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OZET

Siklosporin A’nin Rat Testis Dokusunda Oksidatif-Antioksidatif Duruma
Etkisi ve Erdosteinin Koruyucu Rolii

Bu ¢aligmada, Siklosporin A (CsA)’nin rat testis dokusunda oksidatif-antioksidatif
duruma etkisi ve erdosteinin muhtemel koruyucu etkisi biyokimyasal ve histolojik
yontemlerle incelenmistir.

Deneyde 32 adet Wistar albino erigkin erkek sigan kullanilmistir. Ratlar rastgele 4
gruba ayrildi; Kontrol grubu (n=8), Siklosporin gurubu (n=8, 20 mg/kg/gin i.p.),
Siklosporin + Erdostein (n=8, Erdostein 12 mg/kg/giin oral), ve sadece Erdostein (n=8). 10.
giiniin sonunda hayvanlar ketamin/ksilazin anestezisi (60/5 mg her 1 kg i¢in) ile uyutuldu.
Kanatma yontemi ile 6ldiiriilen hayvanlarin testisleri ¢ikarildi ve ikiye boliinerek bir parcgasi
biyokimyasal incelemeler i¢in -80 santigrat derecede saklandi, diger pargasi ise
histopatolojik incelemeler igin formaldehit soliisyonunda muhafaza edildi.

Testis dokusunda biyokimyasal incelemelerde; malonildialdehit (MDA) ve nitrik
oksit (NO) doku homojenatindan; antioksidan enzimler olan katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaza (GSH-Px) homojenat siipernatandan; total superoksit dismutaza (SOD)
etanol/kloroform ekstraktindan manuel spektrofotometrik olarak c¢alisildi. Histolojik
incelemeler Hematoksilen-Eosin H-E boyama ile yapildi ve 11k mikroskobu kullanildi.

Biyokimyasal sonuglarimiza gére lipid hasar1 gostergesi olan MDA, Siklo grubunda
kontrol ve Erdo gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde artis gosterdi. Bununla beraber Erdo
ve Siklo+erdo gruplarmdaki MDA diizeyleri, Siklo grubuna gore anlamli olarak diisiik tespit
edildi (p<0,05). Diger bir oksidatif stres parametresi olan NO (nitrit/nitrat) diizeylerinde ise
Siklo ve Siklo+erdo grublarinda, kontrol ve Erdo grublarina gore anlamli bir artis gozlendi.
Ayrica Siklo+erdo grubuna ait NO diizeyleri, Siklo verilen gruba gére anlamli olarak diisiik
tespit edildi (p<0,05). Antioksidan bir enzim olan CAT, Siklo ve Siklo+Erdo gruplarda,
Erdostein ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak diisiik aktivite gosterdi. Ayrica Erdo
grubunda Siklo ve Siklo+Erdo gruplarina gore anlamli olarak yiiksek bir aktivite
gozlemlendi (p<0,05). Diger antiokidan enzimler olan SOD, GSH-Px aktivitelerinde ise tiim
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi.

Histopatolojik sonuglarimiza gore Siklosporin A’nin testis dokusunda; tiibiiler
biiziilme, hemoraji, dejenerasyon, tiibiiler epitelyumda; dokiilme, agir hiicresel dejenerasyon
ve hiicre kaybi1 gibi histopatolojik degisikliklere neden oldugu, Erdostein uygulanmasi ile
Siklosporin A’nin neden oldugu histopatolojik degisiklikleri azaltabilecegi histolojik
boyama yontemi ile gosterilmistir.

Sonug olarak biyokimyasal ve histopatolojik bulgular, bir antioksidan olan erdosteinin
siklosporin uygulanarak olusturulan testis hasara kars1 koruyucu etkisini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Testis, Oksidatif Stres, Serbest Radikaller, Siklosporin, Erdostein
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ABSTRACT

The Effects of Cyclosporine-A on Oxidative and Anti-oxidative Status
and the Protective Role of Erdostein in Rat Testis.

In the present study, the effect of CsA on oxidative-antioxidative status and the
protective effect of erdostein against cyclosporine-induced injury in rat testis was investigated
with histological and biochemical methods.

In our experiment 32 Wistar albino male rats were used. The rats were randomly
divided into four groups; Control group (n=8), Cyclosporine (n=8, 20 mg/kg/day i.p.),
Cyclosporine + Erdosteine (n=8, Erdosteine 12 mg/kg/day orally) and only Erdosteine
(n=8). At the end of 10th day, the animals were anesthetized with ketamin/ksilazin ( 60/5
mg per kg) and testis tissues were removed and divided two parts for histological and
biochemical analysis.

The oxidative stress parameters such as malonildialdehit (MDA) and nitric oxid (NO)
in tissue homogeneous; antioxidant enzymes such as catalaz (CAT) and glutathione
peroxidase (GSH-Px) in supernatan of homogeneous; and the other antioxidant enzyme
total superoksit dismutase (SOD) in ethanol/cloroform extract of homogeneous were
studied.

According to our biochemical results MDA, product of lipid damage, significantly
increased in Cyclo group compared to Control and Erdo groups. However, MDA levels
significantly decreased in Erdo and Cyclo+Erdo groups compared to Cyclo group (p <0,05).
NO (nitrite/nitrate) levels were significantly higher in Cyclo and Cyclo+Erdo groups than
Control and Erdo groups. However, NO levels significantly decreased in Cyclo+Erdo group
compared to Cyclo group (p <0,05). CAT activities in Erdo group were significantly higher
than Cyclo and the Cyclo + Erdo groups, while these activities in Cyclo and Cyclo + Erdo
groups were significantly lower than Erdo and control groups (p<0,05). There were no
statistically significant difference among all groups in SOD and GSH-Px activities.

According to our histopathological results; the tissue of cyclosporine group showed
some histopatological changes such as sinuzoidal dilatation, vacuolization in the
hepatocytes, inflammatuar cell infiltration and hemorrhage. In the Cyclosporine plus
Erdostein group, histopatological changes of hepatic damage markedly reduced. Histological
investigations were consistent with statistical results.

In conclusion these findings support that Erdosteine decrased cyclosporine induced
testis injury.

Key words: Testis, Oxidative stres, Free Radicals, Cyclosporine, Erdostein
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1.GIRIS

Testisler bir ¢ift organ olup, skrotum iginde spermatik kordon ile asili dururlar ve
birbirlerinden septum skroti ile ayrilirlar. Peritondan koken almis tunika vaginalis denilen
serdz bir kese tasir. (Kaloglu ve Gilirsoy 1997). Testis, i¢i ve disindaki bosaltma yollari,
penis ve yardimci bezler ile beraber erkek lireme sistemini olustururlar. Testis lireme
hiicresi olan spermatozoonun iiretildigi organdir (Abadir ve ark. 1979).

Testisler, i¢ ve dis salg1 yapan birlesik tiibliler karma bezlerdir. Hiicre dis1 salgisi,
testis sivist ve spermiumdur. Hiicre ici salgisi ise steroid yapida testosteron hormonudur.
Testislerin iireme ve hormon salgilama gibi iki 6nemli islevi vardir.

Siklosporin - A (CsA), 11 aminoasitten olusan Tolypocladium inflatum
mantarlarindan elde edilen hidrofobik bir halkali peptittir (Goodman ve ark. 1990). 1980
yilindan sonra organ ve doku naklinde fazlaca kullanilmaya baslanan CsA, T hiicrelerinin
etkinligini engelleyerek secici bir immiinsiipresif etki gostermektedir. Terminal yarilanma
omrii saglikli bireylerde 6.3 saatten agir karaciger hastalarinda 20.4 saate kadar degisen
CsA’nin dokulara gecen boliimii ¢ok fazladir (Neoral ® ve Sandimmune ® 2007 ). Cok az
miktar1 ve metabolitleri idrarda ¢ikar, karacigerde metabolize olur ve safrayla atilir.

CsA, esas toksik etkisini bobreklerde gostermekte ve bu oran %25-75’e¢ kadar
¢ikmaktadir. Doza bagli olarak artan bu etki, proksimal tiibiiliislerde kapiller ve endotellial
diizeyde hasara neden olmaktadir. Glomeriiler filtrasyonu azaltmakta, kreatinin ve BUN
degerleri yiikselmektedir. Karaciger nakillerinde de ndrotoksisite gozlemlenmektedir.

CsA’nm testis lizerine toksik etkileri anlasilmis ve bu konuda bir¢cok Klinik ve
deneysel arastirma yapilmistir. Seethalaksmi ve ark. (Seethalaksmi ve ark. 1987), Rajfer ve
ark. (Rajfer ve ark. 1987) CsA’nin testis, hipofizo testikiiler aksa etkilerini arastirmislardir.
CsA testosteronda azalma, spematogenetik arrest, Leydig hiicre atroisi, dejeneratif
farklilagmalar ve anormal formlarda artmaya sebep oldugu bulunmustur. Bu durumlar
fertiliteyi negatif yonde etkimektedir.

CsA’nin dokularda olusturdugu hasarin mekanizmasi tam anlasilamamakla birlikte,
elde edilen veriler serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin CsA bagli patogenezde

rolii oldugunu diisindiirmiistiir (Rezzani ve ark. 2001, Rezzani 2006).



Olagan metabolizma sonucunda saglikli bireylerde meydana gelen reaktif oksijen
radikalleri viicudun savunma mekanizmast olan antioksidan sistem ile uzaklastirilir.
Saglikli organizmada oksijen radikalleri ile antioksidan savunma isleyisi tam bir denge
durumunda ¢aligir. Bu dengenin radikaller lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikan duruma
“oksidatif stres” denir (Sorg 2004). Oksidatif stres dogal bir siire¢ olup bu stresi kontrol
altinda tutan antioksidan enzimler vardir. Bu koruyucu mekanizmalarin yetersizligi halinde
oksidatif hasar meydana gelir.

CsA’nin yan etkilerinin mekanizmasi tam anlasilamamig olsa bile, beraberinde
antioksidan ilaglarin kullanilmasiyla birlikte toksisitesinin azalabilecegini gosteren
calismalar yapilmistir (Rezzani 2006, Kurus ve ark. 2008).

Erdosteinkronik pulmoner hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilen mukolitik bir ajandir.
Bu ajan, ancak karaciger metabolizmasi ile serbestlestirilebilen iki adet siilthidril grubu
icerir. Erdosteinin temizleyici ve antioksidan mekanizmasinda bu iki siilthidril grubu rol
oynar (Dechant ve Noble 1996, Braga ve ark. 2000). Deneysel ve klinik ¢alismalar,
erdosteinin; antioksidan olarak serbest radikal olusumunu 6nleyici fonksiyonlari oldugunu
gostermistir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi ve ark. 1994).

Oksidatif stres indirekt olarak lipid peroksidasyonu iiriinii malonildialdehitin 6l¢timii
ile belirlenebilir. Ayrica nitrik oksit (NO), bir radikal olan peroksinitrit iizerinden nitrit ve
nitrata yikilabildigi i¢cin NO ve peroksinitritin oksidatif stresi artirma potansiyeli vardir
(Rezzani 2004). Siiperoksid dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz oksidatif hasari
Oonlemede rol almaktadir (Rezzani 2006). Calismalar erdosteinin ayni zamanda antioksidan
etkinligi oldugunu disiindiirmektedir (Oktar S ve ark. 2010, Dechant ve Noble 1996).
Antioksidan maddelerin kullanimin siklosporinin bu yan etkilerini azalttigini gosteren
calismalar vardir (Dechant ve Noble 1996, Braga ve ark. 1999).

CsA ile olusturulan deneysel testis toksisitesine erdostein’in etkinligi ve bu etkinin
oksidan-antioksidan parametrelerle gosterilmesi yapilmamis ve orijinal bir ¢aligmadir.
Sonug olarak bu ¢alismada amacimiz, CsA’nin testisde olusturdugu toksik etkiye Kkarsi,
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilen erdosteinin koruyucu etkisinin histolojik ve

biyokimyasal olarak incelemektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Testis

Testis, skrotum denilen deri bir torba igindeki bir ¢ift organ olup; testis i¢i ve
disindaki bosaltma yollari, penis ve yardimci bezler ile beraber erkek iireme sistemini
olustururlar. Testis lireme hiicresi olan spermatozoonun iiretildigi organdir. Testisin
bosaltma yollar1 duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejekiilatoryusla devam ederek prostatik {iretraya acilir (Dellmann ve Brown 1987,
Tanyolag 1999). Epididimden gelen spermatozoomlar vezikiila seminalis, prostat ve
bulbotiretral bezlerden gelen salgilarla beraber ejekiilat sivisin1 olusturarak penisden disar1
atilir. Testisin endokrin fonksiyonu da mevcut olup kan testosteron diizeyinin % 95-97’si

testiste iiretilir (Atabenli ve Erdemli 2002).

Sekil 2.1. Testis



2.1.1. Testis Embriyolojisi

Testisler, dogum gergeklesmeden 6nce yasamin ilk iki ayinda ( embriyonal donemde
) karmn icersinde 3-5. bel omurlarinin iki yaninda, bobreklerin altinda ve karm arka
duvarma asilt durumdadirlar (Dere 1994). Testis hiicrelerini meydana getiren bezler olarak
bilinen gonadlar, kdlomik epitelin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin yogunlasmastyla
olusan bir ¢ift gonadal kabariklik halinde belirirler. Gelisimim 6. haftasina kadar gonad
icerisinde germ hiicresi bulunmaz. Baslangica ait ( primordiyal) germ hiicreleri, 4 haftalik
embriyonun yolk kesesinin plasentay1 olusturan rahim zari allantoise yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Ameboid hareketlerle, son barsagin mezenterinin
dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve burada 6.

haftada genital kabarikliklar1 doldururlar.
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Sekil 2.2. Bes haftalik bir embriyoda genital sistem



Bu anda genital kabarikligin kdlomik epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altindaki mezensim igine girerler. Burada primitif cinsiyet kordonlarmi olustururlar.
Diizgiin bir sekle sahip olmayan bu kordonlar yiizey epiteline baghi durumdadir. XY
cinsiyet kromozomu tagiyan primordiyal germ hdcrelerinin Y kromozomundaki testis
belirleyici etken etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari ¢ogalmaya devam ederler ve
medullar kordonlart olusturmak i¢in i¢ kesimlere dogru ilerlerler. Bu kordonlar, bezin
hilusuna dogru rete testis tiibiillerini olusturacak bir ag sekline doniisiirler. Gelisim devam
ederken daha ileri donemde testis kordonlari, tunika albuginea denilen yogun fibréz bag
dokusu ile yiizey epitelinden ayrilirlar. Testis kordonlar1 4. ay’da at nali benzer bir sekil
alir ve bunlarin uglari rete testis ile devam eder.

Testis kordonlari, primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden kdken alan
Sertoli hiicrelerinden meydana gelmistir. Leydig hiicreleri, genital kabarikligin
mezensiminden koken alir, testis kordonlar1 arasinda bulunurlar ve kordonlarin
farklilasmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar. Gebeligin 8. haftasinda
Leydig hiicreleri testosteron iiretimine baslar. Puberteye kadar solid durumda kalan
kordonlar, pubertede liimenleri agilarak seminiferdz tiibiilleri olustururlar. Seminifer6z
tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis tiibiillerine dahil olurlar ve daha sonra ductus
deferenslere girerler (Sadler 2005).

Testisler ( dordiincii aydan itibaren ) asagiya dogru inerler. Yedinci ayda kasik
kanali hizasinda bulunurlar. Dogum dénemine gelindiginde ise ( sekiz ve dokuzuncu
aylarda ) yer degistirmeleri hizlanir, canalis inguinalis’ten gegerek scrotum’ inerler (
descensus testis ). Karin boslugundan scrotuma ge¢me islemi gubernaculum testis adi
verilen fotal doneme ait fibroz bir yapinin onciiliiglinde baslatilir. Peritonda parmak kiiciik
bir ckint1 olusturan processus vaginalis, gubernaculum testis’i izleyerek karmn On

duvarindan kese i¢ine kadar ulasir.



1. Gubernaculum

2. Penis

3. Canalis Inguinalis
4. Testis

5. Periton boslugu

6. Ductus Deferens

Sekil 2.3.Intrauterin ikinci ay’da Testis ve Canalis Inguinalis. Testis Canalis Inguinalis’in digindadir, Periton
heniiz Canalis Inguinalis’e yonelmemistir. Gubernaculum
uzundur.http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html adresinden alinmustir.



http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html

Sekil 2.4. Intrauterin 3.ay’da Testis ve Canalis Inguinalis.Testisve Periton, Canalis Inguinalis’e yonelmistir.
Ductus Deferens ilk kivrimini yapmistir ve Gubernaculum kisalmaya baslamustir.
http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmortho04.html adresinden alinmistir.

Sekil 2.5. Intrauterin 7.ay’da Testis ve Canalis Inguinalis. Testis,Periton ve Ductus Deferens inguinal
kanaldadir. Gubernaculum kisalmustir. http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html
adresinden alinmigtir.



http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html
http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html

Sekil 2.6. Intrauterin 9.ay’da Testis ve Canalis Inguinalis. Testis, Ductus Deferens Scrotum’a inmistir.
Periton yapraklar1 Scrotum’da Processus Vaginalis’i olusturmustur. Gubernaculum en kisa halini almistir.
http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmortho04.html adresinden alinmistir.

2.1.2. Testisin Inmesi
Olagan spermatogenezin gerceklesmesi igin testislerin 2-3 derece serin scrotuma

inmesi gereklidir. Testisin embriyolojik inisi 3 asamada gergeklesir.

2.1.3. Transabdominal Migrasyon

Gebeligin 6. haftasinda; testisler, inguinal bodlgeye yakin olan mezonefrozun
medialinde yer almaktadir. Abdominal kavite ve fetiisiin genislemesiyle overler yukari
cikarken, testisler goreceli olarak yerinde sabit kalwr. Bu iki yapi1 arasindaki hareket
farkliliginin ana nedeni gubernaculumdur. Gonadal diferansiyasyondan dnce, erkek ve disi
gubernaculumu; farklilasmamis gonadm alt poliinden genital kabartilara ( erkek scrotumu
ve digide labia majoray1 olusturan yapilar ) uzanim gosteren ince kisa bir bant yapidan
olugsmaktadir. Gubernaculum gelisimi erkeklerde mezenkimal proliferasyon ve hyaliirik
asit artis1 ile gerceklesir ve testisi sabitler. Diger yandan disilerde gubernaculum ince

yapisini korur, fetal biiylime ile uzar ve overlerin yukar1 ¢ikmasma neden olur. Erkeklerde,


http://www.embryology.ch/anglals/ugenital/diffmorfho04.html

testisin transabdominal inisi swrasindaki gubernaculum geligimi testikiiler hormon olan
insiilin benzeri faktér 3 (INSL3) ya da diger adiyla relaksin ile stimiile edilmektedir.
Hayvan modellerinde (rat, fare, tavsan) yapilan ¢alismalar gore, testis ve overlerin karin
duvarinda asili kalmasmi saglayan ikinci bir ligaman (kraniyal gonadal siispansor
ligaman) oldugu bilinmektedir. Erkek deney hayvanlarinda testosteron kraniyal gonadal
slispansOr ligamanin regree olmasma bununla testisin kaudal yonde mobilizasyonuna
olanak saglamaktadir. Disilerde ise bu ligaman testosteronun olmamasi ile beraber
varligm siirdiirmekte ve overin kaudal hareketini kisitlamaktadir. Insanlarda kranial
slispansor ligaman, varligini siirdiirmekle beraber islevsiz kalmis ve atil duruma
diismiustiir. Kisaca INSL3 gubernaculumun gelisimine; androjenler ise kraniyal siispansor
gonodal ligamanin regrese olmasina ve boylece 12. haftada testisin internal inguinal halka

seviyesinde sabit kalmasina sebep olmaktadir.

2.1.4. Prosessus Vajinalis

Gebeligin 3. aymda peritondan bir cep olarak uzanan prosessus vajinalis,
gubernaculum boyunca gelisip kismen ¢evresini de sararak inguinal kanal ve scrotumda
potansiyel bir bosluk olusturur. Testisler fetal yasamin 3. ve 7. aylar1 arasinda sabit durur.
Bu siirede gubernaculum ve prosessus vajinalis ise inguinal kanal yolu ile scrotuma dogru

hareket ederek testikiiler inis i¢in bir yol hazirlar.

2.1.5. Transinguinal inis

Gebeligin 24-35 haftalar1 arasinda testikiiler inisin son fazi ¢ok hizli bir sekilde
gelisir. Bu esnada testosteron, uzamis ve maskulinize olmus gubernaculumun viskoelastik
Ozelliklerini azaltarak kisaltir. Aslinda prosessus vajinalis dogumdan Once biitiiniiyle
kapanir fakat testis inmediginde, prosessus vajinalis acik kalir ve bu durum inguinal

kanalm i¢ halkasinin a¢ik olmasi ile sonuglanir.
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Sekil 2.7.Testisin Geligimi
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2.2. Testis Anatomisi

Testis;4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm kalinliginda, 30 ml hacminde funiculus
spermaticus’u olusturan yapilarla birlikte scrotum i¢inde asili duran oval sekilli, esey
hiicresi (spermium) ve erkeklik hormonu (testosteron) iireten bir ¢ift bezdir. Yaklagik
olarak agirligi 10-14 gr.dir. I¢ ve dis yiizleri (facies medialis, facies lateralis); 6n ve arka
kenarlar1 (margo anterior, margo posterior); list ve alt uglar1 vardir (extremitas superior,
extremitas inferior). Scrotum iginde hareketli ve sarkik olarak dururlar. Biyiikligi
degisiklik gosterebilir. Arka kenarina funiculus tutunmustur. Arka kenarlarm yan
kisimlarina baglanmis olarak epididimis bulunur. Genellikle sol testis 1 cm kadar daha
asagida bulunur. Testisler basinca kars1 ¢ok hassastirve bazi ile iglevlerini yitirirler. Olagan
karimn i¢i sicaklikta islev gostermezler. Asir1 diizeydeki 1s1 degisimlerinden de etkilenirler
(Williams ve ark. 1989).
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Sekil 2.8. Testis i¢indeki yapilar
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2.2.1 Testis’in Tabakalar
Testis, scrotum’a inisi sirasinda karm on duvari tabakalarini da siiriikler. Bundan
dolay1 agagida gosterilen tabakalarla kaplhdir.
1. Epidermis
Dermis (Tunica Dartos)

Fascia spermatica externa

2

3

4. Musculus Cremaster

5. Fascia spermatica interna

6. Tunica vaginalis-Lamina parietalis

7. Tunica vaginalisin Lamina parietalis ve vaginalis yapraklar1 arasindaki cavitas
vaginalis

8. Tunica vaginalis-Lamina vaginalis

9. Tunica albuginea

10. Septum interlobularis testis

Sekil 2.9. Testis’i saran yapilar
http://www.embryology.ch/anglais/ugenital/diffmorpho04.html adresinden alinmustir.
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1. Epidermis

2. Dermis-Tunica Dartos
Yukarida perine ve abdomenin fascia superficialis’leri ile devam eder. Ortada ige
dogru bir septum yapar. Bu septum iki testis i¢in iki bosluk ayirir. Tunica Dartos
haricindeki deriye sikica yapismustir. I¢indeki tabakalar iistiinde ise kolayca kayabilir. Cok
damarl bir yapiya sahiptir ve yag miktar: 0’dir.

3. Fascia Spermatica Externa
Karm bolgesindeki m.obliquus abdominis’in (Gallaudet) fascia’sinin devamudir.

Testis’1 ince bir zar seklinde sarar. Dartos’la arasinda bir fascia araligi vardir.

4. Musculus Cremaster
Musculus Cremaster karindaki m.obliquus abdominis internus’un liflerinin asagi
dogru devamudir. I¢ ve dis yiizleri ayn1 kasm fascia uzantilar1 tarafindan sarilmistir. Bu
tabakanin innervasyonunu n. genitofemoralis’in r. femoralis’i saglar. Bundan dolay1 klinik
acidan 6nemli bir refleks yol olusturur. Uyluk i¢ boliimiin uyarilmasi sonucunda musculus
cremaster’in kasilmasma bagli olarak testisler yukariya, karin alt tarafina dogru ¢ekilir
(cremaster refleksi). Bu refleksin afferent yolunu n.genitofemoralis’in r. femoralis’i;

efferent yolunu ise sinirin r. genitalis’i saglar.

5. Fascia Spermatica Interna
Karindaki fascia tarnsversalis’in devamidir. Cremaster tabakasindan ayrilmasi zor,
testis ve funiculus’tan ayrilmasi kolaydir. Fascia spermatica interna, icte testisleri kusatan
periton kokenli tabakalardan tunica vaginalis testis’in parictal yapragma gevsek olarak
tutunur. Fascia spermatica interna tabakasi ayrica funiculus spermaticus, testis ve

epididimis’i de sarar.
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6. Tunica Vaginalis
Periton’un uzantisidir. Bir ser6z zar kesesinden ibarettir. Testislerin inisi sirasinda
periton saccus vaginalis denilen bir uzanti seklinde scrotuma siiriiklenir. Daha sonra saccus
vaginalis’in iist kismi kapanir. Tunica vaginalis testis’i olusturan tabakalar arasindaki
boslukta mesorchium (testisin mesnterium’u) araciligi ile asili durumdadirlar. Tunica
vaginalis, testislerin inmesi sirasinda karin i¢inden scrotum’a taginan periton yapraklarini

iceren 2 tabakadan olusur.

a. I¢ tabakas: (epiorchium-lamina visseralis): epididimis ve testis’in biiyiik

kismini kaplar. Arkada scrotum’un i¢ yiiziine atlar.

b. Dis tabakast (periorchium-lamina parietalis): testisi tiimiiyle i¢ine aldig1
gibi bir miktar funiculus’da da devam eder. Iki yaprak arasindaki bosluga

cavitas vaginalis denir.

Sekil 2.10.Tunica Vaginalis

7. Cavitas Vaginalis
Tunica vaginalisi olusturan periton yapraklari arasinda bosluk bulunur. Iki yaprak

arasindaki bosluga cavitas vaginalis denir.

8. Lamina Vaginalis
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9. Tunica Albuginea
Tunica Albuginea esnekligi ve genisleme 6zelligi olmayan, Tunica Vaginalisin i¢

tabakasinda bulunan visseral yapragmin i¢ tarafinda yer alan saglam yapili bir zardir
(Williams ve ark. 1989).
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Sekil 2.11. Tunica Albuginea

10. Septum Interlobularis Testis

2.2.2. Funiculus Spermaticus

Annulus imguinalis profundus’tan testise kadar uzanan bir koridordur. Canalis
inguinalis icinden egik olarak geger. Once m.oblikuus internus’un altinda fascia
transversalis’in Ustiindedir. Pubis yakininda lig.inguinale ve lig.lacunare’nin {istiinden
gecer. Burada m.oblikuus eksternus aponevnoruz kord’un oOniinde, falks inguinalis
arkasinda kalir. Annulus inguinalis superficialis’ten ¢ikip, dikey olarak testise iner. Sol

funiculus sagdan daha uzuncadir (Dere 1994).
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Funiculus icinde su olusumlar bulunur.

a. Fascia spermatica eksterna e. A.ductus deferentis

b. Cremaster tabakasi f- A.spermatica eksterna

c. Pleksus Pampiniformis 0. Ductus deferens

d. A.testicularis h. Pleksus testicularis
Funiculus

Spermaticus

v

Ductus
(vas) deferens Cremasier

tabakasi

plexus
pampiniformis
Epididymis Appendix
of testis

Parietal
. tabaka
visceral tabaka tunica
tunica vaginalis vaainalis

Sekil 2.12. Funiculus Spermaticus
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2.3. Testis Histolojisi

Sican ve insan parankim dokusu birbirine benzerlik gosterip, septula testis denilen
ince fibroz bolmelerle piramit sekilli lobiili testislere ayrilir (Erkogak 1980). Centripetal
arterler testikiiler septa icinde bulunarak rete testisten Once rekiirren arterlere dallanir,
rekiirren arterler lobiillere niifuz eder ve her lobiil bu arterler vasitasiyla kanlanir (Ergiin ve
ark. 1994). Bu arterlerden 300um’luk araliklarla segmental arterioller ¢ikar. Arteriollere
ayrilan segmental arterler interstisyumda kapiller damarlara doniisiir. Bu damarlar bazi
bolgelerden Leydig hiicreleri ile sarilmistir. Lamina propiyada da kapiller damarlar

mevcuttur.

2.3.1. Tubulus Seminiferus Kontortus

Yapi olarak her biri yaklasik 150-250pum capinda, 30-70 cm uzunlugunda, ikili-ticlii
anastomozlar yapan, kivrimli borucuklardir. Insan testisinin her birinde toplam uzunluklar1
yaklagik olarak 250 m kadardir. Bu tiibiiler yapilar testisin % 92’sini olusturur. Cevresinde
lamina propiya olan her tiibiil duvar1 seminifer epitelyumu ile ddselidir.Seminifer
epitelyumu olusturan baslica iki tiir hiicre vardir; Bunlar Sertoli hiicreleri ve spermatojenik

seri hiicreleridir (Ergiin ve ark. 1994).
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Sekil 2.13. Eriskin sigan testisi
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Sekil 2.14. Insan testisi
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Sican ve insan germinal hiicreleri tubulus seminiferous i¢inde katmanlar halinde
bulunur ve benzerlik gosterir. Sigan ve insan seminifer tiibiilleri Sekil 2.13 ve Sekil 2.14’te
gosterilmistir ( www.keele.ac.uk).

Germ hiicreleri seminifer tubul icerisinde 4-8 katmanli kalin bir epitelyum olusturur.
Tiibiiliisiin bazalindan liimenine dogru germ hiicreleri farklilagir. Proliferasyonla hiicreler
liimene dogru itilir (Leeson ve ark. 1985). ilk siradaki hiicreler, bazal membran iizerine
oturan genis tabanli Sertoli hiicreleri ile bunlarin arasinda yer alan cok sayidaki
spermatogonyumlardir (Tanyolag 1999). Sertoli hiicreleri bazal laminadan tiibiiliisiin
liimenine dogru uzanir (Johnson 1991). Spermatogonyumlarin biiylimesiyle olusan primer
spermatositler en biiyiik germ hiicreleridir. Sekonder spermatositler, primer
spermatositlerin yaklasik yarisi kadardir ve bu hiicreler liiminal yiize dogru uzanmislardir
(Leeson ve ark. 1985). Yuvarlak ve tiibiiliisiin liimenine ulasmis olan kiigiik spermatidler,
baskalasim gecirmek {izere Sertoli hiicrelerinin sitoplazma oyuntularma gomiiliirler ve bir
stiresonra o tiire 6zgl sekillerini kazanarak, gelismelerini tamamlamis spermatozoon
olurlar (Tanyolag 1999). Spermatozoonlar baskalasimlar1 bittikten sonra epitelyum

katmandan ayrilarak liimene geger (Leeson ve ark. 1985).

2.3.2.Spermatogenez ve Spermatojenik Hiicreler

Spermatogenez, diploid kromatin igerigine sahip spermatogonyumlarim ileri derecede
Ozellesmis haploid kromatinli spermatozoonlara doniistigii siirectir. Spermatojenik
hiicreler seminifer tiibiillerde bazal lamina ile liimen arasinda yerlesik 4-8 tabaka halinde
diizenlenmis olup ili¢ ana gelisim asamasi gosterirler; 1- Spermatogoniyal faz;
spermatogenez, 2- mayotik faz; mayozis, 3- spermatid faz; spermiyositogenez (Ross ve
Romrel 1989).

Spermatozoon iiretimi puberte ile baslar ve bir testiste giinliik olarak 50-150 milyon
spermatozoon iiretilir (Ross ve Romrel 1989). Olgun spermatozoon iiretimi insanda 70 + 4
giinliik bir zamanda tamamlanir. Bu duruma benzer bir siire¢ sicanlarda da gelisir ve
yaklagik 50 + 4 giin siirer. Seminifer epitelyum siklusu; epitelyumda belli bir hiicre
evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda olusan olgunlagsma degisiklikleri dizisini anlatir.
Bu donemler; sicanda 14, fare ve maymunda 12, insanda 6 basamaklidir (Ross ve Romrell
1989). Prespermatogenik germ hiicrelerinin spermatogonyumlara baskalasmas1 bazal

lamina ile temaslarina baglidir (Ichkowski ve ark. 1991).
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Belirgin bir ¢ekirdegi olan primer spermatosit serinin en biiylik hiicresidir(Ross ve
Romrell 1989). Primer spermatositten birinci mayotik boliinmeyle olusan sekonder
spermatosit birkag saatlik bir dmre sahip oldugu i¢in kesitlerde ¢ok az goriiliir. Akrozomun
olusumu, flagellumun gelisimi, ¢ekirdek sekil ve biiylikliigiindeki degisiklikler, kromatin
yogunlagmast ve artik stoplazmanin atilmasiyla karakterize olaylar sonucu olgun
spermatozoon olusur. Bigimsel olgunlagmalarini tamamlayan germ hiicreleri seminifer

tiibiil epitelyumundan liimene serbestlestirilir. Bu duruma spermiasyon denir.

2.3.3. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri de denilen Sertoli hiicreler, bazalden liimene uzanan biiyiik,
prizmaya benzeyen hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri tiibiil boyunca diizgiin araliklarla yerlesim
gosterir ve hiicreler arasinda bazale yakin yerde 6zel tip baglantilar bulunmaktadir. Uggen
ya da oval sekilli ¢ekirdek biiyiik olup, 1-2 belirgin ¢ekirdekcik icerir. Bu ¢ekirdegin en
onemli 6zelligi bir yada daha fazla derin invaginasyonlar gdstermesidir. Sertoli hiicreleri
elektron mikroskobuyla incelendiginde sitoplazmalarinin bolca lipid damlaciklar1 i¢erdigi
goriilir. Bunun yaninda yaygin agraniiler endoplazmik retikulum (SER) sisternalari,
gelismis graniiler endoplazmik retikulum (GER), daginik durumda serbest ribozomlar,
primer ve sekonder lizozomlar, glikojen graniilleri, mikrotiibiiller ve filamanlara sahiptir.
Insan sertoli hiicrelerinde nadir olarak protein yapisinda olduklarma inanilan ve ¢ekirdek
yakininda yer alan kristallaoid cisimcikler olan kristali Charcot-Bottcher kristali
goriilebilir. Sitoplazmada ¢ok miktarda goriilen elektron dens cisimcikleri, steroid
senteziyle ilgili olduklar1 diistiniiliir. Sitoplazmada icersindeki mitokondriyonlar, tiibiiler
tipte olup sekil degistirirler. Bunun yan1 sira fincan sekilli mitokondriyonlar ve protiizyon
mitokondriyonlar diye tamimlanan 6zel tipteki mitokondriyonlar Ozellikle agraniiler
endoplazmik retikulumun genislemis bir kesecige dogru agizlasma gosterir. Tim bu

organeller yaninda geligmis bir Golgi komplekside sitoplazmada yer almaktadir.
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Sekil 2.15. Sertoli Hiicresi

Puberteye kadar sertoli hiicreleri, seminiferdz epitelin dominant hiicre tipidir. Bu
donemden sonra, seminiferdz tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur.
Daha ileri yastaki erkeklerde spermatojenik hiicre populasyonu azaldigi zaman, Sertoli
hiicreleri yeniden seminiferdz epitelin temel unsuru haline gelir.

Sertoli hiicreleri, bazolateral bdlgelerinde komsu Sertoli hiicreleri ile okludens tiirii
baglantilar1 olustururlar. Bazolateral okludens baglantilar, adluminal ve bazal diye
seminiferoz epiteli iki kompartmana bolerler ve gelismekte olan spermatositleri ve
spermatidleri otoimmiin tepkimelerden koruyan kan-testis bariyerinin temel yapisini
olustururlar (Ross ve Pawlina 2006, Abraham 2006).

Sertoli hiicrelerinin gorevleri :

1- Spermiyogenezin sonunda atilan rezidiiel cisimcikleri fagosite etmek,

2- Gelismekte olan spermatojenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

3- Olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla, spermiasyon siirecinde,
seminiferdz tiibiil limenine salinimimi kolaylastirmak,

4- Seminiferdz tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir s1vi salgilamak,

5- Folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarmuyla, androjen baglayic1 protein
(ABP) sentezlemek. Bu protein seminiferdz tiibiil i¢cinde spermatogenez i¢in gerekli olan

testosteronun yogunlagsmasini saglar.

22



6- Anteriyor hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini Onleyen; inhibin ve
uyaran; aktivin denilen peptidleri salgilamak,

7- Anti-Millerian (Miillerian inhibe edici) hormonu iiretmek. Bu hormon
embriyonik gelisim sirasinda, erkek fetusta Miiller (Paramezofrenik) kanallarmnin

gerilemesini saglar (Ross ve Pawlina 2006) ve (Junqueria ve ark. 2005).

2.3.4. Interstisyel Doku

Seminifer tiibiilleri arasinda kalan alan; kan, gevsek bag dokusu, lenfatik damarlar ve
sinirleri igerir. Testis interstisyel dokusunun %35’1 bag dokusu ve %12’si endokrin
fonksiyona sahip Leydig hiicrelerinden olusur. Bu bag dokusu igersinde mast hiicreleri,
fibroblastlar, makrofajlar, baskalasim gecirmemis bag dokusu hiicreleri ve lenfositler
bulunur. Leydig hiicreleri puberteyle birlikte interstiyel dokunun en Onemli birimi

durumuna gelir (Ross ve Romrell 1989).

2.3.5. Leydig Hiicreleri

Interstiyel doku icersinde kiiciik topluluklar halinde bulunan Leydig hiicrelerinin
caplar1 15-20 um olup, bu hiicrelerin merkezinde periferal heterokromatik bir ya da daha
fazla c¢ekirdekcikli yuvarlak bir ¢ekirdek vardir. Bu hiicrelerde c¢ekirdege yakin bir yerde
konumlanmig ve iyi gelismis bir Golgi aygit1 bulunur. Bunun yani sira sitoplazma iginde
Reinke kristalleri, peroksimozlar ve lizozomlar vardir. Ancak Reinke kristallarinin islevi
bilinmemektedir. Ayrica hiicreler ¢ok sayida krista tiirli mitokondri bulundurmaktadir.

Leydig hiicrelerinde liiteinizasyon hormon (Luteinisation Hormone/ LH) reseptorii
bulunmaktadir (Teerds ve ark. 1999). Leydig hiicrelerinin baskalasimi ve islevini
sirdiirebilmesi icin LH temel etkendir (Ge ve ark. 2005). LH Leydig hiicre
prolifersayonunu, dogrudan ya da dolayli olarak biliylimeyi destekleyen etkenlerin
iiretimini diizenleyerek uyarir. Leydig hiicre proliferasyonu yetigkin rat testislerinde ise az
miktarda goriiliir (Teerds ve ark. 1999).

Androjenler olarak adlandirilan erkek cinsiyet steroidlerinin (testosterone,
androstenedione ve dehydroepiandrosterone) sentez ve sekresyonu Leydig hiicreleri
tarafindan yapilir (Nozu ve ark. 1981, Johnson 1991). Bu steroidler Leydig horelerinin
yakminda bulunan kilcal delikgiklerden sistemik dolasima katilirlar. Testosteron dolasima

girmesiyle viicuttaki hedef organlar1 etkiler (Johnson 1991). Salgilanan testosteronun bir
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kismi da intersitisyel s1v1 igersine verilir ve spermatogeneziste otokrin ve parakrin bir etki
gosterir ( Ge ve ark. 2005).

Puberte donemiyle birlikte Leydig hiicreleri tarafindan {iretilen testosteronun
(Dellmann ve Brown 1987, Johnson 1991) temel islevleri arasinada cinsel istegin (libido)
ortaya ¢ikmasi, spermatogenezisin kontrolii, hipofiz ve hipotalamusta olumsuz geri tepki,
genel anabolik etkiler gosterilebilir (Dellmann ve Brown 1987, Johnson 1991, Hassa ve
Ast1 1997). Leydig hiicrelerinin hem testisteki toplam sayilari hem de steroidojenik
kapasitesi testosteron seviyeleri ile dogrudan ilgkilidir (Ge ve ark. 2005).

Ilerleyen yaslarda Leydig hiicrelerinin testosteron iiretimi azalir. Bunun nedeni tam
olarak bilinememektedir. Ancak tahmin edilen olasi nedenleri; Leydig hiicrelerinin
sayisinda azalma, azalan LH uyarimi, Leydig hiicrelerinin testosteron iiretme yeteneginin

azalmasi ve dnemli germ hiicre kayiplaridir (Chen ve ark. 1994).

= e

Leydig cells

e T A 2 i /S
Sekil 2.16. Leydig hiicreleri (www.microanatomy.net)

Dogumdan sonra 10. giinde ratlarda Leydig hiicre gelisimi baglar. Bu hiicre gelisiminde
bes hiicre tiirii bulunur; bunlar mezensimal prekiirsor hiicreler (Mesenchymal Precursor
Cells/ MPC), progenitdr hiicreler (Progenitor Leydig Cells/ PLC), yeni sekillenmis eriskin
Leydig hiicreleri (Newly Formed Adult Leydig Cells/ NFALC), gen¢ eriskin Leydig
hiicreleri (Immature Adult Leydig Cells/ IALC) ve olgun erigkin Leydig hiicreleri (Mature
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Adult Leydig Cells/ MALC)’dir. LH’dan bagimsiz olarak mezengimal prekiirsor hiicreler
progenitdr hiicrelere bagkalagsmaya baslar. LH sonraki gelisme donemlerinde, progenitor
hiicrelerin ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin sirasiyla yeni sekillenmis erigskin Leydig hiicreleri,
geng erigskin Leydig hiicreleri ve olgun eriskin Leydig hiicrelerine bagkalagimi ve
baskalasimi1 devaminda Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar. Leydig hiicrelerinde mitoz
Mezensimal prekiirsor hiicre bagkalagimi ile ayn1 zamanda meydana gelir. Mezensimal ve
Leydig hiicre sayilar1 gelisim boyunca dogrusal olarak 1:2 oraninda artar. Gelisimini
bitirtmis Leydig hiicrelerinin boyutu 6nemli derecede artmustir. Hiicrelerin testosteron
salgilama kapasitesi steroid iiretimi i¢in gerekli biitiin organelleri elde ettigi i¢in artar.
Boylelikle Leydig hiicreleri fazla sayida LH reseptoriine sahip olmustur. Bu nedenle
Leydig hiicresinin LH uyarimina karsi hassasiyeti artmistir (Handagama ve Ariyaratne
2001).

Postnatal rat testisinde Leydig hiicrelerinin bagkalagimida iki farkli fazm oldugu
Hardly ve ark. (1989) tarafindan ileri siirtilmiistiir. Birinci faz mezensimal prekiirsor
hiicrelerin progenitor Leydig hiicrelerine doniistiigii postnatal 14. ve 28. gilinler arasindadir.
Ikinci faz ise 28. giinde baslar ve Leydig hiicre sayis1 mitoz ile artar.

Leydig hiicre gelisimi, insan ve diger memeli tiirleri i¢in de ratlarda belirtildigi sekle
benzerdir. Progenitor Leydig hiicreleri ratlarda gelisim sirasinda ilk tanimlanan oldukca
yiiksek proliferatif hiicrelerdir. Igerisinde birka¢ steroidojenik enzim bulunan graniilsiiz
endoplazmik retikulum igerir. Bu safhadan sonraki gelisim geng¢ Leydig hiicreleri
(Immature Leydig Cells/ ILC) ile olusur. Genel olarak postpartum 28-56. giinlerde goriiliir.
ILC, yiiksek bir steroidojenik kapasiteyi destekleyen sitoplazmik yag damlaciklar1 olan 3
alfa-androstanediol, 5 alfa-androstanediol igermesinin yani sira PLC’e gore daha fazla
graniilsiiz endoplazmik retikuluma sahiptir (Ge ve Hardly 1998). Ratlar 20-40 giinliik
yaslarindayken bu hiicreler tarafindan 3 alfa-adrostanediol ve 5 alfa-androstanediol -
testosteron metaboliti- iretmektedir (Chase ve Payne 1983). 56. giinde ILC yetigskin
Leydig hiicreleri( Adult Leydig Cells/ALC)’ne doniismeden 6nce son kez boliinmeye
ugrar. Biiyilik hiicreler olan ALC hiicreleri az miktarda yag damlacig: ile ¢ok miktarda
graniilsiiz endoplazmik retikulum barindirr. Steroidojenik enzim etkinligi ytliksektir ve
predominant olarak testosteron salgilarlar (Hardly ve ark. 1989).

Leydig hiicre gelisimine LH diginda bazi hormonlar ve kimyasal etkenlerde etki

etmektedirler. Testosteron ve Ostrojen, prekiirsor hiicre bagkalagiminin baslamasimi inhibe
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eder. Androjenler, progenitor hiicrelerin olusturulduktan sonra olgun erigkin tip Leydig
hiicrelerine baskalasimi i¢in gereklidir (Handagama ve Ariyaratne 2001).
Hem Leydig hem de mezengimal hiicre sayilart dogumdan cinsel olgunluga kadar rat

testisinde artar (Ariyaratne ve Mendis-Handagama 2000).

2.4. Oksidatif Stres

Normal metabolizma sonucunda saglikli bireylerde meydana gelen reaktif oksijen
radikalleri viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem ile uzaklastirilir.
Saglikli organizmada oksijen radikalleri ile antioksidan savunma isleyisi tam bir denge
durumunda galisir. Bu dengenin radikaller lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikan duruma
“oksidatif stres” ad1 verilir (Sekil 2.17.) (Sorg 2004). Oksidatif stres dogal bir siire¢ olup
bu stresi kontrol altinda tutan Ozellesmis mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalarin

yetersizligi halinde oksidatif hasar meydana gelir.

Enzimler
HOcre

Savunmasi
E Vitaminl

Oksijen

Reakrtir
Macddeleri

2 DN

Sekil 2.17. Oksidatif Stres (Akkus 1995)

Oksidatif stres, ateroskleroz, DM, kanser, kronik inflamtuar hastaliklar, santral sinir
sistemi bozukluklar1 gibi patofizyolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve bu nedenle

hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiinde etkisi olan 6nemli bir mekanizmadir.
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2.4.1. Serbest Radikaller ve Olusumlar

Biyolojik molekiillerin bir ¢ogu ortaklanmig elektron tasirlar. En dis yoriingesindeki
orbitalinde ortaklanmamis elektron bulunan atom ya da molekiillere serbest radikal adi
verilir (Akkus 1995). Bir baska tanimla bu molekiillere “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” ya
da “oksidan molekiiller” isimleri de verilmektedir. Kararsiz yapida olan serbest radikaller
tek elektronlarini ¢iftlemek igin karbonhidratlar, proteinler, lipitler, amino asitler, serbest
yag asitleri ve niikleotidler gibi tiim hiicre bilesenleri ile tepkimeye girebilirler (Halliwell
1991).

Bulundugumuz g¢evrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle siirekli bir
radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda degisik tiir ve miktarlarda
radikaller meydana gelmektedir. Radikallerin meydana gelisi 3 temel mekanizma ile olur

(Cheeseman ve Slater 1993).

|. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi:Yiksek sicaklik (500-600 °C) ya da
yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma arasinda
bag yapidaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya

homolitik kirilma adi verilir.

XY ->X+Y’

Il. Siradan Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi:Radikal 6zellik gostermeyen bir
molekiilden elektron kaybi1 esnasinda dis yoriingedeki orbitalinde ortaklanmamis elektron
kaliyorsa, radikal form meydana gelir. Ornegin glutatyon, askorbik asit ve tokoferoller (E
vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri
indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olusur. Glutatyon (GSH) radikalleri indirgerken,
kendisinin radikali olusur (GS").

1. Swradan Bir Molekiile elektron Transferi: Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde ortaklanmamis elektron olusuyorsa, bu tiir
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile

indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin (O2" 7) olusumuna neden olur (Akkus 1995).

X+e —X
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Cizelge 2.1. Serbest Radikaller ve Tepkimeleri (Halliwell ve Gutteridge 1989)

Siiperoksid ‘0-0” Fe”* ve Cu" iyonlarim geri kazanma yoluyla Haber-Weiss
tepkimesini katalizleme, hidrojen peroksid veya peroksinitrit
olusumu

Hidrojenperoksid | HO-OH | Hidroksil  radikali ~ olusumu, enzim  inaktivasyonu,
biyomolekiillerin oksidasyonu

Hidroksil OH’ Hidrojen ¢ikarilmasi, serbest radikallerin ve lipidperoksidlerin

radikali tiretimi, tiyol oksidasyonu

Singlet oksijen 10, Serbest radikal reaksiyonlarnin  baglamasi, siiperoksit
radikalinin dismutasyonu

Ozon O=0+-O | Biitin biyomolekiillerin ~ozellikle ¢ift bag icerenlerin
oksidasyonu, sitotoksik aldehit ve ozonit olusumu

Oksijen 0= Peroksidlerin ~ olusumu,  ¢ifte  baglarla  reaksiyon,
aminoasidlerin ve niikleotidlerin olusumu

Nitrik oksit N=O Peroksinitrit olugumu, diger radikaller ile reaksiyon

Peroksinitrit O=N-0-O | Tiyollerin ve aromatik gruplarin oksidasyonu hidroksil radikali
olusumu, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniisiimii,
biyomolekiillerin oksidasyonu

Hipoklorit ClO Klorin olusumu, kiikiirt ve amino i¢eren gruplarin oksidasyonu

Peroksil radikali R-O-0O° Radikallerin olusumu, hidrojen ¢ikarilmasi, lipitlerin ve diger
biyomolekiillerin bozunmasi

Hidroperoksit R-O-OH | Biyolojik  membranlarin ~ bozulmasi,  biyomolekiillerin
oksidasyonu

Bakir ve Demir Cu® Fe** | Haber-Weiss ve Fenton tepkimeleri ile hidroksil radikali

iyonlar

olusumu

Insan metabolizmasinda olusabilen radikallerin sayis1 bircok degisik tiir halinde

belirtilebilirse de, bu radikaller i¢inden siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve

hidroksil radikali baslica bilinen radikaller olarak 6ne g¢ikmaktadir (Kenneth ve Bruce

1998).

28




Siiperoksit Radikali (02" ): Orbitalinde ciftlenmemis elektron tasiyan oksijen
molekiiliine siiperoksit radikali denir (Halliwell 1991). Canli metabolizmasinda olusumu
ilk olarak gdzlemlenen siiperoksit radikali, temel olarak dort mekanizma ile iiretilmektedir.

1- Rediiktaz 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali meydana gelir. Flavinler, tiyoller, hidrokinonlar,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi birgok molekiil oksijenli ortamda

oksitlenirken siiperoksit yapimina sebep olurlar.

O,+e — 0,

2- Cesitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin katalitik

etkisi esnasinda siiperoksit radikali olusabilir.

3- Mitokondride gergeklesen enerji metabolizmasi esnasinda oksijen
kullanilirken, kullanilan oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit iiretimi ile sonlanir. Buradaki
radikal iiretiminin nedeni NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan
oksijene elektron kacaginin olmasidir. Sitokrom oksidaz, Fe: Cu: Zn: Mg atomlarmi
2:2:1:1 oraninda iceren bir protein olup, siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz
aktivitelerine sahiptir. Boylelikle sitokrom oksidaz {izerinde siiperoksit ya da hidrojen

peroksit olussa bile, igerdigi enzimatik aktivite sayesinde hizla ortamdan temizlenir.

4- Fagositik lokositler ¢cok biiylik miktarlarda siiperoksit tireterek; iirettikleri
stiperoksitleri fagozom i¢ine ve bulunduklar1 ortama verirler. Bu radikal yapimi,
antibakteriyel etki i¢in gerekli olup, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir. Ayrica
radikal yapimi bazi hiicresel gorevler i¢in de gerekli olabilir. Siipeoksidin yarilanma dmrii
genel olarak milisaniye diizeyindedir ve hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan SOD’un

varligina bagimlidir (Steinman 1982).
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Hidrojen Peroksit (H20): Siiperoksit radikalinin bir elektron almasi ya da
molekiiler oksijenin iki elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki

hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti olusturur.
O,+2e¢ + 2H — H,0,
02'_ +2¢ +2H — H,0,

Fakat biyolojik sistemlerde asil H;O, iiretimi siliperoksitin dismutasyon
tepkimesiyle gerceklesir. Bu reaksiyonda serbest radikal reaktifleri, radikal olmayan
irlinler meydana getirdiginden, bu bir dismutasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyon aerobik

organizmalarda siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalize edilir (Cross ve ark. 1987).
20,7 + 2H — H,O,+ O

Serbest radikal olmadig1 halde hidrojen peroksit serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Siiperoksit radikali ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici olan
hidroksil radikalini olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir. Bu oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerden derhal uzaklastirilmadir. Bu gérevi peroksidaz ve katalaz

enzimleri yerine getirmektedir (Kilinc ve Kilinc 2002).

Hidroksil Radikali (OH"): Canli metabolizmasinda fiiretilen en giiclii reaktiviteye
sahip radikaldir. Yiiksliz bir molekiil olan H,0; hiicre icine kolaylikla girebilir ve gecis
iyonlar1 varliginda, serbest oksijen radikallerinden en reaktif ve en hasar verici 6zellige
sahip olan hidroksil radikalini (OH") olusturmak i¢in kolayca parcalanabilir (Cross ve ark.
1987).

H,O, + O, — OH" + OH + O, Haber-Weiss Reaksiyonu
Haber-Weiss reaksiyonunda demir, bakir gibi baz1 metal iyonlar rol oynayabilir. Tlk

olarak Fe*® iyonu siiperoksit radikali araciligiyla Fe*? iyonuna indirgenir. Fe* iyonu ise
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H20sile reaksiyona girerek OH radikalini olusturur. Cok ¢abuk ger¢eklesen bu reaksiyon

Fenton Reaksiyonu olarak adlandirilir.

Fe®+0 "~ — 0 + Fe"

Fe*? + H,0,— Fe + OH +OH' Fenton Reaksiyonu

Yarilanma 6mrii ¢ok kisa olan Hidroksil radikali ¢cok gii¢lii bir oksidan oldugundan

ciddi hasarlar olusturur. 3 tiir reaksiyon gergeklestirir (Kilinc ve Kilinc 2002).

= Hidrojen ¢ikarma
= Elektron transferi

» Jlave reaksiyon (protein-protein, protein-lipit, lipit-lipit capraz baglanmasi)

Singlet Oksijen ('0;): Singlet oksijen yapisinda ortaklanmamis elektron
bulunmamasi nedeniyle gercek bir radikal degildir. Serbest radikal tepkimelerinin baslatici
olmas1 nedeniyle onemlidir. Elektronlarinin digsaridan enerji almasi sonucu kendi doniis
yoniiniin ters yoniinde olan bagka bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi
stiperoksit radikalinin dismutasyonu ve H;O;’in hipoklorit ile tepkimesi sonucunda da

meydana gelebilir (Van Der Viiet ve ark. 1996).

Nitrik Oksit (NO): Cok kisa yar1 dmiirlii olup birgok biyolojik olayda rol oynayan
serbest radikaldir (Moncada ve ark. 1989). Ortaklanmamis elektron gergekte azot atomuna
ait ise de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomu iizerinde de yer almasi sonucu
tam olarak radikal 6zelligi gostermez. Dolayisiyla bilinen diger radikallere gore reaktivitesi
baskilandigindan daha uzun Omiirliidiir. Nitrik oksit ve diger bir son iirlin olan sitrulin,
argininden Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir (Sekil 2.18.)
(Pitkdnen ve ark. 1992).
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HNO ™
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| | 4+ T
C—=NH-+ —N—OH C.
| | H N
H,N H,N O NH,
Arginin N-w-Hidroksarginin Sitrullin

BH,, kalmodulin, Ca2*, FAD ve FMN ko-faktér

Sekil 2.18. Nitrik Oksit Sentezi

Oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile fiziksel/
kimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Buna karsilik viicudumuzda NO sentezini
saglayan mekanizmalar olduk¢a azdir. Metabolizmamiza aliman nitro bilesiklerinin
metabolize edilmesi sirasinda olusan NO’dan baska, endojen NO olusturan tek kaynak
NOS enzimleridir. NOS enzimi sayesinde NO yar1 esansiyel amino asit olan L-argininden
oksidatif deaminasyon sonucunda sentezlenir (Moncada ve ark. 1989). NOS enziminin ii¢
tiir formu vardur.

e endotel (eNOS)
e noronal (nNNOS)
¢ indiiklenebilir (iNOS)

Nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Oksijensiz
ortamda NO karali degildir; konsantrasyonun artmasiyla oksidasyon hizlanir. Bu nedenle
ortamdaki konsantrasyonu ile kendi ¢mrii arasinda ters bir orant1 vardir. Ornegin; iNOS
enziminin indiiksiyonu sirasinda NO konsantrasyonunun artmasi ile oksidasyonu da
hizlanir ve gesitli reaktif azot oksit tiirleri meydana gelir. Bu reaktif tiirler NO’in dolayh
etkilerinden sorumlu olup; hiicresel proteinlerin, enzimlerin inaktivasyonuna neden

olabilirler (Murphy 1999).
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2.4.2. Serbest Radikal Kaynaklan

Insan viicudunda meydana getirilen radikallerin tiimii tehlikeli ve kotii kimyasal
tiirler olarak goriilmemelidir. Biyokimyasal reaksiyonlarda oksijeni kullanabilmek igin,
oksijen reaktif formlarma déniistiiriilmesi gerekmektedir. Ornegin steroid yapili birgok
bilesik, ksenobiyotiklerin zararsiz hale getirilmesi, eikosanoidler gibi biyolojik aktif
molekiillerin sentezi, ¢ok sayida oksidaz ve hidrolaz enzimlerinin etkileri i¢in ve sitotoksik
etkilere sahip hiicrelerin gorevlerini yapabilmeleri i¢in radikal yapimi Onemli bir
gerekliliktir. Hem oksijen radikallerinin yapimi hem de nitrikoksit radikallerinin yapimi ¢ok
onemli bir gerekliliktir. “Nerede ve ne kadar” tretildikleri bu radikallerin ne kadar iyi ya
da ne kadar kotii olduklarini belirleyen etkendir (Cheeseman ve Slater 1993).

Organizmada metabolik aktiviteyle olusan oksidasyon ve rediiksiyon tepkimeleri

esnasinda veya gesitli dis kaynakli faktorler sayesinde serbest radikaller olusabilir (Kehrer
1993).

Hiicre i¢i Serbest Radikal Uretim Kaynaklar: (Sekil 2.19.)

1-  Mitokondriyal elektron transport sistemi tepkimeleri

2-  Plazma Membranlar1

3-  Otooksidasyon tepkimeleri

4-  Antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan solunum patlamasi
5-  Mikrozomal elektron transport zinciri

6- Peroksizomlar ve Miks Fonksiyonlu Oksidazlar

7-  Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membran Elektron Tasima Sistemleri
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karnisik fonksiyonlu oksidaz elektron transportu
sitokrom p450 ve by
/ miyeloperoksidaz
(oksidatif patlama:fagositler)

endoplazmik retikulum

lizozomlar

peroksizom

ksantin oksidaz
hemoglobin
riboflavin
katesolaminler

sitoplazma

Cu*™ mitokondri

elektron transport sistemi

oksidazlar
flavoproteinier

eV aZaZe .
gecis metalleri \

lipoksijenaz
prostaglandin sentezi
NADPH oksidaz (oksidatif patlama:fagositier)

Sekil 2.19. Endojen Serbest Radikal Kaynaklar1 (Kehrer 1993)

1- Mitokondriyal Elektron Tasinmast

Elektron tasmim zincirleri bir¢ok aerobik hiicrelerde O,  radikalinin en Onemli
kaynagidir. Bunlar Okaryotik hiicrelerin mitokondri ve endoplazmik retikulumlar1 ile
bakteriyel membranlarda bulunur. Mitokondrilerde solunum zincirindeki elektron
tastyicilardan kagan elektronlar molekiiler oksijen ile birleserek O,"  olusturabilir.
Elektron tasinma orani1 ve O, radikal olusumu memeli sitokrom oksidaz aktivitesininO;’e
doygun oldugu durumlarda mitokondriler tarafindan arttirilir. Fizyolojik oksijen
diizeylerinde, oksijenin yaklasik %1-3"ii mitokondride O;" ’e doniistiriliir. Mitokondri

hasar1 neticesinde O, olusumu ve elektron tasinmasi artar (Turrens 1997).

2- Plazma Membranlar
Bu yapilar serbest radikal meydana getirme ve serbest radikallere hedef olup zincir
tepkimelerinin ve lipit peroksidasyonun gerceklestigi yer olmasi nedeniyle 6nemlilik arz
eder. Siklooksijenaz enzimleri tarafindan katalizlenen arasidonik asidin oksidasyonu

sirasinda OH ‘radikali meydana gelir (Sekil 2.20.).
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ARASIDONIK ASID

Lipoksijenaz Siklooksijenaz
[Peroksidier] GH]
Hidroperoksieikozatetraenoik Prostaglandin endoperoksid
asid
|Peroksidler| Eerbest radikal
Mg Tl
Lokotrienler Tromboksanlar Prostaglandinler

Sekil 2.20. Arasidonik Asit Metabolizmasi Sonucu Olusan Serbest Radikaller (Freeman ve Crapo 1982)

3- Otooksidayon Tepkimeleri

Biyolojik molekiillerden bazilar1 oksijen varliginda oksitlenir ve bu sirada O, Oy e
doniigiir. Bu molekiiller; indirgenmis flavin mononiikleotid (FMNHy), gliseraldehit,
indirgenmis flavin adenin dintikleotid (FADH3), adrenalin, dopamin, noradrenalin, L-dopa,
tetrahidropteridinler ve sistein gibi tiyol bilesikleridir. Tetrahidropteridinler; fenil alanin
hidroksilaz, NOS, tirozin hidroksilaz gibi oksijenaz enzimleinin kofaktoriidir (Halliwell ve
Gutteridge 1988).

4- Antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan solunum patlamast

Etkinlestirilmis makrofajlar, nétrofiller ve eozinofiller fagositoz esnasinda membran
ve sitoplazmanlarinda bulundurduklar1 NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri ile
hem serbest oksijen radikalleri hem de asir1 okside edici hipoklorit asit (HOCI) gibi
ajanlar1 Ureterek karsilastiklar1 bakteri, virlis ve mantar gibi ajan patojenleri yok ederler.
Islemler sirasinda hem ana hem ara iiriin olarak ¢ok fazla miktarda reaktif oksijen

metabolitleri olusur (McCord 1985, McCay ve ark. 1992).

5- Mikrozomal elektron transport zinciri

Serbest radikaller endoplazmik retikulumda ksenobiyotiklerin metabolizmalar:
sirasinda ve diger endojen maddelerin metabolizmalar1 sirasinda yan iiriin olarak iretilir.
Bu faaliyette elektronlarin kacgak yaptigi en dnemli yapir nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat rediiktaz P450 enzimidir (Buko ve Sadovnichy 1996, Stoyanovsky ve Cederbaum Al
1996).
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6- Peroksizomlar ve Miks Fonksiyonlu Oksidazlar

Cok 6nemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagi olan peroksizomlar biinyelerindeki
aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA gibi
oksidazlar, stiperoksit iiretmeden bol miktarda hidrojen peroksit tiretimine neden olurlar
(Goel ve ark. 1986, Reddy ve Rao 1989).

7- Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membran Elektron Tasima Sistemleri

Serbest radikal liretimi, membrana bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.
Niikleer membran ve endoplazmik retikulumda iiretilen serbest radikaller organellerin
icine girebilir ve sitozolik tepkimelere katilabilir. DNA’da hasar meydana getiren serbest

radikaller niikleer membranda olusan radikallerdir (Meng ve Liu 2007, Pryme 1986).
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Cizelge 2.2.Serbest oksijen radikallerinin hiicre i¢i hiicre dist kaynaklari (Aruoma ve ark.1991)

HUCRE iCI KAYNAKLAR HUCRE DISI KAYNAKLAR
Iskemi, travma, intoksikasyon Metal iyonlar1

Elektron transport sistemleri ve Ksenobiyotikler: hiperoksi, hava
Peroksizomlardaki enzimler kirliligi, anestezik

Mitokondri elektron transport sistemi Alkol ve uyusturucu maddeler

NADPH oksidaz, lipooksijenaz gibi
plazma membrani enzimleri ve lipid
peroksidasyonu

Strese bagli viicutta katekolamin
diizeyinin artmasi

Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, Yiyeceklerde bulunan gesitli katki
denozin deaminaz, hemoglobin maddeleri

Katekolaminler, tioller, '
tetrahidroproteinler, hidrokinonlar Iyonize ve non-iyonize radyasyon
molekiillerin oksidasyonu

Gecis metallerine afinitesi olan

antibiyotikler Antineoplastik ilaglar

Makrofaj ve fagosit hiicrelerin
hiperaktivasyonu
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Canli organizmasindan kaynaklanmayan, dis etkenlerin varliginda olusan tepkimeler

sonucunda da serbest radikaller meydana gelebilir. Bu etkenler;

Radyasyon

Bagimlilik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

Antineoplastik ajanlar

Cevresel ajanlar: Ksenobiyotikler (Sigara dumani, hava kirliligi yapan
fotokimyasal maddeler, hiperoksi, solventler, pestisitler, aromatik
hidrokarbonlar, anatezik maddeler, titanyum, aluminyum, kursun,
molibden,nikel, arsenik).

Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir (Guemouri ve ark. 1991; Akkus 1995; Yanbeyi 1999)

2.4.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller metabolizmada antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini

astiklar1 zaman ¢esitli hasarlara neden olurlar. Lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi

biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tiim hiicre bilesenleri ile etkilesim 6zelligi gostererek

hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (Kenneth ve Bruce 1998)
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Cizelge 2.3.Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri

Doymamig Yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde ¢apraz baglanmalar

Organel ve hiicrelerde gapraz baglanmalar
Niikleik Asit Bazlart | Hidroksilasyonlar

Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
Karbonhidratlarda benzer tepkimeler
Niikleik Asitler Tek ve ¢ift iplikgik kirilmalari
Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz icermeyen bolgeler

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma
Denatiirasyon

Kiikiirtli Aminoasitler | Protein denatiirasyonu ve ¢aprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Hiyalunorik Asit Sinovyal s1vi akigkanliginda degisme

2.4.4. Lipidlere Etkileri
Biyolojik dokularda serbest radikallerin doymamis yag asitlerine etkisi olan lipid

peroksidasyonunun toksik oldugu bilinmektedir. Tepkimeler zincirleme olarak meydana
gelir ve doniistimsiizdiir. Lipid peroksitlerin diizeyi Olgiilerek toksik etki belirlenir.
Doymamis yag asitlerindeki bir hidrojen atomunun ¢ikmasi peroksidayonun baslamasina
neden olur; boylelikle yag asit zinciri lipid radikali niteligi kazanir. Bu radikal dayaniksiz
olup, cift baglarin yerini degistirir ve oksijenle tepkimesi sonucu lipid peroksil radikaline
doniisiir.

Bu radikaller diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni radikalleri olusturur,
bunun yaninda hidrojen atomlar1 alarak hidroperoksitlere doniisiirler (Halliwell 1996)

Antioksidan tepkimeler ile lipid peroksidasyonu sonlandirilir ya da devam ederek
daha ileriye gider. Cu, Fe gibi indirgenme-yiikseltgenme yapan metaller ile lipid

peroksidasyonu artar (Reily ve ark. 1991).
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Sekil2.21. Lipid Peroksidasyonu

2.4.5. Proteinlere Olan Etkileri

Proteinler lipidlere gore serbest radikallere karsi daha az duyarlilik gosterirler.
Aminoasit bilesimi etkilenme derecelerini dogrudan ilgilidir. Siilfiir ve doymamis bag
iceren tirozin, histidin, sistein, fenil alanin, triptofan gibi amino asitlerden olusan proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Stlfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller
olusur. Karbon merkezli radikallerden karbonillerin 6l¢iimiiyle proteinlerin oksidatif hasar1
Olciilebilir. Bu hasar sonucu proteinlerde ¢apraz baglanmalar, fragmatasyon ve proteinlerin
agregasyonu olusur. Bozulan proteinler olagan islevlerini yerine getiremezler. Enzimlerin
calismasinda degisiklikler olur. Proteinleri serbest radikaller nedeniyle hasara ugrar.
Oksihemoglobin H,0, ya da O, tepkimeye girerek methemoglobin meydana gelir (Rice-
Evans ve ark. 1991, Akkus 1995, Dikici 1999)

H,0, + 2Hb-Fe™?-0, + 2H* — 2Hb-Fe” + 2H,0 + O,

O, + Hb-Fe*-0, + 2H" — Hb-Fe" + H,0, + O,
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2.4.6. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu neticesinde peroksitler, H;O, okzoaldehitler
olusmaktadir. Bu maddeler kanser, DM, sigara i¢cimi ile ilgili kronik hastaliklar gibi
patolojik siireglerde rol oynarlar. DNA,RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar meydana getirme Ozelliklerinden dolayr okzoaldehitler antimitotik etki
gosterirler. Dolayisiyla yaslanma ve kanser olaylarinda etkisi oldugu g6z Oniinde

bulundurulmaktadir (Agrawal ve Kale 2001).

2.4.7. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla meydana gelen serbest radikaller, DNA’ya dogrudan etki
ederek hiicrede degisime ve Oliime neden olurlar. Bazlarla ve deoksiriboz molekiiliiyle
tepkimeye giren OH" radikali hiicrede degisikliklere yol agar. Hiicre zarindan kolayca
gecen H,O, hiicre gekirdegine ulasir ve DNA’nin zarar géormesine hatta 6liimiine denen
olabilir. O, radikali oksitleyici etkisi gii¢lii oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron
yogunluklu bolgeler igeren molekiiller ile daha kolay tepkimeye girer (Halliwell ve
Gutteridge 1984).

2.5. Antioksidan Savunma ve Mekanizmalan

Potansiyel olarak toksik olan serbest radikallere karsi organizmalar bunlar1 etkisiz
hale getirmek i¢in savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunlar antioksidan olarak
adlandirilmaktadir (Halliwell 1996). Olagan kosullarda peroksitler ve serbest radikal
iirtinleri giiclii antioksidan sistemler tarafindan dengelenir. Antioksidan molekiiller serbest
oksijen radikallerini temizleyerek oksidatif hasarin Onlenmesinde biiyiik rol oynarlar
(Halliwell 1996).

Antioksidanlar oksijeni uzaklastirarak, ge¢is metal iyonlarini1 uzaklastirarak ve
reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek ya da baskilayarak baglamis olan zincir tepkimesini
kirarak etkili olurlar (Halliwell 1996).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak 2’ye ayrilmaktadir
(Cizelge 2.4.)
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Cizelge 2.4. Antioksidan Savunma Mekanizmalari (Aydin ve ark. 2001).

Enzimatik Savunma Mekanizmalar

Enzimatik Olmayan Savunma Mekanizmalari

Stiperoksit dismutaz (SOD) Suda ¢bziinen | Yagda ¢bziinen Metal iyonlarini
Katalaz (CAT) baglayan
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Glutatyon a-tokoferol Albumin
Glutatyon S-transferaz (GST) Vitamin C B-karoten Ferritin

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Urik asit Bilirubin Transferin
Sitokrom oksidaz Ubikinon Haptoglobin
Fosfolipit hidroperoksit glutatyon Seruloplazmin
Peroksidaz (PLGSH-Px)

2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz iki reaktif oksijen tiiriinii, radikal olmayan molekiillere
doniistiirmesi nedeniyele antioksidan sistemin 6nde gelen unsurlarindan birisidir. SOD
etkinligi oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda fazladir.

Stiperoksitin H,O,’e dismutasyonunu katalize eden metallo enzimidir.

202'_4‘ 2H" — H,O, + Oy

Metabolizmada iki tiir SOD enzimi bulunmaktadir. Bunlar sitozolde bulunan
dimerik, kofaktorleri bakir ve ¢imko olan izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan
tetramerik, kofaktorii mangan olan izomerdirler (Mn-SOD). Tesir islevsellikleri ayn1 olan
iki enzim arasindaki temel fark etkinlikleri iizerine pH’ nin etkisidir. Her ikisi de pH:7’de
etkindir. Ancak Mn-SOD, pH:7’nin iizerine ¢iktiginda etkinligini yitirirken, Cu-ZN SOD
‘in etkinligi pH:5,5-10 arahiginda degismez (Haris 1992, Markiund 1984, McCord ve
Fridovich 1978).

Aslinda SOD toksik arindirici bir enzim degildir. Ciinkii iiriinii olan H,0O, toksik bir
ajandir. Fakat bu tepkime, reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonuna giden yolun
baglangig basamagidir. Ikinci basamak glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri

tarafindan H,O; ‘in suya doniismesini katalizler (Haris 1992).
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Katalaz (CAT)

Tiim hiicre tiirlerinde farkli konsantrasyonlarda bulunan 4 tane Hem grubu igeren bir
hemoprototeindir. H,0,’yi molekiiler oksijen ve suya katalizler (Tudhope 1967, Palmer
1990, Akkus 1995, Yanbeyi 1999, Dikici 1999).

CAT
2H,0;, — 2HO + O,

Cogunlukla peroksizomlarda lokalize olan CAT’mn indirgeyici etkinligi hidrojen
peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere karsidir. Biiyiikk molekiillii
lipit hidroperoksitlere karsi etkili olmaz. Karaciger, bobrek, kan, mukoz membranlar,
kemik iliginde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Tudhope 1967, Gonzales ve ark. 1984,
Rice-Evans ve ark. 1991, Rachmilewitz ve ark. 1994, Akkus 1995, Bast ve ark. 1997,
Yanbeyi 1999, Dikici 1999).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Glutatyon peroksidaz etkin bolgesinde tetramerik, dort selenyum atomu bulunduran
sitozolik bir enzimdir. Indirgenmis glutatyon (GSH) varhiginda hidrojen peroksit ve lipit
peroksitlerin indirgenmesinde gorev alir.

GSH-Px
2GSH + H,O, + NADP — GSSG + 2H,O + NADPH

GSH-Red
2GSSG + NADPH — 2GSH + NADP

GSH-Px’m etkinliginin siirekli olmasi i¢in GSH’un belirli bir seviyede olmasi
gerekir. NADPH’e bagimli glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla glutatyon
disiilfit (GSSG) yeniden iki molekiil GSH’a doniisiir. Katalazdan farkli olarak GSH-Px
cesitli tepkimelerde anlik meydana gelen hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasini saglar
(Akkus 1995, Frei 1994).

GSH-Px %60-75’1 sitoplazmada, %25-40’1 mitokondride olmak iizere en c¢ok
karaciger ve eritrositlerde etkin olarak bulunur (Fantone ve Ward 1985, Michiels ve ark.
1994).
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Glutatyon S-Transferaz (GST)

Ik kez 1961 yilinda tanimlanan iki protein alt biriminden olusmus bir enzim
grubudur. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol almaktadir. Arasidonik
asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipit peroksitlere (ROOH) karst GST’ler Se-
bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gostererek bir antioksidan etkinlik gosterirler (Di
Ilio ve ark. 1985).

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H0

Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)

GSH, GSH-Px tarafindan H,O, ya da diger lipit peroksitlerin indirgenmesiyle
GSSG’e doniisiir. Metabolizmanin GSH deposu sinirli oldugu i¢in okside formun yeniden
rediikte forma doniiserek tepkimelerde kullanilmasi gereklidir (Acan ve Tezcan 1991).

Tepkimenin ger¢eklesmesi igin NADPH’a gereksinim vardir (Rice-Evans ve ark. 1991).

GSSG-R
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP*

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Stiperoksiti detoksifiye eden sitokrom oksidaz, solunum zincirinin son enzimidir.
40, + 4H" + 4¢° — 2H,0
Bu tepkime, fizyolojik kosullarda olagan bir islev olup, siirekli devam ederek yakit

maddelerinin oksidasyonunu tamamlar ve bdylece bol miktarda enerji iiretimi saglanir

(Akkus 1995).
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2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon, bitkilerin mitokondri, sitozol, endoplazmik retikulum ve vakuolleri basta
olmak iizere tiim hiicrelerinde yogun olarak bulunur. Igersinde siilfiir bulundurmasi
nedeniyle GSH konjugasyonu ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu saglar (Lamb ve
Dixon 1997). Glutatyon antioksidan etkisini yapisinda merkezi olarak bulunan sistein
rezidiisii ile yerine getirir. Sitotoksik H,O,’yi dogrudan, hidroksil, siiperoksit radikalleri ile
singlet oksijeni ise enzimatik olmayan bigimde etkisizlestirir (Avsian-Kretchmer ve ark.,
1999). Askorbat-glutatyon dongiisii ile suda ¢oziinen giiglii bir antioksidan olan askorbatin

rejenerasyonunu saglar (Lamb ve Dixon 1997).

Vitamin C (Askorbik Asit)

Bir ketolakton olan C vitamini, L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit gibi iki
aktif formu olan iyi bir rediiktan maddedir. Radikal siipiiriicii ve rediikleyici bir ajan olan
askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerine kars1 koruyucu etki saglar. Bu 6zelliklerinin yaninda
askorbik asit, serbest radikal kaynagi gibi hareket edebilen gesitli fonksiyonlara sahip bir
bilesimdir (Yanbeyi 1999).

Urik Asit
Urik asit olagan plazma konsantrasyonunda siiperoksit, hidroksil, singlet oksijeni ve
peroksil radikallerini temizler. Demir ve bakir iyonlar1 ile meydana gelen oksidasyona

karsi selasyon yaparak askorbik asitin oksidasyonunu engeller (Henson ve ark. 1991)

Vitamin E (a-tokoferol)

Tokotrienoller ve tokoferoller olarak ve a, B, v, & alt gruplar1 ile 8 farkl tiirdedir.
Sadece bitkisel organizmalar tarafindan sentezlenen tokoferoller bitkilerin tiim
kisimlarinda bulunur. Ozellikle kloroplast membranlarinda a-tokoferol yogun olarak
bulunur ve bu kisimda oksijenin etkisi ile meydan gelen oksidatif strese kars1 koruyucu
etki saglar (Hofius ve Sonnewald 2003). Hiicre membranlarindaki lipit peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan alkoksil, lipit peroksil ve alkil radikallerine kars1 koruyucu etki saglar

ve olusan tokoferil radikali ise askorbat, rediikte glutatyon ve koenzim Q ile tokoferole
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dontistiiriiliir. Tokoferolller dogrudan Aktif Oksijen Tiirlerini (AOS) etkisizlestirir;
ozellikle singlet oksijeni tokoferoliin geri doniisiimsiiz oksidasyonu ile etkisizlestirirler.
Ayrica membranlarin akiciligmmi ve gecirgenligini diizenleyerek kararlilik ta saglar.
Tokoferollerin membranlardaki yag asitleri ve lizofosfolitlerle kompleks olusturmasi

membranlar1 zararli etkilere kars1 korumaktadir (Hofius ve Sonnewald 2003).

p-Karoten
B-karoten A vitaminin 6n maddesi olup, kuvvetli singlet oksijen temizleyicisidir.
Bunun yaninda hidroksil, peroksi ve alkoksi radikalleriyle de reaksiyon vererek lipit

peroksidasyon zincir reaksiyonunu dnler (Yagi 1980).

Bilirubin
Bilirubin hem proteinlerinin yikim {iriiniidiir. Cok etkili bir lipit antioksidanidir.
Mikromolar konsantrasyonlarda dahi peroksil radikalini yakaladigi ve zincir kiran

antioksidan olarak davranig gosterdigi gériilmiistiir (Gutteridge 1995).

Ubikonon (Koenzim Q-10)
Giiclii antioksidan 6zellik gosteren ubikinon, mitokondride enerji iiretiminde rol
oynayan hidrofobik, vitamin benzeri bir bilesiktir. ATP sentezi i¢in gerekli bir madde

oldugundan biitiin hiicresel islevlerin gerceklesmesinde rol oynar (Coenzyme Q-10,

Alternative Medicine Review Volume 12 2007).

Albumin

Albumin, plazmanin zincir kirict anrioksidan aktivitesine neden olan plazma siilfidril
gruplarimim biiyiik bilesenidir. Hipokloriiz asidin giiglii bir temizleyicisidir (Halliwell ve
Gutteride 1990).

Ferritin

Demirin depolanmasinda rol oynayan yiiksek molekiiler agirlikli bir proteindir

(Finch ve ark. 1986).
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Transferrin

Dolagimdaki serbest demiri baglayan bir antioksidandir (Akkus 1995).

Seruloplazmin

Basit lipit emilsiyonlarinda ve doku homojenatlarinda giiclii bir serbest radikal
inhibitordiir (Winyard ve ark. 1984). Demirin transferine baglanmasini kolaylastirir ve
ekstraselliiler SOD gibi davranig gosterir. Ferik demiri ferro demire yiikseltgeyerek fenton
tepkimesini onler (Akkus 1995).

2.6. Siklosporin A (CsA)

11 amino asitli, siklik bir polipeptit olan Siklosporin A (CsA), Tolypcladium
inflatum gams adli mantardan elde edilir. Halen kullanilan immunosupresif ilaglarin en
etkili olamidir. Kimyasal formiilii Cg2H111N11012°dir.  Antijenin taninmasini izleyen
otoimmiin yanitin erken basamaklarmi 6nleyerek immiinosupresyon yapar. Onceden
gelismis bir otoimmiin yanit1 ya da ret tepkimesini tedavi edemez, ancak gelismeden 6nce
verilerek yanitin ya da tepkimenin meydana gelmesini onler. Indiikleyici/yardim edici
(CD4") alt tiirii T lenfositlerini secici bir sekilde inhibe eder, farklilasmasmni ve

cogalmasii engeller (Kayaalp 2002).

Sekil 2.22. Siklosporin A’nin kimyasal yapis1 (www.wikipedia.org)
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CsA olgunlasmis T lenfositleri iizerinde etkisizdir. Bundan dolayr antijen
satagsmasindan sonra miimkiin oldugu kadar erken, tercihen 24 saat i¢cinde uygulanmaya
baglanilmalidir (Kayaalp 2002).

CsA’nm immiinosupresif etkisi i 0nemli 6zelligi barindirmaktadir:

- Supressor lenfositlerin (CD8") islevini bozmaz, CD4"’ler tarafindan yapilan ve
CD8"’leri indiikleyen lenfokinlerin yapimina dokunmaz,

- Benzer diger ilaglarin aksine miyelosiipresyon yapmaz,

- Tabii 6ldiiriicti lenfositleri (NK) inhibe etmez.

CsA’nin makrofajlar iizerindeki inhibitor aktivitesi yetersiz seviyede oldugundan, bu
hiicreleri baskilamak i¢in prednizolon ile birlikte kullanilir. T hiicresine bagl antijenlerin
yaptig1 mitojenik etkinligi, interlokin-2 (IL-2), IL-2 reseptorii, iL-3,IL-4, Tiimdr nekrotizan
faktor-alfa (TNF-0) ve gama interferon gibi immiin sistemin bir ¢ok diizenleyici
proteininin yapimini azaltir. Ge¢ meydana gelen hassasiyet reaksiyonlarini gii¢li bir
sekilde inhibe eder. B lenfositlerinin antikor iiretimini ve kemik iliginde graniilositkoloni
uyarici etken iiretimini azaltir (Strestikova ve ark. 2001, Kayaalp 2002, Matsuoka ve ark.
1999).

Immiinosiipresif ve ikincil ndronal hasari inleyici etkisini CD4 tiirii T lenfositlerinde,
T lenfositi reseptdriiniin antijenle uyarilmasi ile baglatilan sinyalleme kaskad1
basamaklaridan birini olusturan ve Ca*"a bagimli bir enzim olan kalsindrini segici bir
sekilde inhibe ederek gosterir. Bu islem i¢in CsA’nin 6nce sitoplazmik bir reseptor olan
siklofiline baglanmasi gerekir. Siklofilinler, hiicre cogalmasina katkida bulunan, peptidil
prolil sis-trans izomeraz (rotamaz) aktivitesi gosteren ve prolinli proteinlerin uygun bir
ticlinciil yap1 kazanmalarini saglayan enzimlerdir (Kayaalp 2002).

CsA’nin dokulara gegen bolimii fazladir. Yar1 6mrii 6 saattir. Cok az miktar1 ve
metabolitleri idrarda ¢ikar. Karacigerde metabolize olur, safrayla atilir. CsA’nin esas
toksik etkisi bobreklere olmakta, bu oran %25-75 ‘e kadar ¢ikmaktadir. Bu etki doza bagh
artmakta, proksimal tubuluslarda endotelial ve kapiller diizeyde hasara yol agmaktadir.
Glomeriiler filtrasyon azaltmakta, BUN, kreatinin degerleri yiikselmektedir. Ozellikle
karaciger nakillerinde norotoksisite gozlenmektedir. CsA’nin testis iizerine toksik etkileri
anlagilmis olup, bu konuda bu c¢alisma ile beraber c¢esitli deneysel ve klinik ¢aligmalar

yapilmaktadir. CsA Leydig hiicre atroisi, testosteronda azalma, spermatogenetik arrest ve
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bozucu degisiklikler, anormal formlarda artmaya neden oldugu belirlenmistir. Bunlarda
fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir (Rajfer ve ark. 1987, Seethalaksmi ve ark. 1987).

CsA’nin en 6nemli yan etkileri nefrotoksisite, hipertansiyon, malignite geligimi,
hiperlipidemi ve norotoksisitedir (Magee ve Pascual 2004). Cok az da olsa goriilebilecek
diger yan ekiler karaciger disfonksiyonu, hirsutizm ve gingival hiperplazidi. Tim yan
etkiler genel olarak doza baghdir ilag dozunun azaltilmasi ya da gegici olarak kesilmesi ile
genelde diizelir (Sibley ve ark. 1983).

Yapilan bazi ¢aligmalarda CsA, dokular arasi dagilimda en ¢ok yag dokusunda
birikmistir. Bunun disinda siklosporinden yogun miktarda pankreas ve siirrenallerde
bulunur. Cok diislik miktarlarda ise beyin ve beyin-omurilik sivis1 (BOS)’inda bulunur. Bu
diisiik gecis orani ile CsA’nin santral sinir sistemi {izerine olan etkilerini agiklamak giictiir
(Eemarie ve ark. 1986).

CsA’ni1 yan etkilerini agiklayacak olursak;

Nefrotoksisite:Siklosporin nefrotoksik etkiye sahip bir ilagtir. Bu nedenle
nefrotoksisite, siklosporin tedavisine sinirlamalar getirebilen, bazen baska tedavi yollarmin
aranilmasma neden olan en 6nemli sorun olarak gézlemlenmistir (Humers ve ark. 1988).
Siklosporine baglh degisikliklere bobrek transplantasyon hastalarinin bobrek biyopsilerinin
%50’sinde rastlanilmaktadir. Nefrotoksisite siklosporine bagli olarak {i¢c sekilde
goriilmektedir:

- Akut bobrek yetmezligi
- Subakut bobrek yetmezligi
- Kronik nefropati

Buradaki esas isleyisin bobrek damar direncindeki artis ve bobrek kan akimindaki
azalma oldugu disliniilmektedir. Bu durumda prostagldinlerin rolii olabilecegi gibi,
siklosporinin dogrudan bobrek damarlar: {izerine etkisi ya da bdbrek sinirleri vasitasiyla
meydana getirdigi vazokonstriksiyon séz konusu olabilir. Akut bobrek yetmezliginde
proksimal tiibiiliis hiicrelerinde dev mitokondri olusumu, izometrik vakuolizasyon ve
mikro kalsifikasyon histopatolojik incelemede bulunurken, kronik nefropatide tabloya
fokal glomeriiloskleroz ve siklosporin arteriolopatisi eklenir. Uzun siiredir siklosporin
kullanan ve serum kreatinin seviyelerinde yiikselme gozlemlenen bir hastada durumun

nefrotoksisite mi, yoksa kronik rejeksiyona mi1 bagl oldugunu gercekte sdylemek zordur.
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Siklosporin diizey Olglimii ve bobrek biyopsisi yapildigi halde bazen bu miimkiin
olmayabilir (Naesens ve ark. 2009).

Sekonder Malignite Gelisimi:Baz1 kanserlerin ortaya ¢ikmasi bagisikligin uzun siire
baskilanmasi nedeniyle olabilir. Lenfomalar, siklosporin tedavisi sonrasinda gelisen
malignitelerin basinda gelir ve siradan tedaviye gore daha kisa siirede ortaya ¢ikar. Olusan
kanser tiirleri arasinda ikinci sirayr deri kanserleri alir. Renal karsinomlar ve kaposi
sarkomu da goriilen maligniteler arasindadir. Onkogenik viriislerin immiinsiipresyon
altinda kontrolsiiz ¢ogalmasi ve bununla ilgili olan TGF-B iiretimi malignite gelisiminde
etkili olabilir (Penn ve Branson 1980).

Hipertansiyon:Yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda siklosporin kullanilan kemik iligi
transplantasyon hastalarinin %60’ 1inda kisa siirede hipertansiyon gelistigini gostermistir.
Hipertansiyon  goriilme riski swradan tedavi ile karsilastirildiginda, siklosporin alan
hastalarda 30 defa fazla goriilmiistiir. Bobrek kan akimindaki azalma ve renal
vazokonstriksiyon sonucu meydana geldigi distiniilmektedir. Bazen hipertansif
ensefalopati yapabilecek 6l¢iide ciddi olabilmektedir. Diiiretikler ve vazodilatorler tedavi
i¢in kullanilir (Schacter 1988).

Hepatotoksisite:Siklosporinin %20-40 oraninda goriilen 6nemli bir yan etkisidir.
Alkalen fosfatazda, aminotransferazda ve bilirubinde yiikselmeye neden olur.
Hepatotoksisite ile siklosporin diizeyi arasinda  belirgin bir iliski vardir ve doz
azaltilmasiyla ¢ogunlukla ortadan kalkar (Tredger ve ark. 2008). Siklosporin hepatosit
hiicrelerinde sitoplazmik vakuolizasyon olusumuna ve Kkaraciger siniizoidlerinde
genigslemeye neden olur. Bunun yaninda portal alanlarda notrofil agirlikli bir 16kosit

filtrasyonu gozlenir (Kurus ve ark. 2008).

2.7. Erdostein
Dogal bir amino asit olan homosisteinin bir formu olan Erdostein, bu amino asidin
N-tiolaktonik seklidir. Mukolitik ve balgam sokiicii 6zelligi nedeniyle oral olarak yaygin
bir sekilde kullanilir (Vagliasindi 1996). Kronik pulmoner hastaliklarin tedavisi i¢in
gelistirilen erdostein, bu 6zelligi yaninda hem serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
hem de elastaz enziminin aktivitesini inhibe ederek etki gosterir (Decahnt ve Noble 1996).
Kimyasal kapali formiilii CgH1104N1S;’dir. Kimyasal adi N-karboksimetil tioasetil

homosistein tiolakton olan erdosteinin kimyasal yapist asagida goriildiigii gibidir.
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N,
™9
CHy—CH—NH— CD —CHy—S—CH:— COOH

Sekil 2.23. Erdosteinin agik formiilii

Aci, beyaz mikro kristalli ve toz gériiniimiindedir.

Erdostein karacigerde metabolik transformasyonundan sonra serbest birakilan iki
tane engellenmis siilfidril grubu icerir. Serbestlesen siilfidril gruplar1 glukoprotein lifleriyle
mukusu bir arada tutan disiilfid baglarini kirar, dolayisiyla bronsiyal sekresyon daha sivi
hale gelir, bu durum c¢ok daha hizli bir sekilde atilmasina imkan verir. Erdosteinin
antioksidan ve serbest radikali ortamdan uzaklastirma 6zelliklerinden siilfidril gruplarinin
indirgeme potansiyelleri sorumludur (Gazzani ve ark. 1989).

Erdosteinin; Metabolit I, II ve III olmak tizere {i¢ aktif metaboliti vardir. Metabolit I;
N-tiyoglikol homosistein, metabolit 11; N-asetil homosistein, metabolit 111; homosisteindir.
Plazma proteinlerine %64,5 oraninda baglanir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 1,4 saattir.
Erdostein, oral alim sonrasigabuk absorbe olur ve absorbsiyonu gidalardan etkilenmez.
Barsaklardan emilerek portal dolasima geger ve karacigerde metabolize olur. Karacigerde
metabolize olduktan sonra serbest hale gelen siilfidril (tiyol = -SH) gruplarisayesinde ¢ok
yonlii etki mekanizmasiolusur. Ug aktif metaboliti de serbest radikal temizleyici aktivite ve
mukolitik gostermektedir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi ve ark. 1994, Yagmurca ve ark.
2007, Cabuk ve ark. 2008).

Ekspektoran vebronsiyal mukus salgisiniseyreltici  6zelligine sahip olan Erdostein,
hem serbest radikallerin olusumunu engeller, hem de elastaz enziminin aktivitesini inhibe
ederek etki gosterir (Titti ve ark. 2000). Erdostein, solunum sisteminde bakterinin
mukozaya kolonize olmasinda en 6nemli asama olan adezyon asamasmni Onler ve
kullanilan antibiyotigin balgamdaki konsantrasyonunda artissaglayarak antibiyotikler ile

sinerjik etki gosterir (Biagi ve ark. 1989, Gazzani ve ark. 1989). Erdostein antiadeziv
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etkisini, bakteri fimbriasindaki disiilfit baglarinikirarak bakterinin hiicre reseptdriine
baglanmasinisaglayan yapiyibozma seklinde gosterir. Bu etkisi kanitlanmistek mukolitik
ajandir (Braga ve ark. 1999).

Erdostein antoksidan aktiviteye sahip oldugu bilinerek bir¢ok c¢alismada bu
ozelliginden dolayr kullanilmis ve serbest radikal olusumunu 6nledigi biyokimyasal ve

histolojik olarak gosterilmistir (Kog¢ ve ark. 2005, Yagmurca ve ark. 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan ve Gruplar

Bu deneysel ¢aliyma, Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (MKUHDEK) tarafindan etik kurul yonergesine uygun bulunarak onaylanmistir.
Calisma Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde (MKUDAM)
gerceklestirildi. Dokularin boyanmasi, mikrofotograflanmasi1 ve incelenmesi asamalari
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Calismada 32adet, 250+20 gr agirhginda, Wistar albino eriskin erkek sigan
kullanildi. Deneylerde kullanilan hayvanlar Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrild.
Yeni ortama adaptasyon i¢in 5 giin siireyle bekletildi. Deney siiresince hayvanlari deney
ortami; 151k diizeni 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ve sicaklik 20+£2 °C olacak sekilde
ayarlandi. Deney siiresince hayvanlar standart pellet yem ve sehir sebeke suyu ile ad
libitum olarak beslendi.

Her grupta 8 hayvan olmak iizere, 4 gruba ayrilan hayvanlara 10 giin boyunca ilag
uygulamalar1 yapildi.

Gruplar:

1. Kontrol grubu (n:8)

2. Siklosporin grubu (n:8)

3. Siklosporin +Erdostein grubu (n:8)

4. Erdostein grubu (n:8)
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3.2. Tlaglar ve Uygulama Yollar

Deneyde hayvanlara uygulanan maddeler Siklosporin, Erdostein ve Serum
fizyolojiktir (SF).

Kontrol grubundaki hayvanlara 0,5 ml SF, intraperitonal yolla verildi.

Siklosporin, Novartis Sandimmun® 50 mg/ml ampul kullanildi. 50 mg siklosporin
iceren her ampul, 4 ml SF ile seyreltildi. Her ampulden 5 ml; 50 mg siklosporin igeren
cozelti elde edildi. Siklosporin 20 mg/kg dozunda, intraperitonal (i.p) yolla verildi.

Erdostein, Sandoz Erdostin 300 mg/kapsiil kullanildi. Her bir kapsiil 10 ml’lik
bikarbonat igerisinde ¢oziildii. Olusan karisimdan 2 ml alinarak, ilizerine 8 ml daha
bikarbonat ilave edildi. Elde edilen 10 ml’lik ¢6zelti 60 mg erdostein icermekteydi. Her
uygulamada bu karigimdan hayvanlara 0,5 ml uygulandi. Erdostein 12 mg/kg dozunda,

0zofagial-prob araciligiyla intragastrik yolla verildi.

Cizelge 3.1. Deney gruplari ve ilag uygulamalari

Gruplar Uygulanan madde Uygulama Doz
yolu

1.Kontrol grubu SF Intraperitonal | 20 mg/kg
2.Siklosporin Novartis, Sandimmun® 50 mg/ml | Intraperitonal | 20 mg/kg
grubu ampul
3.Siklosporin+ Novartis, Sandimmun® 50 mg/ml | Siklosporin Siklosporin 20
Erdostein grubu ampul + Sandoz, Erdostin 300 | intraperitonal, | mg/kg,

mg/kapsiil erdostein oral | Erdostein 12

mg/kg

4.Erdostein grubu | Sandoz Erdostin 300 mg/kapsiil Oral 12 mg/kg
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3.3. Cerrahi Uygulama

On giinliik deney sonunda ratlara intraperitonal olarak Ketamin (90 mg/kg)- Xylazin
(10 mg/kg) anestezi uygulandi. Hayvanlar 6n orta hattan agildi. Kanatma yontemi ile
kalpten kan alinarak hayvanlar 6ldiiriildii. Hedef doku olan testisleri alindi. Dokular SF ile

temizlendikten sonra uygun biiyiikliiklerde boliinerek tespit soliisyonuna alindi.

3.4. Histolojik Tekniklerin Uygulanmasi

Alnan testis dokulari, daha iyi tespit saglanmasi igin yaklagik 1 cm?*’lik pargalar
halinde %10’luk notral formaldehite alindi. Tespit soliisyonu haftada iki kez degistirilerek
fiksasyon yenilendi. Fiksasyon asamasindan sonra dokular, klasik histolojik takip
metoduyla takip edilip parafine gomiildii.

Takip asamalart:

1.Hidratasyon (¢esme suyu altinda, 12 saat)

2.Dehidratasyon

%70 alkol 1 saat
%80 alkol 1 saat
%90 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absolii alkol 2% saat
3.Seffaflandirma
Xylene 2x1 saat
2. Parafine Gomme
Xylene + parafin 1 saat
Stvi parafin 1 saat (etiivde)
Kat1 parafin 1 saat

3. Bloklama

Bloklanan dokulardan mikrotomla 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler
etlive almarak 30 dakika bekletildi ve boyama i¢in hazir hale getirildi. Dokular verilen

prosediirlere gore Hematoksilen-Eozin, PAS ve Elastik doku boyasi ile boyandi.
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Hematoksilen- Eozin (HE) boyama (SIGMA-ALDRICH MHS 128- HT110180):
Dokunun genel histolojik yapisini incelemek amaciyla HE boyama yapildi. Dokular
asagidaki prosediire gore HE ile boyandi.
1. Xylene 1 5 dk
2. Xylene 11 5 dk
3. Absolii alkol 3 dk
4. Absolii alkol 3 dk
5. %96 alkol 3 dk
6. %80 alkol 3 dk
7. %70 alkol 3 dk
8. Cesme suyu 1-2 dk
9. Mayer’s hematoksilen 15 dk
10.Cesme suyu 1-2 dk
11. Eozin 1 dk
12. %96 alkol 30 sn
13. Absolii alkol 30 sn
14. Xylene 30 dk

15. Entellan ile kapatma

PAS (Periodic Acid-Schiff) Boyama (SIGMA-ALDRICH 395B):
Hepatositlerin sitoplazmasindaki glikojen graniilleri ve bazal membranlari daha iyi
incelenebilmesi i¢in dokular PAS ile asagidaki prosediire uygun olarak boyandi.
1. Deparafinizasyon
Ksilol 2x5 dk
2. Hidratasyon
Absolii alkol 2x3 dk
%96 alkol 3 dk
%80 alkol 3 dk
%70 alkol 3 dk
3. Cesme suyu 1-2 dk
4. Peryodik asit ¢ozeltisi 5 dk
5. Distile suya birkag¢ kez daldirip ¢ikarma
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6. Schiff ayrac1 10 dk
7. Cesme suyunda yikama 5 dk
8. Hematoksilen 90 sn
9. Cesme suyunda yikama 3 dk
10. Dehidratasyon

%396 alkol 30 sn

%100 alkol 30 sn
11.Seffaflandirma

Ksilol 30 dk

12.Entellan ile kapama

Elastik Lif Boyama (SIGMA-ALDRICH HT25A):
Portal alanlar ve santral vendeki kollajen liflerini gorebilmek amaciyla doku Elastik
Lif boyasi ile agsagidaki prosediire gore boyandi.
1. Deparafinizasyon
Ksilol 2x5 dk
2. Hidratasyon
Absolii alkol 2x3 dk
%396 alkol 3 dk
%80 alkol 3 dk
%70 alkol 3 dk
Cesme suyu 1-2 dk
Verhoetf boyasi 10 dk
Distile suda hafif¢e yikama
Ferik klorit soliisyonuna birka¢ defa daldirip ¢ikarma
Cesme suyunda hafifce yikama
%95°1ik alkole birka¢ defa daldirip ¢ikarma

Distile suda yikama

© o N o 0 B~ w

Van Gieson soliisyonunda bekletme, 1-2 dk.
10. Dehidratasyon

%96 alkol 30 sn

%100 alkol 30 sn
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11. Seffaflandirma
Ksilol 30 dk
12. Entellan ile kapama

Hazirlanan preparatlar Olympus CX20 151k mikroskobu ile incelenerek fotograflandi.
3.5. Biyokimyasal Testlerin Uygulanmasi

Histolojik testleri yapildiktan sonra caliyma yapilana kadar tiim numuneler 4 ay
stireyle -80 C derin dondurucuda saklandi. Serum numunelerden antioksidan enzimler

(MDA, SOD, CAT, GSH-Px) manuel spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.5.1.Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.2.Kullanilan Cihazlar Listesi

Marka ve Model
Spektrofotometre Bausch and Lamb Spectronic 20D
Su Banyosu Thermomix BU
UV spektrofotometre | Schimadzu-UV 260
Santrifij NUVE D7200
Sogutmali Santriftij | NUVE Centrifuge 5403
Buz Makinesi Scotsman AF-10
Vorteks Electro-mag M-16
Manyetik Karistirict | Heidolph MR 2002
Dijital pH metre WTW pH S25
Otomatik Pipet Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 pl
Elektrikli Terazi Metler P 1210
Aspirator Vacumat
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3.5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.3.Kullanilan Kimyasal Maddeler Listesi

Kimyasallar Kullamm Yeri Firma
Amonyum Siilfat (NH4),SO4 SOD,GSH-Px Sigma A6387
Na,EDTA SOD,GSH-Px Sigma ED2SS
Hidrojen Peroksit H,O, %30 SOD,GSH-Px, CAT | Merck 1,08597
Bovin Serum Albumin SOD Sigma A-2153
Bakir Kloriir Dihidrat (CuCl,.2H,0) SOD Sigma C-6641
Kloroform (CHCly) SOD Merck 24.31
Nitroblu Tetrazolyum (NBT) SOD Sigma N-6876
Sodyum Karbonat (Na,CO3) SOD Merck 1.06398
Sodyum Siyanit (NaCN) SOD Sigma S3296
Ksantin (CsHsN40,) SOD Sigma X-7375
Ksantin Oksidaz (XO) SOD Sigma X-1875
n-Biitanol (C4H1,,0) MDA Merck 1.00988
2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) MDA Sigma T-5500
Glutatyon Rediiktaz GSH-Px Sigma G-3664
Glutatyon-rediiklenmis (GSH) (C10H17N306S) | GSH-Px Sigma G-6529
NADPH-rediiklenmis GSH-Px Sigma N-1630
Potasyum Dihidrojen Fosfat GSH-Px Sigma N-6872
Sodyum Azid (NaN3) GSH-Px Merck 6688
Kadmiyum Graniilleri (Cd) NO Merck 1.02001
Glisin (NH,CH,COOH) NO Merck 1.00590
NaOH NO Merck 1.09959
Siilfanilamid (CsHgN20,S) NO Merck 1.11799
N-Naftiletilen Daimin (NNDA) NO Sigma Z-292982
Bakar (II) Siilfat (CuSO,) NO Sigma C-1297
Siilfirik Asit (H,SO.,) NO Sigma 68279
Cinko Siilfat (ZnSOy) NO Merck 1.08883
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3.6. Analiz Yontemleri

3.6.1. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Deneyin Prensibi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi; Sun ve arkadaslarinin metodun ve Durak ve
arkadaslarini tarifledigi modifikasyona gore tayin metodu: ksantin/ksantin oksidaz sistemi
ile Uiretilen siiperoksitin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasia dayanir. Olusan
stiperoksit radikalleri (Oy) ortamdaki NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu
kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda bu indirgeme
meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT
indirgenmesi olmayip mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve
aktivitesine bagli olarak agik renk olusmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor) degeri ile enzim

bulunan numune absorbans degerleri hesaba katilir.

Reaktifler
» 0.3 mmol/L Xanthine
e 0,6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu)
e 150 umol/L NBT
» 400 mmol / L Na,COs
e 1g/ L bovine serum albumin ( BSA)
» 0.8 mmol/L CuCl,
e 2M (NH,4)2SO4 (Amonyum siilfat)
» 167 U/L Xanthine Oxidase (XO)

##% ]k 5 kimyasal hacimleri koyu renk cam siseye kodpiirtiilmeden birlestirilir (ASSAY
reaktifi). Toplam hacim 490 mL oldu; her numune i¢in 2.85 mL kullanilacagindan 170
numune ¢alisilabilinir. Miad1 yaklasik 2-8°C’de 2 aydir.

60



Deneyin yapilist

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85
Extrakt (Etanol faz1) - 0.10
Bidistile su 0.10 -

167 U/L XO 0.05 0.05

Kor tiipiine enzim ilavesi ile tiip altiist edilir ve inkiibasyon stiresi baslatildi. 25 °C'de
20 dakika inkiibasyon sonu hemen; kér ve numune tiiplerine 0.08 mM/L CuCl; pipetlendi
ve reaksiyon durduruldu. Distile suya karst korden baglanarak numuneler 560 nm.’de

okundu.
Hesaplama

% Inhibisyon = [Absorbans kér (AK) - Absorbans numune(AN)]/(AK) x 100
% 50°lik inhibisyona 1 U denildigi igin;
%50 inhibisyon = (AK-AN)/AK x 20 = Spesifik aktivite (SA)

** Eritrosit i¢in: SA x 5 (sulandirma faktérii) / Hb (gr/mL) = U/gr hemoglobin

3.6.2. Katalaz Ol¢iimii
Deney Prensibi

Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (Aebi 1974). Deney ortamina
eklenen H,0O, ’nin numune i¢inde bulunan katalaz tarafindan ortamdan uzaklasmasi
esasma gore Olglim yapilir. H202’nin spektrofotometrik olarak 240 nm’ deki absorbansi

kaydedilir.
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Reaktifler

« Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM)

* Hy0, ¢ozeltisi: Absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O’li
fosfat tamponu olup; yaklasik 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat tamponu renkli
kaba (plastik, cam olabilir) aktarildi. Spektrofotometre fosfat tamponuna gore
sifirlanip renkli kabdaki tampona 10-20 uL hacimlerle H,0O; ilave edildi. Optik
Dansite 0.500 nm oluncaya kadar devam edildi.

Deneyin yapilisi
Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna gore sifirlanan kore

kars1 H,O; ¢ozeltisinin absorbans1 0.500’e ayarlandi.

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0; ¢ozeltisi 0.01 2.99
Hemolizat - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilip hemen kiivet alt-iist
edilip absorbans okundu. Absorbans azalmasi her 10 sn’de bir defa olmak iizere 2 dakika
sire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasmin en yiiksek

(OD,) ve en diisiik (OD;) degerleri esas alinir.
Hesaplama

K =[2.3 x log (OD;/ OD,)]/ At (sn)
K/mg Hb = k / [(mg/dl Hb) x 1000]
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3.6.3.Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

Deney Prensibi

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarmin metoduna gore calisildi (Paglia ve
Valentine 1967). Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H,O;) varliginda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’m NADP"’ya

yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasiin 340 nm’de okunmasiyla hesaplanir.

*** Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’mn mikromol miktaridir.
Reaktifler

e GSH-Px Tamponu (pH 7, 50 mM Fosfat Tamponu + 5 mM EDTA)
» Amonyum Siilfat (3.2M (NH4)2S0O,)

» Rediikte Glutatyon (150 mM)

< 1M NaN; (Sodyum Azid)

* GSH-Rediiktaz

« 2 mM Hidrojen Peroksit

Deneyin yapilisi
Reaktifler Numune (mL)
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) + EDTA 2.650
150 mM Rediikte GSH 0.100
8 mM NADPH 0.100
GSH-Rediiktaz 0.010
1 M NaNj3 0.010
Numune 0.020

*#% 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildiktan sonra her tiipe 2 mMH,0;’dan

0,100 ml pipetlendi. Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin
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absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalismin oldugu

absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildi.

Hesaplama
IU/L = [(AA/t) 1 6.22 x 10°°] x (1 /0.02)
IU/mg Hb = (1U/L)/(1000xW)
Spesifik aktivite IlU/mg Hb = (IU/L) / (1000xW)
AA = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢6zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)
NADPH = 6.22 x 10" M'=6.22 mM™*

3.6.4. Malondialdehid Ol¢iimii
Prensip

Lipit peroksidasyonundaki bu yontem ¢ift kaynatma esasina dayanir. Birinci 1sitmada
bagli olan MDA proteinlerden serbestlestirilerek proteinler ¢oktiiriiliir, ikinci 1sitmada ise
total MDA, TBA ile sicak ve asidik ortamda renkli kompleks olusturacak sekilde
reaksiyona girer. Hammode ve ark. yonteminde, TBA-MDA’nin olusturdugu renkli
kompleksin 532 nm’de verdigi absorbansiyla dogru orantili olarak MDA’nin

konsantrasyonu hesaplanmis olur (Hammouda ve ark. 1995).

Reaktifler

* % 10’luk triklorasetik asit (TCA)
* 9% 0.675’lik tiobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapilisi

Kontrol ve numunetiiplerine 2,5mL TCA(%10) kondu. Numunetiipiine 0,5mL serum,
kontroltiipiineise 0,5mL distile su eklendi. Tiiplerin agizlar1 sikica kapatilarak onceden
90°C’ye kadar sitilmig su banyosu i¢inde 15dakika bekletildi. Bekleme siiresi sonunda
tiipler su banyosundan ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda sogutuldu. 3.000 rpm de 10
dakika cevrildi.
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10 mL’lik vidah-kap cam tiip Kor tiipii (mL) Numune tiipii (mL)
% 10’luk TCA (mL) 2.5 2.5
Numune (mL) - 0.5

Distile su (mL) 0.5 -

Ustteki siipernatandan 2’ser mL baska bos tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin iizerine 1mL
TBA ¢ozeltisi (%0.675) eklendi ve ayni sekilde agizlari sikica kapatilarak 90°C’lik su
banyosunda 15dakika bekletildi.

10 mL’lik vidah-kap cam tiip Kor tiipii Numune tiipii
Stipernatan (mL) 2 2
% 0.675’1ik TBA (mL) 1 1

Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler akan musluk suyunda sogutuldu.

Spektrofotometrede 532 nm’de kore karst numunenin absorbans: 6lgtildii.
Hesaplama

Koriin absorbansi numunenin absorbansindan ¢ikartilarak net
absorbanslarbulundu. TBA-MDAkompleksinin532nm’dekimolarekstinksiyonkatsayisi olan
1.56x 10° M cm™’den faydalamlarak ve diliisyonfaktoriide dikkate alinarak nmol/mL

cinsinden MDA konsantrasyonlar: hesapland:.

3.6.5. Nitrik Oksit

Viicutta endojen olarak {retilen nitrik oksitin doku ve wviicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok calismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (Lit NO1). Cilinkii
nitrik oksit, tiretildigi bolgede saniyeler i¢inde okside olarak dnce nitrite (NO,") daha sonra

da nitrata (NO3’) doniisiir. Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma
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gibi soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelebileceginden, Griess
reaksiyonu ile dlgiimlerde belli bazi sikintilar yasanmaktadir. Bu agidan biz nonspesifik
reaksiyonlarin Oniine gegebilmek i¢in homojenatlar1 dnce deproteinize edip daha sonra
nitrit ve nitrat konsantrasyonlarmi 6lgtiik. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO
Olgimii de miimkiindiir. Bu amagla NO proplar1 gelistirilmistir ama bunlarm in vitro/ex

vivo sartlarda calisilmas1 miimkiin degildir (Lit NO2).

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlenir (Lit NOg). Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum
rediiksiyon metodu (Cortas ve Wakid 1990) ile degerlendirildi. pH 9.7 glisin tamponunda
bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune (homojenat, serum, eritrosit)
siipernatant1 ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu saglandi. Uretilen
nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene diamin (NNDA) diazotizasyonuyla
reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi
ile belirlendi. Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan ¢ikarilarak

nitrat miktar1 belirlendi.

Reaktifler
« Kadmiyum graniilleri
« Glisin-NaOH tamponu pH 9.7
« Siilfanilamid
« NNDA
» 5 mmol/L CuSO4
e 0.1mol/L H,SO4
» 0.1 mol/L NaNO;,
» 75 mmol/L ZnSO4
» 55 mmol/L NaOH
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Deneyin Yapilist

Deproteinizasyon iglemi: 500 pL numune + 2mL 75 mmol/L ZnSO, ile vortekslendi.
1.250 mL 55 mmol/L NaOH eklenip yeniden vortekslendi [(200 pL numune + 800 pL 75
mmol/L ZnSO4 vortekslendi) + 1 mL 55 mmol/L NaOH vortekslendi] ve 3500 x g’de 10
dakika santrifiij edildi.

Nitrat Tayini: Glisin tamponu ile yikanmig aktif kadmiyum graniillii tiiplerinin
iizerine 1 mL glisin tamponu ilave edildi. Uzerine 1 mL deproteinize numune ve 2 mL
deiyonize su ilave edildi, tiiplerin agz1 kapatildi. 90 dakika oda sicakliginda karanlik
ortamda ara ara kadmiyumlu tiipler alt-iist edilerek inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda

Nitrit Calisma Tablosunda numune veya standart olarak kullanildi.

Blank (mL) | Deprot. Ornek (mL) | St1 | St2 St3
Deproteinize Ornek - 2 - - -
Stl - - 2 - -
St2 - - - 2 -
St3 - - - - 2
Distile H,O 2.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Siilfanilamid ¢oz. 1 1 1 1 1
NNDA 1 1 1 1 1

Tiipler vorteksleme islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra 20-60 (45) dk. Oda
sicakliginda inkiibe edildi. 545 nm’de kore karsi okundu.
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3.7. Istatiksel Analiz

Calismamizda elde edilen biyokimyasal bulgularin degerlendirilmesindeMedCalc
12.3.0.0 istatistik paket programi kullanildi. Gruplar ortalama + standart sapma olarak
belirtildi.

Tim gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis (H Testi) kullanildi. Gruplar
arasindaki anlaml1 farklilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

Histolojik verilerin degerlendirilmsinde HE ile boyanan preparatlarinskorlamasi
yapilirken histolojik degisiklikler; Smnif 0 = yok (bulgu yok), Smmif 1 = hafif (<%25 alanda
herhangi bir bulgunun varligir), Smif 2 = orta (alanlarm %25-50’sinde herhangi bir
bulgunun varlig), Smif 3 = agir (>% 50 alanda bulgu olmasi) olarak degerlendirildi.

Testislere ait 50 kesit hemoraji, polimorfoniikleer Iokosit infiltrasyonu, seminifer
tiiblil dejenerasyonu, tiibiiler atrofi ve nekroz varligi acisindan Erpek ve ark. (2004)

calismalarindan modifiye edilen skorlama sistemine gore degerlendirilmistir.

Cizelge 3.4. Gruplarin histolojik olarak skorlanmasi

Kontrol Siklosporin Erdostein Erdostein +

Siklosporin
Kesit 1 0 2 1 1
Kesit 2 0 3 0 0
Kesit 3 0 2 1 1
Kesit 4 1 2 0 0
Kesit 5 0 3 0 1
Kesit 6 1 3 1 0
Kesit 7 0 3 0 1
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4. BULGULAR

Testis dokusunda siklosporin A (CsA) etkisi ile olusturulan oksidatif strese karsi
erdosteinin koruyucu etkisinin degerlendirilmesini amaglayan bu ¢alismada, deney siiresi
tamamlayincaya kadar hayvan kaybi olmadi. II. grup (Siklosporin grubu) ve III. grupta
(Siklosporin + Erdostein grubu), I.(Kontrol grubu) ve I'V.(Erdostein) gruplara gore yem ve
su tiikketiminde azalma goriildii. Buna bagl olarak II. ve III. gruplarda agirlik kayb1 oldugu
goriildi.

Deneylerin sonunda hayvanlar ketamin/ksilazin anestezisi (60/5 mg her 1 kg icin) ile
uyutuldu. Toraks orta hattan agilarak kalpten 3-4 ml kadar kan alindi. Kanatma yontemi ile
Oldiiriilen hayvanlarmn testisleri ¢ikarildi ve ikiye boliinerek bir pargasi biyokimyasal
incelemeler i¢in -20 santigrat derecede saklandi, diger parcasi ise histopatolojik
incelemeler i¢in formaldehit soliisyonunda muhafaza edildi. Histolojik incelemeler H-E
boyama ile yapild1 ve 151k mikroskobu kullanildi.

Testis dokusunda biyokimyasal incelemelerde; oksidatif stres gostergelerinden
malonildialdehit (MDA) ve nitrik oksite (NO) doku homojenatindan, antioksidan enzimler
olan katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) homojenat siipernatandan; total
(Cu-Zn and Mn) superoksit dismutaza (SOD) etanol/kloroform ekstraktindan g¢aligildi.
Tim sonuglar ortalama+standart sapma seklinde birbirleri ile karsilastirilarak Cizelge 4.1

de verilmistir.
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Cizelge 4.1. MDA, NO seviyeleri ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi (ortalama+standart sapma)

NO
MDA (nmol/ | SOD (U/g CAT (k/g GSH-Px
. : . | (umol/g yas
g protein) protein) protein) (U/gprotein)
doku)
|- Erdostein 1.86£0.54 | 0,168+0.011 | 0,143 £0.068 | 1,101 +0.420 | 0.015+0.008
I1- Kontrol 41+1.89 | 0,168+0.018 | 0,126 +0.058 | 1,223+0.234 | 0.018+0.006
II-Siklosporin | 598+1.64 | 0,161+0.028 | 0,070 £0.047 | 0,960+0.253 | 0.034+0.018
IV- Siklosporin
) 2.89+1.23 0,162+0.013 | 0,013 +£0.009 | 0,846+0.317 | 0.025+=0.009
+ Erdostein
Between-groups comparisons (p values)
p<(l vs. 11) <0.05 n.s. n.s. n.s n.s.
p<(l vs. ) <0.05 n.s. n.s. n.s. <0.05
p<(Il vs. I1I) <0.05 n.s. n.s. <0.05 <0.05
p<(l vs. 1V) n.s. n.s. n.s <0.05 <0.05
p<(ll vs. 1V) n.s. n.s. n.s. <0.05 <0.05
p<(I1l vs. 1V) <0.05 n.s. n.s. <0.05 <0.05
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4.1. Manuel Spektrofotometrik Yontem Ile MDA Tayini Istatistik Verileri

MDA (nmol/g protein) diizeyi, manuel spektrofotometrik olarak ¢alisildiginda
Siklosporin verilen grupta, Kontrol ve Erdostein verilen gruplara kiyasla anlamli bir
sekilde artis gosterdi (p<0,05). Bununla beraber Erdostein verilen grup ile
Siklosporin+erdostein verilen gruplara ait MDA diizeyleri, Siklosporin verilen gruba gére
anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0,05). MDA diizeylerine ait gruplara gore veri
dagilim grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

-1

13 1
1 1 1 1

ERDO KONTROL SIKLO SIKLO+ERDO

Sekil 4.1. MDA seviyelerinin nmol/g protein tiiriinden gruplara gore dagilimi (p<0,05)
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4.2. Manuel Spektrofotometrik Yontem Ile CAT Tayini Istatistik Verileri

Siklosporin ve Siklosporin+Erdostein verilen gruplarda olgiilen CAT aktiviteleri,
Erdostein ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak diigiik aktivite gosterdi. Ayrica
Erdostein verilen grubunda Siklosporin ve Siklosporin+Erdostein gruplarma gére anlamli
olarak yiiksek bir aktivite gézlemlendi (p<0,05). CAT aktivitelerine ait gruplara gore veri
dagilim grafigi Sekil 4.3’te verilmistir.

0,3F
0,2}
0,1}
o
I —__—
0,0 N ; | I IT'

ERDO KONTROL SIKLO SIKLO+ERDO

Sekil 4.2. CAT aktivitelerinin gruplara gére dagilimi (p<0,05)
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4.3. Manuel Spektrofotometrik Yontem ile SOD Tayini Istatistik Verileri
SOD aktiviteleri, manuel spektrofotometrik yontem ile ¢alisildiginda tim gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gozlenmedi (p>0,05). SOD aktivitelerine ait

gruplara gore veri dagilim grafigi Sekil 4.3’te verilmistir.

0,22 =
0,21 —
0,20 -

0,19 _I_ .

0,18 — —

0,17

0,16 |~

0,15

0,14 -

0,13

012 1 1 1 1
ERDO KONTROL SIKLO SIKLO+ERDO

Sekil 4.3. SOD aktivitelerinin tiim gruplara gore dagilimi (p>0,05)
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4.4. Manuel Spektrofotometrik Yontem Ile GSH-Px Tayini Istatistik Verileri
GSH-Px aktiviteleri, manuel spektrofotometrik yontem ile ¢aligildiginda tiim gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0,05). Ancak siklosporin verilen
gruba ait GSH-Px aktivitelerinde, kontrol ve erdostein verilen gruplara kiyasla istatistiksel
olmayan bir azalig gézlemlendi. GSH-Px aktivitelerine ait gruplara gore veri dagilim

grafigi Sekil 4.4’de verilmistir.

20

18

16

1,4}

1.2

10

0,8}

0,6} —— |
0’4 - 1 1 1 1
ERDO KONTROL SIKLO SIKLO+ERDO

Sekil 4.4. GSH-Px aktivitelerinin tim gruplara gére dagilimi (p>0,05).
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4.5. Manuel Spektrofotometrik Yontem Ile NO Tayini Istatistik Verileri

NO (nitrit/nitrat) diizeyleri, manuel spektrofotometrik yontem ile g¢alisildiginda
Siklosporin ve Siklosporin+erdostein grublarinda, kontrol ve Erdostein grublarina goére
anlamli bir artis goézlendi (p<0,05). Bununla beraber Siklosporin+erdostein verilen gruba
ait NO diizeyleri, Siklosporin verilen gruba gore anlamli olarak diisiik tespit edildi

(p<0,05). NO seviyelerine ait gruplara gore veri dagilim grafigi Sekil 4.5’de verilmistir.

0,06 = —

0,05 =

0,04 -

0103 — -t —I_ pr————

0,02 =

0,01 —_

0,00 1 1 1 1

ERDO KONTROL SIKLO SIKLO+ERDO

Sekil 4.5. NO seviyelerinin kontrol ve diger gruplara gore dagilimi (p<0,05)
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4.6.Histopatolojik Testlerin Verileri

Isin mikroskobik incelemesi i¢in testis dokulari alindi ve %10 nétral tamponlu
formalin ¢ozeltisinde tespit edildi. Parafine gomiildiikten sonra 5 p luk kesitler alind1 ve
hematoksilen ve eozin ile boyand. Istatiksel analiz i¢in, her gruptan testis dokusuna ait 7
kesit hazirlandi. Toplamda 28 kesit incelendi ve histopatolojik degisiklikler Olypus CX-41
fotomikroskop bagli DP 20 kamera ile fotografland.

Testislere ait 50 kesit hemoraji, polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu, seminifer
tiibiil dejenerasyonu, tiibliler atrofi ve nekroz varligi agisindan Erpek ve arkadaslarinin
(Erpek ve ark., 2004) calismalarindan modifiye edilen skorlama sistemine gore
degerlendiridi. Sinif 0 = yok (bulgu yok), Sinif 1 = hafif (<%25 alanda herhangi bir
bulgunun varligi), Smif 2 = orta (alanlarin %25-50’sinde herhangi bir bulgunun varligi),
Smif 3 = agir (>%50 alanda bulgu olmasi).

Testis dokularin histopatolojik degerleri Cizelge 4.2.de verildi.

Cizelge 4.2. Testis dokularin histopatolojik degerleri

Kesit Kontrol Erdostein Siklosporin Erdostein+Siklosporin
Kesit 1 0 1 2 1
Kesit 2 0 0 3 0
Kesit 3 0 1 2 1
Kesit 4 1 0 2 0
Kesit 5 0 0 3 1
Kesit 6 1 1 3 0
Kesit 7 0 0 3 1
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Testis dokusu histolojik degerlendirmesinde ise kontrol grubunda normal bir tiibiil
morfolojisi saptandi. Seminifer tiibiillerin germinatif epitelinin ve intersitisiyel alanda yer

leyding hiicrelerinin histolojisinin normal oldugu saptandi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Testis dokusunda normal tiibiil morfolojisi
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Siklosporin grubunda histolojik yapisida tiibiiler biiziilme, hemoraji ve dejenerasyon
goriildii. Ayrica Siklosporin grubunda seminifer tiibiillerde atrofi dikkat ¢ekmekteydi ve
kontrol grubuna kiyasla daha dar bir seminifer tiibiill capina sahip olduklar1 goriildii.
Biiziilen seminifer tiibiillerde bazal membrandan ayrilmalar goriildii. Ve germinatif
epitelde liimene dokiilmelere rastlandi. Bununla birlikte kan damarlarinda genislemeler ve

hemoraji de tesbit edildi (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Siklosporin uygulanmus testis dokuda tiibiiler biiziilme,hemoraji ve dejenerasyon.
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Tiibiiler epitelyumda yiiksek biiyiiltmede dokiilme, agir hiicresel dejenerasyon ve
hiicre kaybr goriildii (Sekil 4.8.). Bazal membrandan ayrilarak limene dogru dokiilen
germinatif epitel incelendiginde apoptotik goriinimlii hiicrelere rastlandi. Yine germinatif

epitel hiicrelerinde sitoplazmada vakuoller ve lipit birikimi dikkat cekmekte idi.

Sekil 4.8. Epitel bir dekolman (—), Siklosporin grubunda azaltilmig hiicreliler (*) ve dejenere hiicreler
(kalin ok).
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ErdosteintSiklosporin grubunda Erdostein uygulamasi, tiibiillerde minimal dokiilme
ve dejenerasyon olacak sekilde katki saglandi (Sekil 4.9.). Kesitler incelendiginde yer yer
bazal membranda ayrilmalar gézlendi. Seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerin
siklosporin gurubuna gore daha normal oldugu, sitoplazmik vakuollerin ve lipit birikiminin

azaldig1 gorildi.

I];médlcghor

T

Sekil 4.9. Siklosporin+Erdostein grubunda minimal dokiilme (*) ve dejenere hiicreler (kalin ok).
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Erdostein grubunda tiibiillerin normal yapiya sahip oldugu bulundu. Histolojik
yapinin kontrol grubu ile benzer seyrettigi ve erdosteinin spermatogenik seri hiicrelerde bir

hasara yol agmadig1 goriildi (Sekil 4.10.).

yye, %*D \ .‘ !
{ :l V9, B2
LR

Sekil 4.10. Erdostein grubunda normal tubul morfolojisi.
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5.TARTISMA

Literatiir arastrmamiza gore bu ¢alisma, Siklosporin A’ya bagli testis hasarinda
erdosteinin etkilerini degerlendiren ilk c¢alismadir. Simdiye kadar, Erdostein’in,
metotreksat ile indiiklenmis testis hasar modellerinde yararli etkileri oldugu bulunmustur
(Oktar ve ark. 2010). Diger taraftan, Siklosporin A’nin testikiiler ve spermatozal hasara
oksidatif stres ile iligkili olarak neden oldugu bildirilmistir (Tirk ve ark. 2010). Ancak
Siklosporin A’ya bagl testis hasarinda erdosteinin muhtemel etkileri daha 6nce tam olarak
incelenmemistir. Bu baglamada biz bu ¢alismamizda, Siklosporin A’nin rat testis
dokusunda oksidatif-antioksidatif duruma etkisi ve erdosteinin muhtemel antioksidan
koruyucu etkisini biyokimyasal ve histolojik yontemlerle incelemeyi amagladik.

Testis, i¢i ve disindaki bosaltma yollari, penis ve yardimci bezler ile beraber erkek
iireme sistemini olustururlar. Testis lireme hiicresi olan spermatozoonun tiretildigi organdir
(Abadir ve ark. 1979). Testisler, i¢c ve dis salg1 yapan birlesik tiibiiler karma bezlerdir.
Hiicredis1 salgisi, testis sivisi ve spermiumdur. Hiicrei¢i salgisi ise steroid yapida
vardir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde testis dokusunda olusturulan toksik etkiyi
onlemek icin antioksidan kullanildig1 goriilmiistiir (Kuvandik ve ark. 2008, Yagmurca ve
ark. 2007).

Fungal bir siklik peptit olan Siklosporin A (CsA), 1980’ li yillardan itibaren pek
cok immiinolojik hastalikta ve organ nakillerinde red reaksiyonlarmin onlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Diepering ve ark. 1983, Borel ve ark. 1996). CsA ayni
zamanda, gii¢lii bir immiin baskilayicidir (Bianchi ve ark. 2003, Margreiter ve ark. 1983).
CsA’nin kullanimi, transplantasyon hastalarinda yasam kalitesi ve siiresini artirmistir.
Fakat ortaya ¢ikan 6nemli yan etkiler kullanimini kisitlamaktadir (Calne ve ark. 1978).
Bunlar; nefrotoksisite (Andoh ve ark. 1997, De Mattos ve ark. 2000, Rezzani 2004),
kardiyotoksisite (Laczkovics ve ark. 1987, Miller 2002, Rezzani ve ark. 2003),
hipertansiyon (Bennet 1988, Textor ve ark. 1994) ve hepatotoksisitedir (Actis ve ark. 1995,
Zhong ve ark. 2001). Bunlardan hepatotoksisite en endise verici yan etkisidir (Rezzani
2004).

Artan serbest radikaller fosfolipit ve glikolipit gibi hiicre membranlarina ait lipidler

ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu artirir. Membran yag asitlerinin hasarini
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artmasi iyon gradiyentini bozar ve membran gegirgenligini artirir. Dolayisiyla membran
fonksiyonlar1 ve metabolik siiregleri bozar. ROS sentezindeki bu artig, geri doniisiimsiiz
hiicre hasarina neden olabilir (Yagi 1980). ROS ¢ok fazla iretildiginde ve endojen
antioksidan enzimlerce detoksifiye edilemedigi durumda, ekzojen antioksidan tedavi
endojen antioksidanlarmn detoksifiye edemedigi ROS’nin toksik etkisini engellenmesine
katki saglayabilir (Lee ve ark. 2010). Eger oksidatif stres antioksidan mekanizmalar
tarafindan karsilanamazsa hiicrelerimizin makromolekiileri olan lipit, protein, karbohidrat
ve DNA’ya saldirarak zarar verirler (Greene ve Paller 1991). Mevcut ¢alismamizda da
CsA aracili testis dokusunda artan toksik durumda oksidatif durum ile SOD, CAT gibi
endojen antioksidan enzimlerin aktivtite degisimleri ve ekzojen bir antioksidan olan
erdosteinin muhtemel koruyucu etkisi incelenmistir.

CsA’nin dokularda olusturdugu hasarm mekanizmasi tam olarak anlasilamamakla
birlikte, elde edilen bulgular reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni artirarak oksidatif hasara
neden oldugunu gostermektedir (Amuda ve ark. 2007, Bianchi ve ark. 2003). Lipofilik bir
yaptya sahip olan CsA’nin, hiicre zarina kolayca baglandigi ve membranda lipit
peroksidasyonunu indiikleyerek serbest radikal olusumuna neden oldugu in vivo ve in vitro
calismalarda gosterilmistir (Wang ve Salahudeen 1995, Wolf ve ark. 1997, Durak ve ark.
2004). Salem ve ark. (2010) yaptiklar1 deneysel ¢alismada CsA’nin bobrek dokusunda
hasara neden oldugunu gostermislerdir. 25 mg/kg dozunda, 21 gilin siireyle CsA
uyguladiklar1 ratlarin bobrek kortekslerinde kanama ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
oldugunu, ayrica bobrek tiibiillerinde yogun 16kdsit birikimi oldugu histolojik olarak
gosterilmistir. Selcoki ve ark. (2007) ratlar tizerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada, giinde
15 mg/kg dozunda, 21 giin siireyle CsA uyguladiklar1 kalp dokusunda Onemli
histopatolojik degisiklikler oldugunu gdstermislerdir. CsA uygulanan kalp dokusunda
inflamatuvar hiicre artisi, kalp kaslarinda organizasyon bozuklugu ve fibrozis olusumu
bulgularina rastlamislardir. Nacar ve ark. (2006) CsA tedavisi uygulanan bobrek nakli
hastalarindan alman biyopsi Ornekleri tizerinde yaptiklar1 elektron mikroskobik
incelemelerde; glomeriil kapillerindeki endotel hiicrelerinde sisme ve fenestra kaybi, dev
mitokondri olusumu bulgularin1 elde etmislerdir. Ayrica podosit hiicrelerinde
vakuolizasyon, lipit damlaciklarmin olusumu ve podosit hiicre ayaklarinda hasar
olustugunu gostermislerdir. Seethalaksmi ve ark. (1987) steriliteyle sonuglanabilen
testikiiler fonksiyonda azalma bildirmislerdir. Rajfer ve ark. (1987) CsA ile testikiiler
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fonksiyonda bozulmay1 gdstermislerdir. Seethalaksmi ve ark. (1987) seksiiel olgunluktaki
erkek ratlara 14 giin siire ile orta derecede toksik dozda CsA uygulayarak LH’da yiikselme,
testosteronda azalma, sterilite ve spermatogentik arrest gostermis ve bu etkilerin dogrudan
testikiiler toksik etki ile oldugunu ileri stirmiistiir. Benzer bir ¢alismada Seethalaksmi ve
ark. (1990) 40 mg/kg/giin CsA subkutan uygulamiglar ve belirgin testikiiler toksisite
meydana geldigini, sonucunda testosteron diizeyinde azalma, infertiliteye gidis ve
spermiogenesiste arrest oldugunu gdstermislerdir. Bizim c¢alismamizda da literatiirle
uyumlu olarak testis dokusunda histopatolojik bulgular incelendiginde , CSA verilen grupta
seminifer tiiblillerde atrofi dikkat ¢ekmekteydi. Bununla birlikte tiibiiler epitelyumda
yiiksek biiytiltmede dokiilme, agir hiicresel dejenerasyon, kan damarlarinda genislemeler,
hemoraji ve hiicre kaybi kaydedildi. Ayrica germinatif epitelde limene dokiilmelere
rastland.

CsA aracili artan hasara serbest radikallerinin de katki sagladigi bir c¢ok rat
dokusunda gosterilmistir. Yapisinda eslenmemis elektron iceren molekiillere serbest
radikal denmektedir. Serbest radikaller reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (ROS ve RNS)
normal hiicre metabolizmalar1 tarafindan tiretilir. NO, bir RNS olan peroksinitrit {izerinden
nitrit ve nitrata yikilabildigi icin NO ve peroksinitritin oksidatif stresi artirma potansiyeli
vardir. Serbest radikaller lipidler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitler gibi
makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden olabilmektedir. Biz bu ¢alismamizda
CsA’nin bu histopatolojik toksik etkilerinin yanisira biyokimyasal olarak da CsA’nin rat
testis dokusuna hasarinda serbest radikallerinin katki sagladigini gosterilmistir. SOyleki
CsA verilen grupta lipid hasar1 gostergesi olarak MDA’nin ve nitrojen kaynakli bir radikal
olabilen NO’nun arttig1 tespit edilmistir.

Oksijen radikalleri ile antioksidan savunma isleyisi saglikli organizmada tam bir
denge durumunda calisir. Bu dengenin radikaller lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikan duruma
“oksidatif stres” adi verilir. Oksidatif stres dogal bir siire¢ olup bu stresi kontrol altinda
tutan Ozellesmis mekanizmalar vardir. Bunlar ya hiicrelerden sentezlenen CAT, SOD,
GSH-PX gibi endojen antioksidan enzimlerimizdir yada disardan verilen ekzojen vitamin
A, E, betakaroten gibi maddelerdir. Bu mekanizmalarin yetersizligi halinde oksidatif hasar
meydana gelir. Lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve
tim hiicre bilesenleri ile etkilesim Ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik

degisikliklere neden olurlar (Kenneth ve Bruce 1998). Biz ¢alismamizda ekzojen bir
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anrioksidan olarak erdostein kullandik. CsA ile olusturulan oksidatif strese karsi
erdosteinin koruyucu etkisini histolojik ve biyokimyasal bazda degerlendirdik.

Erdostein, kronik pulmoner hastalilarin tedavisinde kullanilan mukolitik bir ajandir.
Bu ajan, ancak karaciger metabolizmasi ile serbestlestirilen iki adet tiyol (-SH) grubu
icerir. Erdosteinin antioksidan mekanizmasinda bu iki tiyol grubu rol oynar. Calismamizda
da erdostestein bir antioksidan olarak goérev yaparak CsA’nin artirmigs oldugu lipid
peroksidasyon iiriinii MDA ile peroksinitrit gibi nitrojen kaynakli radikallerin yikim {irtinii
olan nitrit/nitrat1 (NO) anlamli bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir. Siklosporint+Erdostein
grubuna ait MDA diizeyindeki degerler kontrol grubuna ait degerlere yaklasmis olmasina
ragmen NO diizeylerindeki azalma kontrol grubuna yaklasamamistr. Bu durum
erdosteinin korucu etkisinin 6zellikle siiperoksit anyon gibi nitrojen dis1 radikallerin
temizlenmesinde daha etkin olabilecegini desteklemektedir. Klinik ve deneysel birgok
calisma mevcut ¢aliygmamiza benzer olarak erdosteinin antioksidan olarak serbest radikal
temizleyici fonksiyonlarinin oldugunu gostermistir (Biagi ve ark. 1989, Inglesi ve ark.
1994, Sahin ve ark. 2006). Diger bir calismada da Nadiger ve ark. (1987) lipid
peroksidayonun son iriinii olan MDA seviyesinin Erdostein verilerek azaltilmasiyla
Erdosteinin serbest radikal temizleyici 6zelligini gostermistir.

Kuvandik ve ark. (2008) Asetaminofen (APAP) uygulamasi yaparak olusturduklari
hepatotoksik hasarin Erdostein kullanilarak azaltilabilecegini histolojik ve biyokimyasal
olarak gostermiglerdir. Calismada APAP’in hepatotoksik etkisine kars1 150 ve 300
mg/kg/glin dozda uygulanan erdosteinin toksik etkiyi azalttig1 histolojik ve biyokimyasal
olarak gosterilmistir. Yagmurca ve ark. (2007) yaptiklar1 deneysel ¢alismada Doksorubisin
(DXR) uygulanarak ratlarda olusturulan hepatotoksisiteye karsi, Erdostein uygulamasi
yaparak toksik etkinin azaltilabilecegini gostermislerdir.

Vagliasindi ve Fregnan (1989) yaptiklar1 calismada, Erdostein’in akciger dokusunda
antioksidan etkiye sahip olan alfa-1 antitripsin diizeyinde artisga neden oldugunu
gostermistir.

Fadillioglu ve Erdogan (2003) tarafindan Doksurobisin ile yapilan bir ¢aligmada rat
eritrositlerinde Erdosteinin, SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler ile oksidatif
hasarlanmasmim onlenmesine yardimer oldugu saptanmistir. Caligmamizda ise erdostein
verilen grupta CAT aktivitesinde diger gruplara gore bir artig goriilmiistiir. Bu anioksidan

artig, erdostein verilen gruba ait MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore azalmasini
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aciklayabilir. Ancak erdostein grubuna ait CAT aktivitesindeki artis, siklosporin verilen
grup ile Siklosporin+Erdostein verilen grubunda tespit edilmedi. Bu antioksidan CAT
enzimindeki azalma siklosporin grubundaki MDA ve NO artisina katki saglamis olabilir.
Ayrica siklosporin ve Siklosporin+Erdostein verilen gruplarda diger bir antioksidan enzim
olan GSH-Px’da kontrol grubuna gore istatiksel olmayan bir azalma goriilmistiir. Bu
azalmada siklosporin grubundaki MDA ile NO ve siklosporin+erdostein grubundaki NO
artisgina (kontrol grubuna gore) katki saglamis olabilir. Soyleki; Siiperoksit radikalini
hidrojen peroksite ¢ceviren SOD enzim aktivitesinde tiim gruplar arasinda benzerlik olup
herhangi bir istatiksel farklilik gézlenmemistir. Dolayisi ile tiim deney gruplarinda esit
miktarda hidrojen peroksit olustugunu diisiinebiliriz. Hidrojenperoksiti suya ¢eviren CAT
ve GSH-Px enzim aktivitelerindeki bir azalma fenton reaksiyonu denen hidrojen peroksitin
agir metaller ile reaksiyona girmesi sonucu en toksik radikal olan hidroksiradikalin
artmasima neden olmus olabilir. Dolayisiyla siklosporin ve Siklosporin+Erdostein verilen
gruplarda goriilen goriilen MDA ve NO artisina, CAT ve GSH-PX enzim aktivitelerinin bu
azalis1 katki saglamis olabilir.

Calismamiz1 genel olarak histolojik ve biyokimyasal yonden degerlendirdigimizde,
20 mg/kg/giin CsA uygulayarak 10 giinde olusturdugumuz testis hasar1 sonucu Siklosporin
grubunda kontrol grubuna gore tiibiiler biiziilme, hemoraji, dejenerasyon, tiibiiler
epitelyumda yiiksek biiyiiltmede dokiilme, agir hiicresel dejenerasyon ve hiicre kaybi
kaydedildi. Histopatolojik bulgular1 destekleyen biyokimyasal bulgular ise oksidatif stres
gostergesi olan MDA ve NO diizeylerindeki artigdir. Bu artisa antioksidan enzimler olan
CAT ve GSH-PX de azalma da katki saglamis olabilir. Siklosporin + Erdostein grubunda
Erdostein uygulamasi, Seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerin siklosporin
grubuna gore daha normal oldugu, sitoplazmik vakuollerin ve lipit birikiminin azaldig:
goriildii. Siklosporin+Erdostein grubunda iyilesme siklosporin grubuna goére anlamli
bulundu. Buna benzer olarak Siklosporint+Erdostein grubunda MDA ve NO diizeylerinde
siklosporin verilen gruba kiyasla azalma goriildi. Sonu¢ olarak biyokimyasal ve
histopatolojik bulgular, bir antioksidan olan erdosteinin siklosporin uygulanarak

olusturulan testis hasarina kars1 koruyucu etkisini desteklemektedir.

86



6. SONUC

Bu c¢alisma Siklosporin A’ya bagl testis hasarinda, Erdostein’in etkilerini
degerlendiren ilk ¢aligsmadir.

Calismamiz1 genel olarak histolojik yonden degerlendirdigimizde, CsA uygulayarak
10 giinde olusturdugumuz Siklosporin grubunda kontrol grubuna gore tiibiiler biiziilme,
hemoraji, dejenerasyon, tiibiiler epitelyumda yiiksek biiyiiltmede dokiilme, agir hiicresel
dejenerasyon ve hiicre kayb1 kaydedildi. Calismamizi biyokimyasal bulgular1 genel olarak
degerlendirdigimizde ise siklosporin verilen gruplarda oksidatif stres gostergesi olan
MDA ve NO diizeylerindeki artis, antioksidan enzimler olan CAT ve GSH-Px de azalma
goriilmiistiir. Histolojik ve biyokimyasal bulgular siklosporinin testis hasarmi
olusturdugunu gostermektedir.

Siklosporin+Erdostein grubunda Erdostein uygulamasi, Seminifer tiibiillerde
spermatogenik seri hiicrelerin siklosporin grubuna goére daha normal oldugu, sitoplazmik
vakuollerin ve lipit birikiminin azaldig1 goriildii. Siklosporin+Erdostein grubunda iyilesme
siklosporin grubuna gore anlamli bulundu. Buna benzer olarak Siklosporint+Erdostein
grubunda MDA ve NO diizeylerinde siklosporin verilen gruba kiyasla azalma goriildii.
Histolojik ve biyokimyasal bulgular siklosporinin olusturdugu testis hasarmni erdostein
uygulanmasi ile histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikleri kismen de olsa azaltabilecegi
gosterilmistir.

Ayrica tek basma Erdostein kullaniminin testis dokusunda bir hasara neden olmadig1
aksine sadece erdostein verilen grupta kontrol grubuna gére CAT aktivitesindeki artis ve
MDA diizeyindeki azalis erdosteinin daha da koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak biyokimyasal ve histopatolojik bulgular, bir antioksidan olan
erdosteinin siklosporin uygulanarak olusturulan testis hasarmna karsi koruyucu etkisini

desteklemektedir.
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