlanmasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Pterostilbenin, eriskin erkek sican testis ve epididim dokularindaki CP ile

indiiklenen hasar1 Onleme ve/veya iyilestirmesindeki roliinii deneysel olarak

arastirdigimiz ¢alismamizda:

Siklofosfamidin;

1. Sperm motilite, canlilik ve normal morfoloji oranini azalttig1,

2. Testis dokusunda MJS’de diistise, GHD’de artisa neden oldugu,

3. Testis ve epididim dokusunun histolojik yapisinda bozulmaya sebep
oldugu,

4. Doku CAT ve testosteron diizeylerini azalttig1 goriildii.

Pterositlbenin,;

1. Vicut agirhiginm azalttig,

2. Siklofosfamidin bozmus oldugu sperm morfolojisini diizelttigi, ancak
sperm canlilig1 ve motilitesini etkilemedigi,

3. Siklofosfamidin hasarlamis oldugu testis ve epididim dokularinda
histolojik olarak iyilesme sagladigi, ancak MJS ve GHD fizerindeki
etkisini degistirmedigi,

4. Testis dokusunda CP’nin azalttigi CAT diizeylerini artirdigi ve CP’nin

artirdig1 TOS diizeylerini azalttig1 tespit edildi.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda yapilacak sonraki ¢alismalarda;

1.

Pterostilbenin 1iyilestirici etkisinin daha iyi degerlendirilebilmesi igin
farkli doz ve siire uygulamalar1 yapilabilir.

Dokularda calisilan oksidan ve antioksidan parametreler genisletilebilir.
Ayrica bu parametreler {iizerindeki etkilerin arastirilmasi i¢in gen
diizeyinde ¢alismalar yapilabilir.

Dokulardaki apoptozu daha efektif degerlendirebilmek i¢in farkli apoptoz
belirleme yontemleri daha sonraki ¢aligmalara ilave edilebilir.

Testis dokusu germinal epitelinde yer alan hiicrelerin apoptoz oranlari ile
liimene dokiilmiis germinal hiicrelerin apoptoz oranlarinin kiyaslanmasi

yapilabilir.
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10.

Siklofosfamidin ve Ptr’in Leydig hiicresi iizerindeki etkisini belirlemek
icin bu hiicrelerin say1 ve boyut dl¢limleri yapilabilir.

Testis doku testosteron seviyelerine ilave olarak androjen reseptorii, ABP
seviyeleri ve serum testosteron diizeyleri de analiz edilebilir.

Epididim dokusunda da oksidatif denge ve apoptoz arastirilabilir.

Sperm DNA hasarini ve onarimini belirlemek i¢in comet assay, TUNEL
gibi yontemler kullanilabilir.

Elektron mikroskobik c¢alisma ile epididim ve testisteki hiicrelerin ve
germinal epiteldeki hiicreler aras1 baglantilarin  degerlendirilmesi

yapilabilir.
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