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1. 0ZET

Sisplatin ile Olusturulan Testis Hasarma Karsi Aposininin Olasi lIyilestirici
Etkisinin Morfolojik ve Biyokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

M. Kutay Koroglu, Prof. Dr. Feriha Ercan

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

Amag: Bu calismada sisplatinin (SIS) si¢an testisi {izerine olan toksik etkilerine kars1
aposininin (APO) olasi koruyucu roliiniin histolojik, histokimyasal, ultrastriiktiirel ve
biyokimyasal yoOntemlerle gosterilmesi amaglanmigtir. Gere¢ ve Yontem: Bu
calismada Sprague-Dawley 1rk1 siganlar kullanilmis ve 1) Kontrol, 2) APO, 3) SIS ve
4) SIS+APO olmak iizere 4 deney grubu (n=8) olusturulmustur. SIS gruplarma tek
doz 7 mg/kg i.p. SIS uygulanmis, sonrasinda 5 giin boyunca dimetilsiilfoksit
(DMSO) ya da 25 mg/kg APO oral olarak uygulanmistir. Kontrol gruplarina sadece
DMSO ya da APO uygulanmistir. Tiim deney gruplarindaki siganlar deneyin 5.
giinliinde eter anestezisi altinda dekapitasyonundan sonra, ayrilan testis dokulari
histopatolojik ve ince yapisal degisiklikleri inceleme, hiicre proliferasyonu, hiicre
olimii ve NOX2 tespitinin degerlendirmesi i¢in hazirlanmistir. Biyokimyasal
teknikler ile malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO), glutatyon (GSH),
stiperoksitdismutaz  (SOD) ve oksidan DNA hasar1 i¢in  8-hidroksi-2'-
deooksiguanosin (8-OHDg) diizeylerine bakilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel
yontemler ile degerlendirilmistir. Bulgular ve Sonuglar: SIS uygulanan grupta
dejeneratif tiibiil, NOX2 pozitif ve TUNEL pozitif hiicre sayisinmn arttigi, SIS+APO
grubunda ise azaldig1 goriilmiistiir. SIS grubunda proliferatif indeksin anlamli sekilde
diistiigii, SISTAPO grubunda arttign goriilmiistiir. Elektron mikroskopik
incelemelerde, SIS grubunda Sertoli hiicrelerinin ve spermatogenik seriye ait
hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida ve biiylik vakuoller ve hiicreler arasi
alanlarda acilmalar gozlenmekte iken SIS+APO grubunda hiicreler arasindaki
acilmalarin azaldig1 ve hiicre iginde az sayida kii¢lik vakuollerin oldugu goriilmiistiir.
SIS grubunda MDA diizeyi, MPO ve 8-OHDg aktivitesi artmis, GSH ve SOD diizeyi
ise diismiistir. SIS+APO grubunda ise MDA diizeyi, MPO ve 8-OHDg
aktivetelerinde diisiis, GSH ve SOD diizeylerinde ise artis gozlenmistir. Sonug olarak
SIS’in oksidatif stres olusturarak testiste hasar meydana getirdigi, seminifer
tiibiillerde spermatogenik hiicre serilerinde azalmaya yol agtigi, spermatogenik
hiicrelerde apoptozu arttirdigi ve APO’nun ise antioksidan etkileri ile olusan hasari
onledigi gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Sisplatin, Aposinin, Testis, Nox2, Apoptoz



2.SUMMARY

Morphological and Biochemical Evaluation of Protective Effects of Apocynin on
Cisplatin-Induced Testis Damage

M. Kutay Koéroglu, Prof. Dr. Feriha Ercan

Department of Histology and Embryology

Aim: In this study, we aimed to investigate the possible protective role of Apocynin
(4-hydroxy-3methoxy-acetophenone, APO) on cisplatin (CIS)-induced testicular
toxicity in rats using histological, histochemical, ultrastructural and biochemical
methods. Material and Methods: Sprague Dawley rats were used in the study and
experimental groups (n=7) were formed as: 1-control, 2-APO, 3-CIS and 4-
CIS+APO groups. Following a single dose of CIS (7mg/kg i.p.), either dimethyl
sulfoxide (DMSO) or APO (25mg/kg, orally) was administered for 5 days. The testis
tissue samples were prepared for light and electron microscopical investigation in
order to evaluate general histopathology and ultrastructure, proliferative and apototic
cells, and localization of NOX2. In order to examine oxidative tissue injury, 8-
hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG), malondialdehyde (MDA), glutathione
peroxidase (GSH), and superoxide dismutase (SOD) levels were analyzed
biochemically. Data were analyzed statistically. Results and Conclusion: Increased
degenerated and atrophic tubules, TUNEL+ and NOX2 immunoreactive cells,
numerous large vacuoles in the cytoplasm of spermatogonial and Sertoli cells and
dilatation of intercellular tight junctions and decreased proliferative index were
observed in CIS group compared to controls. Morphological parameters were
ameliorated in CIS+APO group and smaller vacuoles in the cell cytoplasm and less
dilatation of intercellular tight juctions were observed. While MDA and 8-OHDg
levels and MPO activity were significantly increased, GSH and SOD levels were
significantly decreased in CIS group compared to controls. All biochemical
parameters were ameliorated in CIS+APO group when compared to CIS induced
rats. In conclusion, cisplatin causes testis damage by decreasing spermatogenic cell
line and increasing apoptosis and NOX2 activity via formation of oxidative stress,
and apocynin prevents testis damage by its possible antioxidant effects.

Key Words: Cisplatin, Apocynin, Testis, Apoptosis, NOX2



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki dokulardan birine ait bir veya birka¢ hiicrenin normal
ozellikleri disinda degisim gostererek kontrolsiizce ¢ogalmasi ile meydana gelen ve
genellikle timor meydana gelmesine sebep olan, ¢agimizin en Onemli
hastaliklarindan biri olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde ¢esitli tedaviler
bulunmamakla beraber tedaviye yoOnelik olarak kanser hiicrelerini oldiiriicii

kemoterapétik ajanlar kullanilmaktadir (Wright NA, 2002).

Sisplatin (SIS, cis-diaminedikloroplatinum (l1)), bas-boyun, mesane, prostat,
testis, serviks, 6zofagus, over kanserleri, dsteojenik sarkom ve noroblastoma gibi
birgok kanser tiirliniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan, oldukca genis
spektrumlu bir kemoterap6tik ajandir (Kayaalp, 1998). DNA ¢ift zincirinde zincir i¢i
ve zincirler arasi ¢apraz kovalent baglar olusturarak DNA sentezini engellemektedir.
SiS’in birgok sistem iizerinde toksik etkileri bulunmaktadir. Basta nefrotoksisite
olmak {izere ototoksisite, norotoksisite, kardiyotoksisite, miyelosupresyon ve
gonadotoksisite gibi yan etkileri klinik olarak Onemlidir ve kullanimin
stmirlamaktadir. SIS metabolizmasi sirasinda olusan reaktif oksijen metabolitlerinin
toksisitesi nedeniyle dokularda harabiyet meydana getirdigi diisiiniilmektedir (Sener
ve ark. 2000). Tedavi edici etkisinin yan1 sira gonadotoksik etkisinin yiiksek olmasi
sebebiyle kemoterapdtiklerin kanserli ve saglikli erkeklerin reprodiiktif sistemi
lizerindeki etkileri ile ilgili galismalarin ¢ogu SIS ile yapilmistir. Sadece SIS veya
SIS tabanli kombine kemoterapi alan kanserli hastalarin hemen hemen hepsinde akut
azoospermi sekillendigi, hastalarin yaklasik yarisinda kemoterapiden sonraki 6 ay ile
5 yil arasindaki bir siirede sperm sayisinda normallesme oldugu goriilmektedir ancak
hastalarin %30’unda kalic1 azoospermi meydana geldigi belirtilmistir (Tiirk, 2013).
Ayrica SIS’in sperm toksisitesi, DNA hasar1 ve kromatin anomalileri iizerine etki
ettigi, siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri ve oksidatif stres
nedeniyle lipid peroksidasyonunun olusumuyla serbest radikallerin asir1 iiretimine

neden oldugu son yillarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Yulug ve ark., 2013).



Giliniimiizde kemoterapotiklerin kullanimi sirasinda olusan doku hasarinin
azaltilabilmesi icin en yaygin kullanilan alternatif tedavi yontemi antioksidan
maddelerin kullanimidir. Bu koruyucu tedaviler konusunda ¢ok sayida arastirma
mevcuttur.  Aposinin  (APO, 4-hydroxy-3methoxy-acetophenone), dogal yolla
metoksi ile yer degistirmis katekol meydana getiren, Apocynum cannabinum
(Canadian hemp) ve Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae) bitkilerinin koklerinden
ekstakte edilen, iyi bilinen bir NADPH oksidaz (NOX) inhibit6riidiir. Bu enzim
reaktif oksijen tiirevleri (ROS) iiretimini saglayan bir enzimdir ve inhibisyonu ile
aktive olmus notrofil ve makrofajlardan salinan siiperoksit olusumunu inhibe olur
(Stefanska J ve ark., 2008). APO’nun antioksidan aktivitesi sonucunda serumdaki
testosteron seviyesini arttirdig ve testisteki morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri
engellemeye ¢alistigi ¢alismalarda bildirilmistir (Li M ve ark., 2013; Guo-Lin Z ve
ark., 2013). Bu nedenle kemoterapdtiklerle beraber kullaniminin hiicre ve dokularda

koruyucu etkileri arastirilmaktadir.

Bu calismada deney hayvanlarinda SIS uygulanmasi ile ortaya ¢ikabilecek
gonadotoksik yan etkilerin belirlenmesi ve bu yan etkilere kars1 gii¢lii bir antioksidan
oldugu distinilen APO’nun koruyucu etkilerinin histolojik, histokimyasal,

ultrastriiktiirel ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmaistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, penisten ve
aksesuar cinsiyet bezlerinden olusmaktadir (Sekil 1). Aksesuar cinsiyet bezleri
prostat, vezikiila seminalisler ve bulboiiretral bezlerdir. Testis, steroidogenez ve

spermatogenez olmak iizere baslica iki fonksiyonu bulundurur.

Testisler tunika albuginea ismi verilen yogun bag dokusundan meydana gelen
kalin bir kapsiil ile sarilidir. Tunika albuginea testisin arka kisminda kalinlasarak
mediastinum testis ismi verilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin igine giren fibroz
uzantilar (septum), bezi testikiiler lobiiller olarak adlandirilan yaklagik 250 adet
piramidal bolmeye boler. Testisin her bir lobiilii, i¢inde sperm {iretimi olan yiiksek
diizeyde kivrimli 1-4 seminifer tiibiilden ve Leydig (intestisyel) hiicrelerini iceren
bag dokusu yapisindaki stromadan meydana gelmektedir. Her testiste yaklasik 250-
1000 seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda
ve 150-250 pm ¢apindadir. Tibiller kivrimlidir ve baslangigta kor ugludur.
Sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibliller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa
segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller seminifer tiibiillerin bir labirente
baglanmasini saglar. Anostomoz yapan rete testis kanallar1 yaklasik 10-20 duktuli

efferentes ile epididimisin bas kismina baglanir (Ross ve Pawlina, 2014) (Sekil 2).



Ureter

Bulboiiretral Bez

Aniis

Sekil 1: Erkek genital sistemi (Anthony L. Mesher ve ark., 2015).
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Tunika Vajinalisin
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Tunika Albuginea

Enididimisin Govdesi

Sekil 2: Testis ve genital kanallarin sematik gosterimi (Anthony L. Mesher ve ark., 2015).



Seminifer epitelyum iki temel hiicre populasyonundan olusan kompleks, ¢ok
katli ve sira dis1 bir epiteldir. Bu iki temel hiicre destek hiicreleri ya da sustentakiiler
hiicreler olarak da bilinen Sertoli hiicreleri ve diizenli olarak ¢ogalarak olgun sperme

farklilasan spermatogenik hiicrelerdir.

Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir ve islevleri
spermatozoonlar1 iliretmektir. Spermatogonyumdan spermatozoon gelisim slireci
spermatogenez olarak adlandirilir. Spermatogenez puberteden kisa bir siire Once,
pitliiter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisi altinda baglar ve yasam
boyunca devam eder. Spermatogenez, hipofizin folikiil stimiilan (FSH) ve liiteinizan
hormonlarinin (LH) testikiiler hiicreler iizerindeki etkilerine baglidir. LH intertisyel
hiicreler iizerine etki ederek spermatogenik seri hiicrelerinin normal gelisimi i¢in
gerekli olan testosteron yapimini stimiile eder. FSH’mn ise Sertoli hiicrelerini
etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile ettigi ve sonucta cAMP’ nin artigina yol
actig1 ve ayni1 zamanda androjen baglayici proteinin (ABP) sentez ve salgilanmasini
sagladigi bilinmektedir. Bu protein testosteron ile baglanir ve testosteronu seminifer
tiibiillerin limenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, Ostrojen ve
progesteronlarla inhibe edilir. Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan
testikiiler sivi i¢inde tasmirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis
tarafindan tretilir; bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis

ABP igerir.

Spermatogenez li¢ faza ayrilmaktadir:

1. Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz ile boéliinerek kendi
yerlerine gececek hiicreleri olustururken, sonugta primer spermatositlere
farklilasacak olan spermatogonyum populasyonunu da olustururlar.

2. Spermatosit fazinda primer spermatositler iki mayotik boliinmeye ugrayarak
kromozom sayilarin1 ve DNA miktarlarin1 azaltirlar ve spermatid adi verilen
haploid hiicreleri olustururlar.

3. Spermatid fazinda (spermiyogenez) spermatidler matiir sperm hiicrelerine

farklilagirlar (Ross ve Pawlina, 2014).



Insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir. Bunlar,
koyu renkli boyanan koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A
spermatogonyum ve tip B spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyum kok hiicre
rezervi olarak gorev alir. Zaman zaman tip B spermatogonyuma farklilagsan agik tip
A spermatogonyuma boliiniir. Tip A spermatogonyum/[spermatogenik serinin kok
hiicreleridir. Tip B spermatogonyumlar mitotik bdliinmeler gegirdikten sonra primer
spermatositleri olustururlar. Son S fazim1 (DNA sentezini) tamamladiktan sonra
mayoz boliinmenin profaz asamasina giren primer spermatositler, tetraploid DNA
miktarma sahiptir. Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi meydana
getirmek iizere birinci mayoz bolinmeye (rediiksiyon boliinmesi) girer. Diploid
DNA miktarina sahip sekonder spermatositler belirgin bir DNA sentezi olmayan,
sadece tamir DNA sentezinin meydana geldigi ikinci mayoz boliinmeye (esitlenme
boliinmesi) girer. Spermatositler, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
iistiinde, seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla mayoz
boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde meydana gelir. Her bir sekonder

spermatositten haploid DNA miktarina sahip iki adet spermatid olusur.

Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle
spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi
sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda
onemli bir rol oynarlar. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve
sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda

bir ayrilma olur (Sekil 3).

Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siireg
yaklagik 64 giindiir. Siirecin yavas olmasinin yani sira spermatogenez her seminifer
tiibiilde ayn1 anda gergeklesmez. Bu nedenle bir tiibiil kesitinin farkli alanlarinda ve
farkli tiibiil kesitlerinde spermatogenezin farkli asamalar1 izlenebilmektedir. Bu aym
zamanda spermatozoonlarin neden seminifer tiibiillerin baz1 bolgelerinde bulundugu

halde diger bolgelerde sadece spermatidlerin goriildiigiinii de aciklamaktadir. Bu



durum seminifer epitelyum siklusu olarak adlandirilmaktadir (Anthony L. Mesher ve
ark., 2015).

Geg Spermatit

Erken Spermatit

Pakiten Primer
Spermatosit

Siki Baglanti
" Kompleksi

o Bazal Lamina

Sertoli Tip A Acik
Tip AKoyu Hucresi Spermatogonyum Tip B Agik
Spermatogonyum Spermatogonyum

Miyoid Hucreler

Sekil 3. Seminifer tiibiilin bir pargasi. Seminifer epitel 2 tip hiicreden olugmustur: Spermatogenik
seri hiicreleri ve destek ya da sertoli hiicreleri (Ross ve Pawlina, 2014).

Seminifer tiibiillerde bulunan bir diger hiicre de Sertoli hiicreleridir. Sertoli
hiicreleri spermotogenik serideki hiicreleri saran uzamis piramidal hiicrelerdir.
Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uclart ise siklikla
seminifer tiibiiliin limenine uzanir. Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri hiicrenin alt
yan ylizlerinde (bazolateral) engelleyici siki iliskiler ile birbirlerine baglanarak kan-
testis bariyerini olustururlar. Sertoli hiicreleri ‘sik1 baglantilar (gap junction)’ denilen
birlesmelerle baglanmistir ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi

saglanir.



Sertoli hiicrelerinin gesitli islevleri vardir:

-Gelismekte  olan  spermatozoonlarin  desteklenmesi,  korunmasi  ve
beslenmelerinin diizenlenmesi

-Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki
lizozomlar tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.

-Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen
baglayici protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve testosteron
kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil icinde spermatogenez
icin gerekli olan testosteronun yogunlagsmasini saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu
ostradiyol haline ¢evirebilirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden
FSH sentez ve salinmasini 6nleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

-Anti-Miillerian Hormon iretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda
erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallarindan koken alan
yapilarin gelismesini saglar. Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda lireme
periyodu siiresince boliinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x-
1sinlarina maruz kalma gibi olumsuz kosullara kars1 olduk¢a dayaniklidirlar ve bu
zararli etkilere karst spermatogenik seri hiicrelerinden daha direnglidirler.
Memelilerde spermatozonlarin  salinimi  hiicresel ~ Sertoli  hiicresinin  iist
sitoplazmasinda bulunan mikrotiibiiller ve mikrofilamentlerin hareketlerinin bir

sonucudur (Ross ve Pawlina, 2014).

Sertoli hiicreleri birbirlerine sira dis1 Sertoli hiicresi-Sertoli hiicresi baglanti
kompleksi araciligiyla baglanirlar. Bu kompleks komsu membranlarda 50°den fazla
paralel kaynasma c¢izgisi igeren oldukca siki bir baglanti (zonula okludens) ile

karakterizedir.
Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki interstisyel doku androjen iiretimi

acisindan Onemlidir ve bag dokusu, sinirler, kan ve lenfatik damarlarla

doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi
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makromolekiillerin gecisine miisade ederler. Interstisyel alandaki lenf damarlarinin
olusturdugu yogun ag, bu organdan alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin
birlesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler igerir.
Bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Pubertede bir hiicre tipi daha belirgin hale gelir, bu yuvarlak ya
da poligonal sekilli olan ve merkezi bir ¢ekirdegi ve kiigiik lipid damlaciklarindan
zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan ve steroid salgilayan testisin interstisyel
ya da Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iretirler. Testosteron sentezi
mitokondrion ve diiz  endoplazmik  retikulumda  bulunan enzimlerce

gerceklestirilmektedir.

Leydig hiicrelerinin aktiviteleri ve miktarlart hormonal uyarimlara baghdir.
Insanda hamilelik sirasinda plasentada iiretilen gonadotropik hormon materrnal
kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlari iireten bol miktardaki fetal testikiiler
interstisyel hiicreleri uyarir. Bu hormonlarin varligi erkek genital organlarinin
embriyonik farklilasmasi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin
4. ayma kadar tamamen farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra testosteron
sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve
hipofizden sonra salinan Liiteinizan Hormon (LH) uyarimi altinda testosteron
sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte 6ncesi doneme kadar dinlenmede
kalirlar (Anthony L. Mesher ve ark., 2015).

4.2 .Oksidatif Stres

Oksidatif stres temel olarak viicuttaki oksidan ve antioksidan dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasinin sonucu olarak meydana gelmektedir. Canlilar i¢in
hayati dneme sahip oksijen metabolizmasinin sonucu olarak serbest radikal kaynagi
olarak bilinen reaktif oksijen metabolitleri olusmaktadir (Collodel ve ark., 2011).
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren atom veya
molekiillerdir ve antioksidan mekanizmalarin kapasitesini asacak miktarda

olustuklari zaman hiicre ve dokularda hasara yol agmaktadirlar (Akkus, 1995).
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Artmis serbest radikaller lipidler, proteinler, niikleik asitler gibi biyomolekiiller ile
etkileserek hiicre membran1 ve doku biitiinliigliniin bozulmasina ve genetik
mutasyonlara neden olmaktadir. Serbest radikallere bagli lipid, protein ve DNA
hasarlar1 kanser, ateroskleroz, alerji, diabet norodejeneratif hastaliklar gibi klinik
durumlarin gelismesinde rol oynamaktadir (Sinclair ve ark., 1990; Valko ve ark.,
2006; Ribeiro ve ark., 2014)

Bunun yani sira reaktif oksijen metabolitleri diisiik konsantrasyonda enfeksiyona
neden olan mikroorganizmalara kars1 savunmada rol oynamalar1 ve mitotik yolaktaki
enzimlerin aktivasyonunda yer almalar1 gibi biyolojik olarak yararli bir¢ok etkiye
sahiptir (Valko ve ark., 2007).

Serbest oksijen radikallerini olusturan kaynaklar endojen ve eksojen olmak tizere

ikiye ayrilabilir:

Endojen olarak fagositlerin trettigi H202, Oz, OH, HOCI, NO gibi reaktif
oksidan iiriinler veya fizyolojik olarak serbest oksijen radikallerinin temel kaynagi
olan mitokondriyal elektron transport sistemi gibi viicutta endojen olarak normal

metabolik aktiviteler sonucunda meydana gelirler (Mccord, 1993).

Eksojen olarak ise hava kirliligi, sigara dumani, antineoplastik ilaglar,
radyasyon, alkol, stres, bazi kimyasallar (pestisitler, anestezikler, asbest) gibi

etkenler siralanabilir.
Endojen veya eksojen olarak olusan serbest radilkalleri dengeleyebilmek i¢in
viicutta antioksidan savunma sistemi devreye girmektedir. Antioksidan savunma

sistemleri etkilerini 4 sekilde gosterir:

a) Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini daha zayif bir molekiile ¢evirme

ya da tutma etkisi.
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b) Tamir edici etki: Bu etki ile okside proteinler proteolitik enzimler tarafindan,
membran lipidleri ise lipazlar, agil transferazlar ve peroksidazlar tarafindan ortadan
kaldirirlar.

¢) Bastirici etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek inaktif
hale getirme veya etkisini azaltma.

d) Zincir kiric1 etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak reaksiyon zincirini

kirarlar.

Olusmus serbest radikalleri tutma ya da ¢ok daha zayif olan yeni bir molekiile
gevirme islemine “toplayici etki”, serbest radikallerle etkilesip onlara bir H+
aktararak etkilerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme islemine “baskilayici
etki”, serbest radikalleri kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kiran etkiye
“zincir kiric1 etki” ve diger bir antioksidan savunma sistemi olan tamir islemine de

“onarici etki” denmektedir (Akkus, 1995).

4.3. Sisplatin

SIS molekiiler agirhigi 300.045 dalton olan ve merkezdeki iki degerlikli platin
atomuna bagli iki amonyum ve iki klor bagi i¢eren bir kimyasal ajandir. Bilesik, cis
ve trans olmak iizere iki izomere sahiptir. Bunlardan sadece cis izomeri sitotoksiktir.
SIS, platin bazli ilaglar grubunda gelistirilmis ilk ilagtir. Bu gruptaki diger ilaglar
arasinda karboplatin ve okzaliplatin sayilabilir (Kelland, 2007).

SIS, DNA cift zincirinde zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz kovalent baglar
olusturarak DNA sentezini engellemektedir. Guanin bazinin, oldukg¢a reaktif olan 7.
azot atomu ile kolayca tepkimeye girer. SIS, en sik aynm1 DNA zincirindeki komsu
guaninler arasinda g¢apraz bag olustururken; ikinci siklikta, guanin-adenin g¢apraz
baglart olusturur. Zincirler arasi ¢apraz bag olusturmasi daha nadir goriilmektedir.
SiS’in DNA ile kovalent baglar olusturmasi sonucu hiicre siklusununda duraklama

ve apoptoz meydana gelmektedir (Sueishi K ve ark., 2002; Kayaalp, 1994).
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SIS yaygin kullanilan bir kemoterapétiktir, ancak bircok sistem iizerinde toksik
etkileri bulunmaktadir. Nefrotoksisite ve ototoksisite doz sinirlayict iken
norotoksisite, kardiyotoksisite, miyelosupresyon ve gonadotoksisite gibi yan etkileri
de klinik olarak 6nemlidir. SIS metabolizmasi sirasinda olusan reaktif oksijen
metabolitlerinin doku harabiyetine neden oldugu diisiiniilmektedir (Sener ve ark.,
2000; Rahman ve ark., 2006). SIS toksisitesinde mekanizma tam olarak anlasilmis
degildir ancak hipoksi, serbest radikaller, inflamasyon ve apoptoz gibi cesitli
mekanizmalarin dahil oldugu diisiiniilmektedir. SIS’in sperm toksisitesi, DNA hasari
ve kromatin anomalileri tizerine etki ettigi, siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri ve oksidatif stres nedeniyle lipid peroksidasyonunun olusumuyla
serbest radikallerin asir1 tiretimine neden oldugu son yillarda yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir (Yulug E ve ark., 2013; Rezfandar ve ark., 2013; Salem ve ark., 2012).

4.4. Aposinin

Aposinin ~ (APO,  4-hidroksi-3metoksi-asetofenon) ilk defa 1883'de
Schmiedeberg tarafindan tarif edilmis ve dogal yolla metoksi ile yer degistirmis
katekol meydana getiren Apocynum Cannabinum (Canadian hemp) bitkisinin
koklerinden izole edilmistir. Daha sonra, Hindistan, Nepal, Tibet ve Pakistan
daglarinda yetisen bir bitki olan, Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae) kokiinden de
1971 yilinda APO elde edilmistir. Elde edilen ekstratlar 6dem ve kalp sorunlari i¢in
resmi ilag olarak kullanilmigtir. APO, 166,17 molekiil agirligina sahip bir
asetofenondur. Hafif bir vanilya kokusuna ve 115 °C'lik bir erime noktasina sahiptir.
(Luchtefeld ve ark., 2008; Hougee ve ark., 2006) (Sekil 4).
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Sekil 4: APO (Hougee S ve ark. 2006).

Apocynum cannabinum koklerinden ekstakte edilen APO fagositik ve fagositik
olmayan hiicreler dahil pek c¢ok deneysel modellerde iyi bilinen bir NOX
inhibitoridiir (Lafeber ve ark., 1999; ‘t Hart ve ark., 2014). Ancak inhibisyon
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. NOX kompleksinin sitosolik bilesenti,
p47phox’un hiicre zarinda translokasyon bozuklugunu kapsar (Barbieri ve ark., 2004;
Peters ve ark., 2001). Bu mekanizma ile ilgili 6nemli bir bulgu da dimer peroksidaz
aracili oksidasyon ile doniistiiriilen bir ilag olan APO’nun ilk formundan daha etkili
oldugudur (Johnson ve ark., 2002) (Sekil 5).

h Gl ~OCH,
~ Y
OCH, OCH, L
T I X~ OH
OH OH |
n";'/ ~

Sekil 5: APO -dimerizasyonuyla aktif APO iiretimi (Johnson ve ark., 2002).
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NOX oldukga karisik bir yapiya sahiptir. Iki tane zar simirli elemana (gp91phox
ve p22phox), li¢ sitozolik bilesene (p67phox, p47phox ve p40phox) ve bir diigiik
molekiil agirlikli G proteinine (rac 2 veya rac 1) sahiptir (Hougee ve ark., 2006).
NOX  aktivasyonu sitozolik  bilesenlerin  hiicre = membranina  gogiiyle
gerceklesmektedir (Smit ve ark., 2000; Peters ve ark., 2001). APO, NOX aktivitesi
ve aktive edilmis insan notrofillerinde ROS iiretiminin segici bir inhibitoriidiir (IC50:
10 uM). Ancak, fagositoz ya da diger hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalarini etkilemez

(Stolk ve ark., 1994; Johnson ve ark., 2002) (Sekil 6).
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Sekil 6: APO NOX inhibisyon mekanizmasi (J. Stefanska ve ark., 2008).

APO’nun in vitro anti-inflamatuar etkileri sunlardir:
i.  Notrofil oksidatif patlama kapasitesinin azaltilmasi (Simons ark., 1990)
ii.  Notrofil-aracili oksidatif hasar (Simons ark., 1990)
iii.  Azalmis polimorfoniikleer grantilosit kemotaksisi (Miiller ve ark., 1999)
iv.  Peroksinitrit engellenmesi (Muijsers ve ark., 2000)

v.  Enflamasyon aracili kikirdak tahribatindan inhibisyonu (Lafeber Ve ark., 1999)

Ahmad A. ve ark.'min yaptiklar1 calismada diyabetik si¢anlarda APO’nun
nefropati tizerinde koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Ahmad, 2012).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢alismanin yapilabilmesi i¢in Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (26.11.2014-84..2014.mar). Calismada geng eriskin
Sprague-Dawley erkek sicanlar kullanilmistir. Hayvanlar uygun kafesler i¢inde en
fazla 4 hayvan olacak sekilde, 12 saat aydinlik-karanlik ortamda tutulmustur. Deney

hayvanlar1 standart sigan yemi ile beslenmisler ve musluk suyu i¢mislerdir.
5.2. Deney Gruplari

Kontrol Grubu (n=6): Aymi laboratuar kosullarinda tutulmus ve DMSO

verilmistir.

Aposinin Grubu (n=6): Siganlara 5 giin boyunca eter anestezisi altinda oral

olarak gavaj ile 25 mg/kg DMSO i¢inde ¢oziilmiis APO uygulanmistir.

Sisplatin Grubu (n=8): Sicanlara 7mg/kg SIS i.p. olarak uygulanmasinin
ardindan 5 giin boyunca DMSO verilmistir.

Sisplatin+Aposinin  Grubu (n=8): Sicanlara 7 mg/kg SIS i.p. olarak

uygulanmasinin ardindan 5 giin boyunca eter anestezisi altinda oral olarak gavaj ile

25 mg/kg DMSO iginde ¢oziilmiis APO uygulanmustir.
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5.3.Sperm sayim

Tim gruplardaki siganlarin sol epididimis ornekleri diseke edildikten sonra
Hepes eklenmis Earle’s Balanced Salts Solution igerisine alimmustir. Epididimis
dokularindan semen incelemesi yapmak igin epididimis kiigiik parcalara ayrilmustir.
Olusan doku siv1 karisimi falcon tiiplere alindi (5ml) ve ¢oktiirme islemi yapilmistir.
Bes dakika dokular1 ¢oktiirme isleminden sonra sonra iist kisimdaki siipernatant
alimmistir. Daha sonra alinan siipernatant, gradient yontemi kullanilarak 18 dakika
1800 devir/dakikada santrifuj edilmis ve siipernatant atilmistir. Kalan 0,5 ml 6rnegin
tizerine 2 ml sperm yikama medyumu eklenerek 10 dakika 2000 devir/dakikada
santrifuj edilmis ve silipernatant kismi atilmistir. Elde ettigimiz pellete 0,3 ml
fertilization mediumu eklenmistir. Makler sayim kamarasi iizerine bir damla
damlatilmistir ve 100 karedeki tiim spermler sayilmis ve milyonla ¢arpilmistir. Kalan
ornekler semen yayma yontemi Kullanilarak ince bir katman olacak sekilde yayilmis
ve kurutulmustur. Hiicreleri hem fikse etmek hemde dehidrete etmek igin etonol
kullanilmistir. Diff-Quik boyasi kullanilarak boyanmustir. Her preparatta 100 sperm

secilelerek bas, boyun ve kuyruk anomalileri incelenmistir.

5.4. Isik Mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Tiim gruplardan alinan sag testislerin yarisi, sag epididimis Ornekleri 11k
mikroskopik incelemeler igin hazirlanmistir. Dokular %10’luk nétral tamponlu
formalin igerisinde 72 saat fikse edilmistir. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gegirilerek dehidrate edilmistir, 2x10 dakika ksilende tutularak
seffaflagtirnllmig, 60°C’lik etlivde parafinde gece boyunca bekletildikten sonra
gomme cihazi ile kasetler igerisinde bloklanmistir. Parafin bloklardan yaklasik 4 pm
kalinliginda alinan  kesitlere morfolojik degerlendirme ve histopatolojik
semikantitatif analiz yapabilmek i¢in Hematoksilin ve Eosin (H&E), bazal membran
degerlendirmesi i¢in Periodik Asit Schiff (PAS) ve interstisyel alandaki degisiklikleri
gostermek igin Masson’un trikrom boyast uygulanmistir. Sag epididimisler de ayni
sekilde parafin bloklardan yaklasik 4 pm kalinliginda kesitler alinarak morfolojik

degerlendirme i¢in Hematoksilin ve Eosin boyasi ile boyanmuistir.
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Seminifer tiibiillerde histolojik hasar skorlamasi rastgele segilen benzer alandaki
50 adet seminifer tiibiil 20X biiyiitmede Rex A. Hess (1988)’in g¢aligmasindan
modifiye edilerek asagidaki gibi yapilmistir (Hess ve ark. 1988; Sentiirk ve ark.
2011):

1) Normal: Normal spermatogenez ve hiicreler arasi baglanti

2) Regresif: Seminifer tiibiillerin bir veya birden fazla bozukluk igermesi,
hiicreler arasi baglanti normal olmakla birlikte gevsek hiicresel organizasyon,
hiicresel dejenerasyon (piknotik ¢ekirdek, graniiler eozinofilik sitoplazma,
karyolizis).

3) Dejeneratif: Diizensiz yerlesimli ve hiicreler arasi baglantis1 olmayan az
sayida germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri.

4) Atrofik: Sadece Sertoli hiicreleri, ya nadiren germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri ya da az sayida hiicresel baglantilar1 olmayan germ hiicreleri ve Sertoli

hiicreleri.

5.4. PCNA Immunohistokimyasi

Deney gruplarindan alinan sol testislerin yarist PCNA immunohistokimyasi igin
%10’luk notral tamponlu formalin igerisinde 72 saat fikse edilmistir. Pozitif sarjh
lamlara alinan 4 pm kalinhiginda parafin kesitler 1 gece boyunca 37°C’lik etlivde
bekletildikten sonra, deparafinize etmek amaciyla ksilende 3x5 dakika tutuldu,
%96’lik alkolde 2 kere 10 dakika bekletildikten sonra endojen enzim blokaji yapmak
icin metanol ile hazirlanmis %3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika bekletilmistir.
Once musluk suyu sonra distile suda yikama isleminden sonra antijen geri kazanimi
icin 1sitilmis sitrat tamponda 20 dakika 300 W mikrodalgaya maruz birakilmistir.
Oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakilan kesitler PBS ile 2 kere 5 dakika
yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda 10 dakika bekletilmistir. Fare anti-PCNA
biotinlenmis sekonder antikorda (kullanima hazir, Invitrogen PCNA staining kit cat.
n0.93-1143) 1 saat oda 1sisinda ve nemli ortamda bekletilmistir. Kesitler 3 kere 2’ser
dakika PBS’te yikandiktan sonra 10 dakika streptavidin peroksidazda (Invitrogen,
kullanima hazir) 10 dakika bekletilmistir. Tekrar 3 kez 2’ser dakika PBS ile
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yikandiktan sonra, DAB kromojeninde 5 dakika bekletilerek renk reaksiyonu
mikroskopta gozlenmistir. Distile suda yikanan kesitlere Mayer Hematoksilin ile zit
boyama yapilmistir. Musluk suyu ve distile su ile yitkamanin ardindan 2 kere 2’ser
dakika %96’lik alkolde bekletilen kesitler kurutuldiktan sonra entellan ile
kapatilmigtir. Proliferasyon indeksi her kesitte 20 seminifer tiibiil incelenerek ve her
bir seminifer tiibiillde PCNA pozitif hiicre sayisi toplam hiicre sayisina boliinerek

belirlenmistir.

5.5. TUNEL Yontemi

Apoptoz tayini i¢in in situ DNA ug¢ isaretleme yontemi kullanilmigtir ve TUNEL
Kiti icerisindeki klavuzda yazili olan islemler sirasiyla uygulanmistir (ApopTag Plus,
In Situ Apoptosis Detection Kit, S7101, Millipore). Doku kesitleri, 3x5 dk ksilen,
2x5 dk %100 alkol, 3 dk %95 alkol, 3 dk %70 alkolde bekletilmis ve 5 dk PBS ile
calkalanmistir. Proteinlerin sindirilmesi i¢in kesitler Proteinaz K (20pg/ml) ile oda
isisinda 15 dk inkiibe edildi ve 2x2 dk distile su ile c¢alkalanmistir. Endojen
peroksidazin maskelenmesi igin kesitler PBS ile hazirlanmis %3’liik H2O> ile 5 dk
oda 1sisinda inkiibe edilmistir. PBS ile 2x5 dk yitkanmistir. Lamlarin etrafi dikkatlice
kurulanarak kesitlerin iizerine 15 pl dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile
kapatilmis ve 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Plastik lameller kaldirilarak
dokunun etrafi kurulanmis ve her lam tizerine 15 pl Tdt enzimi konulmus ve tekrar
plastik lameller ile kapatilmistir. Nemli ortamda 37 °C etiivde 1 saat inkiibe
edilmistir. Plastik lameller kaldirilarak kesitler durdurma/yikama tamponu ile oda
is1sinda 10 dk yikanmustir. PBS ile 3x5 dk yikanmistir. Her kesit iizerine 13 pl Anti-
Digoksigenin- Peroksidaz konulmus ve iizerlerine plastik lameller kapatilarak oda
isisinda 30 dk inkiibe edilmistir. Kesitler PBS ile 3x5 dk yikanmistir. Kesitlerin
cevresi kurulandiktan sonra her kesit lizerine 15 pl 3,3’-diaminobenzidine (DAB)
substrat solusyonu damlatilmistir. Boyanma i¢in oda 1sisinda 5 dk bekletilmistir.
Renk reaksiyonu olugmasi gozlemlendikten sonra Kesitler distile su ile yikanmustir.
Kesitler Mayer Hematoksilin ile boyanarak zit boyamasi yapilmis, %96 alkolde 2x2
dk bekletildikten sonra kurumaya birakilmistir. Kuruma gergeklestikten sonra

entellan ile kapatilmistir. Boyali kesitlerde 20 seminifer tiibiil incelenerek, 3 veya
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daha fazla TUNEL pozitif hiicre igeren seminifer tiibiiller sayilmistir. Apoptotik
indeks, 3 veya daha fazla TUNEL pozitif hiicre igeren seminifer tiibiil sayisinin

toplam seminifer tiibiil sayisina oranlanmasiyla bulunmustur.

5.6. NADPH oksidaz / gp91phox (NOX2) immiinohistokimya boyama yéntemi

Dokularda NOX2 ekspresyonunu degerlendirmek amaciyla peroksidaz (HRP)
konjuge polimerik immiinohistokimya boyama yontemi kullanilmstir.

Bu yontemde; parafine gomiilii dokulardan, pozitif sarjli lamlara 3 pum
kalinliginda kesitler alinarak 37° C* de 1 gece deparafinize edilmistir. Kesitler 3 ayr1
ksilende 5’er dakika ve iki ayri %96 etanolde 10’ar dakika bekletilerek hidrate
edilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi, metanolde hazirlanmis %3 H20: ¢ozeltisi
ile 20 dakika siireyle baskilanmigtir. Maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak
amaciyla, kesitlere mikrodalga firinda 200 W giigte sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 6,0)
ile 20 dakika 6n islem uygulanmistir. Oda 1sisinda sogutulan lamlar iki ayr1 fosfat
tampon ¢oOzeltisinde (PBS) 5’er dakika yikanmistir. Nonspesifik boyanmayi
engellemek amaciyla dokulara protein blokaj ¢ozeltisi (EXPOSE Rabbit spesific
HRP/DAB detection IHC kit, Abcam, Cambridge, UK) damlatilmig ve 10 dakika
bekletilmistir. Blokajin ardindan kesitlere 1: 100 diliisyon oraninda tavsan anti-
NOX2/gp91phox (bs-3889R, Bioss Inc, Massachusetts, USA) antikoru damlatilarak
4-8° C’ de 1 gece inkiibe edilmistir. Siire sonunda iki ayr1 PBS ile yikanan kesitlere
Ke¢i anti-tavsan IgG (H+L) ikincil antikoru (DyLight 488 conjugate, 35552,
Thermo, Massachusetts, USA) uygulanmis ve 60 dakika inkiibe edilmistir. PBS ile
yikanan kesitlere niikleus boyamasi igin 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
eklenmistir ve oda sicakliginda karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edilmistir. NOX2
pozitif hiicre orani, her kesitte 20 seminifer tiibiil incelenerek, 3 veya daha fazla
NOX2 pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil sayisinin toplam seminifer tiibiil sayisina
oranlanmasiyla bulunmustur.

Semen yayma yapilmis preparatlar ve boyali kesitler fluorensan eklentili
Olympus BX51 mikroskopu (Tokyo, Japonya) ile goriintiilenmis ve Olympus DP72

kamera (Tokyo, Japonya) ile fotograflanmustir.
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5.6.Geg¢irimli Elektron Mikroskobu Preparasyonu

Sol testislerin yarisindan alman doku &rnekleri 1 mm? boyutunda parcalar haline
getirildikten sonra %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi
icerisine konarak +4°C’de 12 saat fikse edilmistir. Dokular PBS’e alinmistir. Daha
sonra %2’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyonu yapilmigtir. Yiikselen alkol
serilerinden (%70, %90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildikten sonra propilen
oksitten gecirilmis ve epona gOmiilmiistir. Epona gomiilen doku Ornekleri
polimerizasyon igin 60°C’deki etlivde 1 gece boyunca bekletilmistir.
Ultramikrotomda (Leica Ultracut R) alinan yaklagik 1 pm kalinligindaki yart ince
kesitler toluidin mavisi ile boyanmistir. Yari ince kesitler ile ilgilenilen bolge tespit
edildikten sonra 60 nm kalinhigindaki ince kesitler bakir gridler iizerine alinmis ve
uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmistir. Ince kesitler, JEOL 1200 SX Il
TEM ile 80kV’de incelenmis ve dijital kamera (Morada Soft Imaging System,
Olympus, USA) ile fotograflanmstir.

5.7. Oksidatif Stres Analizi
5.7.1. Malondialdehit (MDA) Tayini

Dokuda MDA tayini, Beuge yontemine gore yapilmistir (Beuge ve Aust, 1978).
MDA tayininde GSH tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar kullanilmistir,
1 ml % 0,375 tiyobarbitiirik asit (TBA) ile karistirilip 15 dakika kaynar su banyosuna
birakilmigtir. Tipler oda sicakliginda sogutulduktan sonra 10 dakika 3000
devir/dakikada santrifiij edilmistir. Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi
spektrofotometrede 532 nm’de okunmustur.

5.7.2. Glutatyon (GSH) Tayini

Dokuda GSH tayini Ellman ydntemine gore yapilmistir (Beutler, 1975).

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan testisler serum fizyolojik ile yikandiktan
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sonra filtre kagidi ile kurutulmus ve tartilmistir. Homojenizatérde (lka Werk) buz
iistinde 150 mM KCI ¢ozeltisiyle %10’luk homojenati hazirlanmistir, 0,4 mL %
10’luk homojenata 0,2 mL %20’lik Trikloroasetik asit (TCA) eklenerek
Karistirlmustir, 15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edilmistir. Ust fazda GSH
calisilmig, ¢okelti atilmig, 1 ml 0,3 M Na2HPO4 + 0,05 ml Ellman ¢ozeltisi ilave
edilerek kanstirilmig, 5 dakika bekletilmis ve olusan rengin absorbansi

spektrofotometrede 412 nm’de okunmustur.

5.7.3. Myeloperoksidaz (MPO) Tayini

Dokuda MPO tayini Hillegass yontemi ile yapilmistir (Hillegass ve ark., 1990).
Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan testis dokular1 kan ve gevre artiklarindan
temizlenmesi i¢in serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile
kurutulmustur ve tartilmistir. Testis dokusu 50 mM K2HPO4 (pH:6) ile homojenize
edilmis, % 10’luk homojenat hazirlanmig, 3 mL %10’luk doku homojenat1 41400 g
de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atildi, ¢okeltiye 3 mL %0,5’lik
hekzadesiltrimetil-amonyum bromid (HETAB) eklenerek homojenizasyonu yapildi,
3 kez donduruldu — ¢oziindiiriildii — sonike edildi, 41400 g de 4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildi, 0,3 mL st faz ile ¢alisilmistir. Bu asamadan sonraki islemler 37
°C’lik su banyosunda yapilmistir. 0,2 mL % 2’lik sodyum azid ile renk reaksiyonu
durdurulmustur. 37°C lik su banyosundan alinmistir ve Karistirilmistir. Oda
sicakliginda bekletilmistir, 3000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust

faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 460 nm’de okunmustur.

5.7.4. Siiperoksitdismutaz (SOD) Tayini

Dokuda SOD aktivitesi tayini, daha 6nce tarif eidlen yonteme gore Ol¢iilmiistiir
(Mylroie ve ark., 1986). Kisaca, dlgiimler 0,1 mM EDTA'h1 2,8 mL 50 mM potasyum
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fosfat (pH 7,8), 0,1 mM 0,39 mM riboflavinli 10mM potasyum fosfat (pH 7,5)
deiyonize su iginde 0,Iml 6 mM o0-dianisidin-2HCI ve doku ekstrakti igeren
kiivetlerde gerceklestirildi (50, 100ul). Tiim bilesenleri i¢eren kiivetler Scm yukariya
yerlestirilmis olan 20-W Sylvania Grow Lux floresan ile aydinlatilmistir ve 37°C'de
muhafaza edilmistir. Absorbanslar Shimadzu UV-02 model spektrofotometreyle 460
nm'de okunmustur. Standart egri, sigir SOD (Sigma—Aldrich; S-2515-3000 U)
referansi ile rutin olarak hazirlanmistir. Absorbans okumalar1 0 ve 8 dakika sonra

alimmustir ve net absorbans hesaplanmustir.

5.7.5. 8-hidroksi-2'-deooksiguanosin (8-OHdG) Tayini

Dokuda 8-OHdG tayini yapmak i¢in, doku &rnekleri toplanmstir ve dokulardaki
genomik DNA imalat¢1 firmanin protokoliine uygun olarak ticari DNA ekstraksiyon
kiti kullanarak (Invitrogen, ABD) yapilmistir ve -80°C‘de saklanmistir. Doku 8-
OHdG seviyesinin ol¢timii iretici firmanin belirtigi sekilde OxiSelect ™ Oksidatif
DNA Hasar1 ELISA kiti (Celi Biolabs, ABD) kullanilarak yapilmustir.

8. Istatistiksel Analiz
[statistiksel analiz yapmak i¢in Graph-Pad Prism 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) programi kullanilmistir. Istatistiksel analizler igin One-Way

ANOVA yontemi ve Tukey testi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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6.BULGULAR

6.1.S1can Agirhig

Kontrol grubunda sigan agirhign 229,6 + 11,30 gr iken APO grubunda
220,5 + 31,82 gr, SIS grubunda 1958 + 8,21 gr ve SIS+APO grubunda
228,2 + 29,15 gr’dur.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda sigan agirlhiginda anlamli bir
diisiis (p<0.05), SIS+APO grubunda (p<0.05) ise SIS grubuna gore sigan agirhginda
anlamli artig gézlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7: Deney gruplarimin sigan agirliklar1 grafigi. *: p<0.05 kontrol (K) grubu ile kiyaslandiginda.
+: p<0.05 SIS grubu ile kiyaslandiginda.

25



6.2.Testis Agirhg

Kontrol grubunda testis agirhg 1,67 + 0,11 gr iken APO grubunda
1,63 + 0,18 gr, SIS grubunda 1,51 + 0,14 gr ve SIS+APO 1,58 = 0,15 gr’dur.

Kontrol grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda testis agirliginda anlamli bir
degisim gozlenmemistir (Sekil 8).
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Sekil 8: Deney gruplarmin sican agirliklart grafigi. Deney gruplart arasinda testis agirliginda
istatistiksel fark yoktur.
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6.3. Semen Analizi Sonuglar:

Morfolojik degerlendirme Diff-Quik ile boyama sonrasi yapilmistir. Kontrol
ve APO grubu spermlerinde normal morfolojide spermlerin yani sira az sayida bas,

boyun ve kuyruk hasari olan spermler gézlenmistir (Resim 1 A, B).

SIS grubu spermlerde normal morfolojiye sahip spermlerin sayisinda énemli
Olclide azalma gozlenirken, bas, boyun ve kuyruk anomalilerine sahip sperm
sayisinda da anlamli olmamakla beraber artis gdzlenmistir (Resim 2 A). Ayrica SIS
grubu si¢anlarin sperm sayisinda da kontrol grubu siganlara gére anlamli bir diisiis

gorilmistiir (Sekil 9).

SIS+APO grubu spermlerde ise normal morfolojiye sahip spermlerin
sayisinda anlamli olmamakla beraber SIS grubuna kiyasla artis gozlenirken, bas,

boyun ve kuyruk anomalilerine sahip spermler de gozlenmistir (Resim 2 B).

Kontrol grubunda sperm sayist 49.10° + 9,38.10° milyon/mL iken APO
grubunda 46,8.10° + 10,1.10° milyon/mL, SIS grubunda 33,4.10° + 6,54.10°
milyon/mL ve SIS+APO 40,4.10° + 3,43.10° milyon/mL’dir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda SIS grubunda sperm sayisinda anlamhi bir diisiis (p<0.05)
gozlenmistir (Sekil 9).

Kontrol grubunda normal morfolojiye sahip %12 + 2,23 sperm var iken APO
grubunda %11 + 1,81, SIS grubunda %5 + 1,12 ve SIS+APO grubunda ise
%8 + 0,98 sperm goriilmiistiir. Kontrol grubunda bas anomalili %28 + 5,74 sperm
var iken APO grubunda %31 + 4,63, SIS grubunda %36 + 3,80 ve SIS+APO
grubunda ise %32 + 2,54 sperm goriilmistiir. Kontrol grubunda boyun anomalili
%30 + 5,12 sperm var iken APO grubunda %29 =+ 1,80, SIS grubunda %30 + 4,23 ve
SIS+APO grubunda ise %30 + 3,12 sperm goriilmiistiir. Kontrol grubunda kuyruk
anomalili %30 = 3,50 sperm var iken APO grubunda %29 + 1,71, SIS grubunda
%29 + 6,93 ve SISTAPO grubunda ise %30 + 3,46 sperm goriilmiistiir.
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Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda normal morfolojide diisiis

(p<0.05) ve bas anomalisinde anlamli artig (p<0.05) goriilmiistiir (Sekil 10).
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Sekil 9: Deney gruplarinin sican sperm sayist grafigi. (*) p<0.05 kontrol (K) grubu ile
kiyaslandiginda.
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Sekil 10: Deney gruplarmin morfolojik hasar orami grafigi. (*) p<0.05 kontrol (K) grubu ile
kiyaslandiginda.
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Resim 1: Kontrol (A) ve APO (B) grubundaki sicanlarda normal morfolojide spermatozoalar
goriilmektedir. Diff-Quick boyasi




Resim 2: SIS (A) grubunda bas (—), boyun (P) ve kuyruk (*) anomalisi olan olan spermatozoalar
goriilmektedir. SIS+APO (B) grubunda normal morfolojide spermaotozoalarin yanisira bas (—) ve
boyun (») anomalisi olan spermatozoalar goriilmektedir. Diff-Quick boyast
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6.4. Morfolojik Bulgular

Isik mikroskobik incelemelerde H&E ile boyali kesitler ve toluidin mavisi ile
boyali yar1 ince kesitler incelendiginde kontrol grubuna ait seminifer tiibiillerde
normal morfolojik yap1 gdézlenmistir. Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik
seriyl olusturan, bazalden liimene dogru sirasi ile spermatogonyum, primer
spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatidler gozlenmistir. Seminifer tiibiillerin
cogunlugunda liimende spermatozoa goriilmiistiir. Sertoli hiicreleri normal
goriinimiindedir. (Resim 3A, Resim 10A). APO grubunda kontrol grubuna benzer

sekilde diizenli testis morfolojisi gézlenmistir (Resim 3B, Resim 10B).

SIS grubunda ¢ok sayida regresif seminifer tiibiillerle beraber ¢ok sayida
dejeneratif seminifer tiibiiler gozlenmistir. Bir¢ok seminifer tiibiil limeninde
spermatogenik hiicre dokiintiileri bulunmakla beraber bazi seminifer tiibiillerde ise
spermatogenik hiicrelerde vakuolizasyon ve spermatogenik seriye ait hiicrelerde yer
yer acilmalar goriilmektedir. Cogu seminifer tiibiiliin limeninde dokiintii hiicrelere

rastlanmistir (Resim 4, Resim 11A).

SIS + APO grubunda ¢ok sayida normal ve regresif seminifer tiibiiliin yan1 sira
az sayida dejeneratif tiibiil gézlenmistir. Bazi tiibiillerde hiicreler arasindaki alanlarda
acilmalar ve vakuoller goézlenmistir. Bazi tiibiillerin liimeninde immatiir hiicre

dokiintiilerine rastlanmistir (Resim 5, Resim 11B).

PAS ile boyali kesitler incelendiginde kontrol ve APO (Resim 6A, B)
gruplarinda bazal membran yapilarinin ve seminifer tiibiil kontiirlerinin diizenli
morfolojide oldugu gozlenmistir. SIS grubunda bazi tiibiillerde seminifer tiibiil
kontiirlerinin  bozuldugu gozlenmistir. SIS+APO grubunda bazal membran
yapilarinin ve seminifer tiibiil kontiirlerinin diizenli morfolojide oldugu goézlenmistir

(Resim 7 A, B).

31



Resim 3: Kontrol (A) ve APO (B) gruplarinda, germinal epiteldeki spermatogonyumlarin, primer
spermatositlerin, sekonder spermatositlerin, spermatidlerin, spermatozoanin, Sertoli ve Leydig
hiicrelerinin ve seminifer tiibiil kontiirlerinin diizenli yapis1 goriilmektedir. H&E boyasi.
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seminifer tiibiillerin epitelinde yer yer algalma (—), seminifer
spermatogenik hiicrelerde vakuol (v), dejeneratif (d) ve artrofik

goriilmektedir. H&E boyasi.

C: SIS grubunda,
tibiillerin epitelinde diizensizlik (»)

(a) seminifer tiibiilleri

Resim 4 A, B
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Resim 5 A B: SIS+APO grubunda, baz1 seminifer tiibiillerin epitelinde yer yer acilmalar (—) olmakla
birlkte ¢ok sayida normal (n) morfolojisi olan seminifer tiibiil yapilar1 gorilmektedir. H&E boyast.
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Resim 6 A, B: Kontrol grubu (A) ve APO grubunda (B) seminifer tiibiil bazal membranlarinin
diizenli yapis1 goriilmektedir. PAS reaksiyonu.
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Resim 7 A, B: SIS grubunda (A) Seminifer tiibiiliin bazal membraninda yer yer diizensizlikler (—),
liimende spermatogenik hiicre dokiintiileri (*) goriilmektedir. SIS + APO grubunda (B) seminifer
tiibiil bazal membran yapisinin diizenli yapis1 goriilmektedir. PAS reaksiyonu.
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Interstisyel bag dokudaki degisikleri incelemek igin kesitler Masson'un {iglii
boyastyla boyanmistir. Tiim deney gruplarinda interstisyel bag dokusuna ait yapilarin

diizenli morfolojide oladugu gozlenmistir (Resim 8 A, B, Resim 9 A, B).

Isik mikroskobik incelemelerde H&E ile boyali kesitlerde, Kontrol ve APO
gruplarina ait epididimis Orneklerinde epididimal kanal kesitlerinde liimeninin
spermatozoa ile dolu oldugu, fibromiiskiiler bag dokunun diizenli morfolojde
oldugu gériildii (Resim 12 A, B). SIS grubuna ait baz1 epididimal kanal kesitlerinin
liimeninde spermatoza sayisinin kontrol grubuna gore azaldigi fibromiiskiiler bag
dokusunda enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun arttigr gézlenmistir (Resim 13A).
SIS+APO grubuna ait bazi epididimal kanal kesitlerinin liimeninde spermatoza
sayisinin SIS grubuna gore arttigi, fibromiiskiiler bag dokusunda enflamatuvar

hiicre infiltrasyonunda ise belirgin bir sekilde azalma oldugu gozlenmistir (Resim
13B).
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Resim 8 A, B: Kontrol grubu (A) ve APO grubunda (B) seminifer tiibiiliin ve interstisyel bag
dokusunun diizenli yapist goriillmektedir. Masson’un Trikrom boyasi.
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seminifer tiibiil liimeninde spermatogenik hiicre dokiintiileri (*) ve

Resim 9 A, B: SiS grubunda (A)

g dokusu goriilmektedir.

g dokusu goriilmektedir. Masson’un

dejeneratif (d) seminifer tiibiiller ve diizenli morfolojide interstisyel ba,

SIS + APO grubunda (B) diizenli morfolojide interstisyel ba

Trikrom boyasi.
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Resim 10 A, B: Kontrol grubu (A) ve APO grubunda (B) seminifer tiibiilin diizenli yapisi
goriilmektedir. Toluidin Mavisi boyasi.
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Resim 11 A, B: SIS grubunda (A) spermatogenik hiicreler arasinda ayrilmalar (—) ve seminifer
tiibiil limeninde spermatogenik hiicre dokiintiileri (*) goriilmektedir. SIS + APO grubunda (B) yer
yer spermatogenik hiicreler arasinda ayrilmalar (—) goriilmektedir. Toluidin Mavisi boyasi.
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Resim 12 A, B: Kontrol grubu (A) ve APO grubunda (B) epididimal kanallarinin diizenli yapisi ve
liimende sperm kiimeleri goriilmektedir. H&E boyasi.
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Resim 13 A, B: SIS grubunda (A) epididimal kanal liimeninde spermatoza sayisimin azaldig1 (*)
fibromiiskiiler bag dokusunda enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (—) gériilmektedir. SIS + APO
grubunda (B) epididimal kanallarinin diizenli yapisi, limende sperm sayisinda artis ve yer yer
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (—) goériilmektedir. H&E boyast.
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6.5. Seminifer Tiibiil Hasar1 Histopatolojik Skorlama Bulgulari

Tim deney gruplarina ait seminifer tiibiillerdeki histopatolojik degerlendirmeler
Sekil 11°de gosterilmistir. Kontrol ve APO grubunda ¢ok sayida normal seminifer
tiibiil yapis1 goriilmiistiir. SIS grubunda normal tiibiil say1s1 anlamli sekilde azalmistir
(p<0.001). Regresif seminifer tiibiil sayis1 ve dejeneratif seminifer tiibiil sayis1 SIS
grubunda anlaml sekilde artmistir (p<0.001). SIS + APO grubunda ise SIS grubuna
gore normal seminifer tiibiil sayisinda artig (p<0.01), regresif (p<0.05) ve dejeneratif

(p<0.01) seminifer tiibiil sayisinda azalma goriilmiistiir (Sekil 11).
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Seminifer Tibiil Sayis
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1

SIS SIS+APO

Sekil 11. Deney gruplarinda normal, regresif, dejeneratif ve atrofik seminifer tiibiillerin sayisi.
**:p<0.01, ***: p<0.001 kontrol (K) grubu ile karsilagtirildiginda. + : p<0.05, ++ : p<0.01
SIS grubu ile karsilastirildiginda.
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6.6. PCNA Immiinohistokimyas1 Bulgulari

Ince barsak dokusuna ait pozitif kontrol 6rneginde (Resim 14 A) PCNA pozitif
hiicreler epitelyum dokusunda ve lamina propriada niikleusu koyu kahverengi
boyanmis hiicreler olarak gozlenmistir. Kontrol grubuna ait testis dokusunda
spermatogenik seriye ait ¢ok sayida PCNA pozitif hiicreler koyu kahverengi boyali
olarak goriildii (Resim 14 B). APO grubunda kontrol grubuna benzer PCNA

immiinreaktivitesi gézlenmistir (Resim 14 C).

SIS grubunda seminifer tiibiillerde azalmis sayida PCNA pozitif spermatogenik
hiicre serisi iceren seminifer tiibiillere rastlanmistir (Resim 15 A). SiS+ APO
grubunda ise bazi tiibiillerde daha fazla olmak tlizere PCNA pozitif hiicre sayisinin
arttig1 gdzlenmistir. SIS grubunda hiicre proliferasyonunun diger tiim gruplardan
diisiik oldugu ve SIS+ APO grubunda ise hiicre proliferasyonunun kontrol ve APO
gruplarma gore diisiik olmakla beraber SIS grubuna gore yiiksek oldugu gozlenmistir
(Resim 15 B).

6.6.1. Proliferasyon Indeksi Analizi

Proliferasyon  indeksi, kontrol —grubunda ortalama 29,1£2,1 iken
APO grubunda 31,8+2,9, SIS grubunda 22,5+5,3 ve SIS+APO grubunda 26,9+4,8
idi.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda proliferasyon indeksinin
anlamli olarak diistiigii gézlenmistir (p<0.001). SIS+APO grubunda ise SIS grubuna
gore yiikselme gozlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi ve kontrol

grubu ile kiyaslandiginda halen anlamli olarak diisiiktii (p<<0.05) (Sekil 12).
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gosteren hiicreler gorillmektedir (A). Kontrol (B) ve APO grubunda (C) ¢ok sayida PCNA pozitif
spermatogenik hiicre serisi igeren seminifer tiibiiller (n) goriilmektedir. PCNA immiinohistokimyasi.
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Resim 15 A, B: SIS grubunda (A), seminifer tiibiillerde (*), PCNA pozitif boyanmis hiicre sayisinda
azalma oldugu goriilmektedir. SIS+APO grubunda (B) PCNA pozitif spermatogenik hiicre serisini
iceren normal seminifer tiibiillerin (n) yani sira, az sayida PCNA pozitif spermatogonyumlarin
boyandig: seminifer tiibiiller (*) goriilmektedir.
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6.7. TUNEL Bulgular

Kontrol grubu ve APO grubuna ait testis dokularinda bulunan seminifer
tiibiillerin ¢ogunda hiicrelerde gok az sayida TUNEL pozitif isaretlenmis hiicrelere

rastlanmistir (Resim 16 A ve B).

SIS grubunda 3 ve daha fazla TUNEL pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil
sayisinda artis oldugu gozlenmistir (Resim 16 A). SIS+APO grubunda 3 ve daha
fazla TUNEL pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil sayisinda azalma oldugu

gozlenmistir (Resim 16 B).

6.7.1. Apoptotik indeks Analizi

Apoptotik indeks, kontrol grubunda 1,57+0,7 APO grubunda 0,85+0,6, SIS
grubunda 5,8+2,6 ve SIS+APO grubunda ise 3,2+2,2 olarak bulunmustur.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda apoptotik indeks anlamli bir
sekilde (p<0.001) yiiksekti. SIS+APO grubunda SIS grubuna gore anlamln diisiis
(p<0.001) gozlenmekle birlikte hala kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) yiiksekti
(Sekil 13).

48



Resim 16 A, B: Kontrol (A) ve APO grubunda (B) az sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme (—)
goriilmektedir. TUNEL boyamasi.
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Resim 17 A B: SIS grubunda (A) TUNEL pozitif isaretlenme (—) goriilen hiicrelerde artis
goriilmektedir. SIS+APO grubunda (B) az sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme (—)
goriilmektedir. TUNEL boyamasi.
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K APO SIS SIS+APO

Sekil 12. Deney gruplarima ait proliferasyon indeksi grafigi. *: p<0.05, **: p<0.01 Kontrol (K) grubu
ile kiyaslandiginda. + : p<0.05 SIS grubu ile kiyaslandiginda.
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Sekil 13: Deney gruplarina ait apoptotik indeks grafigi. *: p<0.05, ***: p<0.001 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda. +++ : p<0.001 SIS grubu ile kiyaslandiginda.
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6.8 NOX2 immiinhistokimya Bulgulari

Kontrol grubu ve APO grubuna ait testis dokularinda bulunan seminifer
tiibiillerde ve interstisyel bag dokuda c¢ok az sayida hiicrenin NOX2 immiinreaktif
(ir) pozitif isaretlenmis olarak parlak yesil renkte oldugu gozlenmistir. NOX2-ir
negatif hiicrelerin ise sadece nuleuslari mavi boyali olarak gortilmiistiir (Resim 18 A
ve B). SIS grubunda NOX2-ir pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil sayisinda artis
oldugu ve bu artisin da 6zellikle spermatidlerde oldugu goriilmiistiir (Resim 19 A).
SIS+APO grubunda NOX2-ir pozitif hiicre iceren seminifer tiibiil sayisinda azalma
oldugu gozlenmistir (Resim 19 B).

6.8.1. NOX2 Pozitif Hiicre Analizi

NOX2-ir pozitif hiicre indeksi, kontrol grubunda 9,7+3,31 APO grubunda
10,1+2,53, SIS grubunda 24,3+5,93 ve SIS+APO grubunda ise 19,2+5,62 olarak
bulunmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda pozitif hiicre indeksi
anlaml bir sekilde (p<0.01) yiiksekti. SIS+APO grubunda SIS grubuna gére anlaml
disiis  (p<0.05) gozlenmekle birlikte hala kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
yiiksekti (Sekil 14),
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Sekil 14: Deney gruplarina ait NOX2-ir poxitif hiicre indeks grafigi. *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda. + : p<0.05 SIS grubu ile kiyaslandiginda.
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Resim 18 A, B: Kontrol (A) ve APO grubunda (B) interstisyel alanda az sayida NOX2-ir pozitif
hiicreler (—) parlak yesil renkte, NOX2-ir negatif hiicreler ise parlak mavi renkte (») goriilmektedir.
NOX2 ve DAPI Il immiinfloresan boyamasi.




Resim 19 A B: SIS grubunda (A) seminifer tiibiillerde NOX2-ir (—) pozitif sekonder spermatositler,
spermatitler ve spermatozoalarda artis oldugu goriilmektedir. SIS+APO grubunda (B) az sayida
NOX2-ir pozitif hiicre (—) gortilmektedir. NOX2 ve DAPI Il immiinfloresan boyamast.
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6.9.Elektron Mikroskop Bulgulari

Kontrol grubu (Resim 20 A, B ve C) ve APO grubunda (Resim 21 A, B ve C)
diizenli morfolojide, normal kalinlikta bazal lamina {izerine oturan Sertoli hiicreleri
ve spermatogonyumlar gozlenmistir. Sertoli hiicreleri arasinda diizenli morfolojide
sik1 baglantilar bulunmaktaydi. Spermatogenik hiicrelerin bazalden limene dogru
organizasyonlari normal morfolojide gozlenmistir. Seminifer tiibiillerin limeninde

diizenli morfolojide bol miktarda sperm bas1 ve kuyruk morfolojileri gézlenmistir.

SIS grubunda seminifer tiibiil hasar1 oldukga belirgindi. Seminifer tiibiil
duvarindaki hiicre sirasi 1-2 hiicreye kadar geriledigi gozlenmistir. Sertoli
hiicrelerinin ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin morfolojilerinin bozuldugu ve
hiicreler arasi alanlarda biiyiilk bosluklarin oldugu goézlenmistir. Tiibiil liimeninde
hiicre artiklarinin oldugu goriilmiustiir. Hiicreler arasindaki siki baglantilarin etrafinda
biiyiikk bosluklarin olustugu gozlenmistir. Seminifer tiibiillerin etrafindaki bazal

laminada liimene dogru uzanan parmaksi uzantilarm olustugu gézlenmistir (Resim

22 A, B).

SIS+APO grubunda bazal lamina iizerinde bulunan bir¢ok alanda diizenli
morfolojide Sertoli hiicreleri, siki baglantilar ve spermatogenik seriye ait hiicreler
gozlenmistir. Seminifer tiibiil limeninde ¢ok sayida uzayan spermatidler ve
spermatozoonlar gozlenmistir. Baz1 tiibiillerin bazal béliimlerinde hiicre ig¢inde ve
sik1 baglantilarin etrafindaki sitoplazmik alanlarda vakuol olusumlarina ve hiicreler

arasi alanlarda lokal agilmalara rastlanmistir (Resim 23 A, B ve C).

55



Resim 20 A, B, C: Kontrol grubunda bazal laminanin, Sertoli hiicrelerinin spermatogonyumlarin,
primer spermatositlerin  (A) ve hiicreler arasindaki siki baglantilarin - diizenli morfolojisi
goriilmektedir.
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Resim 21 A, B, C: APO grubunda Sertoli hiicrelerinin, spermatogonyumlarin, primer spermatositlerin
ve hiicreler arasindaki siki baglantilarin diizenli morfolojisi goriilmektedir.
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Resim 22 A, B: SIS grubunda bazal laminada sitoplazma igine dogru parmaks uzantilarin olusumu
(7), bazal kompartmanda hiicreler arasi alanlardaki siki baglantilarin etrafinda biiyiik vakuol
olugumlari (*) goriilmektedir.
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A) goriilmektedir.

A) ve bazi alanlarda vakuol olusumu (v,
B) goriilmektedir. Sperm kuyrugunun eninne goriintiisii (C).

C: SIS+APO grubunda bazal laminanin, Sertoli hiicreleri ve hiicreler arasindaki sik1

Resim 23 A, B,
baglantilarin diizenli morfolojisi (—

Liimende uzamis spermatidler ( »
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6.10. Oksidatif Stres Bulgular:

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, SIS grubunda MDA diizeyinde (p<0.001)
anlaml artis gdzlenmektedir. SIS+APO grubunda, SIS grubu ile kiyaslandiginda ise
anlaml diistis oldugu goriilmistiir (p<0.05), ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda

MDA diizeyinin hala yiiksek oldugu gézlenmistir (p<<0.05) (Sekil 15 A).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, SIS grubunda GSH diizeyinde anlamli diisiis
(p<0.05) gdzlenmistir. SIS+APO grubunda, SIS grubu ile kiyaslandiginda GSH
diizeyinde anlamli yiikselme (p<<0.05) gozlenmistir. (Sekil 15 B).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, SIS grubunda MPO aktivitesinin yiikseldigi
gdzlenmistir (p<0.01). SIS+APO grubunda, SIS grubu ile kiyaslandiginda MPO
aktivitesinin diistigii gézlenmistir (p<0.01) (Sekil 15 C).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, SIS grubunda SOD aktivitesinde anlaml
diisiis (p<0.01) gdzlenmistir. SIS+APO grubunda, SIS grubu ile kiyaslandiginda
SOD aktivitesinde anlamli yiikselme (p<0.05) gozlenmistir. (Sekil 15 D).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SIS grubunda 8-OHdG aktivitesinde
(p<0.001) anlamli artis gdzlenmistir. SIS+APO grubunda, SIS grubu ile
kiyaslandiginda 8-OHdG aktivitesinin (p<0.001) anlamli distiigii goriilmiis, ancak
kontrol grubu ile kiyaslandiginda hala yiiksek oldugu gézlenmistir (p<0.05) (Sekil
15 E).

60



20+

SIS+APO

SIS

SIS+APO

5is

APO

1.5-

,--Ll{}-
izh
>
(28]
o

0.5-

0,0-

e

-K

++

SIS+APO

Sis

—
APO

61



APO SIS SIS+APO

E
4-
ik
< 3
A
g +++
24
E ”
g
|:| 1_ ——
o
0

APO SIS  SIS+APO

Sekil 15: Deney gruplarinda MDA (A), GSH (B) diizeyleri, MPO (C), SOD (D), 8-OHdG aktivite
diizeyi (E). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda. + : p<0.05, ++ :
p<0.01, +++ : p<0.001 SIS grubu ile kiyaslandiginda.
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda SIS’in testis dokusunda olusturdugu hasar ve APO’nun olasi
koruyucu rolii histolojik, histokimyasal, immiinhistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle incelenmistir. SIS testislerde seminifer tiibiil hasari, hiicre
proliferasyonunda diisiis, NOX2 ve TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis, hiicreler
arasi siki baglantilarda bozulma ve spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerde hasara
yol agmistir. Oksidatif stres belirteci olan MDA seviyesinin yiikselmesine, MPO
aktivitesinin artisina, SOD ve GSH diizeyinin diistisiine ve oksidan DNA hasari
belirteci olan 8-OHDg aktivitesinin ise artisina sebep olmustur. APO’nun
uygulamasinin  SIS’in  meydana getirdigi tiim histolojik, histokimyasal ve

biyokimyasal parametrelerdeki olumsuz etkilerini iyilestirdigi gézlenmistir.

Kanser tedavisinde kemoterapétikler yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak basta
nefrotoksisite olmak {izere bir¢ok sistem fiizerine olumsuz etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Erkek genital sisitemi de kemoterapétiklerden olumsuz yonde
etkilenen sistemlerden biridir. Ozellikle spermatogenezi olumsuz yonde etkileyerek
doz ve kullanim stiresine bagli olarak geri doniisiimsiiz azospermiye sebep oldugunu
bildiren c¢aligmalar bulunmaktadir (Tiirk, 2013). En yaygin tek veya kombine
kullanilan kemoterapétiklerden biri SIS dir. SiS’in yan etkilerinden dzellikle serbest
oksijen radikallerinin olusumu sorumlu tutulmakta ve bu toksisiteye karsi koruyucu
yeni yaklagimlar gelistirmek amaciyla antioksidan maddeler ile beraber kullanimina
iligkin ¢alismalar yapilmaktadir (Silici ve ark., 2009; Atessahin ve ark., 2006; Ciftci
ve ark., 2014; Tohamy ve ark., 2014 Amin ve ark., 2008).

SIS toksisitesinde mekanizma tam olarak anlasilmis degildir, ancak hipoksi,
serbest radikaller, inflamasyon ve apoptoz gibi ¢esitli mekanizmalarin dahil oldugu
diisiiniilmektedir. SIS’in sperm toksisitesi, DNA hasar1 ve kromatin anomalileri
lizerine etki ettigi, siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri ve lipid
peroksidasyonu olusumuyla serbest radikallerin asiri iiretimine neden olarak doku
hasar1 olusturdugu bilinmektedir (Yulug ve ark., 2013). SiS’in testis agirligin,

seminifer tlibiil ¢apin1 ve alanini, spermatogenik seriye ait hiicreleri ve bu hiicrelerin
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proliferasyonunu azaltti§in1 ve apoptozunu ise arttirdigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma

mevcuttur (Anand ve ark., 2014; Atessahin ve ark., 2006; Narayana ve ark., 2009).

SiS’in testis dokusundaki hasarin antioksidanlar ile azaltilabilmesi ile ilgili ¢ok
sayida calisma mevcuttur. Kaya ve arkadaslari tek doz 7 mg/kg i.p. SIS
uygulanmasinimin ardindan 14 giin boyunca 50 mg/kg hesperidin uygulayarak SiS’in
dislirdligli sperm motilitesi, epididimal sperm konsantrasyonu, artmis sperm
anomalilerini ve olusan histopatolojik hasar1 6nemli 6l¢ilide diizelttigi gozlenmistir.
Bununla birlikte SIS uygulamasmin diisiirdiigii SOD, CAT ve glutatyon peroksidaz
(GPx) diizeylerinin hesperidin uygulamasi sonucu arttigmi ve SiS’in yiikselttigi
MDA diizeyinin ise hesperidin uygulanan grupta anlaml olgiide diistiigi

gorilmistiir. (Kaya ve ark. 2014)

Baska bir calismada (Tiirk ve ark., 2008) tek doz 7 mg/kg i.p. SiS
uygulamasiminin ardindan 10 giin boyunca oral gavaj ile giinde 10 mg/kg ellajik asit
uygulanmigtir. Calismanin sonucunda SiS’in testis agirligmi, epididimal sperm
konsantrasyonunu ve motiliteyi azalttigini, sperm morfolojisinde anomalileri artirdig
ve bu degisikliklerin ellajik asit uygulanmasmin ardindan diizeldigi gézlenmistir.
SiS’in testis dokusunda 6dem, nekroz ve dejenerasyon olusturdugu, germinal hiicre
epitelinde incelme ve bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik aktivitede diisiis
meydana getirdigi ve bu histopatolojik bulgularin ellajik asit tedavisi ile kismen geri
dondiigii bildirilmistir. Ayrica SIS’in artirdigit MDA diizeyinin ellajik asit ile tekrar
diistiigli ve azalmig GSH ve CAT aktivitesinin ise ellajik asit tedavisi ile arttig1

gorilmiistiir.

Anand ve arkadaslar1 ¢alismalarinda SIS’in olusturdugu testis hasarina karsi
Eugenia jambolana ekstraktt (EJE) ve N-asetil sisteinin (NAC) koruyucu etkilerini
arastirmuglardir. Tek doz 5mg/kg i.p. SIS uygulanmasmin ardindan 25 mg/kg EJE
veya 150 mg/kg NAC 7 giin boyunca uygulanmustir. SIS grubunda FSH, LH ve
testosteron seviyelerinde ciddi bozulmalar goriilmekteyken EJE veya NAC
uygulanmis gruplarda hormon diizeylerinin kontrole yaklastig1 gozlenmistir. SIS’in

degistirdigi SOD, CAT ve GSH diizeylerinin EJE veya NAC uygulamasi ardindan
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geri dondiigii gozlenmistir. Ayrica SIS’in germ hiicreleri ve Leydig hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve EJE veya NAC uygulamasi ile apoptotik hiicrelerin azaldig:
gosterilmistir.(Anand ve ark. 2014)

llbey ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada tek doz 100 mg/kg siklofosfamid
uygulanmasinmin ardindan 5 giin boyunca 7 mg/kg SIS i.p. olarak uygulamislardir.
Siklofosfamid ve SIS ile ayn1 anda 10 mg/kg i.p. melatonin uygulanarak testis hasari
tizerindeki etkileri incelenmistir. Calismanin sonucunda deney hayvanlarininin viicut
ve testis agirliklarinin, epididimal sperm konsantrasyonlarmin, sperm motilite ve
morfolojisi ile beraber GSH diizeylerinin hem siklofosfamid hem SIS gruplarinda
diistiigii goriilmistiir. Buna karsin her iki grupta da MDA diizeyleri artmustir.
Melatonin uygulanmasininin MDA diizeyini diigiirdiigi ve GSH diizeyini ise
arttirdig1 goriilmiistiir. Siklofosfamid ve SIS gruplarinda artmus diizensiz yapidaki
seminifer tiibiillerin ve perivaskiiler fibrozis, seminifer epitelyum dokiilmesi gibi
histopatolojik degisikliklerin melatonin uygulamasi ile 6nemli 6lgiide Onlendigi

goriilmistiir. (1lbey ve ark. 2002)

Bizim calismamizda da SIS uygulamasinin regresif, dejeneratif ve atrofik tiibiil
sayisinin artmasina, spermatogenik seriyi olusturuan hiicrelerde hasara sebep oldugu,
sperm sayisinda azalmaya, sperm morfolojisinde anomalilere yol agtig1 ve apototik

hiicre sayisinin arttig1 gosterilmistir.

Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip
olan ve oksidasyona en yatkin olan bazdir (McDorman ve ark., 2005). Modifiye bir
baz olan 8- hidroksi-2’-deoksiguanozin, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptigi
20’den fazla oksidatif baz hasar iiriinlinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna
hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir
gostergesidir. ROS’un DNA’da yaptig1 bu baz hasar iiriinlerinden en sik karsilasilan
ve mutajenitesi en iyi bilinen 8-OHdG’dir. Bu iiriin, normal oksidatif metabolizma
sirasinda Uretilen endojen ROS veya ekzojen kaynakli ROS tarafindan DNA’da
sekillenen bir mutajendir. OH radikali, guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon

atomlar1 ile reaksiyona girer ve DNA {iriin radikallerini olusturur. OH radikalinin C-
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8’¢ katilmasi ile olusan katilma {irlinii radikali (C8-OH) bir elektron ve proton
kaybederek 8- OHGua’e okside olur (De Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi,
2002; Yokus ve Cakir, 2002). DNA replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’ye
donilisiime neden olarak mutasyona egilimi artirir (McDorman ve ark., 2005). Bu
nedenle 8-OHdG ol¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak
kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarii belirlemede en sik kullanilan yontem
olarak uygulanmaktadir (Helbock ve ark., 1999). Colaianna ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada sosyal izolasyon stres model uygulamasimin 8-OHDg diizeyini
yiikselttigi, APO uygulamasi ile ise diistigii gozlenmistir (Colaianna ve ark. 2013).
Bizim c¢alismammizda da SIS uygulamasi 8-OHdG diizeyinin yiikselmesine sebep
olmus, APO uygulamsi ise 8-OHdG diizeyinin konntrol seviyesine inmesini

saglamistir.

Kilerkaje ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada 4 giin boyunca uygulanan 1,5
mg/kg bleomisin, 15 mg/kg etopozid ve 3 mg/kg SiS kombinasyonunun (BEP)
olusturdugu testis hasarina kars1 a-tokoferol (100 mg/kg), I-askorbik asit (50 mg/kg),
cinko (40 mg/l) ve selenyumdan (100 pg/l) olusan antioksidan karisiminin olasi
koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. Antioksidan karigimi ile tedavi BEP
uygulanmasindan 7 giin Once baslatilarak BEP uygulanmasinin sonuna kadar
stirdiiriilmiistir. BEP uygulanan grupta testis agirliginin, sperm sayr ve
konsantrasyonunun diistiigii, seminifer tiibiillerde histopatolojik degisikler oldugu,
bunun yani sira MDA diizeylerinin arttig1 ve CAT, SOD ve GPx enzim diizeylerinin
azaldigr gozlenmistir. Antioksidan karistmi uygulanan grupta testis agirhigr ile
birlikte sperm say1 ve konsantrasyonunun arttigi, seminifer tiibiil morfolojisinin
normallestigi goriilmiistiir. Antioksidan enzim seviyelerine bakildiginda kontrol
seviyelerine geri dondiigii bildirilmistir. Apoptotik hiicreleri gostermek i¢in TUNEL
metodu uygulanmistir, ayrica apototik hiicre belirtecleri olan p53, Bcl-2 ve Bax
proteinlerinin mRNA seviyelerine bakilmistir. BEP grubunda ¢ok sayida seminifer
tiibiilde 3 ve daha fazla TUNEL pozitif hiicre varligr goriilmiistiir. BEP grubunda p53
ve Bax’in mRNA seviyeleri artmis, Bcl-2’nin mRNA seviyesi ise azalmistir.
Antioksidan karisimi uygulanan gruba ait kesitlerde seminifer tiibiillerde TUNEL

pozitif hiicrelerin anlamli olarak distiigi, pS3 ve Bax’in mRNA seviyelerinin
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azaldigi, Bcl-2 mRNA seviyesinin ise yiikseldigi goriilmistiir. (Kilerkaje ve ark.,
2013)

Coskun ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada SIS toksisitesine kars1 antioksidan
olarak asetil-L-karnitin uygulayarak olusan hasar1 ve koruyucu etkileri
incelemislerdir. SIS (13 mg/Kg, i.p.) uygulanarak testis hasar1 olusturulmus, tedavi
grubuna ise aym dozda SIS uygulanmadan 30 dakika dnce 200 mg/kg asetil-L-
karnitin uygulanmistir. Deney hayvanlar1 SIS uygulandiktan sonra 72 saat sonra
sakrifiye edilmislerdir. SIS grubunda testis agirhiginda ve seminifer tiibiil capinda
diisiis, seminifer tiibiillerde dejeneratif goriiniim, spermatogenik hiicre serilerinde
ayrilma, limende hiicre dokiintiisii, sperm morfolojisinde anomaliler ve interstisyel
O6dem goriilmiistiir. Seminifer tiibiillerde TUNEL pozitif hiicrelerin ve aktif kaspaz-
pozitif hiicrelerin varhginda artis oldugu bildirilmistir. SIS ile beraber asetil-L-
karnitin uygulanmis grupta histopatolojik degisikliklerde iyilesmeler oldugu ve
TUNEL pozitif hiicreler ile kaspaz-pozitif hiicrelerin sayisinda anlamli diisiis oldugu
bildirilmistir. (Coskun ve ark., 2013)

Bizim ¢alismamizda da yukaridaki belirtilen ¢aligmalardakilerle benzer sekilde
SIS uygulamas1 TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinda artiga sebep olmustur. APO
uygulanan sitotoksisite grubunda ise TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin kontrol
grubundan yiiksek olmakla beraber SIS grubuna gére anlamli sekilde diistiigii
goriilmiistiir. Oksidatif stres belirteglerinde artisa paralel olarak apototik hiicrelerde
artis oldugu ve APO uygulamasi ile oksidatif stresin azalmasina bagli olarak

apoptozun engellendigi diisiiniilmektedir.

APO giiclii bir NOX2 inhibitoriidiir. Daha Onceki c¢aligmalar ROS'un esas
kaynaginin NOX2 oldugunu gostermektedir, ¢iinkii aktive olmus NOX2, elektronlari
oksijene tasiyarak superoksid radikaleri (O27) olusumuna sebep olur (Connell ve
ark., 2011; Bedard ve ark., 2007). Bu enzimin inhibe olmasi oksidatif hasara karsi
organlarin korunmasinda rol oynayabilir. Hipoksi ile indiiklenmis testis hasarinda
NOX2 aktivasyonunun arttigi, MDA diizeyinin yiikseldigi, GSH peroksidaz
seviyesinin distiigli gorilmistir. APO uygulamasinin ise bu degerleri kontrol

seviyesine getirdigi gozlenmistir (Zhang ve ark., 2007). Ayrica, APO’nun NOX2
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olusumunun inhibisyonu {izerinden ROS olusumunu inhibe eder, bunun yanisira, g-
glutamil sistein sentetaz enzimini de stimiile eder, bu enzimin de GSH sentezi
iizerine etkisi vardir (Lapperre ve ark., 1999). Iskemi reperfiizyon ile indiiklenmis
testis hasarinda MDA diizeyinin, total oksidatif kapasitenin ve oksidatif stres
indeksinin yiikseldigi SOD, GSH ve GSH peroksidaz aktivitesinin diistiigii, histolojik
hasar meydana getirdigi gosterilmistir, APO uygulamasinin ise bu oksidatif stres
parametrelerini ve histolojik hasar1 iyilestirdigi gosterilmistir (Ozbek ve ark., 2014).
Bu c¢alismada da SIS ile olusmus ROS seviyesindeki artis APO uygulamasi ile
diismiistiir. SIS uygulamasi ile artan NOX2 pozitif hiicre sayisin APO uygulamasi
ile diistiigii gosterilmistir. Ayrica SIS uygulamasi ile testis dokusunda GSH
seviyesinin diistiigli ancak APO uygulamasi ile GSH seviyesinin yiikseldigi
gosterilmistir. Tiim bu ¢aligmalar, APO’nun oksidan hasar1 olusumunu engelledigini

ve antioksidanlarin siirekliliginde 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bu caligmada histopatolojik ve biyokimyasal bulgulara ek olarak elektron
mikroskobik incelemelerde SIS uygulamasinin hiicreler arasi alanlarda agilmalara,
bazal laminada limene dogru parmaksi uzantilarin olusmasina sebep oldugu, APO
uygulamasi ile de ultrastriiktiirel hasarin geriledigi gozlenmistir. Hiicre i¢i oksidan
hasarin artmasina paralel olarak hiicre ve doku ince yapisinin da bozuldugu

gozlenmistir.

Daha 6nce SIS uygulanmis siganlarin testisinde enflamatuvar cevabin serbest
radikal olusumu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Amin ve ark., 2012). Zararh
stimiilasyondan sonra aktive olan nétrofillerde, oksijen metobolitlerinin olusumu ile
birlikte MPO gibi sitotoksik enzimler de aktive olur (Reiter ve ark., 2001). Ayrica
iskemi/reperfiizyon ile indiiklenmis testis hasarinda da benzer sekilde MPO
seviyesinde artis oldugu gosterilmis, APO uygulamasi ile MPO seviyesinin diistiigii
gosterilmistir. (Sener ve ark., 2014). Bu ¢alismada da APO’nun antienflamtuvar ve
antioksidan  mekanizimalart  aktive ederek testis  hasarmi iyilestirdigi

distiniilmektedir.
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Sonug olarak, SIS uygulamasi seminifer tiibiillerde, spermatogenik hiicre
sirasinda azalmaya, hiicreler arasi siki baglantilarda agilmaya, hem Sertoli hem de
spermatogenik seriye ait hiicrelerin sitoplazmasinda vakiiol olusumunun artmasina,
sperm sayisinda azalmaya, sperm morfolojisinde anomalilere, epididimis dokusunda
enflamatuvar hiicre infiltrasyonuna, testiste NOX2 ve TUNEL pozitif hiicre
sayisinda artisa, spermatogenik seriye ait hiicrelerde proliferasyonun diismesine,
MDA, 8-OHDg diizeyinin ve MPO aktivitesinin yiikselmesine, GSH ile SOD
diizeyinin ise diismesine sebep olmustur. SIS uygulamas: ile artan oksidatif stresin,
azalan endojen antioksidan seviyesinin, apoptozun, hiicre hasarinin ve proliferatif
hiicre sayisinin, APO uygulamasi ile NOX2 aktivasyonunu engelleyerek, antioksidan
GSH ve SOD restorasyonunu saglayarak ve oksidatif stres ile iliskili ndtrofil
inhibisyonunu engelleyerek testis dokusunu korudugu gézlenmistir.

Ayrica

didimal kanalda sperm artimina ve morfolojik anomalide diisiise sebep oldugu
goriilmiistiir. Diisiik toksisitesi ve bilinen yan etkilerinin olmamasi nedeniyle
(Stefanskave ark., 2008) APO , SiS’in olusturdugu hasardan testis dokusunu
koruyucu ajan olarak kullanilabilir. SIS’in neden oldugu testis hasarmimn énlenmesi
amaglandigina gore tedaviye antioksidan katilmasi sonuglarin daha basarili olmasini
saglayacaktir. Yapilan ¢alismalar ve ¢alismamizin sonuglart dogrultusunda SiS’in
APO ile birlikte kullanmilmasinin, SIS’e bagl olarak gelisen testis hasarinda serbest
radikaller araciligi ile meydana gelen yapisal ve oksidatif hasar1 onleyerek, ilaca

bagl gelisen infertiliteyi 6nleyebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sisplatin ile Olusturulan Testis Hasarina Karsi Aposininin Olasi
lyilestirici Etkisi: Morfolojik ve Biyokimyasal Degerlendirme
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Sisplatin cesitli kanser tirlerinde yaygin olarak
kullanilan antineoplastik bir ajandir [1]. Sisplatin
metabolizmasi sirasinda olusan reaktif oksijen
metabolitleri gerek kan gerekse doku harabiyetine
neden  olmaktadir [2]. Sisplatinin  testis
toksisitesinde serbest radikallerin hasardaki rolu
nedeniyle, antioksidan ajanlarla koruyucu tedavi
protokolleri  arastirnimaya devam etmektedir.
Aposinin (4-hydroxy-3methoxy-acetophenone),
dogal yolla metoksi ile yer degistirmis katekol
meydana getiren, iyi bilinen bir NADPH oxidase
(NOX) inhibitéridir.  Aposininin  antioksidan
aktivitesi sonucunda serumdaki testosteron
seviyesini arttirdidi ve testisteki morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikleri engellemeye c¢alistid
bildiriimistir [3]. Bu c¢alismada sisplatin ile
olusturulmus testis hasarina karsl aposininin olasi
koruyucu roli 151k ve elektron mikroskopik
dizeyde morfolojik olarak ve oksidatif stres
belirtecleri  biyokimyasal olarak incelenmistir.
Spraque Dawley yetiskin erkek sicanlar (n= 8)
kullaniimigtir. Dort deney grubu olusturulmustur: 1)
Kontrol grubu: Bu gruptaki sigcanlara sadece
¢oziucl ajan, dimetilstlfoksit (DMSQO) verilmistir. 2)
Aposinin Grubu: Bu gruptaki sigcanlara sadece
aposinin (10 mg/kg) uygulanmigtir. 3) Sisplatin
Grubu: Bu gruptaki sicanlara tek doz 7mg/kg
sisplatin i.p uygulanmis ve 5 giin boyunca DMSO
verilmigtir. 4) Sisplatin + aposinin Grubu: Bu
gruptaki sigcanlara tek doz 7mg/kg sisplatin i.p
uygulanmasindan sonra 5 gun boyunca eter
anestezisi altinda oral olarak gavaj ile 10 mg/kg
aposinin uygulanmistir. Dekapitasyon ile sig¢anlar
olduruldikten sonra, ayrilan testis dokular
histopatolojik ve ince vyapisal degisiklikleri
inceleme, hiicre proliferasyonu ve hicre 6lumu
degerlendirmesi icin hazirlanmigtir. Malondialdehit
(MDA), miyeloperoksidaz (MPO), glutatyon (GSH),
sUperoksitdismutaz (SOD) ve oksidan DNA hasarl
icin  8-hidroksi-2'-deocksiguanosin  (8-OHDg)
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duzeylerine biyokimyasal teknikler ile bakilmistir.
Elde edilen veriler istatistiksel yoéntemler ile
dederlendirilmigtir.  Sisplatin  uygulanan grupta
dejeneratif tubll sayisinda ve apoptotik indekste
artig, proliferatif indekste ise azalma gézlenmistir.

Sisplatin + aposinin uygulanan grupta ise
dejeneratif tobdl sayisi ve apoptotik indeks
dismus, proliferatif indeks ise yilkselmistir.

Sisplatin grubunda MDA dizeyi, MPO ve 8-OHDg
aktivitesi artmis, GSH ve SOD duzeyi ise
dusmustlr. Sisplatin + aposinin grubunda ise MDA
duzeyi, MPO ve 8-OHDg aktivetelerinde dusus,
GSH ve SOD dizeylerinde ise artis goézlenmistir,
Sonug olarak sisplatinin oksidatif stres olusturarak
testiste hasar meydana getirdigi, seminifer
tubullerde  spermatogenik  hicre  serilerinde
azalmaya yol actigl, spermatogenik hicrelerde
apoptozu arttirdiyi ve aposininin ise antioksidan
etkileri ile olusan hasari 6nledigi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: testis, sisplatin,
apoptoz, hicre proliferasyonu

aposinin,

Tesekkur: Bu calisma Marmara.Universitesi,
BAPKO (SAG-C-YLP- 110215-0022) tarafindan
desteklenmistir.
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