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OZET

RATLARDA SISPLATIN ILE OLUSTURULAN TESTIS HASARINDA, KAFEIK
ASIT FENETIL ESTER’IN (KAFE) ANTIOKSIDAN VE ANTIAPOPTOTIK
ETKILERININ BIYOKIMYASAL VE HISTOLOJIK OLARAK INCELENMESI

Sisplatin kemoterapide yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Sisplatin
replikasyon ve transkripsiyon gibi hayati siirecleri durdurur ve sonugta apoptozise yol
acar. Sisplatinle olusan toksisitenin arkasindaki neden Reaktif Oksijen Tiirlerinin
(ROS) iiretimidir. ROS {iretimi testis hiicrelerine, 6zellikle de spermatozoaya zarar
verir. Spermatozoanin ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusan plazma membraninin
ana bilesenleri ROS’a kars1 asir1 duyarlilik gosterir. Bu nedenle ROS {iretimi erkek
infertilitesinin 6nde gelen nedenidir. Son zamanlarda erkege bagli infertilitede
alternatif tedaviler yaygin bir aragtirma alanidir. Gegmiste yapilan arastirmalar,
antioksidanlarin spermatozoay1 ROS'dan korudugunu, anormal spermatozoa iiretimini
Onledigini ve sperm kalitesini iyilestirdigini géstermistir. Bu ¢aligmada, antioksidan
ozelligi olan Kafeik asit fenetil ester (KAFE) 'in Sisplatin ile indiiklenen testis hasari
tizerindeki koruyucu etkilerini, sperm kromatin biitiinliigiinii, DNA hasar1 tespiti,
Kaspaz bagimli apoptoz arasindaki iligkileri arastirilmistir.

Calisma 2-3 aylik Wistar albino cinsi erkek ratlarda yapildi. Deney gruplari,
Kontrol, KAFE, Sisplatin, SisplatintKAFE grubu olmak {izere 4 grup olarak
belirlendi. Deneysel toksisite olusturmak igin Sisplatin, 0.9% iztonik salin
soliisyonunda ¢oziilerek glinde 1 defa, 1., 3. ve 5. giinlerde 3 mg/kg i.p. olarak verildi.
Tedavi grubunda KAFE, 2 mI’lik izotonik salinde ¢oziilerek 45 giin boyunca 10 pmol/
kg i.p. olarak verildi. Ratlar 45. giinde sakrifiye edildi.

Histolojik olarak, Sisplatin grubuna ait testis dokularinda intertiibiiler alanlarda
konjesyon, kalinlagsma, 6dem, seminifer tiibiil yapilarinda bozukluk, vakuolizasyon,
bag dokuda ve interstisyel alanda hiyalinizasyon, germinal epitellerde diizensizlik ve
limenlerinde hiicre dokiintiileri mevcut iken Sisplatin + KAFE grubundaki yapisal
bozukluklar ve konjesyon, Sisplatin grubuna gore minimal seviyelerde gozlendi.
Apoptotik hiicre sayilarinda, Sisplatin+KAFE grubunda Sisplatin grubuna gore

anlamli  bir azalma (p<0.05), apoptotik sperm yiizdeleri baz alinarak



karsilastirildiginda, yine SisplatintKAFE grubunda Sisplatin grubuna gére anlamli bir
azalma (p<0.05) oldugu goriildii.
Calismanin sonucunda, KAFE’in Sisplatin ile olusturulan testis toksisite

hasarinda koruyucu etkisi oldugu, apoptozu engelledigi anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Kafeik asit fenetil ester (KAFE), Testis toksisitesi,
Kaspaz-3



ABSTRACT

HISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF
ANTIOXIDAN AND ANTIAPOPTOTIC EFFECTS OF CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER ON CISPLATIN-INDUCED TESTICULAR TOXICITY IN
RATS

Cisplatin is a commonly used chemotherapy agent. Cisplatin terminates vital
processes such as replication and transcription, and ultimately leads to apoptosis. The
cause behind Cisplatin-induced toxicity is the production of reactive oxygen species
(ROS) that damage testicular cells, particularly spermatozoa. Polyunsaturated fatty
acids, which are susceptible to damage caused by ROS, are the main components of
the plasma membrane of the spermatozoan. For this reason, ROS production is a
leading cause of male infertility. Recently, alternative therapies in male infertility are
a common area of research. Past researches have shown that antioxidants protect
spermatozoa from ROS, prevent abnormal spermatozoa production, cleanse the
produced ROS, prevent DNA fragmentation, improve sperm quality and prevent
premature sperm maturation. In this study, we performed biochemical and histological
analyses of the protective and healing effects of Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)
on Cisplatin-induced testis injury in rats.

The study was performed in Wistar albino male rats, 2-3 months old. The
experimental groups were divided into four: Kontrol, CAPE, Cisplatin, and
Cisplatin+CAPE. For the experimental toxicity model, Cisplatin was dissolved in
0.9% istonic saline solution, and it was given once a day on days 1, 3, and 5, up to 3
mg / kg intraperitoneally. CAPE was dissolved in 2 ml of isotonic saline, and it was
given 10 umol / kg intraperitoneally for 45 days. The rats were sacrificed on the 45th
day.

Histologically, we observed congestion, thickening, edema, seminiferous
tubule structures, vacuolization, hyalinization of connective tissue and interstitial
space, irregularities in germinal epithelium, and cell rashes in the interstitial areas of
testis tissues belonging to the Cisplatin group. On the other hand, structural disorders

and congestion in the Cisplatin + CAPE group were minimal compared to the Cisplatin
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group. We noted a significant decrease in apoptotic cell count in the Cisplatin + CAPE
group compared to the Cisplatin group (p<0.05). When apoptotic sperm percentages
were compared, a significant decrease (p<0.05) was observed in the Sisplatin + CAPE
group compared to the Cisplatin group.

As a result of this study, we found that CAPE had a protective effect on

Cisplatin-induced testicular toxicity damage and it prevented apoptosis.

Key words: Cisplatin, Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), Testicular toxicity,

Caspase-3
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1.GIRIS

Sisplatin (cis-diamminedicholorideplatinum (II), CDPP) agir bir metal olan
Platin (Pt) i¢erengiiglii bir antineoplastik ajandir (1-5). Sisplatin (CP) kemoterapide
yaygin olarak kullanilir ve 6nemli ilaclarin i¢inde bulundugu Diinya Saglik Orgiitii
model listesine eklenmistir (6). Platinin de i¢inde bulundugu VIII. grup metallerin
ndtral kompleksleri antitiimor ve karsinojenik etki giicline sahiptir. Aralarinda en etkin
olan Pt kompleksleridir ve Sisplatin de bunlardan biridir. Bu bilesikler selektif ve
spesifik olarak hiicre ¢ogalmasini inhibe ederler, ayrica antibakteriyel 6zellikleri de
mevcuttur (7). Bilesigin cis konfigiirasyonu antitimér aktiviteye sahiptir (8) ve bas,
boyun, akciger, idrar kesesi, testis, ovaryum, endometriyum ve serviks dahil olmak
lizere cesitli neoplazmalara karsi kullanilmaktadir (9,10). Sisplatin toksisitesinden
sorumlu birden fazla mekanizmanin oldugu diistiniilmektedir. Sisplatin hiicre i¢erisine
diftizyon yoluyla girdikten sonra, antitiimoral ve hatta nefrotoksik etkisini, hiicre
iginde reaktif platin tiirlerine hidrolize olarak gosterir (11). Sisplatin DNA ile
etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturur. Bu baglarin ortaya
cikist ise DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. Sisplatinin modifiye
ettifi DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozisi
baglatir. Bu hasar onarilamayacak boyutta ise, hiicre tarafindan tolere edilemez ve
hiicre 6liimiine neden olur (12). Sisplatinin neden oldugu oksidatif hasar sonucu ortaya
¢ikan serbest oksijen radikalleri de mitokondriyal hasar ve Kaspaz 9 iizerinden
apoptozisi tetiklemektedir (13). Sisplatin gerek siiperoksit iyonlar1 gerekse hidroksil
radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerini iiretebilir, normal dokudaki antioksidan enzimleri
inhibe edebilir (14). Bu nedenle, normal dokulara zarar vermemek kosuluyla,
antitlimoral etkinligi olmaksizin, ilaglarin meydana getirdigi hasar1 azaltmak amaciyla
cok sayida koruyucu ajan antitimoral ilaglarla birlikte kullanilmaktadir (15). Germ
hiicre apoptozisi, leydig hiicre disfonksiyonu ve testikiiler steroidojenik bozukluk ile
karakterize olan infertiliteye kadar testis hasari ile sonuglanir (16). Sisplatin, germ
hiicrelerinin niikleik asit sentezini de etkilerken, spermatogenezisin tiim Siireci
bozulmaktadir. Leydig hiicreleri Sisplatin tedavisi ile hasar gordiigiinden, testesteron
tiretimi de bozulmustur (17). Sisplatin, kansere neden olan bilesigin kovalent olarak

DNA’ya baglanmis halini olusturur (DNA adduct) ve replikasyon ve transkripsiyon
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gibi hayati siiregleri sona erdirir ve nihayetinde apoptozise yol acar. CP’den
kaynaklanan testikiiler toksisite ger¢ekten siddetli ve geri dondiiriilemezdir (18,19).
Sisplatin kaynakli toksisitenin arkasindaki neden, testikiiler hiicrelere, Ozellikle
spermatazoaya zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diretimidir. Coklu
doymamuis yag asitleri, spermatozoanin plazma membraninin ana bilesenleridir ve bu
da ROS’un neden oldugu hasara kars1 hassastir (20). Bu nedenle ROS iiretimi, erkek
infertilitesinin 6nde gelen sebebi olarak atfedilmistir (21,22).

Erkek infertilitesinde alternatif tedavi yOntemleri giliniimiizde yaygin bir
arastirma alanidir. Yapilan c¢alismalar; antioksidanlarin spermatozoayr ROS’dan
koruyarak anormal spermatozoa iiretimini engelledigini, iiretilen ROS’u temizleyip
DNA fragmantasyonunu onledigini, sperm Kkalitesini iyilestirdigini ve prematiire
sperm olgunlagmasini engelledigini gostermistir (23). Dogal tirtinlerin hastaliklarin
tedavisinde kullanimi i¢in bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Polifenolikler dogal kokenli
biyoaktif bilesiklerin 6nemli bir kategorisini olusturmaktadir. Propolis, polifenolik
bilesikler bakimindan zengin, bal aris1 (Apis melliferal.) tarafindan iiretilen dogal bir
maddedir (24). Propolisin etken maddelerinden bir tanesi Kafeik Asit Fenetil Ester’dir
(KAFE). KAFE’in tam kimyasal adi: (E) -3- (3,4-dihidroksifenil) -2-propiyonik asit,
2-fenil 3- (3,4-dihidroksifenil) -2-propenoat’dir (25-28). KAFE, beyaz, ince kristal toz
halindedir, suda ¢6ziinmez, ancak izotonik salin soliisyonu, etanol, metanol, aseton ve
DMSO’da ¢oziiniir. KAFE’in bu ¢6ziiciilerde ¢oztiniirliigi yaklasik 10 mg/ml’dir (27).
Anti-inflamatuar (29), antioksidan (27) ve antikanser (30) aktivitelerine sahiptir.
KAFE ayrica noroprotektif, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif kapasitelere de
sahiptir (31). Bu umut vaadeden bilesik, in vitro ve in vivo kanitlandigi gibi giiclii
antioksidan ve sitoprotektif etkilere sahiptir. Deneysel ¢alismalara gore, KAFE’in
cesitli antibiyotikler ve kematerapotik ajanlar da dahil olmak {izere ilaglarin yan
etkilerine kars1 koruyucu etkileri oldugunu gostermistir (32).

Bu ¢aligmada ratlarda Sisplatin ile olusturulan testis toksisite hasari {izerinde
Kafeik Asit Fenetil Ester maddesinin antioksidan ve antiapoptotik etkisi arastirilmistir.
Immiinohistokimyasal ~ olarak  apoptozisi  degerlendirmek icin  Kaspaz-3
immiinohistokimyasal boyamasi yapilmistir. Ayrica Sperm kromatin biitlinliiglinii
degerlendirmek i¢in Anilin mavisi ve DNA hasar tespiti i¢gin TUNEL Floresan

boyamalar1 yapilmigtir. Biyokimyasal olarak ise serum Malondialdehit (MDA) ve
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plazma testesteron seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Ayrica 1s1tk mikroskobik olarak testis
dokular1 incelenerek, seminifer tiibiill c¢aplarn Olglilmiistir. Spermatogenez
degisikliklerini saptamak i¢in Johnsen skorlamasi ve epididimisden alinan sperm

orneklerinde 151k mikroskobik olarak sayim yapilmustir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Testis Anatomisi:

Erkek tireme sistemi; erkek iireme hiicresi olan spermi ve erkek tireme sistemi
hormonlar1 olan androjenleri {ireten testislerden; spermin depolanmasi ve
tasinmasindan sorumlu olan kanallar sistemini olusturan duktus epididimis, vas
deferens (duktus deferens), ejakiilatuar kanal ve iiretramin bir kismindan;
salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozaya besinler saglayan yardimei
bezlerden (seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bez) ve penisten
olusmaktadir.

Testisler, bir ¢ift oval sekilli organ olarak karin boslugunun disinda
yerlesiktirler. Bunlar penisin hemen arkasinda ve aniisiin 6niinde bulunan skrotal kese
icinde yer alirlar (Sekil 2.1.). Testis ve epididimis spermatik kordon ile skrotal kese
icinde asili olarak bulunurlar. Spermatik kordon; vas deferens, spermatik arter, venoz
ve lenfatik pleksuslarla karakterizedir. Testis, kalin bir bag dokusu kapsiilii olan
tunika albuginea ile ¢evrelenmistir (Sekil 2.2). Tunika albuginea'nin arka yiiziinden
testis i¢ine dogru septum bi¢iminde yayilan bag dokusu mediastinum testis uzanir.
Her bir testis, kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septum adi verilen lifli doku
bolimleri ile 250 ila 300 lobguga boliiniir. Her lob iginde sperm hiicrelerini iireten
seminifer tiibiil olarak adlandirilanbir ila dort sarmal tiibiil vardir. Her seminifer tiibiil
yaklasik olarak 50 cm uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apindadir ve rete testise agilir.
Seminifer tiibiilleri rete testise baglayan yapiya tubulus rektus adi verilir. Rete testis,
seminifer epitelyumun trlinlerini (sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan
kanallar agidir. Testisler, olgun spermatozoa'y1 farklilastiran germ hiicrelerini, Sertoli
hiicreleriolarak adlandirilan hiicreleri ve Leydig (interstisyel) hiicreleri olarak
adlandirilan  testosteron lireten hiicreleri igerir. Sertoli hiicreleri, komsu
spermatogentik hiicreleri ¢evreleyip aralarindaki bosluklar1 doldururlar. Bu hiicreler
yaygin apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Leydig hiicreleri
poligonal sekillidirler. Siklikla lipid damlaciklari, pigment graniilleri ve sitoplazmik

kristaller olan Reinke kristalleri yapilarini igerirler.
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Testisler abdomende olusur ve androjenler tarafindan uyarildiklarinda,
gebeligin yedinci ayinda (26. haftasinda) skrotuma inerler. Fetal testisler tarafindan
testosteron {iiretimi, plasenta tarafindan salgilanan bir hormon olan insan koryonik
gonadotropin tarafindan uyarilir. Dogumdan sonraki birka¢ hafta i¢inde testosteron
sekresyonu durur ve testislerin igindeki hiicreler erken c¢ocukluk doneminde
gelismemis kalir; ergenlik doneminde, hipofiz bezinden gonadotropik hormonlar,
doku gelisimini uyarir ve testisler, sperm ve androjenleri iiretme kapasitesine
sahiptir. Testisler inerken, testis yapisiyla birlikte kan damarlari, lenf damarlari,
otonomik sinirler ve tunika vajinalis adi verilen testis ylizeyini saran abdominal
periton uzantis1 da siiriiklenir.Her bir testis, abdominal aortanin dali olan testikiiler
arter araciligiyla kanlanir. Testis yakininda kivrimli olan testikiiler arterin ¢evresinde
abdominal venlere testisten aldig1 kan1 tagiyan pampiniform venoéz pleksus bulunur.
Kan damarlarinda karsilikli 1s1 degisimine olanak saglayan bu diizenleme testislerin

viicut 1s1sindan 2-3 C° diisiik 1s1da tutulmalarina saglamaktadir (33,34).

Sekil 2.1. Testisin erkek iireme sistemindeki sematik gosterimi (33).
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Sekil 2.2. Testisin sagital kesitinin sematik gosterimi (33).

2.2. Testis Embriyolojisi:

Gametlerin gelistigi hiicre dizisine germline adi verilir. Gelisimin 4.
Haftasinda ortaya ¢ikan ve vitellus kesesinin arka duvarindaki endodermden kdken
alan bu hiicreler primordial germ hiicresi olarak adlandirilirlar. Dordiincii haftada
yolk kesesinden, gelismekte olan primitif gonadlara dogru yer degistirmeye baslayan
primitif germ hiicreleri, gé¢lerini 5. haftada tamamlarlar (35). 6. haftada genital
kabartilara go¢ ederler. Primordial germ hiicreler buradaki mezodermal hiicreleri ve
¢olomik mezetelyum hiicrelerini ¢ogaltarak, primer sex kordonlarim olusturmak

lizere uyarirlar (33).
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Sekil 2.3. Testis ve over gelisiminin sematik gosterimi (36).

gonadal gelisimin farklilanmamis

doneminde, her iki cinsiyet i¢in yalnizca bir genel gonad tipi vardir. Bu yap1; dista

korteks, icte ise medulladan olusmaktadir. Daha sonra diside korteks ovaryuma

farklilanir ve medulla gerilemeye baglar. Erkekte ise, korteks geriler ve medulla testisi

olusturmak tizere farklilanir. Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi (sex-

determining region of Y chromosom, SRY) tizerindeki gen ile kodlanan ve testis-

belirleyici faktor (testis-determinig factor, TDF) olarak adlandirilan bir gen tiriinii ile

testis gelisimi kontrol edilir (34).

Testis belirleyici faktor,

seminifer6z kordonlarin1 uyararak, kordonlarin

farklilanmamis gonadin medullasinin i¢ kisimlarina dogru uzamasima ve anastomoz

yaparak rete testisi olusturmalarina olanak saglar. Fibroz kapsiil tunika albugenia’nin
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gelisiminden sonra seminifer6z kordonlarin yiizey epiteli ile baglantisin1 kaybeder.
Seminiferdz tiibiiller, mezenkim ile ayrilirlar. 8. haftadan itibaren androjenik
hormonlar olan testesteron ve androstenedionu salgilamaya baslayan Leydig hiicreleri
mezonefrik duktuslarin ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarir. Fetal
Sertoli hiicreleri, Miiller (paramezonefrik) kanallarin gelismesini engelleyen
Miillerian inhibe edici madde (Mullerian Inhibiting Substance, MIS) salgilayarak
uterus ve tuba uterinalara farklanan paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.
MIS yoklugunda, paramezonefrik kanallar varligini stirdiiriir ve disi genital organlari
meydana gelir.

Insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu testesteron iiretimini uyarir. Bu
hormon 8. ve 12. haftalar arasindaki donemde en yiiksek degerine ulasir. Erkek tireme
sisteminin gelisiminde 6nemli bir yer tutan Wolff (mezonefrik) kanalinin sefalik ucu
epididim, vas deferens ve ejakiilatuar kanali meydana getirir. Mezonefrik (Wolff
kanal1) kanalindan gelisen Vas deferensin bir ¢ikintis1 seminal vezikiilleri meydana
getirir.

Testisin alt kutbunda gubernakulum olusur, karin duvarina oblik (egimli)
olarak karsiya uzanir ve labioskrotal siskinliklerden olusan skrotomal siskinlige
tutunur. Testis 28. Haftada asagiya inguinal halkanin i¢ine dogru hareker eder. Bu
asamadan sonra gubernakulum biiylir ve testis skrotum icine inerek burada yerlesir
(36).

2.3. Testis Histolojisi:

Testis tunika albugenia adi verilen siki bag dokusu tarafindan sartlir.
Kapsiiliin i¢inde kan damarlarini igeren gevsek bag doku tunika vaskiiloza bulunur.
Kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar her bir testisi yaklasik 250 ila
300 lobiile boler. Testis lobiillerinden her biri, i¢inde sperm tiretilen yaklasik 1 ila 4
seminifer tiibiilden ve Leydig (interstisyel) hiicrelerinin bulundugu bag dokusu
yapisindaki stromadan meydana gelmektedir. Tunika albugenia, testisin arka yiizeyi
boyunca kalinlagir ve igeriye dogru mediastinum testisi olusturur. Kan damarlari, lenf
damarlar1 ve genital bosaltim kanallar1 testise giris ve ¢ikislarda mediastinumun
icinden geger (33).

Her bir testiste yaklasik 250 ila 1000 seminifer tiibiil mevcuttur. Bu seminifer

tiibiillerden her biri yaklagik 150 ila 250 pm g¢apinda olmakla birlikte 30 ila 70 cm
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uzunlugundadir. Tibiiller kiviimlidir ve diiz tiibiiller (tubuli rekti) araciligiyla rete
testise baglanirlar. Rete testis kanallari, yaklagik 10 ila 20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina tutunurlar (37).

Seminifer tiibiiller, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler olarak
adlandirilan iki baskin hiicre popiilasyonunu igeren 6zellesmis seminifer epitelyum ile
doseli bir limenden meydana gelirler (Sekil 2.4.). Seminifer tiibiiller arasindaki
bosluklarda ise kan damarlar1 ve lenfoid siniizoidler ile Leydig hiicre topluluklar
mevcuttur. Seminifer epitel bazal membran, fibroblastlar ve miyoid hiicrelerden
meydana gelir. Motil olmayan spermleri rete testise dogru hareket ettiren miyoid
hiicreler ritmik kasilma altivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan

gectikten sonra ileri hareketlilik 6zelliklerini kazanirlar (34).

ge¢ spermatit

erken spermatit

@ primer spermatosit

-\ kan-testis
bariyeri

-

——— bazal lamina

peritibller miyoid hiicreler

Tip A koyu hiicresi Tip Aagik TipB
spermatogonyum spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 2.4. Seminifer epitelin sematik gosterimi (33).

2.3.1 Sertoli Hucreleri:

Sertoli hiicreleri, destek veya sustentakiiler hiicreler olarak da

adlandirilirlar. Bu hiicreler, puberteye kadar seminifer epitelyumun baskin hiicre
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tipidirler. Seminifer tiibiilde, bazal laminadan tiibiil liimenine dogru uzanan
prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin, komsu separmatogenik hiicreleri
¢evreleyen ve bu hiicrelerin aralarindaki bosluklar1 dolduran yaygin apikal ve lateral
uzantilar1 bulunur. Oluklu ¢ekirdekleri ve genis ¢ekirdekgikleri vardir. Bazolateral
bolgelerinde, Sertoli hiicreleri ile komsu Sertoli arasinda zonula okludens tipi siki

baglantilar1 vardir (33,34).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli bir gorevi olan kan-testis bariyerinin olusumu,
bazolateral hiicre zarlar1 arasinda sik1 baglantilar ile seminifer epitelde gergeklesir.
Bu bariyer memelilerdeki en siki kan-doku bariyeridir. Kan-testis bariyeri sayesinde,
bagisiklik sistemi olgunlasip, viicudun kendi hiicrelerine karsi toleransi gelistikten
sonra gozlenen 6zgiin spermatogenik hiicreler, viicudun otoimmiin saldirilarindan

korunurlar (37).

Sertoli hiicrelerinin diger onemli gorevleri ise; spermatogenik hiicrelere
destek saglamak, korumak ve beslemek; spermatidler tarafindan atilan artik (rezidual)
cisimcikleri fagositoz yoluyla ortadan kaldirmak, olgun spermatidlerin seminifer tiibiil
limenine salimimini kolaylastirmak ve seminifer tiibiil liimenine proteinler ve
iyonlardan bakimindan zengin bir sivi salgis1 yapmaktir (33,34).

Sertoli hiicrelerinin hem ekzokrin hem de endokrin salgi yapma yetenekleri
vardir. Bu hiicreler, testisten yeni tiretilen ve olgunlasmakta olan spermlerin kanallara
ilerlemesini saglayan sivinin yam1 siwra g¢esitli Onem arz eden faktorlerde
tiretmektedirler. Testesteronun spermiyogenez ig¢in gereken konsantrasyona
ulagmasini saglayan androjen baglayici protein (ABP) bunlardan biridir. Sertoli
hiicreleri inhibin ve aktivinin a ve P alt {initelerini salgilarlar. inhibinin, gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) ve FSH salinimi {izerine negatif feedback etkisi olup,
aktivinin FSH salimimi1 {izerine pozitif feedback etkisi vardir. Sertoli hiicrelerinin
ylizeyinde FSH ve Testosteron reseptorleri bulundugundan dolayi, salgilama
fonksiyonlart FSH ve Testosteron tarafindan kontrol edilirler. Androjen baglayici
protein sentezi ve salgilanmasi FSH tarafindan diizenlenir (34,37).

Sertoli hiicreleri, fetiiste anti miillerian hormon (AMH) olarak adlandirilan
glikoproteinin iiretilmesinden sorumludurlar. Embriyonik gelisimde anti miillerian

hormon paramezonefrik (Miiller) kanallarin gerilemesiyle iligkilidir ve bu hormonun
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yoklugunda paramezonefrik kanallar varligini devam ettirerek disi lireme sistemine
katilirlar (37).
2.3.2 Leydig Hiicreleri:

Lobiiller aras1 alanda kan damarlari, lenfatik kanal ve sinozoidler yakininda
gozlenen Leydig (interstisyel) hiicreleri lipid damlaciklari igeren, biiylik, poligonal
sekilli ve eozinifilik hiicrelerdir. Bu hiicreler, hipofizden salgilanan bir gonadotropin
olan LH ile uyarilmasimin ardindan steroid hormon olan testosteronu fiiretirler.
Testesteron hormonu ikincil (sekonder) erkek cinsiyet 6zelliklerinin meydana
gelmesini destekler. Bu hormonun salgilanmasi; embriyonik gelisim, cinsel
olgunluk ve lireme kabiliyeti i¢in elzemdir. Erkek fetusta, gebeligin 8. haftasindan
itibaren Fetal Leydig hiicrelerinde testesteron iiretimi aktif hale gelir. Daha sonra bu
hiicreler fetal hayatin yaklasik olarak 5. ayindan baslayarak inaktif bir doneme
girerler. Pubertede gonadotropik (LH) uyarmin etkisiyle tekrar aktif hale gegerek

yasam boyu testesteron sentezini siirdiriirler (33,34,37).

2.3.3 Spermatogenez:

Spermatogenez, testislerdeki seminifer tiibiillerde meydana gelen,
spermatogonyumdan olgun sperm gelisim prosesidir. Bu proses hormonal bir kontrol
altinda olup, noroendokrin aktivite ile yonetilir (Sekil 2.5.). Fetal ve postnatal donem
boyunca seminifer tiibiillerde pasif olarak bekleyen spermatogonia, puberteden kisa
bir siire Once pitliiter gonadotropin seviyelerinin artmasiin etkisiyle olgunlagma
slirecine baglar ve hayat boyu devam eder. Spermatogonia mitoz boliinmeler gegirerek

proliferasyona baglar ve degisiklige ugrar.
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Sekil 2.5. Spermatogenezin hormonal kontroliiniin sematik gosterimi (33).

Bu siire¢ esas olarak ii¢ farkli sathaya ayrilmaktadir: Spermatogonyal faz,
spermatosit faz1 (mayoz), Spermatid faz (spermiyogenez). Spermatogonyal fazda, kok
hiicreler ¢ok sayida mitoz bdliinme gecirerek kendi yerlerine gegecek hiicreleri ve
primer spermatositlere farklilasacak olan spermatogonyum popiilasyonunu
olustururlar. Rutin histolojik preparatlardaki niikleuslarin goriinlimii esas alinarak 3
grubaayrilmaktadirlar (33).

Tip A koyu (Ad) spermatogonyumlarin kok hiicre olduklar
diistiniilmektedir. Bu tip spermatogonyumlar oval sekilli ve yogun bazofilik
niikleuslara sahiptirler. Diizensiz boliinmeler gegirerek bir kismi kok hiicre olarak
kalan Tip A koyu spermatogonyumlari, diger bir kismi iseTip A agik
spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A acik (Ap) spermatogonyumlarin agik renkte boyanan oval sekilli
niikleuslar1 vardir. Pes pese mitotik boliinmeler gegirerek sayilarini arttirirlar. Bu tip

spermatogonyumlar, spermi tireten farklilagsma siirecine girecek hiicrelerdir.
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Tip B spermatogonyumlar, Tip A acik spermatogonyumlarin pes pese
mitotoik  boliinmeler gecirdikten sonra farklilasmasiyla meydana gelirler.
Yogunlagmis kromatinli yuvarlak nukleuslar1 sahiptirler. Bu hiicrelerin goriiniimii,
spermatogonial fazdaki son safhay1 temsil eder. Tip B spermatogonyumlarin mitotik

boliinmesi sonucunda primer spermatositler iiretilir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Spermatogenez.

2.3.4 Spermiyogenez:

Golgi Faz1:

Bu fazda spermatid sitoplazmasi, ¢ekirdege komsu olan belirgin bir Golgi
cisimcigi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol ve serbest ribozomlar igerir (37). Bu faz
periyodik asit-Shiff (PAS) pozitif graniillerin varhigi ile karakterizedir. Bu
proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengin olup, akrozomal vezikiil
olarak adlandirilan ve niiklear zarfa komsu, bir membranla sinirli bir vezikiilii

olusrumak i¢in bir araya gelirler. Bu fazda genisleyen akrozomal vezikiiliin icerigi
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artar ve akrozomal vezikiiliin konumu, gelismekte olan spermin 6n kutbunu belirler.
Bu sirada sentriyoller de junkstaniiklear bolgeden spermatidin arka kutbuna taginirlar.
Arka kutba yerlesen olgun sentriyol plazma zarina dik ag1 ile hizalanir. Daha sonra,
sentriyol sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak olan dokuz periferik mikrotiibiil
ciftinin ve iki merkezi yerlesimli mikrotiibiil parcalarinin bir araya gelmesini baglatir
(33).

Kep Fazi:

Bu fazda akrozomal vezikiil yogunlasan niikleusun 6n yarisin1 kaplayacak
sekilde yayilir. Niikkleusun 6n yarisinda sekillenen bu yeni yapiya akrozomal kep adi
verilir (33). Akrozom, akrosin (tripsin ve hiyaliironidaz benzeri proteaz) gibi
hidrolitik enzimleri bulunduran 6zellesmis bir lizozom tiirtidiir. Spermatozoon bir
oositle karsilastigi an, bu enzimler salinarak oositi ¢evreleyen korona radiata
hiicrelerini birbirinden ayirir ve daha sonra zona pellisuday:1 sindirir. Bu olay,
akrozomal reaksiyon olarak tanimlanir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan bir
tanesidir (37).

Akrozom Faz:

Bu fazda spermatid yeniden konumlanir. Bas, Sertoli hiicresinin igerisine
iyice gomiilerek bazal laminaya dogru yonelir. Gelisim agamasinda olan flagellum
seminifer tiibiiliin limenine dogru uzanir. Spermatidin yogunlasan niikleusu
yassilasir ve uzar. Niikleus ve ¢evresindeki akrozom da plazma zarinin 6n kismina
yakin bir pozisyona taginir ve daha sonra sitoplazma posteriyora dogru yer degistirir.
Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik bir kilif olan manseti olusturmak {iizere
akrozomun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanarak organize
olurlar. Sentriyoler gelisme asamasinda olan spermin boyun bdlgesini olusturmak
iizere modifiye olurlar. Niikleuse tutunan sentriyollerden dokuz tane kalin fibril
geligserek aksonemin mikrotiibiillerinin periferinde yer alan dis yogun fiberler olarak
kuyrugun icine uzanirlar. Bu fiberler niikleus ile flagellumu birlesirerek baglanti
parcasini olustururlar (33).

Daha sonra manget kaybolur, mitokondriyonlar, boyun bdlgesindeki

fibrillerin etrafinda ve boyun bdlgesinin porteriyor uzantisinda siki heliks tarzinda
bir kilif olusturmak i¢in sitoplazmanin kalan kismindan go¢ ederek sperm

kuyrugunun orta parc¢asini olustururlar. Orta kismin distaliinde ¢ok sayida baglanti
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noktasinda olusan bir fibroz kihf, esas parcanin dokuz longitudinal fiberini
cevreleyerek flagellumun neredeyse ucuna kadar uzanarak son parcay1 olusturur
(33).

Olgunlasma Faz:

Olgunlasma evresinde keratin icerigine sahip olan dis yogun lifler gelisir ve
aksonem boyunca siralanirlar. Mitokondriyonlar, gelismekte olan flagellum (kuyruk)
boyunca dizilmelerini tamamlardiktan sonra flagellum, keratin igerikli dis yogun
liflerle sarili merkezi bir aksonemden meydana gelir. Cekirdek yogunlasir ve uzar.
Manset kaudale gog edererek dagilir (34). Spermatid olgunlasmasinin bu son fazinda
flagellum etrafindaki sitoplazma azaltilarak olgun spermatozoon meydana gelir. Atilan
sitoplazmik kisim rezidiial cisimcik olarak da adlandirilir. Bu kisim daha sonra Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir (33).

Spermiyogenezdeki olaylar yapisal olarak bakildiginda essiz bir hiicrenin

meydana gelmesi ile sonug¢lanmaktadir. Spermatogenezin sonunda spermatitler son
olgunlagma evresini de gegirdikten sonra spermiasyon olarak adlandirilan bir siireg

ile seminifer tiibiiliin liimenine saliverilirler (33).

2.3.5 Spermin Yapisi:

Olgun bir sperm bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Bas
ve kuyrugu baglant1 pargasi1 baglamaktadir. Bas ve kuyruk bolgelerini bir plazma zar1
cevreler. Spermin basi akrozom baslikla sarilan bir ¢ekirdekten olusmaktadir.
Cekirdek akrozomdan dolay1 yassi bir hal alir. Akrozom hidrolitik enzimlerden
zengindir. Spermin boyun bdlgesinde ¢ift sentriyol bulunmaktadir. Kuyrugun orta
parcasinda heliks seklinde dizilen mitokondiyonlarin yani sira aksonemden uzanan 9
adet kolon bulunmaktadir. Esas parcasinda ise 7 adet yogun lif (kalin lif) ile sarilmis
aksonem ile fibroz kiliftan olugmaktadir. Esas parga kuyrugun en uzun kismi olup,
fibroz kilif kolonlardan ¢ikan iskelet tarafindan olusturulur ve keratin igerir (34).

Kuyrugun son pargasi ise yalnizca aksonemal kompleksi bulundurur (Sekil 2.7.) (33).
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2.3.6 Epididimis Histolojisi:

Seminifer tiibiil liimeninde, Sertoli hiicrelerinin salgilamis oldugu bir sivi
icerisinde testislerde {iretilen spermler bulunur. Miyoid hiicrelerin peristaltik
hareketleri yardimiyla epididimisten ayrilarak kanallar boyunca ilerlemeye baslarlar.
Seminifer tiibiillerden tubuli rekti diye adlandirilan diiz tiibiillere gegerler ve buradan
sirastyla rete testis, duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens yolunu takip
ederek ejakiilatuar kanala ulasir, daha sonra buradan da ejakiilasyon ile disariya
atilirlar (Sekil 2.8.). Epididimis, testisin siiperiyor ve posteriyor yiizeyleri boyunca
uzanan, kivrimli yapida bir tiibiildiir. Bu yap1 duktuli efferentes, duktus epididimis,
diiz kas, damarlar ve bag dokusundan olusmaktadir. Epididimis kanali; bas (kaput),
govde (korpus), kuyruk (kauda) olmak iizere ii¢ ana boliime ayrilmaktadir (Sekil 2.9).
Epididimis epiteli stereosilyal yalanci ¢ok kath prizmatik bir epiteldir. Epitel 2 ana
hiicre tipi igermekte olup buna esas hiicreler ve liimene uzanan stereosilyali uzun
prizmatik hiicrelerdir. Bazal hiicreler ise bazal lamina tizerindeki kiigiik yuvarlak

hiicrelerdir (34).
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Sekil 2.9. Epididimisin béliimleri (34).

2.4 Sisplatin:

Sisplatin (Cisplatinum, (CDDP)) yaygin olarak bilinen kemoterapétik bir

ajandir. Sisplatin platinyum (kapboplatin ve oksaplatin) platinyum igeren antikanser

ozellikte bir ilagtir. Etki mekanizmasi, bulundurdugu platinyum kompleksleriyle DNA

baglarinda kopmalara neden olarak kanserli hiicrelerde apoptozisi aktive etmeye

yonelterek, kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglamak seklindedir (40,41).

Sisplatin Kklinikte sarkomalarda, lenfomalarda, karsinomlarda, serviks kanseri gibi
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cesitlikanser tedavilerinde kullanilmaktadir. Sisplatinin testis kanserlerinde ki basarisi
%10- %85 arasindadir (42). Sisplatin yaygin bir klinik kullanimi olmasina ragmen,
ayn1 zamanda da sitotoksik bir ajandir. Sisplatin, doza bagli olarak basta nefrotoksitite
olmakla birlikte norotoksitite, infertilite, hipokalsemi, kemik iligini baskilama,
hemolitik anemi ve stria vaskiilariste oksidatif strese araciligiyla sagirliga yol
acmakgibi birden fazla farkli yan etkileri bulunmaktadir. Bununla birlikte Sisplatinin
baz1 6zel genlerde degisikliklere yol actig1 da bildirilmistir. Bu genlerden bazilari; ilag
direng geni (MDR-1, P-gp), hiicre iskelet yapisi ve fonksiyonundan sorumlu genler
(Vim, Tubb5, Tmsb10, Tmsh4x, Anxa2), apoptozis sorumlu genleri (Bid, Bad, Bax),
doku remodeling geni (klusterin, IGFBP-1, TIMP-1), ve detoksifikasyondan sorumlu
genler (Gstm2, Gtp2) dir (41). Sisplatin kaynakli toksisitede hiicrelerde mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) hiicre i¢i sinyal yollariyla etki ederek hasara neden
olur. MAPK ’larserin / treonin kinazlarin paralel kaskadlarindan olusan bir dizidir.
MAPK hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve var olusun devam ettirilmesi gibi gorevlerde
rol oynayanbir hiicresel sinyal yolagidir. MAPK baslica 3 biiyiik yolaktan olusur.
Bunlar hiicre dis1 diizenlenmis kinaz (ERK), p38 ve Jun N-terminal kinaz / stresle
aktivasyonu saglanan proteinkinazdir (JNK / SAPK). ERK sinyal yolagi, hiicre dis1
biiytime faktorleri ile etkinlestirilir ve hiicrenin hayatta kalmasi ve hiicrenin 6limii ile
baglantilidir. ERK ailesi iyeleri, G protein ya da tirozin kinaz proteinleri ile
miinasebetli reseptorlerle bir iligski igerisinde gorev yaparlar. cAMP ile kalsiyum
(Ca*?) bagimli mekanizma, ERK yolaginin aktivasyonu veya baskilanmasinda rol
oynarlar. Sisplatin hipokalsemiye neden olarak ERK yolagina etki ederken, P38 ve
JNK / SAPK yolagi da UV 1sinlama, hiperosmolarite, inflamatuar sitokinler ve stres
ile aktive edilir (Sekil 2.10) (41,43,44).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Sisplatin’in in vitro ve in vivo olarak, ii¢
MAPK yolunu da aktive ettigi belirtilmistir. Bununla birlikte ERK ve p38 yolaklari
timor nekrosis fatkor-a (TNF-a) tiretimini de artirirlar. ERK yolaginin seminifer tiibiil
hiicrelerinde apoptosizi regiile eden Kaspaz-3’ii aktive ettigi bilinmekle birlikte, P38
aktivasyonunun da seminifer tiibiil hiicrelerinde hasara neden oldugu gosterilmistir.
Hidroksil radikallerinin, Sisplatin tarafindan p38 yolaginin uyarilmasinda aracilik

ettikleri gosterilmistir (Sekil 2.11).
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(41,43,44).
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Sekil 2.12. Apoptozun diizenlenmesinin sematik gosterimi.

Sisplatinin nedenli toksisitenin c¢esitli mekanizmalar1 vardir ve oldukga
karmagiktir. Bununla birlikte literatiirde belirtildigi tizere, Sisplatinin ¢esitli
organlarda oksidatif strese, inflamasyona ve fibrogenezise yol agtigi ve apoptozisi
indiikledigi raporlanmistir. Baz1 kaynaklarda Sisplatin’in, yiiksek konsantrasyonlarda
seminifer tiibiillerin  germinal epitelinde  nekrozise yol agtigi; disiik
konsantrasyonlarda ise Kaspaz-9 yolagi vasitastyla apoptozisi indiikledigini
gosterilmigtir (Sekil 2.12.) (41,43). Wang ve arkadaslar1 Sisplatine bagli gelisen
oksidatif stresin akut testis hasarina yol agtigin1 gostermislerdir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) direkt olarak lipid, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerini etkileyerek ana
yapimin bozulmasina neden olurlar. Sisplatin ROS, ksantin-ksantin oksidaz sistemi,
mitokondri ve NADPH oksidaz tizerinden ROS iiretimini artirdig1 ve testis dokusunda
hasarlara sebebiyet verdigi gosterilmistir (40,45). Sisplatin, glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz aktivitesini stimule ederek hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artisa ve
boylece NADPH oksidaz enzimininin aktivasyonuna, dolayisiyla da hasarli

mitokondrilerde serbest radikallerin iiretiminin artisina neden olur. Bunun yani sira
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serbest radikallerin mitokondriyal fonksiyon bozukluguna neden olabildigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir (40,46).

Sisplatin’in, testis dokusunda antioksidan enzimlerin iiretimini inhibe ettigi,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimlerinin faaliyetlerini biiyiik
Olgiide  azalttigi  bildirilmigtir. ~ Sisplatin’in, Leydig hiicrelerinde luteizan
hormonreseptor baglanma kapasitesini yaklasik %80 oraninda azaltarak, Leydig
hiicrelerinde disfonksiyona neden oldugu da bildirilmistir (45,46).

2.5 Oksidatif Stres ve Radikaller:

Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya birden daha fazla eslesmemis
elektron igerirler. Bu nedenle kararsiz yapida olan, kisa omiirlii, molekiil agirlig
diisiiketkin molekiillerdir. Serbest radikaller, organizma da endojen ve eksojen
etkenlerin etkisiyle olmak ftizere iki sekilde olusabilmektedir. Serbest radikaller
kararsiz yapida olduklari i¢in, ¢ok aktif yapida olup gesitli enzimlerin ve diger tim
hiicre birlesenlerinin kararli yapilarina etki edebilmektedirler (47,48). Aerobik
canlilarin hiicrelerinde metabolik olarak O tiirevi, karbon ve kiikiirt merkezli serbest
radikaller fonksiyonel olarak belirli diizeylerde olusmaktadir (49). Serbest radikallerin
olusumuna neden olan bazi ¢evresel faktorler vardir; bunlar arasinda basta iyonize ve
ultraviyole radyasyon olmak flizere; viriisler, enfeksiyon, stres, parakuat, alloksan,
hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler, pestisidler,
karbon tetrakloriir, parasetamol tiirevi ilag toksikasyonlari, Sisplatin, nitrofurantoin,
bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastikajanlar, nikel,krom, civa
demir, bakir, kadmiyum, gibi agir metal iyonlari, asbest lifleri,ozon, mineraltozlar,
karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 ve PCB (poliklorlubifenil)’ler sayilabilir. Hem
endojen hem de eksojen kaynakli serbest oksijen radikalleri hiicrelerde DNA, protein,
lipid, karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek oksidatif DNA hasari,
karsinojenite ve yaslanmaya sebep olmaktadir. Serbest radikallerin DNA {izerindeki
hasar mekanizmasi, serbest radikallerin ayrilma ve birlesme tepkimelerinden ibarettir.
Bu tepkimenin de karbon merkezli seker radikallerinin OH- veya H- bagli olarak
bulunan heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol actig1 bilinmektedir (Sekil

2.13.) (Sekil 2.14.) (47,48).
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Sekil 2.13. Serbest radikal iiretiminin sematik gosterimi (50).
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Sekil 2.14. Serbest radikallerin olusum reaksiyonlari (50).

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak isteyen hiicreler, serbest

radikallerin etkilerini ortadan kaldiran antioksidanlar turetmektedirler.

Metabolik

olarak aciga ¢ikan serbest radikallerin olusum hizi ve miktar1, ayn1 zamanda bunlarin

antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hiz1 arasinda bir denge bulunur. Bu sayede

hiicre serbest radikallerin negatif etkilerinden korunur. Eger bu denge bozulursa ve

olusan serbest oksijenler ortadan kaldirilmazsa, hiicrede serbest radikaller artar.

Serbest radikallerin yaptiklari hasara ‘oksidatif stres’ denir (48). Oksidatif stresin;
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Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Hutchinson hastaligi gibi norodejeneratif
hastaliklarin fizyopatolojisinde rol aldigi bilinmekle birlikte, endotelde olusan
oksidatif stresin ateroskleroz ve diger damar hastaliklar1 ve insiiline bagli tip-1 diyabet
gibi dejeneratif hastaliklara da yol agtig1 gosterilmistir (41).

Serbest radikaller membran lipidleri peroksidasyonuna yol agmak, Glutatyon
(GSH) gibi tiyollerin konfigiirasyonuna dolayisiyla da metabolik aktivasyonuna zarar
vermek ve buna ek olarak direkt DNA hasar1 olusturmak tizere bilinen 3 mekanizma
ile hiicreye zarar verir. Serbest radikaller membran lipidleri peroksidasyonuyla hiicre
membraninin gegirgenlik, transport ve bunlar gibi ¢esitli fonksiyonlarin1 bozarak
hiicrelerin hizli bir bigimde hasar gormesine neden olurlar. Glutatyon (GSH) gibi
tiyollerin (R-SH) oksidasyonuna neden olan serbest radikaller, tiyol ve oksijen
radikallerinin olusumuna neden olur. Olusan siilfiir merkezli radikallerde (RSH) siilfiir
monomerlerinin karsilikli baglanmasina neden olan reaksiyonlar olusur. Bu sayede
disiilfit baginin (SS) olusumu proteinlerin konfigiirasyonlarin1 bozarak viicuttaki
metabolik aktivitelerine mani olur. Serbest radikallerden biri olan hidroksil radikali
(OH), dogrudan piirin, primidin bazlar1 ve deoksiriboz monomerleri basta olmak iizere
DNA’nin tiim bilesenleriyle reaksiyona girer ve hasara neden olur. Bunlardan en
onemlisi, DNA’ nin ¢aprazbaglarina eklenerek, Timinin metil grubundan bir hidrojen
atomunu ve 2’ deoksiribozunbes karbon atomunu ekarte etmesidir. Yeni
konfiigrasyonda olusan modifiye baz vesekerler, DNA proteinlerinin ¢apraz
baglanmalarinda c¢esitliligi yol agmaktadir. Eger DNA’nin canli organizmalarda
nesilden nesile aktarildigi géz oniinde bulundurulursa, DNA hasarinin ROS ile
indiiklenen hiicresel modifikasyonlarinin gelecek nesiller i¢in enciddi tehlike oldugu
agikardir. Buradan yola ¢ikarak, oksidatif DNA modifikasyonlarinin diyabet, kanser
gelisimleri ve yaglanma mekanizmalarina katkida bulunduklari ortaya atilmistir
(47,49). Endojen ROS, mitokondrilerde elektron tasinmasi  zincirinden
elektronkagagina bagli olarak ve ksantin oksidaz, dioksijenaz, hemoglobin gibi pekg¢ok
enzim veproteinin katalitik dongiisii sirasinda olusabilir (47,50,51).

Spermatogenez ile saniyede 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif
olarak siirekli tekrarlanan bir siireci gergeklestiren testislerde serbest radikaller ¢ok
ciddi olumsuz sonuglara yol agmaktadir. Spermatogenez ile dogal olarak meydana

gelen yogun bir hiicre boliinmesi vardir. Bu da germinal epitel tarafindan yiiksek
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oranda mitokondriyel oksijen tiiketimini gerektirir. Testisteki yogun hiicre bolinmesi
ile oldukga 6nemli bir yeri olan oksijen miktarinin gerekliliginden dolay1 bu dokuda
zayif vaskiilarizasyona bagliolarak oksijen miktarinin diisiik olmasi1 serbest oksijen
radikallerinin negatif etkilerine kars1 bir koruma saglamaktadir. Ancak bununla
beraber testiste fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin
varligi, testisi oksidatif strese kars1 hassas hale getirmektedir (41,52).

Oksidatif stres, erkek infertilitesinin etiyolojisindeki (neden bilimi) en 6nemli
etmenlerin basinda yer alir. Spermatozoonlarda ROS saldirisi; lipid peroksidasyonunu
baglatarak (Sekil 2.15.), spermatozoonlarin hem hareketlerini hem de DNA
konstruksiyonunu bozmaktadir. Bunun yaninda Leydig hiicrelerinin steroidogenik
kapasitelerinin bozulmasiin nedeni olarak, testesteron tiretimini de bloke etmektedir.
Testisde oksidatif stresin artmasi ile erkek infertilitesi artmasi arasinda bir korelasyon

oldugu klinik ¢alismalarca kanitlanmistir (53,54).
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Sekil 2.15. Lipid peroksidasyon son iiriinii olan Malondialdehit (MDA) olusumu.
2.6 Antioksidanlar:

Antioksidan; bir organizmada serbest radikallerin neden oldugu protein, lipid,
karbonhidrat ve DNA gibi maddelerin oksidatif hasarini geciktiren veya oOnleyen
maddelerdir (55). Antioksidanlarin bilinen yararlar1 reaktif oksijen tiirlerini
temizlemek, antioksidan savunmalarini diizenlemek ve ROS iiretimini engellemektir
(56). Antioksidanlar; serbest oksijen radikallerinin miktarlarinin azaltilmasi,
olusumunun baskilanmasi, enzimatik reaksiyonlar, mevcut serbest radikallerin yok
edilmesi veya metal iyonlarina baglanmasinin saglanmasi gibi mekanizmalari igeren

etkinlikleriyle aktif bir rol oynarlar (57).
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Yapilan caligsmalar, antioksidanlarin spermatozoayr ROS'dan koruyarak
anormal spermatozoa tiretiminin engellediklerini, DNA kirilmalarini dnlediklerini ve
yardimcr iireme tekniklerinin sonucunu pozitif yonde gelistirdiklerini ortaya
koymustur (23).

Antioksidanlar incelenirken; endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere iki kisma
ayrilmaktadir. Endojen kaynakli olan antioksidanlara siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), ferritin,
laktoferin, transferrin, hemopeksin, alblimin ve seruloplazmin ornek verilebilir.
Eksojen kaynakli olan antioksidanlar arasinda ise: Amifostin, tokoferol, curcumin,
karoten, askorbik asit, bakir baglayan proteinler, melatonin, demir baglayan proteinler
sayilabilir. Yapilan ¢alismalar, KAFE’in ¢esitli kematerap6tik ajanlarin yan etkilerine

kars1, koruyucu etkileri oldugunu géstermistir (58,59,60,61,62,63).

2.6.1 Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE):

KAFE farkli organ ve dokularda direkt veya dolayl olarak antioksidan etkiye
sahip oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmustir (64,65). KAFE’in hiicre igi kalsiyum
konsantrasyonunu dengeledigi, yapisinda bulunan hidroksil radikali, sliperoksit anyon
radikali, peroksil radikali, singlet oksijen ve peroksinitrit anyonuyla serbest radikallere
baglanip bahsi gecen serbest radikalleri platformdan uzaklastirdigi bildirilmistir.
Stiperoksit dismutaz, glutatyon reduktaz, glutatyon peroksidaz, glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz uyarimi ve nitrik oksit sentaz baskilamasi ile de antioksidan ozelligi
gosterdigi raporlanmistir. KAFE’in yukarida bahsedilen durumlar gibi bircok
biyolojik etkilerinden dolay1, kemoterapiye bagl organ ve doku hasarlarinda koruyucu

etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir (66,67).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, Abant Izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’ndan 2016/04 no’lu karar ile onay alinarak (Bkz. Ek-1) Abant Izzet Baysal
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yiiriitiildii.
Ayrica Abant izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
2018.08.03.1362 proje numarasi ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma deneysel olarak 2-3 aylik Wistar albino cinsi erkek siganlar {izerinde
yapild1. Calismada kullanilacak deney hayvanlari, AIBU Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Aragtirma Merkezi’nden temin edildi. Ratlar, ¢alisma baslayincaya kadar ve
caligma siiresince Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, 22 + 2 °C
oda sicakliginda, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ritm saglanacak ve
ad libitum beslendi.

3.2. Deney Gruplar

Calismada Kontrol grubu, Sisplatin grubu, Kafeik asit fenetil ester grubu

(KAFE) ve Sisplatin + KAFE grubu olmak iizere toplamda 4 grup ¢alisildi.

e Grup 1: Kontrol grubu (n:8): 45 giin boyunca izotonik salin solusyonu
intraperitoneal (i.p.) verildi.

e Grup 2: Sisplatin grubu (n: 12): 1., 3. ve 5, giinlerde izotonik salinde ¢6ziilen
Sisplatin (giinlik 3 mg/kg) intraperitoneal olarak ve 2., 4. giinlerde ve 5.
giinden sonraki 40 giin boyunca izotonik salin solusyonu i.p. olarak verildi.

e Grup 3: KAFE grubu (n:8): 2 mI’lik izotonik salinde ¢o6ziilerek 45 giin boyunca
10 umol/ kg i.p. olarak verildi.

e Grup 4: Sisplatin + KAFE grubu (n:12): 1., 3. ve 5, giinlerde Sisplatin (giinliik
3 mg/kg) i.p. olarak ve 2., 4. giinlerde ve 5. giinden sonraki 40 giin boyunca
sadece KAFE (10 umol/kg) intraperitoneal olarak verildi.

43



3.3. Isik Mikroskobik incelemeler

Dokularbouin soliisyonu ile tespit edildi.
Akan musluk suyu altinda yikanda.
%70’lik alkolde iki saat bekletildi.
%80’lik alkolde iki saat bekletildi.
%96’ 11k alkolde bir saat bekletildi.
%96’ 11k alkolde bir saat bekletildi.
%100’ ik alkolde bir saat bekletildi.
%100’liik alkolde bir saat bekletildi.
Ksilol I’de bir saat bekletildi.

. Ksilol II’de bir saat bekletildi.

© 0 N o g b~ w0 DR

L
= O

. Esit miktarlarda hazirlanan Ksilol-Parafin karisiminda 64°C etiivde 30 dakika
bekletildi.
12. Parafin I’de 64°C etiivde ii¢ saat bekletildi.
13. Parafin II’de 64°C etiivde li¢ saat bekletildi.
14. Takip asamasindan gegirilen dokular bloklama kaplarinda parafine gomiilerek
etiketlendi.

Hazirlanan bloklardan Leica® RM 2125 RT mikrotom cihazi ile 3-4 mikron
kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitlere genel dokuyu degerlendirmek igin
Hematoksilen-Eozin ve Periodik Asit-Schiff boyamasi; apoptozisi gostermek igin
Kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamalar1 yapildi.

3.3.1. Hematoksilen-eozin boyamasi

Parafin kesitler 60-64°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi.
Ksilol I’de 2 dakika bekletildi.

Ksilol IT’de 2 dakika bekletildi.

Iki defa %100°liik alkolde 1’er dakika bekletildi.

Iki defa %96’ lik alkolde 1’er dakika bekletildi.

Akan suda yikandi.

Hematoksilen boyasinda 4-5 dakika bekletildi.

Akan suda yikandi.

Asit alkole iki kere daldirildi.

© © N o gk~ DN E
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
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Akan suda yikandi.

Amonyakli suda 10 saniye bekletildi.

Akan suda yikandi.

%80’1ik alkolde 1 dakika bekletildi.

Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi.

Iki defa %96°lik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

Iki defa %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

Ksilolde 10 dakika bekletildi, ¢ikarilip entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
3.3.2. Periodik Asit-Schiff boyamasi

Kesitler deparafinize edildi.

Yikanip distile suya alind1.

Periyodik asit soliisyonunda 20 dk. bekletildi.
Distile suda yikandi.

Schiff soliisyonunda 20 dk. Bekletildi.

Cesme suyunda 10 dk. yikandi.

Harris hema toksilende 1 dk. Zit boyana uygulandi.
Distile suda iyice yikandi.

Amonyakli sudan gegirildi.

. Distile suda yikandi.
. Alkol serileri ve ksilolden geg¢irildi.
. Entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.3.3.Asidik Anilin mavisi boyamasi

Fosfatli tampon ¢ozeltisi hazirlandi ve ardindan 1 It. distile suya 10 adet
hazirlanmis olan tabletlerden atildi. Hazirlanan soliisyonun pH‘1 7,2 ye ayarlandi.
Anilin mavisinden 5 gr alinarak 100 ml PBS ile karistirildi. Bu boya ¢ozeltisi
100°Cde kaynayincaya kadar 1sitildi. Kaynadiktan sonra sogumaya birakildi.
Sonrasinda bu karisim filtre kagidu ile siiziildii ve 2 ay siire ile muhafaza edildi.
Boyanin pH’1 %100’k asetik asitle titre edilerek 3,5’e getirildi.

%25°1ik hazir gluteraldehitden 12 ml alinip 100 ml’ye PBS ile karigtirilarak
tamamlandi, %3’liik gluteraldehit elde edildi.
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5. Bu ii¢ soliisyon hazirlandiktan sonra boyanacak spermlerin hazirlanmasina
gecildi.

6. 1200 devirde 5 dk santrifiij sonras1 PBS ile yikanan ejakiilat lamin {izerine ince
yayma seklinde yayildi ve oda 1sisinda kurumaya birakildi.

7. Kuruyan preparat 30 dk siire ile %3’liik gluteraldehit ile fikse edildi.

8. 8- 10 dk pH 3,5 olan anilin mavisi i¢inde bekletildi.

9. 2 kez PBS de yikand1 ve kurutma kagidi ile iyice kurutuldu.

10. Mikroskopta x100 objektif ile ¢esitli alanlardan iyi yapiya sahip 100 adet sperm

secilerek pozitif ve negatif seklinde skorlandi.

3.3.4. Johnsen skorlamasi

Hemotoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde, seminifer tiibiil ve
spermatogenez degisikligini saptamak i¢in Johnsen skorlamasi kullanildi. Her
ornekten 20 tiibiil rastgele segilip 1’den 10’a kadar puan verildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Johnsen skorlamasi asagidaki puan sistemine gore
elde edilmistir;

1. Hig hiicre bulunmayan tiibiiller

2. Germ hiicresi bulunmayan ama Sertoli hiicresi igeren tiibiiller

3. Germ hiicre olarak sadece spermatogonyum iceren tiibiiller

4. Spermatozoa ve spermatid icermeyen, spermatositlerin ise 5’den az sayida

bulundugu tiibiiller

o

Spermatosit i¢ceren ancak spermatozoa ve spermatid igermeyen tiibiiller

6. Spermatozoa igermeyen, spermatidlerin ise 10’dan az sayida bulundugu
tiibiiller

7. Cok sayida spermatidi olan ancak spermatozoa icermeyen tiibiiller

8. Germinal epiteli ¢ok siral1 olan fakat liimeninde 10’dan az spermatoza igeren
tiibiiller

9. Spermatozoa igeren ancak germinal epitelinin diizeni bozulmus ve liimene
dogru y1gilma goriilen tiibiiller

10. Cok sayida spermatozoa igeren germinal epiteli ¢ok sirali ve dlizgilin olan

tubtller
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3.3.5. Kaspaze-3 immiin isaretleme

Parafin bloklardan adezyonlu (polizinli) lamlara 3-4 mikron kalinliginda

kesitler alindi. Kesitler boyama isleminden bir gece once 37 derecelik etiivde
bekletildi. Kaspaz-3 boyamasi i¢in Thermo Scientific™ Kaspaze 3 (CPP32) Ab-4,
Rabbit Polyclonal Antibody; sekonder olarak ise Thermo Scientific™ Lab Vision™
UltraVision™ Detection System (TP-015-HD) anti-Polyvalent HRP/DAB kit

kullanildi. Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama prosediirii basamaklar1 agsagidaki

verilmistir;

O N o a s~ wDdhPE

10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.
18.

Iki kere 5’er dakika Ksilol’de bekletildi.

%100’1iik alkolde 5 dakika bekletildi.

%96’ lik alkolde 3 dakika bekletildi.

%70’1ik alkolde 3 dakika bekletildi.

%350’1ik alkolde 3 dakika bekletildi.

Distile suda 3 dakika bekletildi.

Kesitler sonra PBS’e alindu.

Taze hazirlanan Citrate Buffer (x10) soliisyonuna alinan kesitler 360°C’de 5
dakika kaynatildu.

Soliisyon seviyesi kontrol edilip azaldiysa soliisyon eklenerek 5 dakika daha
360°C’de kaynatildi.

Soguduktan sonra dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi ve kurumamalari i¢cin PBS
damlatildi.

Hidrojen peroksit damlatilarak 15 dakika bekletildi.

Iki kere PBS ile yikandu.

Serum block damlatilarak 10 dakika bekletildi.

Kaspaze-3 (Thermo Fisher Scientific; cat no: PA5-16335) antikoru igin 1:100
diliisyon oranina gore hesaplama yapilarak Kaspaze-3 antikor + diluent karisimi
taze olarak hazirlandi.

Kesitlere Kaspaze-3 antikor damlatilarak iizeri parafilm ile kapatildi ve +4°C’de
bir gece inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin kesitlerin parafilmi dikkatle ¢ikarilarak iki kere PBS ile yikandi.
Pap-pen kontrol edildi, silinenlerin tekrar etrafi ¢izildi.

Biotinylated antikor (sekonder) damlatilarak 30 dakika bekletildi.
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19. PBS ile yikand.
20. Streptavidin damlatilarak 15 dakika bekletildi.
21. PBS ile yikandi.
22. Taze hazirlanan DAB soliisyonu damlatilarak karanlikta 30 saniye bekletildi.
23. Distile su ile yikandi.
24. Taze olarak 1:3 oraninda hemotoksilen:distile su hazirlandi ve kesitlere
damlatilarak 15 saniye bekletildi.
25. Distile su ile yikandi.
26. 9%50’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
27. %70’1ik alkolde 1 dakika bekletildi.
28. %96’k alkolde 1 dakika bekletildi.
29. %100’lik alkolde 1 dakika bekletildi.
30. Ksilol I’de 1 dakika bekletildi.
31. Ksilol II’de 1 dakika bekletildi.
Ksilol’den ¢ikarilan kesitler entellan damlatildiktan sonra lamel ile kapatildi.
Isik mikroskobu altinda degerlendirilecek olan preparatlar, lam kutusunda muhafaza
edildi.
3.4. Floresan Mikroskobik Incelemeler

3.4.1. Floresan TUNEL boyama

Calismada In situ cell death detection kit, fluorescein (Roche, Catolog No. 11
684 795 910, Germany) kullanildi. Boyama oncesi taze hazirlanan preparatlar %4’liik
paraforlmaldehit soliisyonu ile tespit edildi.

3.4.2. %4’liik paraformaldehit tespit soliisyonu hazirlanmasi (100 ml)

1. Ceker ocakta 4,0 gram toz paraformaldehit tartilarak cam sise igerisine konuldu.

2. Cam meziir ile 100 ml PBS 6l¢iildii ve kapakli cam sise igerisine konuldu.

3. Hazirlanan soliisyon igerisine 100 pul 10 M NaOH eklendi. Hazirlanan soliisyon,
manyetik bir karistirici ile 60°C’de ¢oziiliinceye dek karistirild.

4. Oda sicakliginda sogumaya birakildi. pH’s1 7,4 olarak ayarlandi. +40°C’de sakland.
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3.4.3. %0,1 Triton X-100 ile permeabilizasyon soliisyonu hazirlanmasi

1. Oncelikle 10 kat distile su ile seyreltilen %0,1’lik sodyum sitrat soliisyonu
hazirlandi.

2. %0,1°1ik Triton X-100 ve seyreltilmis sodyum sitrat buffer ile karistirilarak
permeabilizasyon soliisyonu hazirlandi.

3.4.4, TUNEL karisim soliisyonu

Vial 1 (enzim soliisyonu) soliisyonundan 50 pl ve vial 2 (label soliisyonu)
sollisyonundan ise 450 pl alimarak TUNEL karisim soliisyonu hazirlandi. Her bir
ornege ise 50 pl olacak sekilde damlatildi.

3.4.5. Floresan boyama basamaklari

1. Fiksasyon i¢in yayma preparatlar1 %4’liikk paraformaldehit (pH: 7,4) ile 1 saat oda
sicakliginda bekletildi.
2. PBS ile ii¢ kez yikandi. Pap-Pen kalemi ile her bir preparat isaretlendi.
3. Permeabilizasyon soliisyonu (%0,1 Triton X-100) ile 2 dakika buz iizerinde inkiibe
edildi.
4. PBS ile ti¢ kez yikandi.
5. 50 pl kadar TUNEL karisim soliisyonundan damlatildi. Sonrasinda igaretli alanlarin
izeri parafilm ile kapatildi ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
6. Ornekler PBS ile ii¢ kez yikandh.
7. Ornekler floresan mikroskobunda 450-500 nm ve 515-565 nm yesil dalga boyu
15181nda incelenerek sayimi yapildi.

3.4.6. TUNEL Floresan boyama yontemi ile DNA fragmantasyonunun

incelenmesi

Sperm Ornekleri x20’lik objektif biiyiiltmesinde incelendi. Normal hiicre
basina sahip spermler soluk yesil floresan boyanirken apoptotik hiicre basina sahip
spermler parlak yesil floresan boyama gosterdi. Yesil floresan boyanmis spermler
TUNEL pozitif (+) olarak tanimlandi. Sperm oran1 hesaplanirken her bir 6rnekten 200
tane sperm degerlendirildi. TUNEL (+) boyanan spermler DNA fragmantasyonlu
olarak tanimlandi. Boyanma sonrasi degerlendirme Yildirrm Beyazit Universitesi

Merkez Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi biriminde yapildi.
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3.5. Sperm analizi (Spermiyogram)

Semen analizi i¢in, PBS igerisindeki kauda epididimden tiftikleme yontemi
ile aci8a ¢ikarilan spermler, Makler sperm sayma kamerasi1 (Makler counting chamber
sefi- medical instruments) ile 151k mikroskobunda x20 biiylitmede sayildi.

Semen analizinde say1 ve hareketlilik parametreleri incelendi. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) kriterlerine gore;
a) Ileri Hizl1 hareketli
b) ileri Yavas hareketli
c) Yerinde hareketli
d) Hareketsiz
olarak siniflandi.

3.6. Biyokimyasal Incelemeler

Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilmesi i¢in, anestezi altindaki ratlarin
kalbinden kan oOrnekleri alindi. Sonrasinda Kkalp kesilerek sakrifikasyon
gerceklestirildi. Alinan kan 6rnekleri sar1 kapakli 5 m1’lik jelli vakumlu serum ayirici
tiipleri icerisine konularak 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen
serumlar, ependorf tiiplere alinarak calisilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
Biyokimyasal analizlerin yapilacagi giin kan Ornekleri kademeli olarak
¢ozdiiriildiikten sonra serum orneklerinde; Testosteron (T) (Elabscience, Catalog no:
E-EL-0072), ve oksidatif stres parametresi olan malondialdehit (MDA) (TBARS
(MDA) ELISA KIT, Cayman, Catalog no: 10009055) diizeylerine bakildi. Bu
parametrelerin analizinde ‘Enzim Bagli Immunosorbent Analizi’ (ELISA) yéntemi ve
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) metodu kullanildi. Analizlerde
kullanilan kitler, tiretici firmalarin belirttigi prosediire uygun olarak kullanildilar.

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS (IBM Statistics for Windows, Version 21.0)
istatistik programi1 kullanilarak analiz edildi. Tiim gruplar arasindaki non-parametrik
verilerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Sonuglar, anlamlilik

diizeyi p<0.05 kabul edilerek degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular:

Deney gruplarinda serum MDA ve testosteron diizeyleri ELISA yontemi ile
belirlenmis olup, elde edilen bulgular asagidaki Tablo 4.1, Tablo 4.2, Grafik 4.1ve
Grafik 4.2°de gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Gruplarin Serum MDA degerleri.

MDA (uM)

Gruplar Ortalama +SD Medyan Minimum Maximum
Kontrol 1,23262 0,713521 1,11500 0,100 2,099
Sisplatin 5,25429 11,520078 0,76500 0,631 31,371
KAFE 2,37250 3,731073 1,12500 0,631 11,593
Sisplatin+KAFE 0,88580 0,103929 0,83700 0,765 0,995

MDA (uM)
16
1.4
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
Kontrol Sisplatin KAFE Sisplatin+KAFE
Gruplar

Grafik 4.1. Gruplarin serum MDA degerleri.

MDA degerlerine bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

(p=0.523).
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Tablo 4.2. Gruplarin serum testosteron degerleri

Serum Testosteron (mol/L)

Gruplar Ortalama +SD
Kontrol 10,9638 12,09213
Sisplatin 5,0286 3,56128
KAFE 3,5213 2,00293
Sisplatin+KAFE 3,8400 3,25176

Medyan
5,0100
6,6800
3,1900
4,0000

Minimum
1,69
0,54
1,19
0,48

Maximum
34,95
8,54
6,18
8,43

Serum Testosteron (mol/L)

[ S o N VS R R ¥y B o ST S N ¢ <]

Kontrol Sisplatin

Gruplar

KAFE

Sisplatin+KAFE

Grafik 4.2. Gruplarin serum testosteron degerleri.

Testosteron  degerlerine gdore  gruplar

bulunamadi(p=0.556).

4.2. Spermiyogram bulgulari:

arasinda

anlaml

bir fark

Kauda epididimisten elde edilen sperm oOrneklerinin sayimi yapilarak

gruplarin sperm konsantrasyonlar1 ve toplam motil sperm yiizdeleri asagidaki Tablo

4.3., Tablo4.4. ve Grafik 4.3., Grafik 4.4.’de verilmistir.

52



Tablo 4.3. Gruplarin sperm konsantrasyon degerleri

Sperm Konsantrasyon (x10%ml)

Gruplar Ortalama
Kontrol 52.2500
Sisplatin 70.0000
KAFE 62.3750
Sisplatin+tKAFE 53.8000

+SD
11.88937
14.87728
10.92752
23.46700

Medyan
51.0000
78.0000
58.5000
47.0000

Minimum
38.00
49.00
48.00
31.00

Sperm Konsantrasyon (x10%ml)

90
80
70
60

Kontrol

Sisplatin

Gruplar

Maximum
70.00
87.00
79.00
82.00

50
40
30
20
10

0

KAFE

Sisplatin+KAFE

Grafik 4.3. Gruplarin sperm konsantrasyon degerleri.

Istatistiksel olarak gruplar arasinda sperm konsantrasyon degerlerine

bakildiginda anlamli bir fark bulunamadi (p= 0.135).

Tablo 4.4. Gruplarin toplam meotil sperm yiizde degerleri

Toplam Motil Sperm (%o)

Gruplar Ortalama
Kontrol 47.1250
Sisplatin 35.8571
KAFE 54.7500
Sisplatin+KAFE 32.2000

+SD
11.40723
13.20894
10.68711
28.80451
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Medyan
46.5000
41.0000
55.5000
17.0000

Minimum
34.00
20.00
31.00

7.00

Maximum
66.00
54.00
66.00
64.00



Toplam Motil Sperm (%)
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Kontrol Sisplatin KAFE Sisplatin+KAFE
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Grafik 4.4. Gruplarin toplam motil sperm yiizde degerleri

Toplam hareketli sperm yiizdelerine baktigimizda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark yoktu (p=0.095) ancak KAFE grubundaki toplam motil sperm
yiizdesi, Sisplatin+KAFE ve Sisplatin gruplarina kiyasla minimal bir artis gostermistir.

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Hemotoksilen ve Eozin boyasi:

Kontrol grubuna ait testis dokularinda X20 biiyiitmede histopatolojik bir
degisiklik gozlenmedi. Seminifer Tibiillerde cekirdegi acik tip A ile koyu tipA
spermatogonyumlar, adluminal kompartmandaki primer spermatosit, luminal
kompartmandaki spermatid ve bilesenleri ile bazal laminadan liimene kadar uzanan
sertoli hiicrelerinin normal yapida olduklar1 gozlendi. Ayrica intersitisyel alanda
bulunan miyoepitelyal hiicreler, Leydig hiicreleri ve hiicreler aras1 bag dokunun da
normal histolojik yapiya sahip olduklar: tespit edildi Ayni sekilde KAFE grubunun
testis dokularinda da yapisal bir bozukluk yoktu. Sisplatin grubuna ait testis
dokularinda ise X20 biiyiitmede intertiibiiler alanlarda konjesyon, ddem, seminifer
tiibiil yapilarinda bozukluk, vakuolizasyon, bag dokuda ve interstisyel alanda
hiyalinizasyon, germinal epitellerde diizensizlik ve liimenlerinde hiicre dokiintiileri
mevcuttu. Sisplatin + KAFE grubundaki yapisal bozukluklar ve konjesyon, Sisplatin

grubuna gore minimal seviyelerdeydi.

54



Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait saghkh testis dokusu goriintiisii. Liimen (ok ucu). Primer
spermatosit (¢izgi ok). Sertoli hiicresi (¢centikli 0k). Spermatogoniyum (egri ok). Hemotoksilen-
eozin boyamasi, x20.
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Sekil 4.2. KAFE grubuna ait saghkl testis dokusu goriintiisii. Liimen (ok ucu). Primer
spermatosit (¢izgi ok). Sertoli hiicresi (¢entikli 0k). Spermatogoniyum (egri ok). Hemotoksilen-
eozin boyamasi, x20.
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Sekil 4.3. Sisplatin grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamasi, seminifer tiibiilde vakuolizasyon
(cizgi ok), liimende hyalinizasyon olusumu (¢entikli ok), Interstisiyal alanda hiyalizasyon
olusumu (ok ucu), Hemotoksilen-eozin boyamasi, x10
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Sekil 4.4. Sisplatin grubuna ait hemotoksilen-eosin boyamasi, vakuolizasyon (¢izgi ok), x20.
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Sekil 4.5. SisplatintKAFE grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamasi. Liimen (¢izgi ok), x10.
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Sekil 4.6. SisplatintKAFE grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamasi, x20.

4.3.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyasi:

Sisplatinin testis, bazal membran1 gibi yapilarda olusturdugu hasari ve
koruyucu ajanlarin bu yapilar1 ne kadar koruyabildigini tesbit etmek amaciyla
Periyodik Asit Schiff boyasi kullanildi. Dokularda PAS boyamasi gozlenmesine
ragmen, boyamalarda gruplar arasinda herhangi bir fark gézlenmedi

4.3.3. Asidik Anilin Mavisi Boyasi:

Sperm kromatin kondensasyonu hasarim1 gozlemleyebilmek igin 151k
mikroskobik olarak asidik anilin mavisi kullanildi. Asidik Anilin Mavisi ile yapilan
boyama, prosediire uygun olarak uygulandi fakat herhangi bir sonug¢ alinamadi.

4.4. Seminifer Tiibiil Cap1 ve Johnsen Skorlama Bulgular::

Her grup i¢in tiibiil ¢ap1 6l¢iimii ve Johnsen skorlamasi yapilmistir. Elde

edilen veriler asagidaki Tablo 4.5 Tablo 4.6 Grafik 4.5 ve Grafik 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Gruplarin tiibiil cap1 degerleri

Tiibiil Cap1 (um)
Gruplar Ortalama +SD Medyan  Minimum  Maximu
m
Kontrol 238.5312  98.87547  241.4100 103.57 380.93
Sisplatin 236.1600  85.15778  243.5000 110.39 358.72
KAFE 233.9325 97.13664  217.4950 124.48 378.76
SisplatintKAFE  197.4760 66.38693  198.1300 112.84 280.51

300

250

200

150

100

50

Kontrol

Tubdl Capi (um)

Sisplatin

KAFE

Gruplar

Sisplatin+KAFE

Grafik 4.5 Gruplarin tiibiil cap1 degerleri

Tiibilil cap1 degerlerine gére gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

sonuca ulasilamadi (p=0.872).

Tablo 4.6. Gruplari Johnsen Skoru degerleri

Johnsen Skorlamasi

Gruplar

Kontrol
Sisplatin

KAFE
Sisplatin+KAFE

Ortalama

7.7375
4.3714
8.5125
5.5800

+SD

0.58294
0.73647
0.59387
0.79812

Medyan

7.7000
4.5000
8.6000
5.5000

Minimum Maximu

7.00
3.50
7.70
4.70

m
8.50
5.70
9.50
6.70
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Johnsen Skorlamasi
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Grafik 4.6. Gruplarin Johnsen Skoru degerleri

Johnsen skorlamasi yapilarak elde edilen verilere gore, Sisplatin ve Kontrol
grubu arasinda anlaml bir fark bulundu (p=0.011). Sisplatin ve KAFE grubu arasinda
da anlamli birfark vardi (p=0.000). Ayrica Sisplatin ile SisplatintKAFE gruplar
arasinda da anlamli fark oldugu sonucuna ulasildi (p=0.017). Kontrol ve KAFE
gruplarina kiyasla Sisplatin grubunun Johnsen skorlarindaki azalma, kemoterapi
sirasinda  seminifer tiibiillerin yapisint bozdugunugdstermistir. Ayni1 zamanda
Sisplatin+tKAFE grubuna kiyasla Sisplatin grubunun Johnsen skorundaki azalma,

tedavinin seminifer tiibiillerdeki hasar1 engelleyebildigini gostermistir.
4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Kaspaz 3 immun isaretleme:

Testis dokusunda apoptoza ugrayan hiicreleri gozlemlemek i¢in Kaspaz-9
immiin isaretleme yapilmustir. Isaretlenen apoptotik hiicrelerin sayimi yapilarak, el

edilen veriler asagidaki Tablo 4.7. ve Grafik 4.7. de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Gruplarin Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicre sayilar

Kaspaz-3
Gruplar Ortalama +SD Medyan
Kontrol 3.6250 2.97309 2.5000
Sisplatin 15.2857 1.79947 15.000
KAFE 3.7500 1.83225 4.0000
Sisplatin+tKAFE  3.8000 1.30384 4.0000
Kaspaz - 3

16
14
12

10

.
0

Kontrol Sisplatin

Gruplar

KAFE

Minimum Maximu

m
.00 8.00
13.00 18.00
1.00 7.00
2.00 5.00

Sisplatin+KAFE

Grafik 4.7. Gruplarm Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicre sayilar:

Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicre sayilari degerlerine gore Kontrol ile

Sisplatin gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0.003). Sisplatin grubunda,

boyanan hiicre sayisinin artis gostermesi, Sisplatin ile olusturulan toksisitesinin

apoptozu indiikledigi anlasilmistir. Ayn1 zamanda Sisplatin grubu ile KAFE grubu

arasinda da anlamli bir fark vardi (p=0.007). KAFE grubunda Sisplatin grubuna

kiyasla apoptoza daha az rastlandig1 goriilmistiir. Sisplatin grubu ile Sisplatin+KAFE

grubu arasinda da anlamli bir fark vardi (p=0.036) Sisplatin+KAFE grubunda boyanan

hiicre sayisindaki azalma, KAFE’in, Sisplatin alim: sirasinda apoptozu engelledigi

anlagilmistir.
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Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait saghkh testis dokusu goriintiisii. Germinal epitel hiicrelerinin
(cizgi ok) ve Leydig hiicrelerinin (ok ucu) immiin negatif oldugu izlenmekte, Kaspaz-3 immun
isaretleme, x20.

Sekil 4.8. Sisplatin grubuna ait testis dokusunda, germinal epitel hiicrelerinin (ok ucu) ve
Leydig hiicrelerinin (cizgi ok) immiin pozitif oldugu gézlenmekte, Kaspaz-3 immun isaretleme,
x20.
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Sekil 4.9. KAFE grubuna ait testis dokusu goriintiisii. Germinal epitel hiicrelerinin (¢izgi ok) ve
Leydig hiicrelerinin (ok ucu) immiin negatif oldugu izlenmekte, Kaspaz-3 immun isaretleme,
x20.

Sekil 4.10. Sisplatin+KAFE grubuna ait testis dokusu goriintiisii. Spermatogoniyumlarda az
miktarda Kaspaz-3 ekspresyonu gozlenmekte (¢izgi 0k). Leydig hiicrelerinin (ok ucu) immun
negatif oldugu gozlenmekte, x20.
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4.6. Floresan Mikroskobik Bulgular
4.6.1. Floresan TUNEL boyamasi ile sperm DNA fragmantasyonu

Apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL boyamasi ile yiiksek yesil floresan
1s1ma gosteren sperm baglari pozitif (+) olarak degerlendirildi (Sekil 4.16, Sekil 4.17,
Sekil 4.18). Kontrol, Sisplatin, KAFE ve Sisplatin+KAFE gruplari i¢in ayr1 ayri pozitif
apoptotik hiicre boyanma yiizdeleri hesaplandi (Tablo 4.10).

Tablo 4.8. Gruplarin Floresan TUNEL ile pozitif boyanan hiicre sayilari

Floresan TUNEL

Gruplar Ortalama +SD Medyan  Minimum Maximum
Kontrol 71.000 11.747 70.000 54.00 88.000
Sisplatin 112.85 20.161 110.00 88.00 150.00
KAFE 75.750 20.380 79.000 40.00 102.00
SisplatintKAFE  54.800 37.272 40.000 18.00 108.00

Floresan TUNEL

120
100

80

60
40
0

Kontrol Sisplatin KAFE Sisplatin+KAFE
Gruplar

Grafik4.8. Gruplarin Floresan TUNEL ile pozitif boyanan hiicre sayilari

Kontrol, Sisplatin, KAFE ve Sisplatin+KAFE grubu apoptotik sperm yiizdeleri
bakimindan karsilastirildiginda, Sisplatin grubu ile Sisplatin+tKAFE grubu arasinda
anlamli fark oldugu (p=0.010), aym1 zamanda Kontrol grubu ile Sisplatin grubu

arasinda da anlamli bir fark bulunmustur (p=0.012). Bununla beraber en yiiksek
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apoptotik sperm ortalamasinin %112,85 ile Sisplatin grubunda, en diisiik ise %54,80

ile Sisplatin+KAFE grubunda oldugu bulunmustur.

Magnification: 378 x

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait Floresan TUNEL yontemi ile pozitif (+) boyanan spermler
¢ y p Yy p
(beyaz ok) ve negatif (-) boyanan spermler (sar1 ok) goriilmektedir, x60.

Sekil 4.12. Sisplatin grubuna ait Floresan TUNEL yontemi ile pozitif (+) boyanan spermler
(beyaz ok) ve negatif (-) boyanan spermler (sar1 ok) goriilmektedir, x60.

67



Magnification: 37,8 x

Sekil 4.13. KAFE grubuna ait Floresan TUNEL yontemi ile pozitif (+) boyanan spermler (beyaz
ok) ve negatif (-) boyanan spermler (sar1 ok) goriilmektedir, x60.

Sekil 4.14. Sisplatin+KAFE grubuna ait Floresan TUNEL yéntemi ile pozitif (+) boyanan
spermler (beyaz ok) ve negatif (-) boyanan spermler (sar1 ok) goriilmektedir, x60.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde kanserin erken teshisi ve kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalar
onemli Olgiide artmigtir. Kanser vakalarinda erken tani ve kanser tedavi protokolleri
gelistirilmesi ile genc kanser hastalarinin %75'inden daha fazlasi giiniimiizde uzun
yasam siiresine sahip olmaktadir. Bununla birlikte kemoterapi ve radyoterapi sonrast,
bu ajanlarin 6zellikle ¢ogalmakta olan hiicreleri etkilemesinden dolay1 infertilite
sorunu ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle iireme sagliginin korunmasi kanser
hastalarinda ¢oziilmesi gereken 6nemli bir problem haline gelmistir. Bu sebeple, pek
cok arastirmaci klinik kullanimi yaygin olan kemoterapotik ajanlari infertilite
olusturma riskine gore yiiksek riskli, orta riskli ve diigiik riskli olarak siniflara
ayirmuglardir. Cesitli kanserlerin tedavisinde yer alan Sisplatin bazi ¢aligmalarda
yiiksek riskli kemoterapotik ajan olarak belirtilmistir (68-70).

Sisplatin  solid tiimorlerin  tedavisinde siklikla kullanilan, hiicrenin
biyokimyasal siirecini degistiren, dogrudan veya dolayli olarak hiicrenin
proliferasyonunu bloke eden, genellikle normal hiicrelere zarar vermeden anormal
hiicreleri yok etmek, tiimor gelisimini inhibe etmek ya da agri/obstriiksiyon gibi
belirtileri kontrol altina almak amaciyla kanserin tedavisinde kullanilan énemli bir
antineoplastikajandir. Sisplatin’in, DNA c¢apraz baglarina etki ederek timor
hiicrelerinde ve mitotik aktivitesi yiiksek olan hiicrelerde sitotoksik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (42,51,53,71). Testislerde mitotik aktivite yiiksektir. Bu yiizden
Sisplatin’in neden oldugu sitotoksik etkinin yiiksek olmasi beklenmektedir.

KAFE’in anti-inflamatuar, anti-oksidatif stres, anti-inflamatuar ve anti-kanser
Ozellikleri Murtaza G. ve arkadaslarinin yaptigi calismada bildirilmistir (72).
Calismamizda Sisplatin’in testis dokusu tizerindeki sitotoksik etkilerinin gosterilmesi,
etki mekanizmalarimin agiklanmasi ve KAFE’in koruyucu etkilerinin aydinlatilmasi
amaglanmistir. Bu amagla tiim gruplara ait testis kesitleri ilk olarak H&E ile boyanmisg
ve histopatolojik olarak gézlemlenmistir. Hemotoksilen & Eozin boyamasindan elde
ettigimiz bulgular Sisplatin grubunda hasarin kontrole oranla en fazla oldugu
seklindeydi. Kontrol grubuna ait testis dokularinda histopatolojik bir degisiklik
gozlenmezken, Sisplatin grubuna ait testis dokularinda ise intertiibiiler alanlarda

konjesyon, kalinlasma, 6dem, seminifer tiibiil yapilarinda bozukluk, vakuolizasyon,
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bag dokuda ve interstisyel alanda hiyalinizasyon, germinal epitellerde diizensizlik ve
limenlerinde hiicre dokiintiileri mevcuttu. Diger yandan KAFE grubunun testis
dokularinda da kontrol grubuna benzer olarak yapisal bir bozukluk yoktu. Tedavi
(Sisplatin + KAFE) grubundaki yapisal bozukluklar ve konjesyon, Sisplatin grubuna
gore minimal seviyelerdeydi. Bu baglamda Peltola ve arkadaslari Sisplatin’in;
hipoksiye yol acarak, serbestradikal {iretimini artirdigini, inflamasyonu ve apoptozisi
tetikleyerek hiicrelerde hasara neden oldugunu ileri strmisler (52); yine
Mohammadnejad ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismalarda Sisplatinin testis {izerine olan
toksik etkilerini; atrofik seminifertlibiil, germinal epitelde hasar (apoptozis ve
nekrozis), bazal lamina ile spermatogoniyumlar arasinda baglanti kayiplari,
peritiibiiler alanda inflamasyon ve hasar olarak 6zetlemislerdir (19). Bu iki literatiirle
eslesmeyen bulgumuz, bazal lamina ile spermatogoniyumlar arasinda baglanti
kayiplarinin tespit edilmemesidir.

Diger bir asamada kesitlerimizi, Sisplatinin akrozom ve testis bazal membrani
gibiyapilarda olusturdugu hasar1 ve KAFE’in bu yapilar1 ne kadar koruyabildiginin
tespiti i¢in PAS ile boyadik. Sakr ve arkadaslar1 caligmalarinda Sisplatin uygulanmis
siganlarin seminifer tiibiilerinin bazal laminalarinin ve interstisyel alanlarinin giiglii
PAS pozitif boyandigini bildirmislerdir. Biz ¢alismamizda, PAS boyamasinda gruplar
arasinda herhangi bir fark gozlemleyemedik. Daha sonra, sperm kromatin
kondensasyon hasarini gézlemleyebilmek igin 151k mikroskobik olarak asidik anilin
mavisi kullandik. Daha Once yapilan caligmalarda, Anilin mavisi boyamasinin
sonuclarindan elde edilen bilgiler, kemoterapi sonrasi asir1 histonlu sperm varliginda
anlamli bir artis oldugu yoniindedir (73). Biz Asidik Anilin Mavisi ile yapilan
boyamada, uygulanan rutin prosediire ragmen herhangi bir sonuca ulasamadik.

Bir sonraki agsamada da Sisplatin’in germinal epitel ve leydig hiicreleri gibi
yapilarda olusturdugu apoptozisi ve KAFE’in bu yapilari ne derece koruyabildiginin
tespiti i¢in apoptozisin indiiklenmesindeki geri doniisiimsiiz basamagi olan Kaspaz-3
kaskatin1 boyadik. Sisplatin’in ERK yolu araciligi ile Kaspaz-3’ii aktive ettigini
raporlayan Ravindra ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer olarak (74) galismamizda
Sisplatin gurubunda Kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin saglikli gruptaki hiicrelere
kiyasla anlamli olarak arttigimi saptadik (Grafik 4.7, P<0,05). Kaspaz-3 ile pozitif

boyanan hiicre sayilar1 degerlerine gore Kontrol ile Sisplatin gruplari arasinda anlaml
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bir fark saptadik (p=0.003). Sisplatin grubunda, boyanan hiicre sayisinin artis
gostermesi, Sisplatin ile olusturulan toksisitesinin apoptozu indiikledigi anlagilmistir.
Ayn1 zamanda Sisplatin grubu ile KAFE grubu arasinda da anlamli bir fark vardi
(p=0.007). KAFE grubunda Sisplatin grubuna kiyasla apoptoza daha az rastlandigi
goriilmistiir. Sisplatin grubu ile Sisplatin+tKAFE grubu arasinda da anlamli bir tespit
ettik (p=0.036). Sisplatin+tKAFE grubunda boyanan hiicre sayisindaki azalma,
KAFE’in, Sisplatin alimi sirasinda apoptozu engelledigini géstermistir. Mercantepe ve
arkadaglarinin ~ yaptiklar1 ¢alismada da bizim c¢alismamiza benzer olarak
Sisplatin+KAFE grubunda Kaspaz-3 pozitif hiicre sayilarinin Sisplatin grubuna gore
anlamli olarak azaldigi bulunmustur (75). Sonug olarak g¢alismamizda, KAFE’in
Kaspaz-3 aktivasyonuna engel olarak testis dokusuna ve spermatogeneze kismi
koruma sagladigini goézlemledik.

Diger bir asamada, Sperm DNA biitiinligli ve erkek fertilite potansiyelini
gosteren Onemli bir parametre olan floresan TUNEL metodunu uyguladik. DNA
hasarinin, anormal sperm morfolojisi ve diisiik hareketlilikle iliskili oldugu
bildirilmektedir (76). Diisikk sperm motilitesi olan hastalarin semeninde ¢ok sayida
anormal sperm bulunmasina neden olan DNA fragmantasyonu spermin fertilizasyon
yetenegini ve embriyo gelisimini olumsuz yonde etkilemekle beraber genetik defekt
riskini de artirmaktadir (77,78).

Caligmamizda floresan TUNEL yontemi ile sperm DNA biitlinliigti degerlendirilmis,
istatistiksel anlamda elde edilen sonuglara gore Sisplatin grubunda, DNA biitiinligii
bozuk olan spermlerin en yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir.

Sperm hareketliligi tizerine yapilan ¢alismalarda; anormal sperm hiicrelerinin
DNA biitiinliigiiniin bozulmasinda, kromatin kondensasyon defektlerinin, apopitozun
ve yliksek ROS diretiminin etkisi olabilecegi bildirilmistir (79,80). Calisma
sonuglarimiz yapilan ¢aligmalarla ve floresan Tunel sonuglarimiz ile uyumlu olmayip;
orneklem sayisinin azhigr gibi c¢esitli nedenlere bagli oldugunu diisiindiiglimiiz,
gruplardakitoplam motil sperm sayilarinda istatistiksel olarak anlami bir fark
bulunamamistir. Ancak KAFE grubundaki toplam motil sperm yiizdesi,
Sisplatin+KAFE ve Sisplatin gruplarina kiyasla minimal bir artis géstermistir. Yine

konsantrasyon agisindan da gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.
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Johnsen testikiiler biyopsi skoru (JTBS) ile seminifer tiibiillerdeki germinal
epitelin degerlendirildigi sonuglara gore kontrol ve KAFE alan gruplar birbirlerine
yakin sonuglar gosterdiler. Sisplatin ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulundu. Sisplatin ve KAFE grubu arasinda da anlamli bir fark vardi. Ayrica Sisplatin
ile tedavi gruplar1 arasinda da anlamli fark oldugu sonucuna ulasildi. Kontrol ve KAFE
gruplarina kiyasla Sisplatin grubunun Johnsen skorlarindaki azalma, kemoterapi
sirasinda seminifer tiibiillerin yapisin1 bozdugunu gostermistir. Ayni zamanda Tedavi
grubuna kiyasla Sisplatin grubunun Johnsen skorundaki azalma, tedavinin seminifer
tiibiillerdeki hasar1 engelleyebildigini gostermistir. Fakat diger bir yandan Seminifer
tiibiil caplart (MSTD) 6l¢tim sonuglart incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Karimi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada da Sisplatinin ile
indiiklenmis testis hasarinda bizim calismamizla uyumlu olarak Johnsen skorunda
Sisplatin grubunda kontrol grubuna gore anlamli fark mevcuttu (81).

Organizmada pek ¢cok ROS olusabilir. Ancak en sik olarak lipid yapilarla
olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali
meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi
radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baglatir ve
lipid hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlart lipid
peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik {iirlinlere
doniisebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen iiriin aldehid grubundan malondialdehiddir
(MDA) (82). Son in vivo ¢alismalar, KAFE’in ROS ve MDA olusumunu 6nledigini
bildirmektedir (83). Erboga ve arkadaslari Kadmiyum kaynakli testis toksisitesinde
KAFE’in MDA seviyelerini anlamli olarak azalttigin1 rapor etmislerdir (84). Son
asamada biyokimyasal olarak MDA ve serum testosteron analiz sonuglarina
bakildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamagtir.

Calismamiz biyokimyasal olarak ¢ikardigimiz sonuglara gore, Sisplatin ile
indiiklenen testis hasarinda antioksidan aktivitesini belirleme agisindan yetersiz
kalmistir. Diger bir yandan, interstisyel bag dokusunda erkeklerdeki ikinci cinsiyet
ozelliklerinden sorumlu hormon olan testosteronu iireten Leydig hiicreleri yer alir.
Yine ¢alismamizin biyokimyasal sonuglarina gore gruplar arasinda serum testosteron

seviyeleri bakimindan anlamli bir sonuca ulagilamamastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda toplamda 40 wistar albino rat kullanilmis, kontrol, Sisplatin,

KAFE ve Sisplatin+KAFE olarak ayrilan gruplar arasinda biyokimyasal olarak MDA,

serum testosteron ve sperm o6rnekleri 151k mikroskobik olarak Anilin Mavisi, Floresan

mikroskobik olarak TUNEL boyamasi kullanilarak incelenmistir.

1. Sisplatin ile olusturulan testis toksisite hasarinda KAFE’in antioksidan rolii ile
MDA seviyeleri bakimindan anlamli bir sonu¢ bulunamamustir. Sisplatin ve
KAFE’in oksidatif stres lizerine etkilerinin anlasilabilmesi i¢in KAFE tedavisinin
uzatilmasi ile pozitif etkilerin goriilebilecegi diisliniilmektedir

2. Gruplar aras1 serum testosteron degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamistir. KAFE’in testosteron seviyeleri tizerinde etkisinin anlasilabilmesi
icin ek calismalar yapilabilir. Yine KAFE tedavi siiresinin uzatilarak pozitif
sonuclarin elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

3. Testis toksisite hasarinda Kaspaz-3 aktivasyonunda Kontrol grubu ile Sisplatin
grubu kiyaslandiginda anlamli bir azalma bulundu. Sisplatin grubunda, boyanan
hiicre sayisinin artig gostermesi, Sisplatin ile olusturulan toksisitesinin apoptozu
indiikledigini gostermistir. Ayn1 zamanda Sisplatin grubu ile KAFE grubu
kiyaslandiginda anlamli bir artil vardi. Bu da bize KAFE grubunda Sisplatin
grubuna kiyasla apoptoza daha az rastlandigini gostermistir. Sisplatin grubu ile
SisplatintKAFE grubu kiyaslandiginda da yine anlamli bir artis vardi.
Sisplatin+KAFE grubunda boyanan hiicre sayisindaki azalma, KAFE’in, Sisplatin
alimi1 sirasinda apoptozu engelledigini gostermistir. Bu sayede KAFE’in
Sisplatin’in  olusturdugu testis toksisite hasarinda anti-apoptotik etkisi
anlasilmistir.

4. Kontrol, Sisplatin, KAFE ve Sisplatin+KAFE grubu apoptotik sperm yiizdeleri
bakimindan karsilagtirildiginda, Sisplatin grubunda Sisplatin+KAFE grubuna
oranla apoptotik sperm ylizdesinde artis oldugu, ayni zamanda Kontrol grubunda
Sisplatin grubuna kiyasla apoptotik sperm yiizdesinde anlamli bir azalma oldugu
gdzlenmistir. Bununla beraber en yliksek apoptotik sperm ortalamasinin %112,85

ile Sisplatin grubunda, en diisiik ise %54,80 ile Sisplatin+KAFE grubunda oldugu
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bulunmustur. Bu da KAFE’in germ hiicre apoptozuna karsi koruyucu 6zelligi
oldugunu gostermistir.

5. Toplam hareketli sperm ylizdelerine baktigimizda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark yoktu ancak KAFE grubundaki toplam motil sperm yiizdesi,
Sisplatin+KAFE ve Sisplatin gruplarina kiyasla minimal bir artig gostermistir.

6. Sperm konsantrasyonunda gruplar arasi anlamli bir fark bulunamamigtir. Sperm
konsantrasyonu ve motiliteye etkisinin anlasilabilmesi i¢in KAFE tedavisinin
uzatilmasi ile pozitif etkilerin goriilebilecegidiisiiniilmektedir.

Sonug olarak ¢esitli yolaklarla Sisplatinin neden oldugu seminifer tiibiil
hasarinin yaninda ayni zamanda basal laminada biitiinliigiinde bozulmalara sebep
oldugunu gozlemledik. Kazpaz-3 yolagi icin immunohistokimyasal boyama
ileyaptigimiz gozlemlerde KAFE’in serbest oksijen radikallerinin neden oldugu
hasarlara kars1 koruyucu bir etki gosterdigini tespit ettik. Bundan sonraki ¢alismalarda,
KAFE’in kanserli hiicreler tistiindeki efektif etkinligi iizerine farkli doz ve siireler ile
ileri aragtirmalar yapilmasi disiiniilebilir ve diger yolaklar {izerindeki etkileri
arastirilabilir. Elektron mikroskobi ile germ hiicre yapilarinin ayrintili incelenmesi de

daha detayli bilgi edinmemize yardimei olacaktir.
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