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SIMGE VE KISALTMALAR

AMH . Antimiillerian hormon

ARE : Antioxidant responsive element (antioksidan yanit elemani)
Bax : Bcl-2 associated X protein (Bcl-2 iliskili X Protein)

Bcl-2 : B-cell lymphoma-2 (B hiicreli lenfoma-2)

Bcl-3 : B-cell lymphoma 3 (B hiicreli lenfoma-3)

BHA : Biitillenmis hidroksianisol

CP : Cyclophosphamide (Siklofosfamid)

DAB : 3,3’diaminobenzidine

DGR : Glycine repeat domains (Glisin tekrar eden bolgeler)

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

FDA : United State Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi)

FSH : Folikiil stimiilan hormon

FGF9 : Fibroblast Growth Factor 9 (Fibroblast Biiylime Faktorii 9)
H&E : Hematoksilen ve Eozin

IkB : Inhibitory kappa B (Inhbitér kappa B)

IKK . IkB kinaz

IL-1 - Interlokin 1

IVR > Intervening region (Miidahale edici bolge)

ip. : Intraperitoneal

JAK : Janus kinaz



KEAP 1 : Kelch-like ECH associated protein 1 (Kelch benzeri ECH iliskili
protein 1)

LH : Luteinizan hormon

LHX9 : LIM homeobox 9

MAPK : Mitogen activated protein kinase (Mitojenler tarafindan aktive edilen
kinazlar)

NFkB : Nuclear factor kappa B (Niikleer faktor kappa B)

Nrf2 : Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Niikleer faktor eritroid 2
iligkili faktor 2)

PGH : Primordiyal germ hiicresi

PPAR . Proliferator ile aktiflestirilen reseptor AR

QRC : Quercetin

RIP1 . Reseptor etkilesimli protein 1

ROS : Reactive oxygen species (Reaktif oksijen tiirleri)

SRY : Sex determining region Y (Cinsiyet belirleyici gen bolgesi Y)
SF1 : Steroidojenik faktor 1

SOX9 : SRY-Box 9

STAT : Signal transducers and activators of transcription (Sinyal
transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri)

TDF : Testis determining factor (Testis belirleyici faktor)

TdT : Terminal deoksiniikleotidil

TLRs : Toll-like receptors (Toll benzeri reseptorler)

TNF a : Timor nekroz faktorii o

TUNEL : Terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling
WNT4 : Wingless-tipe MMTYV integration site family 4

WT1 : Wilms’in tiimor baskilayict geni



GIRIS VE AMAC

Siklofosfamid (CP), pek ¢ok neoplastik ve otoimmiin hastaligin tedavisinde ve organ
transplantasyonunda immiinsiipresif olarak yaygin bir sekilde kullanilan sitotoksik alkilleyici
bir ajandir. Klinikte yaygin kullanima sahip olan ilag, hematolojik (akut-kronik 16semi,
lenfoma, multipl myelom) ve solid (meme, over, testis, bas-boyun) tiimérlerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (1-9).

Siklofosfamidin kemoterapdtik bir ajan olarak kullanimini siirlayan en nemli etken,
antitimoral etkinligi ile timor hiicrelerini 6ldiirmesinin yani sira 6zellikle testis, bobrek,
karaciger, kalp ve mesane olmak iizere pek cok organda toksik etki olusturarak normal doku
hasarma da sebep olmasidir. Tiimor hiicre dldiiriicii etkinligi, DNA’y1 alkilleyerek etki etmesi
mekanizmasina dayanmaktadir (10,11). Ilacin terapétik ve toksik etkileri, fosforamid hardali
ve akrolein adi verilen iki 6nemli aktif metaboliti sayesinde gercgeklesir. Antineoplastik
etkileri daha ¢ok fosforamid hardali ile iliskili halde iken, akrolein apoptozis, nekrozis,
onkozis gibi hiicre 6liimii mekanizmalari ile iliskilidir (11).

Terapétik etkinligine ragmen, CP’nin genital sistem dahil olmak {izere pek ¢ok sistem
tizerindeki yan etkileri klinik ve deneysel caligmalarda bildirilmektedir (12-14). Deneysel
olarak CP tedavisi uygulanan siganlarda, sperm canliligi, say1 ve hareketliliginde azalma (15),
seminal s1vi hacmi ve serum testosteron, folikiil stimiilan hormon (FSH) ve liiteinizan hormon
(LH) diizeylerinde diisiisiin yan1 sira (11,16), ozellikle testis dokusunda spermatogenez
stirecinde histopatolojik degisimler gézlenmistir (4,5,10,11,13). Bu degisimler, seminifer
tiibiillerde tiibiil epitelinde dejenerayon, spermatogeneziste germinal hiicre kayiplari ve
limene dokiilmeleri, tiibiil epitelinde hiicre vakuolizasyonu (5,10,11,15,17), interstisyel

aralikta Leydig hiicre dejenerasyonu ve bazen hemoraji seklindedir (18,19). Ayrica bu
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degisimlerin yani sira, viicut agirligi ve testis agirliginda azalma da yapilan ¢alismalarda ifade
edilmektedir (4,20).

Siklofosfamid’in testikiiler toksisitedeki etki mekanizmasi hala netlik kazanmamis olsa
da, yapilan c¢alismalara gére CP, dokudaki redoks dengesini bozarak oksidatif strese sebep
olmak suretiyle etki etmektedir (4,6,21).

Oksidatif stres, erkek infertilitesinin etiyolojisinde anahtar rol oynamaktadir. Hiicre igi
oksidasyondaki artis, testikiiler fonksiyon kaybindaki en 6nemli etken olan testikiiler stresi
tetiklemektedir. Artan testikiiler stres ise testikiiler mikrogevreyi olumsuz etkileyerek kan
akisini bozmakta ve endokrin sinyal iletimini olumsuz etkileyerek germ hiicrelerinde
apoptozis (programli hiicre 6liimii) indiiksiyonuna neden olmaktadir (11).

Yapilan bir ¢alismada, CP’nin Bcl-2 iliskili X Protein (Bcl-2 associated X protein, Bax)
ve B hiicreli lenfoma-2 (B cell lymphoma-2, Bcl-2) mRNA ve protein ekspresyon oranlarini
arttirarak apoptotik yolagin indiiksiyonunu tetikledigi gosterilmistir. Bunun yani sira,
caligmada apoptotik indeks de degerlendirilmis ve CP apoptotik hiicre sayisini anlamli olarak
arttirmistir (22).

Maremanda ve ark. (23)’nin yaptigi bir ¢alismada, CP’nin niikleer faktor kappa B
(Nuclear factor kappa B, NFkB) seviyesini arttirip, niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2
(Nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2) seviyesini azaltarak inflamatuvar etki
gosterdigi bildirilmistir. Yine ayni calismada, CP’nin apoptotik hasara da neden oldugu
bildirilmistir (23).

Erkek genital sistem g6z Oniine alindiginda, tiim bu etkilerin sonucunda ortaya ¢ikan en
onemli klinik bulgu siiphesiz infertilitedir. Infertiliteye ¢dziim yollar: {iretebilmek igin ge¢mis
yillarda yapilan pek ¢ok caligmada CP’nin antioksidan savunma sistemini bozarak oksidatif
strese yol agmasi ile testiste olusan hasara karsi ¢esitli antioksidan maddeler kullanilarak bu
hasarlar 6nlenmeye ya da azaltilmaya ¢alisilmistir (4,5,15,17,24-26).

Quercetin (QRC), fenolik bilesenlerden olusan bitkilerden elde edilen ve pek ¢ok besin
kaynaginda bulunan, flavonoid grubu iyelerinden biridir (27,28). Antioksidan (29),
antiapoptotik, antiinflamatuvar (30), antitimoral (31), antiviral (32), antiiskemik (33), ve
antiallerjenik (34) 6zellikleri bildirilmistir.

Polifenol yapisinda gii¢lii bir antioksidan etkinlige sahip olan QRC, hiicre iginde reaktif
oksijen tiirleri (reactive oxygen species, ROS)’nin sekillenmesini engellemekte, bu sayede
hiicreyi lipit peroksidasyonuna karsi koruyarak oksidatif stres ve apoptozis gibi etkilerin

oniine gegmektedir (29,35).



Khorsandi ve ark. (36), titanyum dioksit nanopartikiillerine karst QRC’nin koruyucu
etkisini degerlendirdikleri calismada, QRC’nin 6n tedavi olarak uygulanmasinin testis
dokusundaki oksidatif stresi azalttigini bildirmislerdir. Yapilan deneysel ¢alismalarda,
oksidatif stres sebebiyle doku hasari olusturan pekcok ajana karsi, QRC’nin koruyucu etki
gostererek biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde iyilesme sagladigi ifade
edilmektedir (27,37-41).

Yaptigimiz literatiir taramasinda CP’nin neden oldugu testis doku hasarina karsi,
QRC’nin antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Buradan yola ¢ikarak; CP’nin neden oldugu testis hasari {izerine QRC’nin
olast koruyucu etkisinin incelendigi calismamizin, 0&zellikle morfolojik, morfometrik,
hormonal ve immiinohistokimyasal diizeyde arastirilarak literatiire ve dolayisiyla hasar
nedeniyle erkekte ortaya g¢ikabilecek infertilitenin Onlenmesine/azaltilmasina yonelik katki

saglayacagi diisiincesindeyiz.



GENEL BIiLGILER

TESTIS GELISIMI

Embriyonun genetik ve kromozomal olarak cinsiyeti, oositin d6llenmesini saglayan
spermin tasidigi kromozom ozelliklerine (X veya Y) bagliysa da erkek ve disi embriyo
gelisiminde morfolojik degisimler, embriyonal gelisimin 7. haftasindan itibaren ortaya ¢ikar.
Genital sistemi olusturan primordiyal yapilar her iki cinste de birbirine benzerlik gdsterir. Bu
yiizden embriyonal gelisimin ilk 7 haftasi "farklanmamis donem™ olarak isimlendirilirken,
ortaya ¢ikan pirimitif gonadlar "farklanmamis gonadlar” olarak tanimlanirlar (42).

Her iki cinsiyettede gonadlar, posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel, altinda yer
alan mezenkimal doku ve primordiyal germ hiicreleri (PGH)’nden koken alirlar (42,43).
Gonadal yapilanma ve farklilagma siireci, mezodermal epitel proliferasyonu ve altinda yer
alan mezenkimal dokunun yogunlasmasiyla "gonadal kabart1" adi verilen bir ¢ift kabartinin
olugmasiyla baslar (44,45). Embriyonal gelisimin yaklasik 5. haftasi civar1 olugan gonadal
kabartilar mezonefrozun medialinde sekillenir. Yiizeyde yer alan epitel parmaksi uzantilar
halini alarak gonadal kordonlari1 olustururlar ve i¢ kisimdaki mezenkim iglerine dogru
bliyiirler. Bu asamada gonad, icte medulla dista korteks olarak organize olmus durumdadir.
Eger embriyo XY seks kromozom kompleksine sahipse, gonad testis olarak farklanacak ve
icteki medulla testikiiler kordonlara doniisiirken distaki korteks biiylik Ol¢iide dejenere
olacaktir (42,43).

Primordiyal germ hiicreleri, farkli kaynaklarda ufak farkliliklar olmasiyla birlikte
ortalama olarak gestasyonun 4. hafta baslarinda ekstraembriyonik mezoderm kaynakli yolk
kesesi duvarinda ozellikle, allantoisin baglangic bdlimiine yakin ve endodermal hiicreler

arasinda ortaya c¢ikarlar (Sekil 1) (42,44,45). 4.-6. haftalar arasinda bu hiicreler,
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gestasyonunda sagladigi embriyonel katlanmalar sirasinda umblikal kordun dorsal bdliimiiniin
viicut igine alinmasiyla, dnce primitif barsaga, oradan primitif barsak mezenteri yoluyla dorsal
viicut duvarina ve ardindan 5. hafta civarinda gonadal kabartilara go¢ ederler (42-44) (Sekil
1). PGH’leri bu gog¢ yolculuklari boyunca art arda mitotik bolinmeler gegirmeye devam
ederler. Bazi PGHler ise, go¢ sirasinda ekstragonadal bolimlerde dinlenmeye ugrayarak
olduklar1 yerde kalabilirler ve teratom olarak adlandirilan bir timdr tiiriine neden olabilirler
(44).

Primordiyal germ hiicreleri, gesitli sekillerde go¢ eder ve her gé¢ basamagi farkli
mekanizmalarla diizenlenir. Gelisme sirasinda PGH'ler aktif ve pasif bir dizi mekanizma ile
ekstraembriyonik bolgeden son bagirsak epiteli araciligiyla genital kabartilara dogru ¢oklu
gecitlerin sayesinde go¢ ederler. Bu germ hiicreleri epitel benzeri bir hiicre seklinde ortak
aktif go¢ mekanizmalari ile kontrol edilir. Bununla birlikte diger gelisim evrelerinde bu hiicre
gocli, barsak endodermal morfogenezi ve limen sivist akisi ile pasif tagima gibi diger
mekanizmalari takip ederek go¢ yolunu tamamlar. Yolk kesesinden endoderm epiteline aktif
olarak yonelen PGH’ler, sonbarsak morfogenezi ile pasif hareket ettirilirler. Devaminda,
genital kabartilara dogru aktif hareket eden hiicreler, testis inisi sirasinda pasif olarak gog
ederler ve son olarak gonad hiicrelerinin bazal membrana dogru gogii ile gelecekteki sperm
tiretiminden sorumlu olan seminifer tiibiilleri sekillendirmis olurlar (46) (Sekil 2A).

Cinsiyet farklanmasi pek c¢ok genin gorev aldigi oldukca karmasik bir siirectir.
Kromozomal ve genetik cinsiyet tayini, fertilizasyon sirasinda sekonder oositi dolleyen
spermin X veya Y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir (47,48). Erkek fenotipinin ortaya
¢ikmasi i¢in gerekli olan Y kromozomudur (42). Embriyo genetik agidan erkekse, primordiyal
germ hiicreleri XY cinsiyet kromozomuna sahiptir. Y kromozomunun kisa kolunda yerlesen
ve testis belirleyici faktorii (testis determining factor, TDF) kodlayan cinsiyet belirleyici gen
bolgesi (Sex determining region Y, SRY) geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlart
seklinde testis olarak farklanir (42,43,45,49,50).

Testikiiler farklilasma TDF tarafindan saglanmaktadir. Bu faktoriin etkisiyle, gonadal
kordonlar testis kordonlar1 (seminiferdz tiibiil primordiyumu) olarak sekillenir. Erkeklerde
SRY ekspresyonu, SRY-Box 9 (SOX9)’u aktive ederken disi gelisimini saglayan Wingless-
tipe MMTYV integration site family 4 (WNT4) ekspresyonunu inhibe etmesidir ve SOX9 ve
Fibroblast Biiytime Faktorii 9 (Fibroblast Growth Factor 9, FGF9) gen ekspresyonlarinin bu
primitif kordonlarin olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (42,43,45). Yapilan calismalar,

insanlarda kendiliginden mutasyon, delesyon, duplikasyon veya translokasyonlarin



gerceklesmesiyle ya da transgenlerin farelere transfer edilmesiyle, sadece bir SRY veya
SOX9 geninin bir XX embriyosunda testis gelisimini indiiklemek ic¢in yeterli oldugunu
gostermistir. SOX gen ailesi igerisinde 6zellikle SOX10 ve SOX3, insanlarda goriilen 46 XX

ovotestikiiler sendromu ile iliskilendirilmistir (49).

Noral Tiip 5 i
orsa;

Dorsal
Mezenter

Genital Kabarti

/____Mezonefrik Kanal
(Wolf Kanal)

Paramezonefrik Kanal

Kloaka (Miiller Kanalr)

Son Bagirsak

Mezonefroz

Sekil 1. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii ve gonadal kabartilara yerlesimi. 5. ve 6.
hafta boyunca yolk Kkesesinin allantoise yakin yerinden primordiyal germ
hiicrelerinin (yesil noktalar) gocii gorillmektedir. Gonadal kabartilarin
bulundugu transvers kesitte primordiyal germ hiicrelerinin gonadal kabartiya
ulagmasi izlenmektedir (49).

Birkag transkripsiyon faktorii de SRY ifadesinde yer almistir. NRSA1 olarak da bilinen
Steroidojenik faktor 1 (SF1), ekspresyonu s6lomik epitelde baslayan ve hem destekleyici hem
de steroidojenik hiicrelerde devam eden bir niikleer reseptdr transkripsiyon faktoriidiir
(43,50). LIM homeobox 9 (LHX9) ifadesi de énemli bir transkripsiyon faktoriidiir ve LHX9
geninden yoksun farelerin, SF1 ekspresyonunda 6nemli bir azalma sergiledigi ve gonadal
agenezisi gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, Wilms’in timor baskilayict gen 1 (WT1)'i ise SF1
diizenlenmesini saglayan bir transkripsiyon faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve gonad
olusumunda etkilidir. DAX1 geni ise, bir niikleer reseptor olan Dax-1’in kodlanmasindan
sorumlu gen olarak karsimiza c¢ikmaktadir ve bu reseptoriin aktivasyonu SRY genini

baskilayarak doza duyarli cinsiyet doniisiimii ve adrenal hipoplazi nedeni olmaktadir (50).



Fetal donemde olusan testislerin {irettigi testosteron, dihidrotestosteron ve antimiillerian
hormon (AMH) 7. haftadan itibaren erkek embriyo gelisiminin belirlenmesinde etkindir. Y
kromozomu yoklugu testis yerine yaklasik 12. hafta civar1 over gelisimi ile sonuglanir
(42,47). Anormal cinsiyet kromozomu tasiyan embriyolarda fazladan bulunan X
kromozomunun cinsiyetin belirlenmesinde bir 6nemi yoktur. Erkek cinsiyet gelisimi igin
gerekli olan Y kromozomu varligidir ve XXY kromozomlu bir embriyo da erkek olarak
gelisim gosterir (47).

Gelisen embriyo genetik olarak erkek ise, primordiyal germ hiicreleri XY cinsiyet
kromozomuna sahiptir ve testis belirleyici faktorii kodlayan SRY geninin etkisiyle primitif
cinsiyet kordonlar1 meduller sahada testis, seminiferdz ya da meduller kordonlar1 olustururlar.
Bu kordonlar, hiicrelerin proliferasyonuyla medulla derinlerine dogru ¢ogalarak devam eder.
Hilus bolgesinde birbirleriyle anastomozlar yaparak rete testis tiibiillerini olusturacak olan
hiicre dizileri halinde dagilirlar. Ilerleyen evrelerde, yogun fibrdz bir bag doku tabakasi olan
tunika albuginea geliserek olusan testis kordonlarmni yiizey epitelinden ayirir. Tunika
albuginea gelisimiyle testis genisleyerek karakteristik goriinimiine daha yakin hale gelir
(Sekil 2B). Genisleyen testis kademeli olarak mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan
mezorsiyum ile asili olarak varligim stirdiiriir (42,45,47) (Sekil 2A-B).

Testis kordonlarindan seminifer tiibiiller, tiibiili rekti ve rete testis sekillenecektir (42).
Dordiincii ay civari, atnalh sekline benzemeye baslayan testis kordonlarinin agik uglari rete
testis ile devamlilik gosterir (45).

Testis tiibiilleri, puberteye kadar liimen bulundurmaksizin solid halde bulunurlar.
Puberte ile birlikte testis tiibiillerinde liimen olugumu goriiliir. Bu agamadan itibaren seminifer
tibiil adm1 alirlar ve devaminda kanalize olan diger bosaltim kanallaryla devamlilik
gosterirler (47) (Sekil 2A-B).

Fetal testiste ¢ogunlugu olusturan hiicreler Sertoli hiicreleridir. Ayrica, glikoprotein
karakterli bir hormon olan AMH, testis tiibiillerinde yerlesim gosteren Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadir. Hormonun {iretimi puberteye kadar siirer sonra seviyesi azalir.
AMH’1n varligi, disi genital organlari olan uterus ve tuba utarinalarin gelistigi paramezoneftrik
(miillerian) kanallarin gelisimini baskilamaktadir (51).

Testis kordonlar1 arasindaki mezenkimal doku icerisinde Leydig hiicreleri de yer
almaktadir (47). 8. haftadan itibaren androjenik hormonlar olan testosteron ve androstenedion,
Leydig hiicreleri tarafindan salgilanmaya baslar. Salgilanan bu hormonlar mezonefrik

kanallarin ve dis genital yapilanmasinin maskiilen yonde farklanmasinda etkilidir. Sertoli



hiicrelerinin tirettigi AMH ile birlikte erkek cinsiyet karakterinin gelismesinde etki gosterirler
(42).

Testis gelisiminin son asamasinda ise, yassilasan yiizey epiteli yetiskin testislerde
yiizeyi doseyen tek katli mezotele farklanir (47).

Testisin devaminda gelisen genital kanallar ise, gelisimin ilk 6 haftas1 boyunca hem disi
hem de erkek embriyoda, bir ¢ift mezonefrik kanallar ve onlarin yaninda bir ¢ift olarak yer

alan paramezonefrik kanallar (Miiller kanallar1) olarak varligini gosterir (45).

Tunika Albuginea
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00 0000
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...................................... »
@ Sertoli Hiicreleri
[Primordiyal Germ Hicreler: | O Primordiyal Germ Hiicreleri

T
||Ill\an Damari Endotel Hucrelen _
T

B Kan Damarlan
Ekstraseliiler Matriks
“ Mezenkim

A
Sekil 2. A. Testis organogenezisi sirasinda hiicre farklilasmalarinin sematize gosterimi.

B. Fetal testis organizasyonu (52).

Testislerin Skrotuma Inisi

Testis taslaklar1 intrauterin yasamin baglarinda L3-5 vertebra seviyesinde, bobregin
hemen alt kisminda yer alir (53) ve embriyonal gelisimde ikinci ayin sonlarina dogru
mezonefroz ve testisler karin arka duvarina iirogenital mezenterle asili olarak karin boslugu
icinde bulunurlar. Mezonefrozun gerilemesiyle birlikte bu yap1 sadece gonadin mezenteri
haline gelir ve kaudal kismi kaudal genital ligament olarak bilinir (45). Testis gelisimi
sirasinda, kaudal kutbundan ¢ikan ve ekstraseliiler matriksten zengin, yogun mezenkimal bir
yap1 olan gubernakulum, testis inisi Oncesi internal ve eksternal abdominal kaslarin arasinda
sonlanirken, testis inisinin baglamasiyla birlikte inguinal bolgeden skrotal sigkinlige dogru
biiylimeye baslar (53).

Intraabdominal testis gd¢iiniin, gubernakulumun ekstraabdominal pargasmnin uzamasiyla
gerceklestigi, organogenez ile birlikte organlardaki biiylimenin intraabdominal basinci
arttirarak inguinal kanaldan gegisini sagladig: ifade edilmektedir (45,48). Ayrica androjen ve
insiiline-like peptide 3 (INSL3) sinyal yollarinin gubernakulum gelisimine primer etki ederek
testislerin inisini sagladig yapilan rodent ¢aligsmalarinda gosterilmistir (49,54). Embriyogenez
sirasinda Leydig hiicreleri tarafindan yapilan ve salgilanan INSL3, dolagima katilarak

gubernakular hiicreler iizerindeki reseptoriine (relaxin family receptor 2, RXFP2) baglanir
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(54). Gubernakulumun retraksiyonuyla birlikte, testisler abdominal lokasyonundan skrotuma
goc ederler. Farelerde INSL3 ve RXFP2 homozigot delesyonlarinda gubarnakular eksiklik
nedeniyle bilateral testislerin abdominal pozisyonda kaldiklar1 bildirilmistir (54). Insanlarda
da benzeri mekanizma ile INSL3, testis inisinde muhtemelen rol almaktadir. Azalmis INSL3
diizeyleri konjenital inmemis testislerde tespit edilmistir. Bununla birlikte, INSL3 veya
reseptOr gen mutasyonlari bu hastalarda oldukg¢a nadir goriilmektedir (49).

Normal sartlarda testisler, yaklasik olarak gestasyonun 12. haftasinda inguinal bolgeye
gelir, inguinal kanaldan 28. haftada gegerek skrotuma 33. hafta civar1 ulasmaktadirlar (45).
Bu siirecte androjenler ile birlikte gesitli hormonlar rol oynamaktadir (45,55). inis sirasinda
testisler ana bosaltici kanallar olan duktus deferens beraberinde kan damarlarini, lenf
damarlarini ve sinirleri de beraberinde getirmektedir (48).

Bazi durumlarda testis inisi obstriiksiyona ugrayarak kriptosidizm de denilen inmemis
testis ile sonuglanabilmektedir. Miadinda doganlarda % 1-4 arasinda goriiliirken, prematiire
bebeklerde bu oran % 1-45 arasinda degisebilmektedir (54). Kriptorsidizm tedavi edilmezse,
inguinal kanal ve abdominal kavitedeki skrotuma oranla daha yiiksek olan 1s1 dolayisiyla
spermatogenez etkilenerek semen kalitesinin bozulmasi sonucu infertilite ve germ hiicreli

timor goriilme riski ortaya ¢ikar (53,56,57).

TESTISIN ANATOMIK VE HISTOLOJIK YAPISI

Testis Anatomisi

Erkek iireme sistemi; iireme hiicrelerinin tretiminden sorumlu olan testisler, iiretilen
tireme hiicrelerinin iletimini saglayan iletici yollar (tubuli rekti, rete tstis, duktuli efferentes,
duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus) ve yardimci iireme bezleri (seminal
vezikiil, prostat, bulboiiretral bezler) olmak iizere li¢ boliimden olusur. Kopulasyon organi
olan penise uzanan iletici boliime yardimei tireme bezleri agilmaktadir (58-60).

Testisler, erkekte sperm ve testosteron liretimini saglayan temel iireme organidir (55) ve
skrotum icerisinde yer alirlar. Oval sekilli, yanlardan basik, kus yumurtasini andiran bir
goriinlime sahiptirler. Biiyiikliikleri herbiri 2,5x3x5 cm boyutlarinda 10-15 g agirliginda cift
olarak bulunurlar (61-63). Testisler erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlarin ve erkek
seks hormonlar1 olan androjenlerin iiretiminden sorumludurlar. iki yiizii (facies lateralis ve
medialis), iki kenar1 (margo anterior ve posterior) ve iki ucu (etremitas superior ve inferior)
bulunur. Sol testis sag testise gore 1cm daha asagida bulunur. Bunun sebebi, kan stazi nedeni

ile sol testisin daha agir olmasidir (61,62).



Skotum perinede yer alan ve i¢inde hem testisleri hem de epididimleri barindiran
kutan6z fibromuskiiler bir torba seklindedir. Tesislerin inisi ve skrotum i¢inde yer almalari
normal fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in olduk¢a onemlidir. Ciinkii, testislerin
viicut 1sisindan daha diisiik bir 1siya ihtiyaglart vardir ve skrotum yapisal 6zellikleriyle
(derisinde yer alan bol miktardaki ter bezleri, diger katmanlarindaki kas lifleri) ile diistiik 1s1y1
(34-35 °C) saglar (64).

Testisler tunika albuginea ad1 verilen kalin bir kapsiil ile ¢cevrelenmistir. Bu kapsiil, arka
kenarindan testisin icerisine girerek mediastinum testis’i olusturur. Mediastinum testis hem
testise giris ve ¢ikis yapan damarlari, hem rete testisi, hem de gonderdigi bolmelerle testisi
sayilart 250-300 arasinda degisen lobguklara boler. Bu lobguklarda sayilart 1-4 arasi
degisebilen ve total testis dokusunda sayilar1 yaklasik 1000 kadar olan seminifer tiibiiller
bulunur (59,61-63). Testiste seminifer tiibiiller arasinda gevsek bag dokusu yerlesim gosterir
ve interstisyel doku olarak da isimlendirilir. Bu bag doku igerisinde testosteron {iretimi yapan
Leydig hiicreleri bulunur (59,61). Seminifer tiibiiller mediastinum testise uzanirlar ve bu
bolgede diiz tiibiiller olan tiibiili rekti’yi ve rete testis’i olusururlar. Devaminda, sayilari
kaynaklarda farkliliklar gosterebilen (6-20 arasi) duktuli efferentes bulunur (61-63) (Sekil 3).

Kaput Epididimis
Spermatik Kordonlar
L . Testikiiler Lobiiller
Mediastinum Testis
Testikiiler Septumlar

Tunika Albuginea
Kauda Epididimis

Sekil 3. Testisin anatomik yapis1 (65).
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Testisler abdominal aortadan ¢ikan testikiiler arterler ile kanlandirilir. Testislerin ven6z
kam1 sagda v. cava inferior, solda v. renalis ve o da v. cava inferior’e dokiiliir. Innervasyonu

otonom sinirlerle olmaktadir (61).

Testis Histolojisi

Skrotum i¢inde bulunan testisler histolojik olarak 3 katmanli bir kapsiil ile
¢evrelenmistir.

Tunika vajinalis, testislerin karin boslugundan skrotuma inisleri sirasinda siirtikledikleri
iki katli periton tabakasidir. Anterolateral yiizeyde yer alir ve mezotel ile dosenmistir.

Tunika albuginea, kapsiiliin en belirgin ve en kalin tabakasidir ve yogun bir fibroelastik
bag dokudan olusur. Testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Testise
giris ¢1kis yapan an damarlari, lenf damarlar1 ve kanallar bu tabaka icinde ilerler.

Tunika vaskiiloza, damardan zengin gevsek bag dokusu yapisindadir ve en igte yer alir
(66,67).

Testis fonksiyonel birimleri, seminifer tiibiiller ile interstisyel dokuda yer alan ve
androjen salgilayan Leydig hiicreleridir (48).

Testis hacminin ¢ok biiyiik bir kismini olusturan seminifer tiibiiller, yaklasik olarak
ortalama 30-80 cm uzunlugunda, 150-250 um kalinliginda kivrimli kanallardir (66). Her bir
seminifer tiibiil, germinal veya spermatogenik epitel olarak isimlendirilen 6zellesmis ¢ok katli
epitel ile doselidir. Fibroz bir bag doku katmani ile gevrili olan epitelin bazal membrani en
icte yer alan miyoid hiicreler ile komsuluk halindedir. Bu hiicreler diiz kas 6zelligi tasiyan

hiicrelerdir ve tiibiillerin zay1f bir sekilde kasilmalarini saglar (48,63,66).

Germinal epitel iki tip hiicreden olugmaktadir;

» destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da isimlendirilebilen, oldukga
bliylik olan ve boliinmeyen hiicreler olan Sertoli hiicreleri,

» diizenli olarak ¢ogalan, bdliinebilen ve olgun spermin olusumunu saglayan

spermatogenik seri hiicreleri (48,59,68).

Sertoli hiicreleri: Boliinme 6zelligi olmayan hiicrelerdir. Puberteye kadar ¢ogalirlar
puberte sonras1 bolinme olmaz. Komsu spermatogenik seri hiicrelerini ¢evrelerler,
beslenmesini korunmasini ve desteklenmesini saglarlar. Ayrica onlarin arasindaki bosluklar
doldururlar ve yaygin apikal ve lateral uzantilara sahip hiicrelerdir. Tiibiillerin yapisal

diizenini saglayan hiicrelerdir ve kendi aralarinda siki baglanti komplekslerine sahiptirler. Bu
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baglantilar ile kan testis bariyerini olustururlar (Sekil 4). Baglantilarin alt kisminda yerlesen
spermatogenik hiicreler olgunlasirken bu baglant1 bolgelerini asmak zorundadirlar (48,66).
Sertoli hiicrelerinin gorevleri 6zetle asagidaki sekildedir,
» Spermatogenik hiicrelerin  desteklenmesini, beslemesini ve korunmasini
saglarlar,
Sperm taginmasini saglayan sivi salgilanmasindan sorumludurlar,
Sperm sitoplazmasinin bir kismini fagosite ederek ortadan kaldirirlar,

Gelisimleri normal ilerlememis olan spermatogenik hiicreleri fagosite ederler,

YV V V VY

Androjen baglayan protein, inhibin, plazminojen aktivator ve transferrin
salgilarlar,
» Erkek fetusta Miiller kanalinin gerilemesinden sorumlu olan AMH iiretiminden
sorumludurlar,
> Kan-testis bariyerini olustururlar (64,66).

Germ hiicreleri, spermatogenez boyunca tiibiil limenine dogru ilerleyerek farklilasirken,
Sertoli ve germ hiicreleri arasinda baglantt kompleksleri goriiliir. Gelisiminin farkli
asamalarindaki spermatogenik germ hiicreleri desmozom benzeri baglant1 birimleri ve aktin
bazli hiicre birlesimleri yoluyla Sertoli hiicreleri ile stabil bir sekilde farklilasma ve
olgunlagsma siireci boyunca bagli kalir. Heniiz olgunlagsmamis germ hiicrelerinin Sertoli
hiicrelerine baglanmamas: immatiir germ hiicrelerinin liimene birakilmasina ve dolayisiyla
infertiliteye yol agabilecek bir tablodur (69).

Spermatogenik seri hiicreleri: sayilar1 dort ile sekiz arasinda degisim gosterebilen
kiimelesmis hiicre katmanlarindan olusurlar ve ilerleyen safhalarda sperm hiicrelerini
olustururlar (59) (Sekil 4). Olgun bir spermin olusumu g¢esitli kaynaklara gore terimsel
degisiklik gostermekle birlikte spermatogenez ve spermiyogenez olmak iizere birbirini takip
eden iki siireg ile gergeklesir (59,66). Baz1 kaynaklar ise spermatogenezi spermatogonyal faz,
spermatosit fazi ve spermatid fazi1 (spermiyogenez) olmak iizere {i¢ asamali olarak aciklar

(48,64).
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Sekil 4. Seminifer epitelin sematik diyagram (70).

Spermatogenez

Spermatogenez genel anlamda spermatogonyumdan spermin gelismesi siirecidir (Sekil
5). Puberte oncesi donemde gonadotropin seviyelerinin artigiyla birlikte spermatogenez baslar
ve yagsam boyu devam eder. Puberte doneminin baglamasiyla kok ve progenitor hiicreler olan
spermetogonyumlar prolifere olmaya baslarlar (spermatogonyal faz) (59). Bu mitotik
boliinmelerle primer spermatositler olusur. Primer spermatositler iki mayotik bdliinme
gecirerek kromozom ve DNA miktarlarinin azaltirlar spermatid adi verilen haploid hiicreleri
olustururlar (spermatosit fazi). Son olarak spermatidler olgun sperm hiicresine doniisiim
stireci gecgirerek sperm olarak sekillenirler (spermatid fazi-spermiyogenez) (48,64).

Spermatogonyal faz: Kok hiicre kaynagini olusturan hiicrelerin hem kendi yerlerine
kalacak rezerv  hiicreleri hem de spermiyum olusumunu saglayacak olan

spermatogonyumlarin iiretiminin gergeklestigi siirectir (48) (Sekil 5).
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Spermatogonyumlar bazal membran ile direkt iligki i¢inde olan diploid spermatogenik
hiicrelerdir. Bu hiicreler Sertoli hiicrelerinin tikayici baglantilar1 altinda kalirlar. Dolayistyla
kan testis bariyerinin disinda yer almaktadirlar (64). Spermatogonyal kok hiicrelerden koken
alirlar puberte ile birlikte mitotik boliinmeler gegirmeye baslarlar (48,64,68). Ozellikle rutin
hematoksilen ve eozin (H&E) preparatlarinda gosterdikleri morfolojik niikleer
goriinimlerinde bazi farkliliklar goriilmektedir (68). Bu farkliliklarin farkli spermatogonyal
soylar1 temsil ettigi disiiniilmektedir. Niikleer goriiniimlerine gore 3 tip Spermatogonyum
ifade edilir: Tip A koyu spermatogonyum, tip A acik spermatogonyum ve tip B
spermatogonyum (48,59,64,66).

Tip A koyu spermatogonyumlar, yogun bazofilik boyanma gosteren, ince graniiler
kromatin igeren oval niikleuslu hiicrelerdir. Tip A koyu spermatogonyumlarin, semininfer
epitel i¢in kok hiicre kaynagi olusturdugu diistiniilmektedir. Diizenli olmayan araliklarla
mitotik olarak boliinerek ya kok hiicre olarak kalmakta ya da tip A agik spermatogonyumlari
olusturmaktadirlar (48,64,66,68).

Tip A ac¢ik spermatogonyumlar, yine ince graniillii kromatine sahip fakat niikleer olarak
acik renkli boyanan hiicrelerdir. Bu hiicreler sperm iiretimine indiiklenmis hiicrelerdir ve
farklilasip ¢ogalarak sonunda spermiyum haline geleceklerdir. Ardigik mitotoik boliinmelerle
sayilarini arttirirlar. Sonunda tip B spermatogonyumlara farklilagirlar (48,59,66,68).

Tip B spermatogonyumlar, kromatin materyali niikleer kilif boyunca ve niikleolus
cevresinde genis kiimeler olusturarak yogunlagsmis yuvarlak niikleuslu hiicrelerdir. Tip B
spermatogonyumlarin  goriilmesi spermatogonyal fazin son olayr olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu hiicreler primer spermatositleri olusturmak iizere boliinmeye giderler
(48,59,64,66).

Tip A acik spermatogonyumlarin arasinda bulunan sitoplazmik kopriiler devam eden
mitoz ve mayoz boliinmelerde de varliklarini siirdiiriirler. Bu sayede spermatid olusumunun
son asamalarina kadar hiicreler birbirleriyle baglantilarini siirdiiriirler (66,68) (Sekil 5).

Spermatosit fazi: Primer spermatositlerin mayoz bdliinme gegirerek hem kromozom
sayilarin1 hem de DNA miktarlarini azalttiklar siiregtir. Tip A spermatogonyumlarin mitotik
boliinmeleriyle ortaya cikan tip B spermatogonyumlar, mitotik boliinmeleri devam ettirirler ve
primer spermatositleri {iretirler. Primer spermatositler, olusumlarinin ardindan DNA
replikasyonunu gergeklestirir ve mayoz boliinmeye hazir hale gelirler. Primer spermatositlerin

her biri, normal sayida kromozom (2n) ve normalin iki kati miktarda DNA (4d) icerir (48).
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Sekil 5. Spermatogenik seri hiicrelerinin sematik gosterimi (71).

Mayoz I, 2n miktardaki kromozom sayisini n’ye indirirken, 4d miktarindaki DNA’y1 ise
2d’ye diigiiriir. Bu durumda olusan sekonder spermatosit haploid kromozom sayisinda (n) ve
2d miktarinda DNA igerir. Mayoz II baglangicinda DNA replikasyonu gerceklesmedigi igin,
bu bdliinme sonunda olusan herbir spermatid n kromozoma ve d miktarinda DNA’ya sahip
olmaktadir (48,64,66).

Birinci mayoz bdliinme ile ortaya c¢ikan sekonder spermatositler cok gecmeden 2.
mayoz boliinmeye devam ettikleri i¢in kesitlerde c¢ok fazla izlenmezler. Primer
spermatositlere kiyasla nisbeten daha kiiciikk hiicreler olup, DNA sentezine girmeksizin

2.mayoz boliinmeyle spermatidleri olustururlar. Bu hiicreler insanlarda 22 otozom ve bir seks
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kromozomu (X veya Y) olmak iizere 23 kromozom (n) ve normalin yarisi kadar DNA
icerirler (66).

Spermatid faz1 (Spermiyogenez): Bir 6nceki fazda olusan spermatidlerin olgun sperm
hiicresine farklilastiklar1 stiregtir. Erken safhalarda yuvarlak sekilli olan spermatid
spermiyogenez siireci sonunda hareketli olan spermiyuma doniislir (68). Bu siirecte Sertoli
hiicreleri de aktif rol oynamaktadir. Spermiyogenezin son agsamalarinda, spermatidler bas
boliimleri Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina gomiilii olarak bulunurlar (48,64,66).

Spermiyogenez dort asamada incelenir:

Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasinda ¢ok sayida Golgi kompleksinin bulundugu
bolgede PAS (+) graniillerinin varhigi ile karekterizedir. Bu graniillere proakrozomal vezikiil
ad1 verilir ve glikoproteince zengin igerige sahiptir. Akrozomal veziiikiiliin oldugu saha
spermiyumun 6n kutbunu belirlemektedir. Arka kutupta ise ise olgun sentriyol plazma
membranina dik ac1 yaparak hizalanir. Sentriyol sperm kuyrugundaki aksonemini olusturan
dokuz periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve iki merkezi mikrotiibiilin pargalarinin biraraya
gelmesini saglamaktadir (48,64,66).

Kep Fazi: Bu asamada akrozomal vezikiil niikleusun 6n boliimiinde genisleyerek bir
sapka gibi niikleusu kaplar. Bu yeni yapiya akrozomal kep adi verilir. Niikleus membraninin
bu boliime bakan yliziinde porlar kaybolur ve membran kalinlasir. Niikleer igerik artik daha
yogun haldedir (48,66).

Akrozom Fazi: Spermatid kendini yeniden hizalar. Spermiyum basi Sertoli hiicresinin
sitoplazmasinin  derinlerine gomiilii haldedir. ~ Kuyruk bolimiimde flagellum iyice
belirginlesir, yogunlasan niikleus yassilasarak uzar. Akrozomal vezikiil akrozom adinmi alarak
apikal plazma membranina ¢ok yakin konum alir. Sitoplazmadaki mikrotiibiiller akrozomdan
spermatidin arka kutbuna dogru uzanarak silindirik kilif ya da mansgeti olusturur. Ayrica
sentriyollerden kaynaklanan 9 adet kalin fibril aksonemin mikrotiibiilleri disinda dis kalin
lifleri olusturur. Liflerin baslangic boliimii baglayict parga adini alir (66). Tim bunlar
gerceklesirken hiicre membran1 kuyruk yiizeyini de kaplamak {izere arkaya dogru uzar,
manget ortadan kalkar. Boyun boéliimiinde mitokondriyonlar fibrillerin etrafinda heliks
seklinde dizilim gosterirler ve kuyrugun orta pargasini olustururlar. Orta parganin bitiminde
fibroz bir kilif, esas par¢anin longitudinal liflerini gevreler ve bu saha esas parga adin1 alir. Bu
fibroz kilif flagellumun ucuna kadar uzanir (48,64). Esas parg¢anin distalinde yerlesen ve

aksonem mikrotiibiillerini i¢eren son ve kisa olan boliim ise son parga olarak adlandirilir (66).
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Olgunlasma Fazi: Sekillenen spermiyum, flagellum etrafindaki fazla sitoplazmadan bu
evrede kurtulur. Fazla sitoplazmanin oldugu boéliimler bogumlanarak spermiyumdan ayrilir,
Sertoli hiicreleri ise bu pargalar1 fagosite ederek ortadan kaldirir. Spermatidler arasindaki
baglantilar ortadan kalkar ve Sertoli hiicrelerinden ayrilan spermiyumlar liimene diiserler.
Hiicrelerin morfolojik degisimleri sirasiyla Sekil 6’da gosterilmistir (48,64,66).

Spermatogenez sonunda spermatidler, olgunlasma siireglerini tamamlarlar ve
spermiasyon adi verilen bir asama ile Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil limenine
birakilirlar. Burada Sertoli-spermatid baglant1 kompleksleri ortadan kaldirilir ve spermatidler
Sertoli hiicrelerinden ayrilirlar. Bu baglantilarda B1 integrinlerin bulunmasmin yaninda,
integrin bagh kinazlarin aktivite artislar1 ve enzimatik reaksiyonlarin etkili oldugu

diistiniilmektedir (48).

I | Y A ' I| "I

1 2 3 4 5 6 7
Golgi Fazx Kep Fazx
‘e
8 9 10 11 12 13 14 15 16
Akrozom Fazi Olgunlasma Faz

Sekil 6. Spermiyogenezin sematik diyagrami (72).

Testis Interstisyumu

Semininfer tiibiiller arasinda interstisyel bag doku cok sayida kan ve lenf damarlari
igeren gevsek bag dokusu 6zelligindedir. Bag dokuya ait fibroblast, mast hiicresi ve makrofaj
gibi pek cok hiicrenin bulunmasmin yanisira, Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) adi
verilen ve testosteron iiretiminden sorumlu endokrin fonksiyonlu hiicreler de bu bag doku
icinde bulunurlar (48,66). Biiyiik poligonal sekilli asidofilik karakterli olan bu hiicreler steroid

hormon iireten hiicreler olmalar1 dolayisiyla sitoplazmalarinda bol miktarda lipid damlaciklar
17



icerirler. Ayrica lipofuksin pigmenti ve ¢ubuk sekilli sitoplazmik kristaller olan Reinke
kristalleri siklikla gdzlemlenmektedir (48).

Sertoli hiicrelerinin ilk farklilasmasindan sonra, Leydig hiicreleri interstisyel bag doku
icinde farklilasmaya baglar (73). Yapilan kantitatif calismalar, 19 giinliikk fetal sigan
testislerinde Leydig hiicrelerinin bollugunu, dogum sonras1 yasamin 4. giiniine kadar sayilar1
keskin bir sekilde azalttigini ve ardindan yasamin {igiincii haftasinda dogum sonrasi Leydig

hiicrelerinin hizli bir sekilde gelistigini ortaya koymustur (74).

GONADOTOKSISITE VE INFERTILITE

Infertilite, diinyadaki ¢iftlerin yaklasik olarak % 15'ini etkileyen 6nemli bir sorundur ve
infertilite vakalarimin yaklasik yarisi erkek birey kaynaklidir. Erkek infertilitesine,
spermatogenezde basarisizlik, sperm taginimindaki bozukluklar veya aksesuar bezlerde genel
islev bozukluklari neden olabilmektedir (22). Bu islevsel bozuklukluklarin sebeplerine
bakildiginda genetik faktorlerin yani sira; sicaklik, gegirilen viral hastaliklar, spermatik
kordon torsiyonlari, varikosel, kriptorsidizm, testikiiler tiimorler ve tedavi amagh kullanilan
ilaglarin yliksek doz ve uzun siireli kullanimlart oldugu gériilmektedir. Bunlarin sonucunda
testis doku harabiyeti ortaya ¢ikmaktadir. Tedavi amagli alinan ve gonadotoksisiteye sebep
olan ilaclara bakildiginda belirgin olarak, kanser kemoterapilerinde kullanilan ilaglar oldugu
goriilmektedir. Tim bunlarin sonucu olarak spermatogenik defekt, erkek infertilitesinin
primer sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (64).

Spermatogenez, karmasik ve ¢cok asamali bir siirectir, ii¢ ana faz igerir: Mitotik, mayotik
ve postmayotik fazlar. Spermatogenik hiicrenin apoptozisi, go¢ ve farklilasma gibi diger
hiicresel olaylar da spermatogenez siirecinde hayati rol oynar. Hiicre proliferasyonu ve
apoptozis arasindaki dinamik denge, testisin seminifer tiibiillerindeki hiicrelerin sayisini
belirler. Asir1 apoptozis sperm iiretiminin tiikkenmesine neden olur. Tiim spermatogenez siireci
ayrica, testosteronun androjen reseptoriine baglanarak spermatogenezi diizenlemede hayati bir
rol oynadig: bir dizi hormon tarafindan kontrol edilir. Spermatogenez siireglerinde testosteron
veya androjen reseptOriiniin Olmamasi, testosteronun etkilerini zayiflatacak ve
spermatogenezin islev bozuklugu ile sonuglanacaktir (22).

Gonadal toksisite, ¢esitli malign hastaliklarin kemoterapi tedavisinde karsilasilan ciddi
bir problemdir. Tam1 teknolojisinin ve tedavinin gelismesiyle birlikte, son yillarda birgok
malign hastanin hayatta kalma orani hizla artmistir. Fakat hayatta kalanlarin karsi karsiya

kalmalar1 gereken bir sonraki olumsuz durum kemoterapinin neden oldugu infertilitedir. Bu
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problem, bu hastalar i¢in biiyiik fiziksel ve duygusal baskiya yol acabilir ve daha sonra aile
yasamlarint da biiyiikk oOl¢iide etkileyebilir. CP, antitimoral o6zelligi bilinen, alkilleyici
kemoterapdtik bir madde olarak kullanilmaktadir (15). Onceki ¢alismalar CP uygulamasinin
testosteron sentezini engelleyebilecegini gostermistir (22). Yine yapilan deneysel hayvan
calismalarinda, = CP’nin  testis  agirhginda  azalmaya,  gecici  oligospermiye,
spermatogonyumlarda DNA sentezinde ve spermatidlerde protein sentezinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (15).

Tim bu nedenler, CP’nin sebep oldugu gonadotoksisiteye ¢oziim arayisina gidilmesine
ve alternatif koruyucu mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmasi

ihtiyacint dogurmustur.

Antikanser ilaclar

Giiniimiizde pek ¢ok kanser tiirii i¢in tek basina kemoterapi ya da kemoterapi-cerrahi
veya kemoterapi-radyoterapi kombinasyonlariyla yiiksek basarili tedavi oranlari elde
edilebilmektedir. Viicuda ait normal bir hiicre ile kanser hiicresini birbirinden ayiran spesifik
bir 6zellik bulunmamasina karsgin, baz1 metabolik, genetik, kinetik ve membran farkliliklar
ayirt edilebilmektedir. Bu ilaglarin hedefi, miimkiin olabildigince seg¢ici olarak timor
hiicrelerini  6ldiirmektir (selektif sitotoksisite). Ancak heniiz tam manasiyla selektif etki
olusturabilen bir antikanser ilag bulunamamustir (75). Ne yazik ki, sitotoksik antikanser ilaglar
kanserli hiicre yaninda normal hiicrelerde de az ya da cok toksik etki gostermektedir ve bu
konuda giincel ¢alismalar devam etmektedir (76,77). Dolayisiyla normal hiicreye en az
toksisite olusturan kematerapotik ilag en ideal ilagtir.

Proliferasyon asamasindaki tiimor hiicrelerine, bu ilaglarin etki yerleri bilinmektedir ve
ilaclarin buna goére bir siniflandirmasi yapilabilmektedir. Bununla birlikte son zamanlarda
hiicre kinetigi gelismeleri de kanser terapisi i¢in faydali olmustur. Ilaglarin, hiicre siklusunda
hangi asamada etki ettiklerinin tespit edilmis olmasi, kanser terapisinde oldukca 6nemlidir.
Siklus bagimli olan ilaglar sadece siklus asamasinda etki gosterirken, faz bagimli ya da
doneme 0Ozgii olarak ifade edilen grup ise, sadece siklusun 6zel bir fazinda (G1,G2,S,M)

hiicreyi etkilerler ve siklus non-spesifik ajanlar olarak ifade edilirler (75,78).

SIKLOFOSFAMID
Siklofosfamid, sitotoksik alkilleyici antikanser bir ajan olarak bilinmektedir (23). ilk

olarak 1958 yilinda Arnold ve Bourseaux tarafindan elde edilmistir. (79). Siklofosfamid
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monohidratin molekiiler formiilii C7H15Cl1o2N202P.H20 ve sistematik adi 2- [bis (2 kloroetil)
amino] tetrahidro-2H-1,3,2-oksazafosforin 2-oksit monohidrattir (80) (Sekil 7). Kanser
tedavisi i¢in ilk klinik CP denemeleri 1958'de yapilmistir ve 1959'da Amerikan Gida ve llag
Dairesi (United State Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanan sekizinci
sitotoksik antikanser ajani olarak kabul edilmistir (81).

Klinikte yaygin kullanima sahip olan ilag, ¢ogunlukla hematolojik (akut ve kronik
l6semi, lenfoma, multip]l myelom) ve solid (meme, over, testis, bas-boyun) tiimorlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun disinda gii¢lii immiinosupresif 6zelligi sayesinde organ
transplantasyonlarinda doku reddini 6nlemek amaciyla ve romatoid artrit gibi bazi otoimmiin

hastaliklarin tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (1-5,82).

CiH
N\/(/)
C|/\/ /P N

Sekil 7. Siklofosfamidin kimyasal yapisi (80).

Cesitli kaynaklarda alkilleyici ajanlar arasinda en sik tercih edilen ilag olarak ifade
edilmektedir. Hem intravenéz hem de oral yoldan verilebilmektedir. Karacigerde etkin
metabolitine (fosforamid hardalina) doniiserek etkinlik kazanir (82). Sitokrom P-400’lerin
karaciger mikrozomal sistemi tarafindan aktif 4-hidroksisiklo-fosfamide doniistiiriilerek etki
gosterir (83). Oral kullanimda absorbsiyonu tamdir ve viicutta iyi dagilir. Yaklasik %14
kadar1 idrarla degismeden ¢ikar. Neoplastik dokuda digerlerinden daha ¢ok bulundugu yapilan
caligmalarla tespit edilmistir (79).

Siklofosfamidin kemoterapotik bir ajan olarak kullanimini sinirlayan en 6nemli etken,

antitimoral etkinligi ile tiimor hiicrelerini 6ldiirmesinin yani sira 6zellikle testis, bobrek,
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karaciger, kalp ve mesane olmak iizere pek ¢ok organda toksik etki olusturarak normal doku
hasarma da sebep olmasidir (10,11). CP, siklus bagimli olmayan alkilleyici bir ajandir.
Boliinme evresindeki hiicrelere karsi belirgin bir etki gosterir ve aym1 zamanda dinlenme
halindeki hiicreleri de alkilleyebilir (78). Timor hiicre Oldiriicii etkinligi, DNA’y1
alkilleyerek etki etmesi mekanizmasina dayanmaktadir (10,11).

Siklofosfamidin terapdtik ve toksik etkileri, fosforamid hardali ve akrolein adi verilen
iki onemli aktif metaboliti sayesinde ger¢eklesir.  Fosforamid hardali, DNA’ya geri
doniisiimsiliz olarak baglanarak DNA kiriklarina, DNA sentezinde aksamalara ve sonunda
hiicre oliimiine neden olan pozitif yiikli reaktif bir ara maddenin sekillenmesi yolu ile
etkinlesir. Akrolein ise, DNA tamir proteinlerinin inaktivasyonunu saglayarak hiicresel
toksisitede kismen gorev alir. Antineoplastik etkileri daha ¢ok fosforamid hardali ile iliskili
halde iken, akrolein; apoptozis, nekrozis, onkozis gibi hiicre oliimii mekanizmalari ile
iligkilidir (11).

[lacin terapétik etkinligine ragmen genital sistem de dahil olmak iizere pek ¢ok sistem
tizerindeki yan etkileri klinik ve deneysel galismalarda bildirilmektedir. Deneysel CP tedavisi
uygulanan erkek ratlarda, sperm canliligi, say1 ve hareketliliginde azalma (15), seminal sivi
hacmi ve serum testosteron, folikiil stimiilan hormon (FSH) ve liiteinizan hormon (LH)
diizeylerinde diislisiin (11) yani sira, Ozellikle testis dokusunda spermatogenez siirecinde
histopatolojik degisimler gozlenmistir (4,5,10,11). Bu degisimler, seminifer tiibiillerde tiibiil
epitelinde dejenerasyon, spermatogeneziste germinal hiicre kayiplari ve limene dokiilmeleri,
tiibiil epitelinde hiicre vakuolizasyonu (5,17) ve interstisyel aralikta Leydig hiicre
dejenerasyonu ve bazen hemoraji seklindedir (18,19). Sertoli hiicre kiiltiirii ile ultrastriiktiirel
diizeyde yapilan bir calismada ise, CP uygulanan Sertoli hiicrelerinde mitokondriyal siskinlik,
sitoplazma ve niikleusta yogunlasma, niikleer parcalanma ve niikleer vakuolizasyon
gozlenmistir (21). Ayrica bu degisimlerin yani sira, viicut agirligi ve testis agirliginda azalma
da yapilan ¢aligmalarda ifade edilmektedir (4).

Siklofosfamidin testikiiler toksisitedeki etki mekanizmasi hala netlik kazanmamis olsa
bile, yapilan ¢alismalara gore CP, dokudaki oksidasyon-antioksidasyon dengesini bozarak
oksidatif strese sebep olmak suretiyle etki etmektedir (4,6,21). CP ile indiiklenen testis
toksisitesinde rol oynadigi diisliniilen diger patogenetik mekanizmalar arasinda
spermatogonyumlarda DNA sentezinde aksamalar, spermatidde azalmis protein sentezi,

apoptozis ve sperm fonksiyon bozuklugu ve ilgili yolaklarin aktivasyonudur (6).
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Maremanda ve ark.’nin (23) 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada CP’nin neden oldugu
testikiiler hasar {izerine ¢inko uygulamasinin etkileri degerlendirilmistir. Calismanin
sonuglarina gore, antikanser tedavisi sirasinda ¢inko takviyesinin, oksidatif stres ile iligkili
tedavinin yan etkilerini azaltmada potansiyel olarak faydali olabilecegi bildirilmistir.

Birgok antikanser ajanin etki mekanizmalar1 hakkinda gilinlimiize kadar yapilan
caligmalarla pek ¢ok edinilmis bilgi olmasina ragmen, bu hedeflerle etkilesimin nasil ani veya
nihai hiicre 6liimiine yol agiyor oldugu heniiz net olarak belli degildir. Son zamanlarda, ¢esitli
antikanser ilaglarin, "programlanmuis hiicre 6liimii" olarak ifade edilen bir terim olan apoptozis
ozelliklerine sahip bir hiicre 6liimii modunu indiikleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (84).

Oksidatif stres tip alaninda ve redoks biyolojisinde bir kavram olarak 1985 yilinda ifade
edilmistir. Oksidatif stres, serbest radikallerin ve reaktif metabolitlerin veya ROS iiretimi ile
bu metabolitlerin antioksidanlar gibi koruyucu mekanizmalar yoluyla elimine edilmesi
arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanir. Bu dengesizlik tiim organizma iizerinde
potansiyel bir etkiye sahip hiicrelerin ve 6nemli hayati biyomolekiillerin zarar gérmesine
neden olur (85).

Normal bir hiicresel metabolizma iiriinii olan ROS, hiicre i¢i ve dis1 ¢evre kosullarindaki
degisikliklere cevaben, hiicrelerde sinyal yolaklarinin uyarilmasinda yasamsal rol bir oynar.
Cogu ROS, hiicrelerdeki mitokondriyal solunum zinciri tarafindan tiretilir. Endojen metabolik
reaksiyonlar sirasinda aerobik hiicreler, molekiiler oksijenin biyolojik indirgenmesinin normal
tirtinleri olarak, stiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH) ve
organik peroksit gibi ROS iiretir. ROS iiretimi kapasite esiginin iistiine ¢ikarsa, bu reaktif
tirler hedef hiicre i¢i olmayan bilesiklerle kontrolsiiz reaksiyonlar: tetikler, boylece niikleik
asitleri, proteinleri, hiicre zar1 ve diger lipitleri okside eder. Proteinler ve lipitler ayrica
oksidatif atak i¢in onemli hedeflerdir ve bu molekiillerin modifikasyonu mutagenez riskini
artirabilir. Artan ROS seviyeleri oksidatif strese neden olur ve bu yaglara, proteinlere ve
DNA'ya ciddi sekilde zarar verir (85).

Oksidatif stres, NFkB, AP-1 aktivator proteini 1, p53, HIF-hipoksi ile indiiklenebilir
faktor la, peroksizom proliferatdr ile aktiflestirilen reseptdor AR (PPAR) niikleer faktor kappa
hafif zincir gelistiricisi dahil gesitli transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir. -y, B-katenin /
Wnt ve Nrf2 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, 500'den fazla farkli genin
ekspresyonuna yol agabilir. Hiicresel radikal temizleme sistemlerinin kapasitesini asan
suprafizyolojik seviyeler oksidatif strese neden olabilir ve proinflamatuvar yollar1 aktive

edebilir. ROS, endotel disfonksiyonuna ve ardindan aterosklerotik lezyonlarin olusumuna
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katkida bulunur. Yapilan in vitro ve in vivo c¢aligmalar, antioksidanlar, selatorler veya
antioksidanlarla yapilan ¢esitli tedaviler ve enzimlerin ROS aracili hasar1 6nleyebilecegini
One siirmektedir (85).

Oksidatif stres, erkek infertilitesinin etiyolojisinde anahtar rol oynamaktadir. Hiicre
diizeyinde goriilen peroksidatif hasar, testikiiler stresin olusumuna bagli olarak ortaya ¢ikan
testikiiler fonksiyondaki bozuklugun bir numarali sebebidir. Oksidasyondaki artis, testikiiler
fonksiyon kaybindaki en dnemli etken olan testikiiler stresi tetiklemektedir. Artan testikiiler
stres ise testikiiler mikrogevreyi olumsuz etkileyerek kan akisi ve endokrin sinyal iletimini

olumsuz etkileyerek germ hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonuna neden olmaktadir (11).

HUCRELER NASIL OLUR?

Birkac¢ hiicre 6liimii modu tanimlanmistir. ilk &nce Kerr ve ark. (86) tarafindan
Ozetlenen apoptozis, morfolojik olarak hiicre biiziilmesi ve 6zellikle epitel hiicrelerinde hiicre-
hiicre arasindaki etkilesim kaybiyla bir hiicrenin komsularindan izole edilmesi ile tanimlanan
bir terim olarak giindeme gelmistir (84,87,88). Nekrozun tam aksine apoptozis, genetik olarak
diizenlendigi disiiniilen termodinamik olarak yukari yonlii devam eden bir siiregtir. Nekroz
ise termodinamik olarak asagi yonlii bir slire¢ olarak karsimiza ¢ikar. Hiicrenin dis
ortamindaki fizyolojik olmayan ug¢ noktalar (6rnegin, hipertermi ve hipoksi) ve yiiksek
miktarda toksik madde, membran biitiinliigiinde progresif bir kayba, hiicresel homeostazin
¢okmesine ve ATP seviyelerinin azalmasina neden olur. ATP'deki beklenmedik ani bir diisiis,
hiicrenin ¢aligmasini saglayan molekiiler altyapinin 6liimciil bir sekilde bozulmasinda neden
olur. Hiicre, yakin bolgedeki bir inflamatuvar reaksiyona aracilik eden bozucu lizozomal
enzimleri agiga ¢ikarmak i¢in pargalanir. Bu genetik olarak yonlendirilmis bir siire¢ degildir

(84).

Apoptoz ve Hiicre Morfolojisi

Isik ve elektron mikroskobik inceleme sayesinde apoptozis sirasinda meydana gelen
cesitli morfolojik degisiklikler belirlenebilmektedir. Apoptozisin erken doneminde hiicre
biiziilmesi ve piknoz 151tk mikroskobu ile goriilebilir. Hiicre biiziilmesinde, hiicreler daha
kiiciiktiir, sitoplazma yogundur ve organeller daha siki paketlenir. Piknotik goriintim,
kromatin yogunlagmasinin bir sonucudur ve apoptozisin en karakteristik ozelligidir. H&E
boya ile yapilan histolojik incelemede apoptozis, tek tek veya kiiciik hiicre kiimeleri igeren

sahalar olarak izlenir. Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazmaya ve yogun mor niikleer
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kromatin fragmanlaria sahip yuvarlak veya oval sekilde goriiniir. Elektron mikroskobunda,
daha biiyiikk biiyiitmelerde subseliiler degisiklikler daha ayrintili incelenebilmektedir.
Kromatin yogunlasma evresinin baglarinda, elektron yogun niikleer kromatin materyali
karakteristik olarak niikleer zarin altinda periferik olarak kiimelenme gosterir (48,89).

Yogun plazma zar1 tomurcuklanma gostererek apoptotik cisim (body) olarak
adlandirilan yapilari olusturur. Apoptotik cisimler, niikleer bir parcasi olan veya olmayan, siki
sekilde paketlenmis organelleri olan sitoplazma parcacilarindan olusur. Organel biitiinligl
hala korunur ve bunlarin tiimii saglam bir plazma zar1 igine alinir. Bu pargaciklar daha sonra
makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilir ve
fagolizozomlar icine hapsedilir. Esasen apoptozis siireci veya apoptotik hiicrelerin
uzaklastirilmasi ile iligkili inflamasyon tepkisi yoktur, ¢iinkii:

(1) Apoptotik hiicreler g¢evreleyen interstisyel dokuya hiicresel bilesenlerini serbest
birakmazlar;

(2) Cevreleyen hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagositoz olduklarindan, muhtemelen
sekonder nekrozu Onlerler;

(3) Yuvarlanan hiicreler, antiinflamatuvar sitokinler iiretmez (89).

Nekroz

Nekrotik hiicre 6liimii genellikle kimyasal stres, hipoksi, iskemi, hipoglisemi ve asiri
sicaklik degisikliklerine cevap olarak ortaya c¢ikar. Uyariciya bakmaksizin nekrotik hiicre
oliimiindeki genel etkenler kalsiyum ve ROS’tur. Nekroz sirasinda, yiiksek sitozolik kalsiyum
seviyeleri tipik olarak mitokondriyal kalsiyumun asir1 yiiklenmesine ve proteazlarin ve
fosfolipazlarin aktivasyonuna yol agar. ROS, lipitlere, proteinlere ve DNA'ya zarar verir ve
sonug olarak mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, iyon dengesi disregiilasyonu ve membran
biitiinligii kaybiyla sonuglanir (48).

Mitokondriyon, esas olarak solunum zincirinin I ve III komplekslerinde iiretilen ROS'un
ana hiicre i¢i kaynagidir. Mitokondriyal ROS birikimi reseptor etkilesimli protein 1 (RIP1)'e
baghdir ve lipofilik ROS temizleyici biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve kompleks |
inhibitorleri tarafindan bloke edilebilir. Bu nedenle, RIP1'in dogrudan veya dolayli olarak
mitokondriyonu hedef almasi disiiniilebilir. Aslinda, TNF stimiilasyonunun RIP1'in
mitokondriyona lokalizasyonuna yol agtigi ve ANT ve CypD arasindaki etkilesimi azalttigi ve

ATP tiikenmesi ve nekrozun indiiklenmesiyle sonuglandigi gosterilmistir (90).
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Nekroz, akut yaralanmadan dolay1 hiicrelerin kontrolsiiz olarak oliimleri olarak
nitelendirimektedir. Hiicrenin nekroz ile o6liimii akut yaralanma sonucu kontrolsiiz hiicre
parcalanmasini temsil etmektedir. Bu programli hiicresel bir yanit olarak da karsimiza
cikabilmektedir. Kontrolsiiz nekrozun aksine, kontrollii nekrotik hiicre 6liimii tipi (nekroptoz)
enfeksiyon veya DNA hasar1 gibi uyaranlara karsi programli bir yanit olarak baslatilir. Bu
kosullar altinda, eger apoptozis olusmaz ise nekroptoz hiicre 6liimii igin alternatif bir yol

saglar (88).

inflamasyon

inflamasyon, dokular patojen, hasar veya zararli uyaranlar tarafindan enfekte
edildiginde veya yaralandiginda meydana gelen karmasik bir islemdir. Inflamasyonun amaci
hiicresel hasarin nedenlerini sinirlandirmak ve ortadan kaldirmak, nekrotik hiicreleri ve
dokular1 temizlemek ve/veya absorbe etmek ve doku onarimini baslatmaktir. Patolojik
inflamatuvar stiregte mast hiicreleri, monositler, makrofajlar, lenfositler ve diger immiin
hiicreler ilk once aktive edilir. Daha sonra bu hiicreler, DNA dahil olmak iizere birgok
makromolekiillere zarar veren ROS olusmasiyla sonuglanan yaralanma bdlgesine toplanirlar.
Es zamanl olarak, bu inflamatuvar hiicreler sitokinler, kemokinler ve prostaglandinler gibi
biiyilk miktarlarda inflamatuvar maddeleri {iretmektedir. Bu araci maddeler lokalize
iltihaplanma bolgelerine makrofajlar1 cagirirlar ve ¢oklu sinyal iletimi basamaklarint ve
iltihaplanma ile iligkili transkripsiyon faktorlerini dogrudan aktive ederler. NFKB, MAPK
(mitojenle aktive olan protein kinaz) ve JAK (janus kinaz) -STAT (Sinyal transdiiserleri ve
transkripsiyon aktivatorleri) sinyal yolaklari klasik inflamasyon yolunun gelistirilmesinde rol
oynamaktadir (91).

Erkek genital sistem g6z Oniline alindiginda, doku hasari, biyokimyasal ve fizyolojik
parametrelerin bozulmasiyla ortaya ¢ikan en onemli klinik bulgu siiphesiz infertilitedir.
Infertiliteye ¢dziim yollar iiretebilmek igin gegmis yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada CP’nin
antioksidan savunma sistemini bozarak oksidatif strese yol agmasi ile testiste olusan hasara

kars1 cesitli antioksidan maddeler kullanilarak bu hasarlar 6nlenmeye ya da azaltilmaya

calisilmistir (24,76).

QUERCETIN
Quercetin, fenolik bilesenlerden olusan bitkilerden elde edilen ve pek ¢ok besin

kaynaginda bulunan, flavonoid grubu iiyelerinden biridir (28). Antioksidan (29),
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antiapoptotik, antiinflamatuvar (30), antitimoral (31), antiviral (32), antiiskemik (33), ve
antiallerjenik (34) ozellikleri bilinmektedir. Polifenol yapisinda olup giiclii bir antioksidan
etkinlige sahiptir (27). Kimyasal yapis1 Sekil 8’de gosterilmistir.

Quercetin hiicre iginde serbest oksijen radikallerinin olusumunu engellemekte, bu
sayede hiicreyi lipit peroksidasyonuna karsi koruyarak oksidatif stres ve apoptozis gibi
etkilerin Oniine gegmektedir (29).

Oliveira ve ark. (35)’nin pek ¢ok ¢alismanin bulgularindan yola ¢ikarak diizenledikleri
derlemede, QRC’nin hiicre icindeki ana hedefinin 06zellikle mitokondriyon oldugu
vurgulanmaktadir. QRC’nin faydali bir etki olusturmasini saglayan 6zelligi, serbest radikal
temizleyici bir etki gostermesinden kaynaklanmaktadir. Bulgular degerlendirildiginde,
antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkileri disinda doku ve hiicre hasarina karsi koruyucu
etkinligi direkt olarak hiicreleri ve dokular1 etkileyen mitokondriyal isleyisin
diizenlenmesinde gorev almasina bagli oldugu disiiniilmektedir. Bunu da, mitokondriyal
membran potansiyelinin, mitokondriyal biyogenezin, oksijenli solunumun, ATP
anabolizmasinin, mitokondriyon i¢i redox dengesinin ve sonu¢ olarak mitokondriyal
apoptozisin diizenlenmesine etki ederek saglamaktadir. Bu ifade edilen yolaklarin
regiilasyonu lizerinden pek ¢ok ekzojen ve endojen hiicresel stres ve oksidadif strese yanit
olarak, mitokondriyon hasarini1 6nleyerek koruyucu etki gostermektedir (35).

Khorsandi ve ark. (36) ise, titanyum dioksit nanopartikiillerine karst QRC’nin koruyucu
etkisini degerlendirdikleri calismada, QRC’nin 6n tedavi olarak uygulanmasinin testis

dokusundaki oksidatif stresi azalttigini ifade etmislerdir.

OH
OH

HO O

OH

OH O
Sekil 8. Quercetinin kimyasal yapis1 (92).
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NUKLEER FAKTOR KAPPA B SINYAL YOLAGI

Hiicreler, bilgileri aktarmak ve islemek i¢in molekiiler komponentler ile etkilesimler
sayesinde gergeklesen karmasik bir sinyal agina sahiptir (93). Bunlardan biri olan NFkB,
DNA’ya dogrudan baglanarak gesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidlir. Hiicre canliliginda, immiinitede, hiicre cogalmasinda, bellek ve Ogrenme
stireclerinde etkin goreve sahiptir ve ilk olarak Sen ve Baltimore adli bilim insanlarinin
yaptiklar1 ¢alisma ile tamimlanmustir. (94). Ayrica, hormonlar gibi ¢esitli uyarict molekiiller
tarafindan da aktive olur ve ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenleyerek gorev
yapmaktadir (95,96).

Niikleer faktor kappa B sinyal yolu, proinflamatuvar sitokinler tarafindan NFkB'nin
aktive edilmesine dayanan prototipik bir proinflamatuvar sinyal yolu olarak uzun zamandan
beri kabul gormektedir. NFKB aktivasyonunu saglayan genel proinflamatuvar sitokinler
interlokin 1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktori o (TNF o) olarak bilinmektedir. Bunlarin disinda,
sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri dahil olmak iizere diger proinflamatuvar
genlerin ekspresyonu da, olusan NFkB sinyal yolu indiiksiyonunda etkilidir (97).

Niikleer faktor kappa B, Rel domaini iceren ve memeli genomunda bes alt birimden
(p52, p50, RelA, RelB, c-Rel) olusan bir protein ailesi olarak bilinmektedir. Hiicrede inaktif
halde bulunan NFkB’nin aktiflesebilmesi i¢in bu alt birimlerin homodimer ya da heterodimer
olusturmast gerekir. (93,98). NFKB ailesi tiyeleri birbirleriyle homodimerler veya
heterodimerler olustururlar ve inhibitor kappa B (IkB) adi verilen inhibitor proteinlerle inaktif
bir sitoplazmik kompleks i¢inde bagh kalirlar (93). NFkB yolaginin 6nciil elemanlari, 1kB
proteinleri, IkB kinaz (IKK) kompleksi, ve NFkB dimerleridir. Sitokinler ve biiylime
faktorleri dahil olmak {izere ¢ok cesitli agonistler tarafindan uyarildiginda, IkB fosforillenir,
ubikitinize edilir ve indirgenir, NFkB iiyelerinin niikleer translokasyonlarini tesvik ederek
niikleer lokalizasyon dizilerini agiga ¢ikarirlar (99). IKB proteinleri, IkBa, IkBb, IkBe, IkBz, B
hiicreli lenfoma-3 (B cell lymphoma-3, Bcl-3) ve 1kBns ve oncii proteinler p100 (NFkB2) ve
p105 (NFkB1) olarak ¢oklu ankirin tekrar alanlarinin varligi ile tanimlanmislardir (98).

Niikleer faktor kappa B transkripsiyon faktorleri ailesi RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 ve
p52, esas olarak NFKB / IkBa sinyal yolu araciligiyla inflamatuvar ve apoptozis yanitlarini
diizenler. Cok sayida calisma, kanonik NFkB/IKB sinyal transdiiksiyon yolaginin, spesifik
NFkB dimerlerinin sitoplazmadan niikleusa translokasyonuyla gergeklestigini géstermistir.

Ilgili mekanizmalar arasinda, IKK aktivasyonu, IkB fosforilasyonu ve ubikitinasyonu, ilgili
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NFkB dimerlerinin niikleer translokasyonu ve daha sonra NFKB hedef genlerinin
transkripsiyonu bulunur (96).

Inflamatuvar cevabin, yerlesik doku hiicreleri ve kandan alinan 16kositlerdeki hem pro-
hem de antiinflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunu diizenleyen ¢esitli sinyal yolaklarinin
aktivasyonu ve koordinasyonuyla saglandigi diistiniilmektedir. Giiniimiizde inflamatuvar
yolaga dair edinilen bilgiler IL-1 ve TNF a reseptor aileleri ile IL-1R ailesine ait (Toll-like
receptors, TLRs) ailesi ile elde edilmistir. IL-1 ve TNF a, doku hasari {izerine hizla salinan
proinflamatuvar sitokinleri temsil etmektedir. TLR'ler ise, mikrobiyal yapilari taniyarak bu
aktivasyonu saglamaktadir (98).

Son yillarda, NFkB aktivasyonunu gerceklestiren en az iki ayr1 yolak oldugu ortaya
cikmistir. “Kanonik” yol, daha once tarif edildigi gibi mikrobiyal iirlinler ve TNF o ve IL-1
gibi proinflamatuvar sitokinler tarafindan tetiklenir ve genellikle RelA veya cRel igeren
komplekslerin aktivasyonuna yol agar. Alternatif “non-kanonik” NFkB yolu ise TNF ailesi
sitokinleri lenfotoksin B (TNFSF3), CD40 ligand (CD40L ve TNFSF5), B hiicresi aktivasyon
faktorleri (BAFF ve TNFSF13B) ve NFkB ligandinin reseptor aktivatorleri (RANKL ve
TNFSF11) ile aktive edilir. Bu yollar IKK alt birimleri i¢in farkli gereksinimler ile tanimlanir.
(97). Hiicreler TNF o veya IL-1f’ya maruz kaldiklarinda IkB kinaz fosforlanir, bu da
NFkB’nin serbestlesip niikleusa girerek gen ekspresyonunu aktive etmesine neden olmaktadir
(100).

Niikleer faktér kappa B 'nin diizenlenmesi iizerine yapilan aragtirmalar, IKK
kompleksini aktive eden mekanizmalara, NFKkB'nin IkB proteinleri tarafindan inhibe edilme
mekanizmalarina ve NFkB ailesi iiyelerinin secilen hedef genlerin promotérlerine baglanma
ve bunlar1 destekleme kapasitesi lizerine yogunlasmaktadir. Yolagin inaktive edilmesi, IKK
kompleksinin deaktivasyonunu, IkB proteinlerinin yeniden sentezini ve NFkB dimerlerinin
hem DNA'dan hem de transkripsiyonel koaktivatorlerden yer degistirmesini gerektirir (98) ve
yapilan deneysel ¢alismalarin Oncelikli amact bu inaktivasyonu saglamaktir. NFKkB’ye ait
yolaklar sekilde gosterilmistir (Sekil 9).

Niikleer faktor kappa B/Ikb aracili sinyal yolagi yanisira, Bax/Bcl-2 sinyal yolagi
apoptozisde 6nemli bir rol oynar. Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 ve proapoptotik Bax
proteini, Bcl-2 siiper ailesinin en ¢ok g¢alismalara konu olan iki iiyesidir ve apoptozisin
mitokondriyal yolunun birincil diizenleyicileri olarak islev goriir. Klasik Bax/Bcl-2 sinyal
yolu, sinyal transdiiksiyon proteinleri olan tBid ve Bim’in aktivasyonu, antiapoptotik protein

Bcl-2'nin ve proapoptotik protein Bax’in bu aktivasyona cevabi, mitokondriyal dis membran
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permeabilitesinin gergeklesmesi, sitokrom C’nin salinimi ve kaspazin aktiflestirilmesini igerir
(96).

Bir bagka ¢alismaya gore, Bcl-2'nin transkripsiyonel diizenlemesinin B hiicresi gelisimi
icin 6nemli oldugu, NFkB ekspresyon modelinin B hiicresi gelisimi sirasinda degistigi ve
dolayisiyla hem Bcl-2 hem de NFKB'nin apoptozis diizenlemesinde yer aldigi
diistiniilmektedir. Buradan yola ¢ikarak bu protein aileleri arasindaki iligki incelenmis, Bcl-2
promotorii igindeki NFkB aracili transkripsiyonel baski ile sitokin yoksunluguna cevaben Bcl-
2'nin azaldig1 ve apoptotik yolagin indiiklendigi gosterilmistir (99).

Niikleer faktor kappa B, normal fizyolojik siire¢ i¢in &nemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. NFkB aktivitesinde ortaya ¢ikan diizensizlikler romatoid artrit, osteoartrit, astim,

multiple skleroz, inflamatuvar bagirsak hastaligi, tip 2 diyabet ve kanser gibi ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (100).

/N

Kanonik Sinyal Yolu NEMO ii% Non-kanonik Sinyal Yolu
\4 NEMO

IKKa
IKKb

IKKa
IKKa

o

LA
IKkB Degradasyonu

G 20—

Transkripsiyon Aktivasyonu

Sekil 9. NFKB iliskili sinyal yolaklari (93).

NUKLEER FAKTOR ERIiTROID-2 iLiSKiLi FAKTOR 2 SINYAL YOLAGI
Niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2, inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini
diizenleyen ve antioksidan cevap elemani (antioxidant responsive element, ARE) yoluyla gen

ekspresyonunu diizenleyerek antiinflamatuvar siirece katkida bulunan bir faktordiir. Kelch -
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benzeri ECH - iliskili protein 1 (Keapl) ise Nrf2’nin transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapmasint engelleyen bir proteindir (85). Keapl/Nrf2/ARE sinyal yolu, temel olarak
antiinflamatuvar gen ekspresyonunu diizenler ve inflamasyonun ilerlemesini inhibe eder
(101). Bu nedenle, yeni Nrf2'ye bagimli antiinflamatuvar fitokimyasallarin tanimlanmasi ilag
kesfedilmesinde kilit bir nokta haline gelmistir. (102-104).

Niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2, Cap ‘n’ Collar (CNC) alt ailesine aittir (104)
ve yedi islevsel alan olan Nehlden Neh 7’ye kadar isimlendirilen birimlerden olusan ve 605-
amino asit zinciri igeren transkripsiyon faktoriidiir. N-terminal Neh2 domaini, inhibitor
protein Keapl i¢in baglayict bolgedir ve Keapl homodimerini iki yerde baglar (85, 102)
(Sekil 10).

Kelch - benzeri ECH - iligkili protein 1, Cul3-Rbx E3 ubikitin ligaz kompleksi igin bir
adaptor olarak islev géren 624-amino asit, sistein bakimindan zengin, homodimerik bir ¢inko-
parmak proteinidir. Keapl, iicii karmasik yapida (BTB), biri miidahale edici bolge (IVR) ve
ikisi glisin tekrar eden bolgeler (DGR) olarak sekillenen alt1 alandan olusur. Keapl, Nrf2'nin
N-terminal Neh2 alanina Kelch alani yoluyla baglanir ve Keapl'in BTB alani, Cul3'i alir.
Nrf2'nin DGR alanina baglanmasi, p62 ve BRCA2'nin ortag1 ve lokalizatorii gibi spesifik
motiflere sahip proteinler tarafindan inhibe edilir. IVR alani, Roc ile birlikte E3 ligaz
kompleksi igeren Cul3 proteini ile etkilesiminin yanmi sira, Keapl'in sitoplazmada

lokalizasyonu i¢in de 6nemlidir (85).

Neh2 Neh4 Neh5 Neh6é Nehl Neh7 Neh3

| ||
N-terminal I I I C-terminal
| | |
L

CPB -TrCP sMaF RXRa
DLGex | ETGE '

Keapl

Sekil 10. Nrf2’nin molekiiler yapisi (85).

Keapl-bagimh Nrf2 diizenleme

Nehl, Nrf2'nin kiigiik muskuloaponerotik fibrosarkom (Maf) proteini, DNA ve diger
transkripsiyon partnerleri ile heterodimerize olmasina izin veren ve ubikitin-konjuge enzim
UbcM2 ile bir niikleer kompleks olusturan CNC-bZIP alanidir. Neh2, Nrf2 ve negatif

regiilatorii Keapl arasindaki etkilesim icin gerekli olan DLG ve ETGE olarak bilinen iki
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onemli motif icerir. Keapl, Nrf2'nin transkripsiyonel aktivitesini normal kosullar altinda
ubikitinasyon ve proteozomal degradasyon yoluyla engelleyen cullin bazli E3 ubikitin ligaz
igin bir substrat adaptoriidiir. Keapl homodimerinin Kelch alanlar1 DLG ve sitozolde Nrf2-
Neh2 bolgesinin ETGE motifleri ile baglanir. Burada ETGE daha yiiksek afiniteye sahip bir
mentese gorevi goriitken DLG bir mandal gorevi goriir. Oksidatif stres altinda veya Nrf2
aktivatorlerine maruz kaldiginda Nrf2, Nrf2 ubikitinasyon ve proteazomal bozunmay1 6nleyen
Keapl sistein kalintilarinin tiyol modifikasyonu nedeniyle Keapl baglanmasindan ayrilir.
Daha sonra Nrf2 niikleusa transloke olarak, kiigiik Maf proteinleri ile heterodimerize olur ve
genler i¢in bir batarya gorevi yapan ARE ile islenir. Neh3'in karboksi terminali, kromo-
ATPase/helikaz DNA baglayici protein (CHDG6) olarak bilinen transkripsiyon koaktivatori ile
etkilesime girerek bir islem alan1 olarak gorev yapar. Neh4 ve Neh5 ayrica transaktivasyon
alanlar1 olarak islev goriir, ancak CAMP-cevap elemani-baglayici protein (CBP) olarak bilinen
baska bir transkripsiyonel ortak aktivatdre baglanir. Ayrica, Neh4 ve NehS5, niikleer kofator
RAC3/AIB1/SRC-3 ile etkilesime girerek, Nrf2 hedefli ARE gen ekspresyonunun artmasina
neden olur (Sekil 11). Neh5, Nrf2'nin diizenlenmesi ve hiicresel yerlesimi igin ¢ok 6nemli

olan redoks duyarl bir niikleer ¢ikis sinyaline sahiptir (85,102) (Sekil 11).

Keapl-bagimsiz Nrf2 Diizenleme

Ortaya ¢ikan kanitlar, Keapl'den bagimsiz yeni bir Nrf2 diizenleme mekanizmasi ortaya
koymustur. Nrf2'nin serin zengini Neh6 alani, bu diizenlemede iki motifiyle (DSGIS ve
DSAPGS) B-transducin tekrar iceren proteine (B-TrCP) baglanarak ¢ok dnemli bir rol oynar.
B-TrCP, ubikitinasyon ve proteazomal degradasyon igin Nrf2'yi hedef alan Skpl - Cull -
Rbx1 / Rocl ubiquitin ligaz kompleksi igin bir substrat reseptoriidiir. Glikojen sentaz kinaz-3,
Keapl'den bagimsiz Nrf2 stabilizasyonunda ve diizenlenmesinde rol oynayan ¢ok dnemli bir
proteindir. Nrf2'deki Neh6 domainini fosforile eder, Nrf2'nin B-TrCP ile taninmasini ve

ardindan protein par¢alanmasini kolaylastirir (102,106) (Sekil 11).

Diger Nrf2 Regiilatorleri

Kanonik olmayan bir p62-bagimli Nrf2 aktivasyonunun p62'nin Keapl'in nihai olarak
Nrf2'nin stabilizasyonuna ve Nrf2'ye bagli genlerin transaktivasyonuna yol agan otofajik
degredasyonuna yol agtig1 ortaya koyulmustur (102).
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Ayrica yapilan bir ¢caligma, Nrf2'nin, inflamasyon belirteci olarak goriilen NFkB yolu ile
antagonistik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir Yani NFKB baglanma bolgeleri, Nrf2

geninin promotor bolgesinde tanimlanmustir. (107).

SiITOPLAZMA

Homeostatik
Durum

Elektrofilik
Stres
Oksidatif

Stres vAg
<( P )=

AV N2 NUKLEUS

Antioksidan ve
Detoksifikasyon Enzimleri

Sekil 11. Nrf2/Keapl/ARE sinyal yolu (106).

Niikleer faktor kappa B ve Nrf2 aktiviteleri, hiicre veya dokunun inflamatuvar durumu
ve hiicresel faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Nrf2 ve NFkB
yolaklar1 arasindaki dengesizlik, norodejenerasyon, otoimmiin bozukluklar, kanser ve maruz
kalinan toksik ajan gibi degisen ¢ok sayida klinik tablo ile iliskilidir. Nrf2 ve NFKB sinyal
yollarinin etkilesimleri ¢oklu molekiiler etkilesimler ile gerceklesmektedir ve son yillarda bu
iki transkripsiyon faktorii arasindaki cross-talk olarak nitelendirilen iliski iizerine ¢alismalar
yapilmaktadir (104). Xu D ve ark. (108) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, QRC’nin
antioksidan etkinligi degerlendirilmis, enzim aracili ve enzim bagimli olmayan antioksidan
savunma sistemini diizenleyebildigi ifade edilmistir. ROS’un, APE1 / Refl'in iretimini ve

p53-aracili apoptozis, MAPK ve NFKB yolaklarini indiikledigi ve antioksidan 6zellikli bir
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bilesen olan QRC’nin hiicrede ROS regiilasyonu saglayarak antioksidan cevap elemani olan
ARE aracili Nrf2 aktivasyonunu arttirdig belirtilmistir.

BAX/BCL-2 YOLAGI

Hiicre 6liimii, iyonlastirict radyasyon ve kemoterapdtik ilaglar gibi DNA'ya zarar veren
maddeler tarafindan indiiklenebilen aktif bir siiregtir (109). Bcl-2 protein ailesi, oncelikle
mitokondriyal dis membran gegirgenligini diizenleyen dogrudan baglanma etkilesimleriyle
hiicre 6limiinii kontrol eden 6nemli hiicre oliimii diizenleyicisidirler (110). Bax ve Bcl-2
proteinleri apoptozisle iligskili olan Bcl-2 protein ailesine dahil proteinlerdir (111).
Homeostazin normal dokularda korunmasi, hiicre ¢ogalmasi ile hiicre o6limi arasindaki
dengeyi yansitir. Hiicre i¢i Bel-2/Bax aktivasyon orani, apoptotik bir uyaranin ardindan
hiicrelerin hayatta kalmasini veya Oliime gidisini belirleyen bir denge olarak karsimiza
cikmaktadir (112).

B hiicreli lenfoma 2 protein ailesi, yeni olusan hiicreler ve eski 6lmekte olan hiicreler
arasindaki dengeyi korumak igin etkilesime giren 25 proapoptotik ve antiapoptotik tiyeden
olusur. Antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri asir1 eksprese edildiginde, proapoptotik ve
antiapoptotik Bcl-2 ailesi tiyelerinin oranit bozulur ve apoptotik hiicre 6liimii 6nlenebilir.
Calismalarda antiapoptotik Bcl-2  protein ailesine ait protein  ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi hiicrelerdeki apoptotik yolagin isleyisine dair énemli bilgiler vermektedir.
Bu sayede, kanser kemoterapisine karsi ilag direncinin lstesinden gelinebilir ve kanser
tedavisi sirasinda normal dokularin korunmasina yonelik molekiiler mekanizmalar
aydinlatilabilir (113).

Bugiine kadar tespit dilen Bcl-2 protein ailesinin 25 iyesi, hematopoetik hiicrelerde
mitokondriyon, diiz endoplazmik retikulum ve periniikleer membranlarda lokalizedir. Bcl-2
proteinleri, dort adete kadar nispeten kisa sekans motifinin varligi ile karakterize edilir (113).

B hiicreli lenfoma 2 protein aile iiyeleri yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere gore ii¢ alt
aileye ayrilmaktadir. Antiapoptotik alt familya, apoptozisi baskilayan ve dort Bel-2 homoloji
alanmnin tiimiinii i¢eren Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1, Bfl1 / A-1 ve Bcl-B proteinlerini igerir.
Bax, Bak ve Bok gibi bazi proapoptotik proteinler, Bcl-2 homoloji 1-3 alanlar igerir ve
"multidomain proteinleri" olarak adlandirilir. Bim, Bad ve Bid gibi diger apoptotik proteinler
yalnizca BH3 alanini igerir ve "BH3 proteinleri* olarak adlandirilir (113) (Sekil 12).

Bcl-2 associated x protein, proapoptotik bir proteindir. Bcl-2 ile %43 yapisi aynidir ve

Bcl-2 ile homodimerler ve heterodimerler olusturabilmektedir. Bax predominant oldugunda
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apoptozis artmaktadir. Hiicre 6liim sinyali geldigi durumlarda Bax sentezi artar ve Bcl-2’nin
etkisini notralize ederek apoptozisi arttirir. Normalde sitozolde lokalize olarak bulunur;
apoptozis sirasinda mitokondriyon membranina yerlesir. Iyon kanallarin1 acarak sitokrom-c
salimimina neden olur ve apoptozisi saglar (114).

Hiicrede sagkalim yanlis1 Bel-2 ve hiicre 6liimii yanlist apoptotik Bax, Bcl-2 ailesinin
en ¢ok calisilan iki iiyesidir ve apoptozisin mitokondriyal yolunun birincil diizenleyicileri
olarak islev goriir. Klasik Bax/Bcl-2 sinyal yolu, tBid ve Bim sinyal iletimi proteinlerinin,
antiapoptotik protein Bcl-2 ve proapoptotik protein Bax'in aktivasyonunu igerir. Bu yolak
aktivasyonuna tepki olarak, mitokondriyal dis membran gegirgenligi artar, sitokrom C

salmimi gergeklesir ve kaspaz-3 aracili apoptozis ortaya ¢ikar (96).

DNA Hasan
Q

\

DNA Hasari Tamiri ve
~ Apoptozisin Baskilanmasi

Yasayan Hiicre

Apoptotik Hiicre

Sekil 12. Bax / Bcl-2 sinyal yolu (115).

Bcl-2 proteini, antiapoptotik etkilerinden dolay1, 6nemli bir ¢oklu ilag direng molekiilii
olarak kabul edilir (109). intrinsik yolak (mitokondriyon yoluyla) cesitli uyaranlara cevap
olarak hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde kilit rol oynar. Intrinsik apoptotik yol, Bcl-2 gen
protein ailesi tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Bu proteinler, mitokondriden spesifik

kaspaz aktive edici faktorlerin salinimini kontrol eder (111).
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Yuan ve ark.’nin (116) yaptigi bir ¢alismada, CP’nin neden oldugu oksidatif hasara
karst flavonoid Ozelligi bilinen Epimedium adi verilen bitki ekstratt uygulanmasinin
antioksidan etkinligi yami sira, CP’nin arttirdign proapopitotik bir protein olan Bax
ekspresyonunda azalmaya, yine CP’nin azalttigi antiapopitotik bir protein olan Bcl-2
ekspresyonunda ise artisa sebep oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada apoptozis sonucunda
ortaya ¢ikan DNA hasarmin tespitini saglayan TUNEL boyama yontemine gore CP
uygulanan grupta apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir artis goriiliirken flavonoid uygulanan

grupta bu hiicre sayisinda azalma olmustur.
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GEREC VE YONTEMLER

ETiK KURUL ONAYI VE BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI DESTEGI

Calismanmn deneysel kismu igin, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 01.03.2017 tarih ve 2017.02.06 no’lu karar ile onay alindi (Prot no:
TUHADYEK-2017/07) (Ek-1).

Etik kurul onayr alindiktan sonra caligma i¢i gerekli malzemelerin teminini
saglayabilmek amaciyla, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (TUBAP) birimine
basvuruldu ve TUBAP-2017/79 no’lu proje olarak ¢aligmanin desteklenmesi karari verildi
(Ek-2). Daha sonra ¢alismanmn deneysel kismi, Trakya Universitesi Deney Hayvanlari

Aragtirma Labaratuvar’inda yapildi.

DENEY HAYVANLARI VE DENEY PLANI

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilen, 3
aylik, agirliklart 250-350 g arasinda degisen 40 adet erkek Wistar albino sigcan kullanildi.
Ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip erkek sicanlardan rastgele onar hayvan segilerek
toplam 4 grup olusturuldu. Tim denekler, deney siiresi boyunca kafeslerinde optimum
laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik icme
suyu ve %21 ham protein igeren pelet yemlerle (Purina) beslendi. Hayvanlar ¢alismaya
baslamadan 6nce 1 hafta beklenerek ortam sartlarina adaptasyonu saglandi.

Gruplar agagidaki sekilde diizenlendi:

1. Grup (Kontrol): Misir yagi, intragastrik (ig.) yol ile 14 giin boyunca verildi (n=10).
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2. Grup (Quercetin): QRC (Alfa Aesar, Kandel, Almanya) (100 mg/kg/glin, misir yagi
icinde ¢oziilerek) ig. yol ile 14 giin boyunca verildi (n=10).

3. Grup (Siklofosfamid): CP (Endoxan, EIP ECZACIBASI, Istanbul, Tiirkiye) (200 mg/kg),
serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek, intraperitoneal (ip.) olarak 7. giin tek doz verildi (n=10).

4. Grup (Siklofosfamid + Quercetin): QRC (100 mg/kg, misir yagi i¢inde ¢oziilerek) ig. yol
ile 14 giin ve CP (200 mg/kg) ip. olarak 7.giin tek doz olarak verildi (n=10) (Tablo 1).

Calismamizda kullandigimiz QRC ve CP ajanlarinin dozlari, uygulama sekli ve siiresi
konu ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalara gore belirlendi. Buna gore; CP, 200 mg/kg tek
doz olarak 7. giin ip. olarak uygulandi (11,117). QRC dozu ise 100 mg/kg/giin olarak
belirlendi ve misir yagi i¢inde ¢oziilerek hazirlandiktan sonra ig. yol ile verildi (118,119).

Son uygulanan QRC dozundan 24 saat sonra ksilazin (Rompun, Bayer, Istanbul,
Tiirkiye) ve ketamin (Ketasol-Richter Pharma, Viyana, Avusturya) anestezisi altinda servikal
dislokasyon yontemi ile hayvanlar sakrifiye edilerek deney sonlandirildi. Biitiin gruplardaki
hayvanlardan hizli bir sekilde kardiak ponksiyon ile kan 6rnekleri alind1 ve testis dokulari
cikarildi. Elde edilen dokular, histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda rutin

islemlere tabi tutuldu.

Tablo 1. Deney Plam

Deney Denek Sayis1 ~ Verilen Madde Dozu ve Siiresi
Gruplan Verilme Sekli
Kontrol 10 Misir Yagi lig. 14 giin
Quercetin 10 QRC 100 mg/kglig. 14 giin
(QRC)
Siklofosfamid 10 CP 200 mg/kg/ip. 7. glin tek doz
(CP)
Siklofosfamid 10 CP+QRC 200 mg/kg/ip. 7. giin tek doz
+Quercetin 100 mg/kg/ig. 14 giin
(CP+QRC)

Sakrifiye edilen hayvanlardan alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilerek serum elde edildi. Elde edilen serum ornekleri epondorflara aktarilarak galigilana
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kadar -80 °C’de dondurularak saklandi. Daha sonra, serum testosteron, FSH ve LH degerleri
ELISA yontemi ile spektrofotometrik olarak dl¢tildii.

Ayrica deney basinda ve sonunda tiim hayvanlarin viicut agirlik 6l¢iimi ve deney
sonunda testis agirlik olgtimii yapildi. Deney sonunda sakrifikasyon Oncesi Olgiilen viicut
agirhgr ile ayni hayvana ait sag ve sol testis agirligi toplami asagidaki formiile gore
hesaplanarak her bir hayvan igin testis viicut agirligi oran1 belirlendi.

Testis / Viicut Agirligi Orani: sag Ve sol testis agirliklari toplami /viicut agirligi x 100

HORMONAL ANALIZLER

Hayvanlardan kardiak ponksiyon yoluyla alinan kan orneklerinden elde edilmis ve -80
°C’de bekleyen serum Ornekleri kullanilarak total testosteron, FSH ve LH hormon analizleri
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile gergeklestirildi. Serumda total
testosteron (Elabscience, Houston, Teksas, ABD), FSH (Elabscience) ve LH (Elabscience)
tespiti icin hazir kit kullanildi. Her ti¢ hormon analizide iiretici firmanin 6nerdigi prosediir
dogrultusunda gergeklestirildi. Prosediirler gergeklestirilmeden 6nce deneklerden elde edilen
ve -80°de bekleyen serum Ornekleri oda sicakligina getirildi. Standart ve serum 6rneklerinden
herbir ELISA pleyt kuyucuguna 50’ser pl eklendi ve devaminda firma 6nerileri dogrultusunda
ELISA prosediir asamalar1 gergeklestirildi. Her bir kuyucuk mikroplate okuyucuda 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dl¢iim yapildi (Biotek ELx800, Winooski, Vermont, ABD).
Firmanin 6nerdigi logaritmik formiil ile hesaplanan sonuglar, testosteron ve FSH i¢in ng/ml

ve LH i¢in mIU/ml olarak verildi.

HISTOLOJIK ANALIZLER

Elde edilen testis dokular1 i¢in gerekli takip islemleri, histolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Alinan testis doku ornekleri
%10 luk tamponlu nétral formalin (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya) soliisyonunda
fikse edildikten sonra ¢gesme suyuna alinarak fiksatif dokudan uzaklastirildi. Yikama isleminin
ardindan, dokular yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon saglandi.
Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular toluen (Merck,
Darmstadt, Almanya) ile muamele edilerek, 6nce erime sicakligi 42-44 °C olan yumusak
parafine (Merck), sonrasinda ise erime sicakligl 56-58 °C olan sert parafine (Merck) alindi ve

parafin bloklar elde edildi. Tim histolojik degerlendirmeler i¢in bu dokulardan silindirli
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mikrotom (Leica RM-2245, New Jersey, ABD) kullanilarak alinan 5 pum kalinligindaki
kesitlere, testisin histolojik yap1 ozelliklerinin incelenmesi i¢in H&E boyast uygulandi.
Entellan (DPX Mounting Medium, Atom Scientific Ltd, Manchester, ingiltere) ile kapatilarak
kalic1 preparat haline getirildikten sonra, 1sik mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo,
Japonya) incelenerek bulgular degisik biiylitmelerde (x100, x200 ve x400) fotograflandirildi
(Olympus DP20 mikroskobik dijital kamera sistemi).

Hematoksilen ve Eozin Boyama

Hematoksilen ve Eozin boya prosediirii i¢in; %10 luk tamponlu nétral formalin ile fikse
edilip parafine gomiilen testis dokularindan elde edilen 5 um kalinligindaki kesitler, lam
lizerine alinarak dikey cam salelere dizildi ve 1 giin kurumaya birakildi. Kuruyan kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in toluene (Merck) alindi ve 30 dk bekletildi. Parafini giderilen
kesitler, algalan alkol serilerinden (100°, 100°, 96°, 90°, 70°) gegcirilerek suya indirildi.
Kesitler niikleus boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilen (Merck) boyasi ile 10 dk muamele
edildi. Daha sonra morartma islemi i¢in akan ¢esme suyu altinda 1 dk bekletilen kesitlere,
sitoplazma boyanmasi i¢in Eozin (Merck) boyasi 7sn uygulandi. Dokular yiikselen alkol
serilerinden gecirilerek suyu alindi ve 10 dk toluende (Merck) birakildiktan sonra entellan
(DPX Mounting Medium) kulanilarak kesitlerin tizeri lamel ile (Thermo Scientific / Lab
Vision, Fremont, CA, ABD) kapatildi ve kurumaya birakildi. Bdylece mikroskopta

incelenmek i¢in kalic1 preparatlar elde edilmis oldu.

Morfometrik Analizler

Hematoksilen ve Eozin boyanmis preparatlarda, testislerde seminifer tiibiil c¢api,
seminifer epitel kalinhigi ve iki tiiblil arasinda kalan interstisyel araliktaki genislik;
Goriintiilleme Analiz Sistemi (Versiyon 2.11.5.1, Kameram-Argenit, Istanbul, Tiirkiye)
kullanilarak x100 veya x400 biiyiitmede 6l¢iildii. Bu olgiimler i¢in, her hayvana ait testis
kesitinde yuvarlak ya da yuvarlaga yakin rastgele secilen 100 tiibiiliin enine kesiti iki farkli
aragtirmaci tarafindan Olciiliip ortalamasi alinarak degerlendirildi. Ayn1 sekilde, 100 farkli
interstisyel aralik 6l¢iimii yapilarak interstisyel araliklar hesaplandi. Tiim bu parametreler, her

hayvana ait bes testis kesiti ve 20 farkli saha tlizerinde degerlendirilerek yapildi (120).

Histolojik Skorlama
Germinal seri hiicre degisiklikleri, histolojik olarak, her hayvana ait 6 testis kesiti x100

biiylitmede incelenerek asagidaki kriterlere gore degerlendirildi: Ayrilma (spermatosit hiicre
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kitlesinin seminifer epitelden kopup ayrilmasi), dokiilme (germ hiicre kiimesinin seminifer
epitelden ayrilip limene dokiilmesi) ve vakuolizasyon (seminifer tiibiil igerisinde bosluklar
olusmasi). Her parametre i¢in normal ve hasarli tiibiillerin ortalama ylizdesi belirlendi.
Ortalama yiizde, her 6rnek i¢in histolojik olarak hasarli (vakuolizasyon, ayrilma, dokiilme) ya
da normal yuvarlak tiibiil sayisinin ayn1 sahadaki total yuvarlak tiibiillere boliinmesiyle elde
edildi ve sonu¢ 100 ile carpildi. Her kesit i¢in {i¢ saha degerlendirilerek bunlarin ortalamasi

alind1 (121).

IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER

Immiinohistokimyasal ~ olarak; NFkB, Nrf2, Bax, Bcl-2 proteinlerinin
immiinoreaktivitelerinin  degerlendirilebilmesi i¢in, yine parafin bloklardan 5 pm
kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindi ve liretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
immunohistokimyasal islemler uygulandi.

Adheziv lamlar iizerine alinan 5 pm’lik kesitler 56 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi
giin kesitler 5 dk sogumaya birakildi ve deparafinizasyon isleminden sonra, azalan alkol
serilerinden gegirilerek suya indirildi. Antijen geri kazanimi i¢in kesitler, 20 dk boyunca 10
mM’lik sitrik asit tamponunda (pH 6) mikrodalgada kaynatildi. Ardindan, oda sicakliginda 20
dk sogumaya birakilan kesitler, fosfat tampon soliisyonu (phosphate buffer saline, PBS)
(Sigma Aldrich) ile 3 kez 5’er dk yikanip, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin 15 dk
hidrojen peroksit (Thermo Scientific/Lab Vision) ile muamele edildi. PBS ile 3 kez 5’er dk
yikandiktan sonra, 6zgiin olmayan antijenleri bloklamak i¢in bloklama soliisyonunda (Ultra V
Block-Thermo Scientific/Lab Vision) 5 dk oda sicakliginda nemli g¢ember igerisinde
bekletildi. Primer antikor basamaginda kesitlere; anti-NFkB antikoru (Thermo Scientific/Lab
Vision) 1/100 diliisyonda oda sicakliginda bir saat uygulanirken, anti-Nrf2 antikoru (Abcam,
Cambridge, MA, ABD) 1/400, anti-Bax antikoru (Abcam) 1/250 ve anti-Bcl-2 antikoru
(Abcam) 1/200 diliisyon ile +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

Negatif kontrol i¢in ise, kesitlere primer antikor yerine PBS damlatildi. Bunu takiben
PBS ile 3 kez yikamanin ardindan biotinlenmis sekonder antikor (Biotinlated Goat
AntiPolyvalent, Thermo Scientific/Lab Vision) ile oda sicakliginda 10 dk muamele edildi.
Yine 3 kez PBS ile yikama sonrasinda, streptavidin peroksidaz (Streptavidin Peroxidase,
Thermo Scientific/Lab Vision) 10 dk uygulanarak kromojen olarak 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC, Thermo Scientific/Lab Vision) kullanildi. Distile suda 5 dk yikanan kesitlere daha

40



sonra hematoksilen (Merck) zit boyama yapildi. Tekrar sudan gegirilen kesitler su bazli uygun
kapatma soliisyonu (Vision Mount, Thermo Scientific/Lab Vision) ile kapatildi.

Yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda NFKB, Nrf2, Bax, Bcl-2
proteinleri HSCORE yontemi ile semikantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirmeler her
hayvana ait testis kesitinde rastgele 5 alan segilerek x400 biiyiitmede 151k mikroskobunda
(Olympus BX-51) yapildi. Skorlama, kesitlerde immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin yiizdesi
(Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alinarak gerceklestirildi. Boyanma derecesi 0 (boyanma
yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gliglii boyanma) olarak degerlendirildi.
Ortalama HSCORE her bir hayvana ait kesit icin H SCORE= X i x Pi formiilii ile hesapland1
(122).

IN SITU DNA UC ISARETLEME METODU (TUNEL) PROSEDURU

Testis dokularindaki apoptozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden
yararlanildi. TUNEL analizi, adeziv lamlara alinmis 5 pm kalinligindaki parafin kesitler
tizerinde ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla kesitler, bir gece
37°C’lik etiivde bekletildi ve ardindan oda 1sisinda 5 dk sofgumaya birakild.
Deparafinizasyon islemi icin toluenden (Merck) ve dehidratasyon islemi igin artan alkol
serilerinden (Merck) gecirilen kesitler, PBS (Invitrogen, CA, ABD) ile yikandi. Daha sonra
kesitler, proteinaz K (20 pg/ml) ile inkiibe edilerek proteinlerin sindirilmesi saglandi.
Ardindan, endojen peroksidaz inhibisyonu i¢in %3’lik H20: ile muamele edildikten sonra,
oda sicakliginda 30 dk dengeleme tamponunda inkiibe edildi. Digoksigenin isaretli dUTP
kuyrugunun baglanmasi i¢in 37°C’de 1 saat terminal deoksiniikleotidil (TdT) transferaz
enzim sollisyonu ile inkiibe edilip, ardindan kesitler oda 1sisinda 10 dk durdurma /yikama
tamponunda yikandi. Devaminda oda sicakliginda 30 dk antidigoksigenin peroksidaz antikoru
ile muamele edilen kesiitler, 3,3’diaminobenzidine (DAB) ile kromojenize edildi ve
hematoksilen (Merck) ile zit boyama yapild.

Her bir denekten rastgele secilen yuvarlak veya yuvarlaga yakin en az yliz seminifer
tiibiil kesiti, koyu kahverengi boyanmis apoptotik hiicrelerin varlig1 agisindan degerlendirildi.
Tiibiil kesidi bagina diisen ortalama TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve en az bir TUNEL pozitif
hiicrenin bulundugu apoptotik tiibiillerin sayis1 belirlenerek her hayvan i¢in ortalama
apoptotik hiicre/tiibiil oran1 (apoptotik hiicre indeksi) ile apototik tiibiil indeksi hesaplandi
(123).
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Mikroskopta yapilan tiim semikantitatif degerlendirmeler, birbirinden bagimsiz iki

aragtirmaci tarafindan yapilarak ortalamalari alindi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler igin, SPSS 20.0 (Statistical Package for the Social Sciences,
version 20.0, Lisans no: 10240642) programi kullanildi, sonuglar ortalama + standart sapma
(SD) seklinde verilerek p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneklere ait
verilerin normal dagilima uygunlugu tek 6rneklem iizerinden Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendikten sonra, normal dagilim gosteren verilerin degerlendirmesi tek yonlii varyans
analizi (Tek Yonli ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasi anlaml fark saptandiginda, farkliligin
hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemede grup varyanslar1 homojense Tukey, homojen
degilse Tamhane ¢oklu karsilagtirma testleri kullanildi. Deneklere ait normal dagilim
gostermeyen veriler i¢in, Kruskal-Wallis testi kullanildi ve gruplar arasi farki saptamak i¢in

Mann-Whitney U testi yapildi.
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BULGULAR

Calismamizda; kontrol, QRC, CP ve CP+QRC gruplarindaki hayvanlarin deney
basinda ve sonunda viicut agirhigi dlgiilerek agirlik degisimleri ve deney sonunda elde edilen
testislerin agirliklar1 oOlgiilerek testis agirhigi/viicut agirligt orant hesaplandi. Ayrica,
hayvanlardan kardiyak poksiyon yontemiyle alinan kan o6rneklerinden hormon diizeyleri
belirlendi. Bunlara ek olarak, elde edilen testis dokularinda morfometrik Ol¢limler ile
histolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Gozlemlerimiz;

1. grup: 14 giin boyunca ig. yol ile misir yag: verilen kontrol grubu,

2. grup: 14 giin boyunca ig. yol ile QRC (100 mg/kg, misir yag ile ¢oziilerek) verilen QRC
grubu,

3. grup: 7. giin tek doz ip. olarak CP (200 mg/kg) verilen CP grubu,

4. grup: 14 giin boyunca ig. yol ile QRC (100 mg/kg, misir yag: i¢inde ¢oziilerek) ve 7. giin
tek doz ip. olarak CP (200 mg/kg) verilen CP+QRC grubu bulgulari olarak degerlendirildi.

VUCUT VE TESTIiS AGIRLIK BULGULARI

Deney basinda ve deney siiresinin sonunda yapilan tartimlar sonucunda, tiim
gruplardaki si¢anlarin viicut agirlik degisimleri ve testis agirliklarinin deney sonundaki
Ol¢timii ile testis agirligi/viicut agirhigi oran1 hesaplanarak Tablo 2’de sunulmustur. Kontrol ve
QRC gruplart arasinda hayvanlarin viicut agirlik degisimleri bakimindan anlamli bir fark
goriilmezken (p>0,05), kontrol ve QRC gruplarnn ile CP grubu arasindaki viicut agirlik

degisimlerine bakildiginda, CP enjeksiyonu yapilan gruba ait hayvanlarin viicut agirliklarinda
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istatiktiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi i¢in p<0,001; Tablo 2). CP
ve CP+QRC gruplar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde ise, CP grubunda viicut agirliginda
daha fazla azalma oldugu ve bu azalmanin CP+QRC grubuna gore anlamli olarak farkli
oldugu tespit edildi (p<0,05; Tablo 2).

Testis agirliklar1 degerlendirildiginde, kontrol ve QRC gruplar1 arasinda testis
agirliklarinda anlaml bir fark goriilmezken (p>0,05), CP grubu testis agirliklar1 kontrol ve
QRC ile kiyaslandiginda, testis agirliklarinin anlamli derecede azaldig: tespit edildi (her iki
deger i¢in p<0,05; Tablo 2). CP ile CP+QRC gruplar testis agirliklar1 arasinda QRC etkisi ile
hafif bir artig goriildii ise de bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; Tablo 2).

Testis agirhigi/viicut agirligi oranlart karsilastirildiginda, kontrol ve QRC gruplari
arasinda anlaml diizeyde bir farklilik bulunmazken (p>0,05), CP grubunda bu oranin kontrol
ve QRC gruplarina gore anlamli diizeyde arttigi gorildi (p<0,05; Tablo 2). CP+QRC
grubunda ise bu oran CP grubuna gore nispeten daha diisiik olmakla birlikte, istatistiksel
olarak anlamlilik géstermemekte idi (p>0,05; Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarimin viicut agirhklar: (VA) degisimi, testis agirhklari
(sag-sol), testis agirhgi/viicut agirhgi oranlarimin (TA/VAXx100) karsilastirilmasi

Parametre Kontrol QRC CP CP+QRC p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) degeri
VA degisimi
(@) 10,1+5,17 8,7+3.5 -54,9+11,72"  -41,4+13,61"*  p<0,001
Testis
agirhg (sag)  1,25+0,13 1,25£0,06  1,15+0,07"" 1,19+0,09 p<0,05
Testis

agirhg (sol)  1,28+0,12 1,2840,07  1,17+0,07"" 1,2+0,07 p<0,05

Testis
agirhg 2,52+0,24 2,53+0,13  2,32+0,13™"t 2,38+0,16% p<0,05
(TA) toplam

TA/NAX100 0,95+0,1 0,94+0,09  1,05+0,06™ " 1,01+0,08 p<0,05

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.

* p<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda; ™ p<0,05 kontrol ile karsilastirildiginda
T p<0,001 QRC ile karsilagtirildiginda; * p<0,05 QRC ile karsilagtirildiginda
#p<0,05 CP ile karsilastirildiginda.

HORMONAL BULGULAR

Sakrifikasyon Oncesi hayvanlardan kardiak ponksiyon yoluyla kan ornekleri alinarak
serumda total testosteron, FSH ve LH hormon analizleri ELISA yo6ntemi ile gerceklestirildi.
Elde edilen veriler Tablo 3’te sunulmustur.
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Serum 6rneklerinde yapilan hormon analizlerine gore; testosteron, FSH ve LH hormon
seviyelerinde kontrol ve QRC gruplar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedi (her {i¢ deger igin
p>0,05; Tablo 3). Testosteron, FSH ve LH seviyelerinin, CP grubunda, kontrol ve QRC
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigir saptandi (her {i¢ deer i¢in
p<0,001). Ayrica, CP ile CP+QRC gruplar1 kiyaslandiginda, QRC uygulamasinin, serum
testosteron, FSH ve LH hormon diizeylerini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig:

tespit edildi (sirast ile p<0,001, p<0,001, p<0,05; Tablo 3).

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarimin serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin

karsilastirilmasi

Parametre Kontrol QRC CP CP+QRC p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) degeri

Testosteron

(ng/ml) 9,47+4,29 9,85+5,96 0,75+0,13"  1,76+0,58" p<0,001

FSH

(ng/ml) 20,52+10,91  22,83+8,98 0,63+0,2"t  1,92+1,03" p<0,001

LH

(mIU/ml)  56,42419,79 57,89+16,83  0,74#0,16™  1,49+0,96"*  p<0,001

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.

* p<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda

' p<0,001 QRC ile karsilastirildiginda

#p<0,001 CP ile karsilastirildiginda; # p<0,05 CP ile karsilastirildiginda.

MORFOMETRIK BULGULAR

Calismamizdaki seminifer tiibiil ¢api, seminifer tiibiil epitel kalinlig1 ve interstisyel
araliklar her hayvan i¢in H&E ile boyanan bes farkli kesit ve 20 farkli sahadan toplam 100
dleiim olacak sekilde gerceklestirildi. ki farkli arastirmaci tarafindan gergeklestirilen
Olcimler her bir parametre i¢in 100’er Ol¢iim olacak sekilde tamamlandi. Bu verilerin
ortalamast alindi ve bdylece seminifer tiibiil ¢api, seminifer tiibiil epitel kalinligr ve
interstisyel araliklar hesaplandi.

Elde edilen veriler Tablo 4’te gosterilmistir. Kontrol ve QRC gruplar1 seminifer tiibiil
capi, seminifer tiibiil epitel kalinlig1 ve interstisyel aralik i¢in kiyaslandiginda anlaml bir fark
gostermedi (her ti¢ deger igin p>0,05). CP grubu kontrol ve QRC gruplari ile kiyaslandiginda,
CP grubunda seminifer tiibiil ¢apt ve seminifer tiibiil epitel kalinhgmin istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi (her iki deger i¢in p<0,001; Tablo 4), buna karsilik interstisyel
araligin ise istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildi (p<0,001). CP grubu ile

CP+QRC grubu kiyaslandiginda, 14 giin boyunca gergeklestirilen QRC uygulamasinin
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seminifer tiiblil ve seminifer tiibiil epitel kalinligindaki azalmay1 ve interstisyel araliktaki

artig1 anlamli 6l¢iide 6nledigi tespit edildi (her ii¢ deger i¢in p<0,001; Tablo 4).

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarimin seminifer tiibiil capi, germinal epitel kalinhg ve
interstisyel araliklarinin karsilastirilmasi

Parametre Kontrol QRC CP CP+QRC p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) degeri
Seminifer
tiibiil capr ~ 288,69+2,25 289,98+7,25 237,06+5,79" 263,88+7,47"%*  p<0,001
(nm)
Germinal
epitel 61,51+2,14  64,52+4,24 37,4542 .47 53,342,057 p<0,001
kalinhg: (um)
Interstisyel

arahk (um) 19414223 2034255  56,49+7,71%  39,154¢4,31"  p<0,001

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.
* p<0,001 kontrol ile karsilastirlldiginda

¥ p<0,001 QRC ile karsilastirildiginda
#p<0,001 CP ile karsilastirildiginda.

HISTOLOJIK BULGULAR

Hematoksilen ve Eozin Boyama

Caligmaya ait tiim deneklerin testis doku kesitleri H&E ile boyandi. Bu preparatlarda,
testis kapsiilil, seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel araliklar, seminifer tiibiil genel yapzsi,
seminifer tibiil epiteli bazal membrani, spermatogenetik seriye ait germ hiicreleri
degerlendirildi. Tim bu degerlendirmeler, Olympus BX51 mikroskobunda degisik
biiylitmelerde incelenerek ve Olympus DP20 mikroskobik dijital kamera sistemi ile

fotograflandirilarak gerceklestirildi.

Kontrol grubuna ait bulgular: Kontrol grubu deneklerinden alinan testis doku
kesitleri 151k mikroskobu ile incelendiginde, en dista siki bag dokudan olusan kapsiil (tunika
albuginea), seminifer tiibiiller ve aralarindaki interstisyel bag doku (interstisyel aralik) yapisi
normal olarak izlendi. Seminifer tiibiil germinal epiteline ait bazal membranin yapisinin
diizenli oldugu, epitelden ayrilma gostermedigi ve tiibiilii belirgin olarak sarmakta oldugu
izlendi (Sekil 13,14). Seminifer tiibiil ¢aplar1 ve seminifer tiibiil epitel kalinliklar
degerlendirildiginde, sirasiyla ortalama 288.69 um ve 61,51 um oldugu belirlendi (Tablo 4).

Seminifer tiibiil epiteline bakildiginda, germinal seri hiicreleri diizenli yerlesime sahip

olup, normal bir organizasyon sergilemekteydi. Bazal membrandan itibaren ilk yerlesim
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gosteren oval niikleuslara sahip olan spermatogonyumlar ve tiggenimsi niikleuslara sahip olan
Sertoli  hiicreleri  goriilmekteydi ve  normal  histolojik  &zelliklere — sahiptiler.
Spermatogonyumlarin iizerine yerlesim gosteren primer spermatositler spesifik goriinimlii
kromatin yapisina sahip yuvarlak ve biiyiik niikleuslar: ile dikkat ¢ekmekteydi. Sekonder
spermatositler, nispeten daha kiigiik hiicreler olarak tiibiil epiteli iginde normal goriiniimlii bir
sekilde nadiren izlendi. Bu hiicrelerin mayotik boliinmeleri sonucunda olusan spermatidler,
limene yakin sahada yogun olarak yerlesmekteydi. Bazi sahalarda iki tabaka halinde
gbzlenen bu hiicreler, yuvarlak niikleuslu olarak erken spermatidler ile uzamis niikleus ve
uzamakta olan kuyruklariyla izlenen ge¢ spermatidler olarak normal morfolojik karakterde
izlendi. Olgun spermiyumlarin seminifer tiiblil limeninde var olmasi ise, normal bir
spermatogenezisin gerceklesmekte oldugunu gosterdi. Seminifer tiibiil bazal membraninin dis
kisminda, tiibiil kontraksiyonunda gorev alan peritiibiiler myoid hiicreler izlendi (Sekil 15).
Histolojik yap1 degisimindeki skorlamaya gore, kontrol grubuna ait hayvanlarin seminifer
tiibiillerinin %90,45’1 normal goriiniimde iken, %5,36 ayrilan, %2,06 dokiilen ve %2,13
vakuolize tiibiiller olarak kalan yiizdeyi olusturmaktaydi (Tablo 5).

Seminifer tiibiiller arasinda yer alan interstisyel bag dokusu, igerisinde yer alan bag
doku hiicreleri, eozinofilik boyanan sitoplazmalariyla ayirt edilen ve gruplar halinde izlenen
Leydig hiicreleri ile kan damarlar1 normal goriiniimde idi (Sekil 16). Morfometrik 6l¢iimler ile

kontrol grubu interstisyel aralik ortalamasi 19,41 pm olarak belirlendi (Tablo 4).

Quercetin grubuna ait bulgular: Normal goriiniimli tunika albuginea, diizenli
yerlesim gosteren germinal seri hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinin olusturdugu seminifer
tiibiiller ile interstisyel bag dokusu; QRC grubundaki deneklerden elde edilen testis doku
kesitlerinin 151k mikroskobik olarak incelenmesiyle kontrol grubuna benzer olarak gozlendi
(Sekil 17). Seminifer tiiblil ¢aplar1 ve seminifer tiibiil germinal epitel kalinliklart
degerlendirildiginde, sirasiyla ortalama 289,98 um ve 64,52 um, interstisyel aralik ortalamasi
ise 20,3 um olarak belirlendi ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (her ti¢ deger i¢cin p>0,05; Tablo 4). QRC grubu histolojik yap1 degisimindeki
skorlamaya gore, kontrol grubuna benzer olarak, QRC grubuna ait hayvanlarin seminifer
tibiillerinin %91,28’i normal goriiniimde iken, geri kalan yiizdeyi %5,42 ayrilan, %1,17
dokiilen ve %2,12 vakuolize tiibiiller olusturmaktaydi (Sekil 18,19; Tablo 5).
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Siklofosfamid grubuna ait bulgular: Sadece CP verilen 3. grup deneklerimizin testis
doku kesitleri incelendiginde, kontrol ve QRC gruplarindan farkli olarak seminifer tiibiillerde,
seminifer tiibil germinal epitel hiicrelerinde ve tiibiiller arasindaki bag dokusu olan
interstisyel aralikta dejenaratif degisiklikler saptandi (Sekil 20,21). Seminifer tiibiil ¢aplar
(237,06 um) ve seminifer tiibiil germinal epitel kalinliginin (37,45 pm) kontrol ve QRC
gruplar ile kiyaslandiginda, anlamli derecede azaldigi tespit edildi (her iki deger igin
p<0,001; Tablo 4). Sertoli hiicrelerinde herhangi bir degisiklik gériilmez iken, seminifer tiibiil
germinal hiicre organizasyonunda bozulma ve hiicre kayiplarina bagli olarak
vakuolizasyonlara rastlandi. Germinal seri hiicreleri arasinda, daha ¢ok primer
spermatositlerden itibaren spermatogenetik seri hiicrelerinin bazal membrandan ayrildigi,
hiicreler aras1 mesafenin artti1, germinal epiteldeki diizenli konfigiirasyonun bozuldugu ve
tim bu nedenlerle spermatogenezdeki aksamalara bagl olarak gec¢ spermatidlerin liimene
yakin alanlarda daha az gozlendigi belirlendi. Ayrica bazi seminifer tiibiillerin liimeninde
olgunlagmasini tamamlayamadan dokiilmiis olan immatiir hiicrelere de rastlandi. Ek olarak,
yine bazi seminifer tiibiillerde bazal membran ondiilasyonlari izlendi (Sekil 22-26). Histolojik
skorlamaya gore kontrol ve QRC grubu ile karsilastirildiginda CP verilen gruptaki deneklerin
normal goriinimlii seminifer tiibiillerinin sayis1 azalarak %31,46’lik kismini olustururken,
kalan yiizdeyi sayilari anlamli derecede artis gosteren ayrilan (%28,87), dokiilen (%21,59) ve
vakuolize (%27,93) tiibiiller meydana getiriyordu (Tablo 5).

Interstisyel bag dokusu incelendiginde, Leydig hiicre dejenerasyonu, kan damarlarinda
konjesyon veya bazi sahalarda hemoraji odaklarinin yer aldigi dejenere olmus bag dokusu ve
O0dem izlendi (Sekil 23,25). CP grubu deneklerdeki interstisyel aralik oOlgtimlerine
bakildiginda kontrol ve QRC gruplarina kiyasla anlamli bir artis (her iki deger i¢in p<0,001;
Tablo 4) saglayarak 56,49 um’ye genisledigi tespit edildi.

Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait bulgular: CP verilmesinden 7 giin Once
baslayarak 14 giin boyunca QRC verdigimiz 4. grup deneklerimizden elde ettigimiz testis
doku kesitleri incelendiginde ve sadece CP enjeksiyonu yapilan 3. grup ile kiyaslandiginda,
genel olarak yapimin korundugu tespit edildi (Sekil 27,28). Seminifer tiibiil ¢aplar1 (263,88
um) ve seminifer tiibiil germinal epitel kalinliklarinin (53,3 pm) CP grubu ile
kiyaslandiginda, anlamli derecede artis gosterdigi goriildii (her iki deger ig¢in p<0,001; Tablo
4). Ayrica CP verilen gruba kiyasla, seminifer tiibiil germinal epitel hiicre organizasyonunda

bozulma ve buna bagh ayrilma (%13,96), immatiir hiicre dokiilmesi (%7,48) ve hiicre
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kayiplarina bagl olarak vakuolizasyon (%15,38) gibi bulgularin istatisitiksel olarak anlamli
diizeyde azaldigi izlendi (her ii¢ deger ig¢in p<0,001; Sekil 27-32; Tablo 5). Bununla birlikte
normal goriiniimlii seminifer tiibiil ylizdesinin ise CP grubundaki veriler ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi (%68,93; p<0,001; Tablo 5).
Kesitlerdeki normal goriiniimlii olan seminifer tiibiiller incelendiginde, liimenlerinde olgun
spermiyumlarin bulundugu, dolayist ile spermatogenezin gerceklestigi goriildii. Yine, az
sayida olsa da, ayrilmis ve liimene immatiir hiicre dokiilmesi gibi bulgularin gorildiigi
tiibiillere de degisen oranlarda bazi sahalarda rastland1 (Sekil 31,32).

Sadece CP enjeksiyonu yaptigimiz grupla karsilastirdigimizda bu gruba ait kesitlerde
interstisyel araliklardaki 6dem azalmisti ve nispeten daha diizenli organizasyona sahipti. Ek
olarak, Leydig hiicrelerinin morfolojik yapisini nispeten korumus oldugu goriildii. Hemoraji
gbzlenmedi, bununla birlikte, baz1 alanlarda konjesyonun varligini devam ettirdigine rastlandi
(Sekil 31,32). Interstisyel aralik dlciimleri degerlendirildiginde, bu grupta CP grubundaki
artisa kiyasla anlamli bir azalma oldugu gortildii (39,15 um; p<0,001; Tablo 4) ve bu durum
morfolojik bulgularimizla paralellik gostermekte idi.

Biitlin gruplarin yukarida agiklanan seminifer tiibiil histolojik skor sonuglar1 Tablo 5’te

gosterilmistir.

Tablo 5. Kontrol ve deney gruplarindaki seminifer tiibiillerin histolojik yap1
degisikliklerinin karsilastirilmasi

Seminifer Kontrol QRC CP CP+QRC p
titbiil (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) degeri
yiizdesi
Normal 90,45+1,94 91,2842,67 31,46+2,63" 68,93+2,178" p<0,001
Ayrilan 5,36+1,63 5,42+1,79 28,87+4,79  13,96+3,54"* p<0,001
Dokiilen 2,06+1,29 1,17+0,70 21,594+7,25%  7,48+1,72% p<0,001
Vakuolize 2,13+0,73 2,12+1 27,93+3,44  15,38+2,32""* p<0,001

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.
* p<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda

' p<0,001 QRC ile karsilastirildiginda
#p<0,001 CP ile karsilastirildiginda.
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Sekil 13. ontrol grubu testis kesitinde, spermatogenezin farklh asamalarinda oldugu
goriilen ve caplar1 birbirine yakin olan seminifer tiibiiller (yildiz) ile

aralarindaki diizenli goriniimde olan interstisyel arallk (ok bagsi)
gozlenmektedir. H&E, x100.

Sekil 14. Kontrol grubuna ait testis kesitinde, spermatogenezin aktif olarak goriildiigii,
normal goriiniimlii ve diizgiin simirlara sahip seminifer tiibiillerin (yildiz)
varhg1 izlenmektedir. Seminifer tiibill duvarim dodseyen germinal seri
hiicrelerinin (GSH) normal dagilim gosterdigi ve tiibiiller arasi interstisyel bag
dokunun (ok basi) biitiinliigiinii korudugu goriilmektedir. H&E, x200.
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Sekil 15. Kontrol grubuna ait testis kesitinde, spermatogenezin aktif olarak devam ettigi
goriilen bir seminifer tiibiilde, germinal seri hiicrelerinin (GSH) bazal
membrandan liilmene kadar wuzanan sahada diizenli organize oldugu,
aralarinda yerlesim gosteren Sertoli hiicrelerinin (Sh) de normal goriiniimlii
oldugu goriilmektedir. Tibiilleri dis kismindan saran ig seklindeki myoid
hiicreler (My) ve tiibiiller arasindaki interstisyel bag dokusu icinde yer alan
Leydig hiicreleri (Ly) normal goriiniimliidiir. H&E, x400.

Sekil 16. Kontrol grubuna ait testis kesitinde, normal goriiniimlii seminifer tiibiillerin
arasinda yer alan diizgiin goriiniimlii iicgen sekilli interstisyel bag doku icinde
eozinofilik sitoplazmal Leydig hiicreleri (Ly) dikkati ¢cekmektedir. Ayrica yine
bu sahada goriilen kan kapilerleri (Kk) normal goriiniimliidiir. H&E, x400.
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Sekil 17. Quercetin grubu testis kesitinde, seminifer tiibiillerin (yildiz) ve tiibiiller
arasinda bulunan interstisyel bag dokunun (ok basi) kontrol grubuna benzer
olarak normal goriiniimlii oldugu gézlenmektedir. H&E, x100.

Sekil 18. Quercetin grubuna ait testis kesitinde, diizgiin sinirlara sahip seminifer
tiibiiller (yi1ldiz) kontrol grubuna benzer sekilde normal goriiniimlii olarak
izlenmektedir. Ayrica, interstisyel araliklarin (ok basi) diizenli yapisim
korudugu goriilmektedir. H&E, x200.
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Sekil 19. Quercetin grubuna ait testis kesitinde, normal goriiniimlii ve diizgiin sinirlara
sahip bir seminifer tiibiilde, diizenli yerlesim gosteren germinal seri hiicreleri
(GSH), Sertoli hiicreleri (Sh) ve tiibiilleri saran myoid hiicreler (My) kontrol
grubuna benzer sekilde gozlenmistir. Ayrica, diizenli yapisimm koruyan
interstisyel bag dokudaki eozinofilik sitoplazmalariyla ayirt edilen Leydig
hiicreleri (Ly) normal yapidadir. H&E, x400.

Sekil 20. Siklofosfamid grubu testis kesitinde, hasarlanmis seminifer tiibiillerin (yildiz)
caplarinin Kiigiildiigii, tiibiil duvarmm olusturan germinal seri hiicre
organizasyonunun bozuldugu ve tiibiiller arasindaki interstisyel arahklarin
dejenerasyona ugradigi ve genisleyerek odeme (ok basi)) yol actig
goriilmektedir. H&E, x100.
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Sekil 21. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, vakuolize (V), ayrilan (Ay) veya
liimenlerinde olgunlasmasim1 tamamlayamadan dokiilmiis immatiir hiicrelerin
goriildiigii (D6) hasarh seminifer tiibiiller ve aralarinda yer alan interstisyel
araliktaki diizensiz goriiniim ve genisleme (ok basi) izlenmektedir. H&E, x100.

Sekil 22. Siklofosfamid grubuna ait testis Kesitinin iist boliimiinde yer alan iki seminifer
tiibiiliin germinal hiicre organizasyonunda bozulma ve hiicre kayiplarina bagh
olarak vakuolizasyonlar (V) gorillmektedir. Alt boliimiinde ise, primer
spermatositlerden itibaren germinal seri hiicrelerinin bazal membrandan
ayrilmasi sonucu ayrilan (Ay) bir seminifer tiibiil yer almaktadir. Ayrica

interstisyel aralikta genisleme ve diizensizlik (ok basi) goze c¢arpmaktadir.
H&E, x200.
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Sekil 23. Siklofosfamid grubuna ait bir baska testis kesitindeki seminifer tiibiillerde,
liimene dokiilen immatiir hiicrelerin bulundugu iki hasarh seminifer tiibiil
(Dd) arasinda yer alan interstisyel bag dokuda kan damarlarinda goriilen
konjesyon (Ko) ve genisleme dikkat cekmektedir. H&E, x200.

Sekil 24. Siklofosfamid grubuna ait kesit biiyiik biiyiitmeden incelendiginde, seminifer
epitel  kahmhgmin  azaldig,, germinal seri  hiicreleri  arasinda
vakuolizasyonlarin (V) belirgin bir sekilde yer aldig1 hasarh bir seminifer
tiibiil goriilmektedir. Dejenere olmus interstisyel bag dokusu ve interstisyel
aralikta genisleme ile hemoraji (He) varhg dikkat ¢cekmektedir. H&E, x400.
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Sekil 25. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, germinal seri hiicreleri arasinda
vakuolizasyonun (V) hakim oldugu hasarh seminifer tiibiiller arasinda yer
alan interstisyel aralikta kan damarlarimin yapisinin bozulmasiyla hemoraji
(He) odaklarmin ortaya ¢iktigi ve bu sahalarda kan hiicrelerinin interstisyel
arahga yayihm gosterdigi dikkat cekmektedir. H&E, x400.

Sekil 26. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde hem ayrilma (Ay) ve hem de liimene
dokiilmiis immatiir hiicrelerin (D6) goriildiigii hasarh bir seminifer tiibiil

gozlenmektedir. H&E, x400.
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Sekil 27.

B
&

ADU% “ F [ 4
Siklofosfamid+ veya normale yakin
goriiniime sahip aktif spermatogenez goriillen seminifer tiibiillerin kismen
yapilarim koruduklari, az sayida tiibiilde ayrilma (Ay) ve immatiir hiicre
dokiilmesi (Do) oldugu, buna ek olarak interstisyel arahigin (ok bas1) daha az
genisleme gosterdigi ve nispeten yapisal biitiinliigiinii Kkorudugu
gozlenmektedir. Ayrica, interstisyel aralikta bazi sahalarda konjesyonun (Ko)
devam ettigi goriilmektedir. H&E, x100.

Sekil 28. Siklofosfamid+Quercetin grubun ait testis kesitinde, cogunlukla normal veya

normale yakin goriiniimlii olan seminifer tiibiillerin arasinda, yer yer liimene
dokiilen immatiir hiicreleri olan (D6) ve ayrilmanin (Ay) goriildiigii tiibiiller
cok daha az sayida bulunmaktadir. Interstisyel aralikta (ok bas1) daha az
genisleme goriildiigii dikkati cekmektedir. H&E, x100.
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Sekil 29. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesiti daha biiyiik biiyiitmeden
incelendiginde, normal yapida ve spermatogenezin aktif olarak devam ettigi
normal goriiniimlii seminifer tiibiiller arasinda, liimene dokiilen immatiir
hiicrelerin bulundugu daha az sayidaki seminifer tiibiiller (Do) goze
carpmaktadir. Ayrica, tiibiiller arasindaki interstisyel araliklarin (ok basi)
daha diizenli oldugu ve genislemenin azaldigi dikkat cekmektedir. H&E, x200.

Sekil 30.Siklofosfamid+Quercetin grubu testis kesitindeki aktif spermatogenezin
goriildiigii normal yapidaki seminifer tiibiiller arasinda ayrilma (Ay) gozlenen
bir seminifer tiibiil ile birlikte, interstisyel arahigin daha az genisleme
gosterdigi (ok basi) izlenmektedir. H&E, x200.
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Sekil 31. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitindeki izlenen iki seminifer
tiibiilden biri normal goriiniimlii ve aktif olarak spermatogenez gozlenirken,
diger tiibiil (D6) kesitinde liimene dokiilmiis immatiir hiicrelerin oldugu
dikkat c¢ekmektedir. Interstisyel arahk (ok basi) diizenli bir goriiniim

sergilemektedir. H&E, x400.

Sekil 32. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitinde spermatogenezin aktif
olarak goriilebildigi normal goriiniimlii bir seminifer tiibiil kesiti gozlenirken,
diger tiibiil kesitinde ayrilma (Ay) ve germinal seri hiicreleri arasinda yer alan
vakuolizasyon (V) izlenmektedir. Ayrica interstisyel araligin (ok basi) diizenli
oldugu ve daha az genisleme gosterdigi goriilmektedir. H&E, x400.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarina ait testis dokularindaki NFkB, Nrf2, Bax ve Bcl-2
immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda, immiinoreaktiviteleri AEC kromojenin kirmizi
renk reaksiyonu vermesiyle sitoplazmik boyanma paterni ile izlenmistir. Tiim gruplara ait
belirlenen HSCORE degerleri ve bu verilere ait istatistiksel degerlendirmeler Tablo 6’da

belirtilmistir.

NFkB immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

Kontrol grubuna ait testis seminifer tiibiil kesitlerinde 6zellikle primer spermatositler
zay1f siddette, spermatidler ise zayif veya ¢ok zayif siddette sitoplazmik boyanma sergiledi.
Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicrlerinde herhangi bir boyanma goriilmedi. Buna ek olarak
testis interstisyumundaki Leydig hiicrelerinde de NFkB immiinoreaktivitesi gézlenmedi (Sekil
33,34). QRC grubu testis kesitlerindeki immiinoreaktivite degerlendirildiginde, kontrol
grubuna kiyasla, bir miktar azalma ile birlikte anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05; Sekil
35,36; Tablo 6). CP enjeksiyonu yapilan deneklerin testis seminifer tiibiil kesitlerinde ise
ozellikle primer spermatositlerde gii¢lii siddette boyanma izlenirken, spermatidlerde orta veya
giiclii immiinoreaktivite vardi. Seminifer tiibiillerdeki spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri
ve interstisyel aralikta yer alan Leydig hiicrelerinde boyanma daha ¢ok zayif veya orta
siddette goriildii (Sekil 37-39). CP grubu dokularindaki mevcut NFKB immiinoreaktivitesinin
kontrol ve QRC gruplari ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede artmis
oldugu tespit edildi (her iki deger ig¢in p<0,001; Tablo 6). CP enjeksiyonu ile birlikte QRC
verilen gruba ait testis kesitlerindeki NFkB immiinoreaktivitesi, CP grubuna kiyasla azalma
gostermisti ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001; Tablo 6). Boyanma, primer
spermatositlerde ve spermatidlerde nispeten zayif veya orta siddette izlenirken,
spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri ve interstisyel araliktaki Leydig hiicrelerinde zayif
olarak degerlendirildi (Sekil 40-42). Negatif kontrol kesitlerine diger kesitlerden farkli olarak
primer antikor yerine PBS damlatildi ve herhangi bir boyanma goriilmedi (Sekil 43).

Nrf2 immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Calismamizda kontrol grubuna ait testis dokularindaki Nrf2 immiinoreaktivitesi
degerlendirildiginde, seminifer epiteldeki germinal seri hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde giiglii
veya orta siddette ve sitoplazmik boyanma olarak izlendi. Seminifer tiibiiller arasinda yer alan

interstisyel bag dokudaki Leydig hiicrelerinde boyanma genellikle zayif veya orta siddette
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goriildii (Sekil 44,45). QRC grubu kesitlerindeki immiinoreaktivite degerlendirildiginde
boyanmanin benzer sekilde oldugu gozlendi ve kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05; Sekil 46,47). CP grubu deneklerin testis seminifer tiibiil kesitlerinde ise
tiim seminifer epitel hiicrelerinde zayif siddette boyanma izlenirken, interstisyel aralikta yer
alan Leydig hiicrelerinde boyanma ¢ok zayif olarak gozlendi (Sekil 48-50). CP grubundaki
Nrf2 immiinoreaktivitesinin kontrol ve QRC gruplar ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak
anlamli derecede azalmis oldugu tespit edildi (her iki deger i¢in p<0,001; Tablo 6). CP’ye ek
olarak QRC verilen gruba ait hayvanlarin testis kesitlerindeki Nrf2 immiinoreaktivitesi, CP
grubu ile kiyaslandiginda artis gosterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001,
Tablo 6). Bu gruptaki boyanma, genellikle Sertoli hiicreleri ve germinal seri hiicrelerinde orta
veya zayif siddette izlenirken, interstisyel araliktaki Leydig hiicrelerinde zayif siddette
boyanma olarak degerlendirildi (Sekil 51-53).

Negatif kontrol kesitlerine primer antikor yerine PBS damlatildi ve yapilan boyama

sonucunda herhangi birimmiinoreaktivite goriilmedi (Sekil 54).

Bax immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Calismamizda testis dokularmdaki Bax immiinoreaktivitesi degerlendirildiginde,
kontrol grubundaki seminifer tiibiillerde baslica primer spermatositlerde olmak tizere zayif
siddette boyanma izlendi. Interstisyel aralikta bulunan Leydig hiicreleri ise ¢ogunlukla ¢ok
zayif boyanma gosterdi (Sekil 55,56). QRC verilen gruptan elde edilen kesitlerde kontrol
grubuna benzer 6zellikte boyanma tespit edildi ve kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05; Sekil 57,58). CP grubundan alinan doku kesitlerinde 6zellikle primer
spermatositler ve spermatidler basta olmak {izere tiim seminifer epitelde giiclii siddette Bax
immiinoreaktivitesi gozlendi. Gii¢lii Bax immiinoreaktivitesinin 6zellikle periniikleer yerlesim
gosterdigi izlendi. Seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel aralikta ise orta veya giicli
siddette boyanma gdsteren Leydig hiicreleri goriildii (Sekil 59-61). CP grubu dokularindaki
mevcut Bax immiinoreaktivitesinin kontrol ve QRC gruplar ile kiyaslandiginda, istatistiksel
olarak anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi (her iki deger i¢in p<0,001; Tablo 6).
CP’ye ilaveten QRC’nin verildigi tedavi grubundaki hayvanlara ait testis doku kesitlerindeki
Bax immiinoreaktivitesi ise CP grubuna kiyasla azalma gostermisti ve iki grup arasindaki bu
fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001; Tablo 6). CP+QRC grubuna ait testis

dokulardaki boyanma, primer spermatositlerde ve spermatidlerde nispeten zayif veya orta
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siddette izlenirken, diger tiibiil epitel hiicreleri ve interstisyel araliktaki Leydig hiicrelerinde
zay1f olarak degerlendirildi (Sekil 62-64).
Yapilan negatif kontrol kesit boyamalarinda diger kesitlerden farkli olarak primer

antikor yerine PBS damlatildi1 ve herhangi bir boyanma tespit edilmedi (Sekil 65).

Bcl-2 Iimmiinohistokimyasal Boyama Bulgular:

Tim gruplara ait testis doku kesitlerindeki Bcl-2 immiinoreaktiviteleri incelendiginde,
kontrol grubundaki seminifer tiibiillerde baslica primer spermatositler ve tiibiil llimenine
yakin yerlesen spermatidler olmak iizere seminifer epitelin diger kisimlarinda orta siddette
sitoplazmik boyanma goriildii. Bunun yami sira, seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel
aralikta Leydig hiicrelerinde orta veya zayif siddette boyanma goriildii (Sekil 66,67). QRC
grubunda immiinoreaktivite kontrol grubuna benzer sekilde gézlendi ve kontrol grubuna
kiyasla bir fark saptanmadi (p>0,05; Sekil 68,69). CP gurubu seminifer tiibiil kesitleri
incelendiginde Bcl-2 boyanma paterni kontrol ve QRC grubundakiler ile korelasyon
gdsterirken, boyanma kontrol ve QRC gruplarina kiyasla zayif siddette idi. Interstisyel bag
dokuda yer alan Leydig hiicrelerinde de zayif veya ¢ok zayif immiinoreaktivite izlendi (Sekil
70-72). CP grubu testis dokularindaki Bcl-2 immiinoreaktivitesinin, kontrol ve QRC gruplari
ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede azalmis oldugu tespit edildi (her iki
deger i¢in p<0,001; Tablo 6). CP ile birlikte QRC verilen tedavi grubuna ait testis doku
kesitlerindeki Bcl-2 immiinoreaktivitesi ise CP grubuna kiyasla artis gostermisti ve iki grup
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001; Tablo 6). Bu gruba ait dokularda
boyanma, primer spermatositlerde ve spermatidlerde zayif veya yer yer orta siddette
izlenirken, diger tiibiil epitel hiicrelerinde zayif siddette, interstisyel araliktaki Leydig
hiicrelerinde ise zayif veya orta siddette boyanma olarak degerlendirildi (Sekil 73-75).

Negatif kontrol boyamalarinda diger kesitlerden farkli olarak primer antikor yerine PBS

damlatild1 ve herhangi bir boyanma tespit edilmedi (Sekil 76).

62



Tablo 6. Kontrol ve deney gruplarindaki NFkB, Nrf2, Bax ve Bcl-2
immiinoreaktivitelerinin karsilastirilmasi
Parametre Kontrol QRC CP CP+Q p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) degeri
NFkB
(HSCORE)  110+14,91 89+17,13  210,50+£22,29"*  154+17,61°* p<0,001
Nrf2
(HSCORE) 160,50+9,85  173+11,60 101+12,20*  136,50+£10,55"*  p<0,001
Bax
(HSCORE)  106+11,74 102+10,33 205+17,32°t 150419 p<0,001
Bcl-2
(HSCORE) 169,50+13,63 170+16,83  96,50+11,07°* 145+18,63"** p<0,001

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.
* p<0,001 kontrol ile karsilastirlldiginda

¥ p<0,001 QRC ile karsilastirildiginda
#p<0,001 CP ile karsilastirildiginda.
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Sekil 33. Kontrol grubuna ait testis kesitinde, normal yapidaki seminifer tiibiillerde
(y1ldiz) yer alan germinal seri hiicrelerinin zayif immiinoreaktivite gosterdigi
goriilmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x200.

‘)“’ ‘ - :
Sekil 34. Kontrol grubuna ait testis kesitindeki iki seminifer tiibiilde 6zellikle primer

spermatositlerin (Ps) ve spermatidlerin (S) zayif immiinoreaktivite gosterdigi
dikkat cekmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 35. Quercetin grubuna ait testis ksitinde, norma yapidaki seminifer tiibiillerde
(y1ldiz) germinal seri hiicrelerinin zayif-cok zayif immiinoreaktivite gosterdigi
izlenmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 36. Quercetin grubuna ait testis kesitindeki bir seminifer tiibiilde 6zellikle primer
spermatositlerin (Ps) ve spermatidlerin (S) zayif-cok zayif immiinoreaktivite
gosterdigi dikkat cekmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 37. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, germinal seri hiicreleri arasinda
vakuolizasyon (V) ile limeninde doékiilen immatiir hiicrelerin (D6) bulundugu
ve aynl zamanda ayrilmanin (Ay) da gorildiigi seminifer tiibiillerde giicli
derecede immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler ile orta veya giiclii
siddette immiinoreaktivite gosteren diger germinal seri hiicreleri
goriilmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x200.

A R ¢ salifnd &

Sekil 38. Siklofosfamid grubuna ait ayrilan (Ay) ve degisen biiyiikliikte vakuollerin yer
aldigr vakuolize (V) seminifer tiibiilde giiclii-orta derecede immiinoreaktivite
gosteren germinal seri hiicreleri gozlenmektedir. NFkB, hematoksilen zit

boyamasi, x200.
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Sekil 39. Siklofosfamid grubuna iiksek derecede hasarhh goriinen seminifer
tiibiillerde germinal seri hiicre kayiplar1 belirgin olarak bulunmaktadir.
Tubiiller icerisinde giiclii diizeyde immiinoreaktivite gosteren primer
spermatositler (Ps) ile interstisyel aralikta orta diizeyde immiinoreaktivite
gosteren Leydig hiicreleri (Ly) dikkat ¢cekmektedir. NFkB, hematoksilen zit
boyamasi, x400.

Sekil 40. Siklofosfamid grubuna ait dokiilen immatiir hiicrelerin goriildiigii bir
seminifer tiibiil Kkesitinde, giiclii immiinoreaktivite gosteren primer
spermatositler (Ps) ve orta diizeyde immiinoreaktivite gosteren spermatidler
(S) yer almaktadir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 41. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitinde, orta veya zayif siddette
immiinoreaktivite gosteren germinal seri hiicreleri normale yakin seminifer
tiibiillerde (y1ld1z) goriilmektedir. NFkB, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 42. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait goriilen bir seminifer tiibiil kesitinde
orta diizeyde immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (Ps) ve zayif
immiinoreaktivite gosteren spermatidler (S) goriilmektedir. NFKB,
hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 43. Testis kesitinde goriilen seminifer tiibiiliin NFkB icin yapilan negatif boyamasi
izlenmektedir. Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 44. Kontrol grubuna ait testis kesitine, normal yapidaki seminifer tiibiil (yildiz)
epitel hiicrelerinin orta veya giiclii siddette immiinoreaktivite gosterdigi
gozlenmektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 45. Kontrol grubuna ait testis Kkesitindeki biiyiik biiyiitmede incelenen bir
seminifer tiibiilliin epitel hiicrelerinde orta veya giiclii siddette
immiinoreaktivite goriilmektedir. Interstisyel arahkta yer alan Leydig
hiicreleri (Ly) ise orta siddette immiinoreaktiviteye sahiptir. Nrf2,
hematoksilen zit boyamasi, x400.

j 4 8 ‘  *4 adia 0 PR 7

Sekil 46. Quercetin grubuna ait testis kesitinde, seminifer tiibiillerdeki (yildiz)
spermatidlerin  kontrol gurubuyla benzer olarak orta veya giiclii
immiinoreaktivite gosterdigi izlenmektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi,
x200.
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Sekil 47. Quercetin grubuna ait testis kesitindeki bir seminifer tiibiil epiteli biiyiik
biiyiitmeden incelendiginde orta veya giiclii immiinoreaktivite gozlenmektedir.
Ayrica, Leydig hiicreleri (Ly) ise orta siddette immiinoreaktivite
gostermektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x400.

e . Siklofosfamid grubuna ait tess cesitin e, ayrilmanin (Ay) goriildiigii iki

Sekil 48. Siklofosfamid b i k d 1 A Id k
seminifer tiibiill epitelinde zayif veya ¢ok zayif immiinoreaktivite
goriilmektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 49. Siklofosfamid grubuna ait ayrilmamin (Ay) goriildiigii, Seki 48’de yer alan
seminifer tiibiillerden biri biiyiik biiyiitmede incelendiginde, bir seminifer

tiibiil epitelinde zayif siddette immiinoreaktivite goriilmektedir. Nrf2,
hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 50. Siklofosfamid grubuna ait liilmeninde immatiir hiicrelerin goriildiigii dokiilen
(Do) bir seminifer tiibiillde diger hasarh tiibiillere benzer paternde zayif

siddette immiinoreaktivite izlenmektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi,
x400.

72



Sekil 51. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitinde, normale yakin veya az
hasarh seminifer tiibiillerin epiteli orta siddette
gostermektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x200.

immiinoreaktivite

5

Sekil 52. Siklofosfamid;Quercetin grubuna ait birseminjfer tiibiil ptelinde orta-zayif
derecede immiinoreaktivite goriilmektedir. Interstisyel aralikta bulunan

Leydig  hiicrelerinin (Ly) zayif siddette immiinoreaktivitesi dikkat
cekmektedir. Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 53. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait germinal seri hiicreleri arasinda hafif
ayrilma (Ay) goriilen bir seminifer tiibiill kesitinde orta-zayif diizeyde
immiinoreaktivite gosteren germinal seri ve Sertoli hiicreleri goriilmektedir.
Nrf2, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 54. Testis kesitinde goriilen seminifer tiibiiliin Nrf2 i¢cin yapilan negatif boyamasi
izlenmektedir. Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 55. Kontrol grubu ait testis kesitindeki seminifer tiibiillerde ylldlz) zayif
siddette immiinoreaktivite izlenmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi,
x200.

Sekil 56. Kontrol grubuna ait testis kesitindeki iki seminifer tiibiil bilyiik biiyiitmeden
incelendiginde ozellikle primer spermatositler (PS) basta olmak iizere
germinal seri hiicrelerinde zayif derecede immiinoreaktivite goriildiigii dikkat
cekmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 57. Quercetin grubuna ait testis Kesitinde, seminifer tiibiillerde (yildiz) zayif
diizeyde immiinoreaktivite goriilmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi,
x200.

Sekil 58. Quercetin grubuna ait testis kesitindeki iki seminifer tiibiilde, 6zellikle primer
spermatositler (PS) basta olmak iizere germinal seri hiicrelerinde kontrol
grubuna benzer olarak zayif derecede immiinoreaktivite géozlenmektedir. Bax,
hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 59. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, vakuolizasyonlarin ve liimenlerinde
dokiilen immatiir hiicrelerin goriildiigii hasarh seminifer tiibiillerde (yildiz),
basta primer spermatositler ve spermatidler olmak iizere tiim seminifer

epitelin giiclii siddette immiinoreaktivite gosterdigi izlenmektedir.
hematoksilen zit boyamasi, x200.

Bax,

Sekil 60. Siklofosfamid grubuna ait liimene dokiillen (D6) immatiir hiicrelerin
bulundugu bir seminifer tiibiilde periniikleer yerlesimli giiclii derecede
immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (PS) basta olmak iizere
diger seminifer epitel hiicreleri ve interstisyel aralikta yer alan Leydig
hiicreleri (Ly) dikkat ¢ekmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 61. Siklofosfamid grubuna ait vakuollerin (V) hakim oldugu hasarh bir seminifer
tiibiil kesitinde liilmene yakin kisimlarda daha fazla olmak iizere tiim seminifer
epitelde giiclii immiinoreaktivitenin periniikleer yerlesim gosterdigi
goriilmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Je,

Sekil 62. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitinde, norma ’

le yakin (yildiz)
veya hasarh seminifer tiibiillerde zayif veya orta siddette immiinoreaktivite

gosteren seminifer epitel izlenmektedir. Bax, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 63. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesiti biiyiik biiyiitmesinde goriilen
normal (sol) ve dokiilen (sag) iki seminifer tiibiilde, zayif veya orta diizeyde
immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (PS) ve diger seminifer
epitel hiicreleri ile tiibiiller arasindaki bag dokuda yerlesen ve zayif
immiinoreaktivite gosteren Leydig hiicreleri (Ly) goriilmektedir. Bax,
hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 64. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait yapisi nispeten korunmus iki seminifer
tiibilliin  goriindiigii kesitte, zayif veya orta derecede immiinoreaktivite
gosteren seminifer epitel ve interstisyel bag doku gozlenmektedir. Bax,
hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 65. Testis kesitinde goriilen seminifer tiibiiliin Bax i¢in yapilan negatif boyamasi
izlenmektedir. Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 66. Kontrol grubuna ait testis kesitinde normal yapidaki seminifer tiibiillerde
(yildiz) primer spermatositlerin ve tiibiill liimenine yakin yerlesimli
spermatidlerin orta siddette sitoplazmik immiinoreaktivite gosterdigi
gozlenmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 67. Kontrol grubuna ait testis Kkesitinde goriilen iki seminifer tiibiilde, 6zellikle
primer spermatositlerin (PS) ve tiibiill liimenine yakin yerlesimli
spermatidlerin (S) giiclii derecede sitoplazmik immiinoreaktivite gosterdigi,
seminifer epitelin diger kisimlarinda orta diizeyde immunoreaktivite oldugu
dikkat cekmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 68. Quercetin grubuna ait testis kesitindeki seminifer tiibiillerde (y1ldiz) kontrol
grubuna benzer paternde orta diizeyde immiinoreaktivite goriilmektedir. Bcl-

2, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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Sekil 69. Quercetin grubuna ait testis kesitinde, seminifer tiibiillerdeki 6zellikle primer
spermatositlerin  (PS), liimene yakin yerlesimli spermatidlerin (S) ve
interstisyumdaki Leydig hiicrelerinin (Ly) orta siddette sitoplazmik
immiinoreaktivite gosterdigi dikkat cekmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit
boyamasi, x400.

Sekil 70. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, germinal seri hiicreleri arasinda
ayrilma veya vakuolizasyonun goriildiigii hasarh seminifer tiibiillerdeki
(yildiz) zayif siddette immiinoreaktivite izlenmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit
boyamasi, x200.
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Sekil 71. Siklofosfamid grubuna ait vakuolizasyonun (V) hakim oldugu hasarh seminifer
tiibiillerin bir kisminin goriildiigii kesitte, zayif derecede immiinoreaktivite
gozlenmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 72. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitindeki liimenine immatiir hiicrelerin
dokiildiigii ve ayrilmanin goriilldiigii bir seminifer tiibiilde, zayif
immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (PS), spermatidler (S) ve
cok zayif immiinoreaktivite gosteren diger tiibiil epitel hiicreleri ile interstisyel
bag dokudaki Leydig hiicreleri (Ly) goriilmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit
boyamasi, x400.
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Sekil 73. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis Kkesitinde, normale yakin
g y
goriiniimlii seminifer tiibiillerde (yildiz) orta siddette immiinoreaktivite
izlenmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 74. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait bir testis kesitinde zayif veya orta
derecede immiinoreaktivite gosteren primer spermatositler (Ps) ve
spermatidlerin (S) yer aldigi bir seminifer tiibiill goriilmektedir. Ayrica
interstisyel bag dokudaki Leydig hiicrelerinin (Ly) orta siddette
immunoreaktivite gosterdigi izlenmektedir. Bcl-2, hematoksilen zit boyamasi,
x400.
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Sekil 75. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait ayrilma ve Kkiiciik vakuollerin bulundugu
bir seminifer tiibiil kesitinde, zayif veya orta diizeyde immiinoreaktivite
gosteren primer spermatositler (PS) ve spermatidler (S) gozlenmektedir. Bel-2,
hematoksilen zit boyamasi, x400.

Sekil 76. Testis kesitinde goriilen seminifer tiibiiliin Bcl-2 icin yapilan negatif boyamasi
izlenmektedir. Negatif, hematoksilen zit boyamasi, x200.
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IN SITU DNA UC ISARETLEME METODU (TUNEL) BOYAMA BULGULARI

Apoptotik hiicre olimiiniin belirlenmesi i¢in TUNEL teknigi kullanilarak yapilan
boyamanin 1s1k mikroskobunda yapilan incelemesinde, koyu kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik hiicreler olarak kabul edildi. Apoptotik degerlendirme, apoptotik
hiicre indeksi ve apoptotik tiibiil indeksi alinarak yapildi.

Tiim gruplara ait doku kesitleri iizerinden yapilan apoptotik hiicre indeksi sonuglarina
gore, kontrol (Sekil 77,78) ve QRC (Sekil 79,80) gruplarina ait ortalama pozitif hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamlilik gosterecek diizeyde bir fark goriilmezken (p>0,05),
CP grubu kontrol ve QRC gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
artis gosterdigi tespit edildi (her iki deger icin p<0,001; Sekil 81,82). CP enjeksiyonuna ek
olarak QRC verilen gruba ait indeks sonuglar1 ise CP enjeksiyonu yapilan grubun indeks
sonuclartyla kiyaslandiginda anlamli derece azalma gosterdi ve istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0,001; Sekil 83,84).

Quercetinin CP maruziyetine kalan sicanlarin testis doku hasari {izerine apoptotik
etkisinin degerlendirmek amaci ile yapilan TUNEL analiz sonuglari, tiim gruplara ait

apoptotik hiicre indeksi ve apoptotik tiibiil indeksi olarak Tablo 7°’de sunulmustur.

Tablo 7. Kontrol ve deney gruplarina ait apoptotik hiicre ve apoptotik tiibiil indeksi

Parametre Kontrol QRC CP CP+QRC P degeri
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Apoptotik

hiicre indeksi ~ 0,23+0,88 0,13+0,73 5,43+1,37*t  1,17+0,36"*  p<0,001

Apoptotik

tiibiil indeksi ~ 13,32+1,61 10,13+3,94  59,06+6,35* 34,18+10,41* p<0,001

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.

* p<0,001 kontrol ile karsilastirldiginda; ™ p<0,05 kontrol ile karsilastirildiginda
¥ p<0,001 QRC ile karsilastirildiginda; 'p<0,05 QRC ile karsilastirildifinda
#p<0,001 CP ile karsilagtirildiginda.
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Sekil 77. Kontrol grubuna ait testis Kkesitinde, normal goriiniimlii seminifer tiibiillerde
koyu kahverengi renkte isaretlenmis az sayida TUNEL pozitif hiicre (oklar)
izlenmektedir. TUNEL, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 78. Kontrol grubuna ait testis kesiti seminifer epitelinde, koyu kahverengi
boyanmis TUNEL pozitif bir hiicre (ok) goriilmektedir. Genellikle TUNEL
pozitif hiicrelerin primer spermatositler oldugu dikkat cekmektedir. TUNEL,
hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 79. Quercetin grubuna ait testis Kesitinde, normal yapidaki seminifer tiibiillerde
nadiren TUNEL pozitif hiicre (ok) goriilmektedir. TUNEL, hematoksilen zit
boyamasi, x200.

Sekil 80. Quercetin grubuna ait seminifer tiibiil kesitinde kontrol grubuna benzer
sekilde TUNEL pozitif bir hiicre (ok) gozlenmektedir. TUNEL, hematoksilen
z1t boyamasi, x400.
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Sekil 81. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, hasarlanmis seminifer tiibiillerde
koyu kahverengi renkte boyanan c¢ok sayida apoptotik TUNEL pozitif hiicre
(oklar) izlenmektedir. TUNEL, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 82. Siklofosfamid grubuna ait testis kesitinde, Seki 81’de yer alan seminifer
tiibiillerden liimeninde dokiilen immatiir hiicrelerin goriildiigii hasarh bir
seminifer tiibiil daha yakindan incelendiginde, ¢ok sayida TUNEL pozitif
hiicre (oklar) goriilmektedir. TUNEL, hematoksilen zit boyamasi, x400.
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Sekil 83. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait testis kesitinde, bazi seminifer tiibiillerde

koyu kahverengi renkte boyanan apoptotik TUNEL pozitif hiicrelerin (oklar)
bulundugu dikkat ¢ekmektedir. TUNEL, hematoksilen zit boyamasi, x200.

Sekil 84. Siklofosfamid+Quercetin grubuna ait normale yakin goriiniimlii bir seminifer

tiibiil kesiti daha yakindan incelendiginde, koyu kahverengi renkte boyanan

apoptotik TUNEL pozitif birka¢ hiicre (oklar) izlenmektedir. TUNEL,
hematoksilen zit boyamasi, x400.
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TARTISMA

Kemoterapi, tek basina veya cerrahi ve radyoterapi gibi diger kanser tedavi
yontemleriyle birlikte kullanilabilen kanser tedavi stratejilerinden biridir. Bu tedavide
ozellikle sitotoksik etkisi olan ilag gruplar1 6ne ¢ikmaktadir ve alkilleyici bir ajan olan CP,
yaygin olarak kullanilan antikanser ve immiinsiipresif ilaglardan biri olarak dikkat
¢ekmektedir  (19,124). Cogunlukla hematolojik ve solid tiimorlerin  tedavisinde
kullanilmasinin ~ yan1  sira,  gl¢li  immiinosiipresif — Ozelligi  sayesinde  organ
transplantasyonlarinda doku reddini 6nlemek amaciyla ve romatoid artrit gibi bazi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (1-5,81, 124).

Terapotik etkinligine ragmen, CP’nin genital sistem dahil olmak {izere pek ¢ok sistem
tizerindeki yan etkileri klinik ve deneysel calismalarda bildirilmektedir (12-14,119,125). Bu
yan etkiler hiicre diizeyinde genel olarak; azalmis kan hiicresi (16kopeni), kemik iligi
baskilanmasi (miyelosiipresyon) ve immiinosiipresyon olarak goriilmektedir. Doku ve organ
diizeyinde ortaya ¢ikan yan etkiler arasinda ise, nefrotoksisite, norotoksisite, hepatotoksisite,
kardiyotoksisite ve gonadotoksisiteye bagl olarak gelisen testis disfonksiyonu bulunmaktadir
(11,124,126).

Siklofosfamidin tedavi siirecindeki kemoterapdtik etkinligi ve saglikli dokulardaki
toksik etkileri, aktif metabolitleri olan fosforamid hardali ve akrolein vasitasiyla
gerceklesmektedir. Fosforamid hardali, pozitif yiikli reaktif bir ara bag sayesinde DNA'ya
geri dondiiriilemez bir sekilde baglanarak DNA sarmalinda ¢apraz baglantilara neden olur, bu

da DNA kirilmalarina, DNA'nin sentezlenememesine ve sonug¢ olarak hiicre 6liimiine yol
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acar. Diger metaboliti olan akrolein ise DNA onarim proteini O6-metilguanin-DNA
metiltransferazi inaktive ederek siirece katkida bulunur (11).

Gonadotoksisitede, ilag kullanimina bagli hasar sonucunda ortaya ¢ikan en &nemli
klinik bulgu siiphesiz infertilitedir ve diinyadaki tiim g¢iftlerin yaklasik %15'ini etkileyen bir
saglik sorunudur. Erkek bireylerde goriilen infertilite faktorlerinin, tiim vakalarin yaklagik
yarisina yakininda etkili oldugu bilinmektedir (127). CP’nin neden oldugu testis hasarina
bagl testikiiler disfonksiyona ¢oziim yollar1 iiretebilmek i¢in yapilan pek ¢ok calismada,
CP’nin antioksidan savunma sistemini bozarak oksidatif strese yol agmasi ile testiste olusan
hasara karsi gesitli antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik maddeler kullanilarak bu
hasarlar 6nlenmeye ya da azaltilmaya ¢alisilmistir (4,5,15,17,24-26). Giiglii bir antioksidan
olan QRC de, hiicre i¢inde ROS sekillenmesini engellemekte, bu sayede hiicreyi lipit
peroksidasyonuna karsi koruyarak oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozis gibi etkilerin
Ontine gegmektedir (29,35).

Bu c¢alismada, CP’ye bagli olarak gelisen testis hasari ve buna bagli olarak ortaya
cikabilecek infertilitenin dnlenmesine/azaltilmasina yonelik katki saglamasi amaciyla, giiglii
bir antioksidan ve antiinflamatuvar olan QRC’nin koruyucu etkisinin hormonal, histolojik ve
immiinohistokimyasal diizeyde arastirilmast amaglandi.

Tim gruplara ait hayvanlarin deney Oncesi ve deney sonrast viicut agirlik Slgiimleri
yapildi. Buna gore, kontrol ve QRC gruplarinin deney baslangict ve deney sonuna ait viicut
agirhik degisimleri karsilastirildiginda, her iki grupta da deney siiresince agirliklarinin artis
gosterdigi ve iki grup arasindaki viicut agirlik degisimlerinde anlamli bir fark olmadigi
goriildii. Bununla birlikte, CP grubu hayvanlarinin kontrol ve QRC gruplarina kiyasla viicut
agirliklarinda anlamli bir azalma oldugu gozlendi. CP+QRC grubundaki hayvanlarda ise, CP
grubu ile karsilastirldiginda viicut agirliklarinda anlamli derecede artis saptandi. Viicut
agirhigr yoniinden yapilmis olan daha dnceki ¢alismalar degerlendirildiginde; CP enjeksiyonu
yapilan hayvanlarin viicut agirliklarinin istatistiksel olarak azaldigimi belirten g¢alismalar
mevcuttur ve bulgularimiza paralellik gostermektedir (4,11,20,24,128-131). Abd El Tawab ve
ark. (11) erkek Wistar albino sicanlarla yaptiklari ¢alismada, 200 mg/kg tek doz olarak
uyguladiklart CP enjeksiyonundan 8 giin sonra sakrifiye ettikleri hayvanlarin viicut
agirliklarinin ve testis agirliklarinin anlamli derecede diistiigiinii bildirmislerdir. Ayrica,
Kanno ve ark. (132), farelerle yaptiklar1 in vivo ¢alismada, seksiiel olgunluga erismis erkek
fareler, biri kontrol olmak tizere 5 gruba ayrilarak haftada bir kez sirasiyla 100, 150, 200 ve
250 mg/kg dozda 6 hafta boyunca ip. olarak CP uygulanmis, 5. hafta sonunda 100 ve 150
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mg/kg CP verilen gruplarin disi farelerle ¢iftlesmeleri saglandiktan sonra tiim erkek fareler
sakrifiye edilmistir. Hayvanlarin viicut ve testis basta olmak tizere ¢esitli organ agirlik
degisimlerinin degerlendirildigi ¢alismanin devaminda disi farelerde, implantasyon sayisi,
fetal canlilik, implantasyon sonrasi kayip oranmi, fetal agirlhik ve fetal uzunluk gibi
degerlendirmelerinde yapildigi ¢alismada, 100 mg/kg doz CP verilen gruptan itibaren erkek
farelerde kilo aliminin azaldigi, doz yiikseldikge dereceli olarak kilo kaybinin basladigi
bildirilmistir ve calismanin verileri bizim ¢alismamizdaki viicut agirligi degisimini destekler
niteliktedir. Buna karsilik, Ekeleme-Egedigwe ve ark. (133)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise, 50
mg/kg tek doz olarak Wistar albino siganlara CP verilmesinin sonucunda, viicut agirliklar1 CP
grubunda da pozitif yonde artarak diger gruplarla korelasyon gdstermistir. Testis agirliklar
degerlendirildiginde, CP grubunda azalma gdstermesine ragmen anlamli bulunmamuigtir.
Literatiirdeki farkli bulgulardan yola ¢ikarak; viicut agirligi degisimindeki negatif yonlii artis,
CP'nin doza bagl olarak gelisen ve yapilan ¢alismalarda farkli seviyelerde ortaya ¢ikan
sistemik toksik etkisinin bir sonucu olarak, yetersiz beslenme ve bozulmus metabolik
fonksiyonlarin gostergesi olabilir. Ayrica ¢alismalarda viicut agirligi degisimi konusunda
tespit edilen farkli bulgular kullanilan ajanin dozu ve kullanim siiresine bagli olmasinin yani
sira, deney hayvani tiirli veya 1rkina da bagli olarak ortaya ¢ikabilir.

Calismamizda ayrica, deneklerden sag ve sol testisler diseke edilerek ayr1 ayr tartildi ve
elde edilen sonuglar degerlendirildi. Buna gore CP enjeksiyonu yapilan grupta kontrol ve
QRC gruplarina kiyasla, hem sag ve sol testis agirliklarinda, hem de toplam testis
agirliklarinda anlamli bir azalma goriildii. CP’ye ek olarak QRC uygulanan gruba ait
deneklerin toplam testis agirliklar1 ise, CP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
olmamakla beraber daha yiiksek bulundu. Toplam testis agirligi/viicut agirligi oran1 agisindan
gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, CP grubu hayvanlarinda bu oranin, kontrol ve QRC
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde yiikseldigi goriildii. CP+QRC grubunda
oran nispeten daha diisiik olsa bile bu fark anlamli degildi. Viicut agirlig1 ve testis agirlig
degisimlerinin degerlendirildigi c¢alismalar incelendiginde, CP grubu testis agirliklarinin
anlamli olarak azaldigini (4,11,24,128,132) ve testis agirligi/viicut agirlig1 oranlarinin anlaml
artis gosterdigini belirten ¢alismalar bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir
(24,129,134). Bununla birlikte, CP uygulanan grupta testis agirliklarinda anlaml bir degisim
olmadigini bildiren ¢alismalar da mecuttur (20,133). Kim ve ark. (129) tarafindan Sprague
dawley sicanlarla yapilan bir ¢aligmada, 2 giin art arda 150 mg/kg ip. yol ile CP verilmis ve
hayvanlarin gida tiikketimi degerlendirildiginde, CP enjeksiyonu yapilan hayvanlarda gida

93



tilkketimlerinin de anlamli oranda azaldig1 saptanmistir. Ayni ¢calismada hayvanlarin viicut ve
testis agirliklart da degerlendirilmis, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, CP grubunda anlamli
oranda viicut ve testis agirlik kayb1 gozlenmistir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak, CP’nin doz
bagimli sitotoksik etkisine bagli olarak, bozulmus metabolik fonksiyonlar disinda, gida
tilketiminde de azalma nedeniyle viicut agirhiginin daha belirgin bir diisiis gosterdigi ve bu
sebeple testis agirligi/viicut agirligi oraninin CP  grubunda daha yiiksek saptandigi
diistintilebilir. Ayrica, CP’nin sitotoksik etkisi, testis dokusunda atrofiye sebep olarak testis
agirliklarin1 anlamli 6l¢lide diistirmiis olabilir.

Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (Gonadotropin-releasing
hormone, GnRH) hipofizi uyarir ve hipofizden FSH ve LH hormonlarinin salgilanmasini
saglar. Hipofiz bezinden salgilanan LH hormonu, Leydig hiicrelerinden Sertoli hiicrelerindeki
androjen reseptdrii araciligiyla spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in ¢ok énemli
olan testosteron iretimini indiiklerken, FSH hormonu ise, seminifer tiibiillerde sperm
tiretiminin regulasyonunda gorev almaktadir. Dolayisi ile testikiiler hasarla iliskili bir diger
tablo siliphesiz bu hormonlarin {iretiminde meydana gelebilecek bozukluklardir. CP
kullanimina bagli gelisen testis hasar1 ve disfonksiyonunu degerlendirdigimiz ¢alismamizda,
sakrifikasyon oncesi hayvanlardan kardiak ponksiyon yoluyla kan 6rnekleri alinarak serumda
total testosteron, FSH ve LH hormon analizleri ELISA yontemi ile gergeklestirildi. Buna gore
CP grubunda kontrol ve QRC gruplari ile kiyaslandiginda, testosteron, FSH ve LH hormon
seviyelerinde, istatistiksel olarak anlamli derecede azalma oldugu saptandi. Ayrica, CP ile
CP+QRC gruplart kiyaslandiginda, QRC uygulamasinin, serum testosteron, FSH ve LH
hormon diizeylerini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig1 tespit edildi. CP’nin serum
testosteron, FSH ve LH seviyelerinde sebep oldugu degisime dair farkli degerlendirmeler
bulunmaktadir. CP enjeksiyonun, bu hormon seviyelerinde anlamli bir degisime sebep
olmadig1 gosterildigi gibi (6), bizim sonuglarimiza paralel olarak CP verilmesinin hormon
seviyelerinde anlamli diisiise sebep oldugunu tespit eden bir¢ok calisma da mevcuttur
(11,16,133,135). CP uygulanan doz ve uygulama sekli yOniiyle bizim ¢aligmamiza benzer
olan Oyagbemi ve ark. (16) yaptiklari ¢alismada, CP’nin ip. yol ile 200 mg/kg tek doz olarak
verildiginde, serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiis gosterdigini bildirerek, CP'nin bu hormonlarin salgilanmasinda énemli bir rol oynayan
hipofiz bezi lizerinde zararl bir etkiye sahip olabilecegini ve serum testosteronundaki diislisiin
testislerde CP ile indiiklenen membran lipid peroksidasyonuna bagli olabilecegini One

stirmislerdir. CP verilerek testikiiler toksisite degerlendirilen bir baska ¢alismada Leydig
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hiicreleri elektron mikroskobik incelemesinde endoplazmik retikulum ve mitokondriyonlarda
dilatasyon saptanmuistir ve testosterondaki azalma ile iliskilendirilmistir (136).

Siklofosfamid, yiiksek mitotik aktiviteye sahip hiicrelere karsi sitotoksiktir, bu da
proliferatif giicii yiiksek olan testis ve seminifer tiibiil epitelini bu ilacin zararl etkileri i¢in bir
hedef haline getirir. Erkek hastalarda kanser tedavisi i¢cin CP kullanimi, oligospermi ve
azospermi insidansini arttirir ve erkeklerde infertilite ile sonuglanir (24,137). Bu histolojik
degisimin arkasinda testis dokusu ve seminifer tiibiil epitelindeki hasar yatmaktadir. Bu
amagla c¢alismamizda, CP’nin testis dokusunda sebep oldugu morfometrik degisimleri
degerlendirmek amaciyla; seminifer tiibiil ¢api, germinal epitel kalinlig1 ve interstisyel aralik
Ol¢timleri Goriintiileme Analiz Sistemi yardimiyla gergeklestirildi. Elde edilen morfometrik
verilere gore, CP grubu ile kontrol ve QRC grubu karsilastirildiginda, CP grubu seminifer
tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinliginda anlamli diizeyde azalma saptanmistir ve yaptigimiz
literatlir degerlendirmesi sonucunda bulgularimiz yapilan diger c¢alismalarla uyumluluk
gostermistir (4,76,131,135,136,138). Ayrica ¢alismamizda, CP grubuna ait interstisyel aralik
verilerimiz kontrol ve QRC gruplan ile karsilastirdigimizda, istatistiksel olarak anlaml
Olglide artis gostermistir ve benzer olarak yapilan caligmalar CP maruziyeti sonucunda
interstisyel aralikta genisleme oldugunu belirtmektedir (136,139). CP enjeksiyonuna ek olarak
QRC verdigimiz grup CP grubu ile kiyaslandiginda, her ii¢ parametrede de istatistiksel olarak
anlamli Ol¢lide iyilesme oldugu gorildi. CP ile ilgili literatiir degerlendirmemiz ve
bulgularimizdan yola ¢ikarak CP’ye bagli ROS iiretimi ve oksidatif stresteki artisin, DNA,
protein ve enzimlere zarar vermek suretiyle Leydig hiicre dejenerasyonuna, dolayli olarak
steroidogenez ve spermatogenezde bozulmaya neden olarak seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal
epitel kalinlig1 iizerine dejeneratif etki gostermis olabilecegini sdyleyebiliriz. Ayrica, tiibiil
caplarindaki azalma ve interstisyel dokudaki O6deme bagli olarak interstisyel aralikta
genislemeye yol actig1 diisiincesindeyiz.

Calismamizda seminifer tiibiillerdeki germinal seri hiicrerinde goriilen histolojik yap1
degisimlerine bagli olarak, seminifer tiibiiller histolojik skorlama yontemi ile degerlendirildi.
Belirlenen kriterler olarak, normal, ayrilan, dokiilen ve vakuolize seminifer tiibiillerin sayilari
belirlenerek gruplar arasinda karsilagtirdigimizda, CP grubunda, normal seminifer tiibiillerin
kontrol ve QRC gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi, buna karsilik;
ayrilan, dokiilen ve vakuolize hasarli seminifer tiibiillerin ise istatistiksel olarak anlamli
derecede arttig1 belirlendi. Goriilen histolojik degisimler, seminifer tiibiil dejenerasyonuna

bagl organizasyon bozuklugu ve tiibiiler kiigiilme/atrofi, germinal seri hiicrelerinde primer
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spermatositlerden itibaren ayrilma, vakuolizasyon, immatiir hiicre dokiilmesi, interstisyel
aralikta yer yer izlenen 6deme eslik eden konjesyon veya hemoraji seklinde idi. CP
maruziyetinde seminifer tiibiillerde goriilen yukarida ifade edilen dejeneratif degisiklikler
literatiir ile uyumludur (18,19,24,136).

Siklofosfamide ek olarak QRC verilen tedavi grubunda, CP grubu ile karsilagtirildiginda
viicut agirligindaki azalmayir anlamli derecede iyilestirdigi tespit edildi. Yine CP+QRC
grubunda testis agirliklari, CP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber
daha yiiksek saptandi Testis agirligi/viicut agirhigi orani ise, CP grubuna kiyasla daha diisiik
olmasina ragmen aradaki fark anlamli bulunmadi. Bundan baska, serum FSH, LH ve
testosteron diizeylerinin CP grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiikseldigi, seminifer tiibiil
caplart ve epitel kalinliginin anlamlh diizeyde artis1 ile birlikte interstisyel araliklardaki
genislemelerin anlamli Olciide azaldigi tespit edildi. Ayrica, seminifer tiibiil histolojik
degerlendirmesinde QRC etkisiyle, ayrilan, dokiilen ve vakuolize seminifer tiibiil sayilarinin
CP grubuna gore anlamli olarak daha az oldugu saptandu.

Flavonoidler, bitkilerde bulunan polifenolik bilesiklerdir ve antioksidan etkinlikleri
dolayis: ile giindemde yerlerini korumaktadirlar. Son yillarda, farkli sifali bitkilerden elde
edilen flavonoid igerikli bitki 6zlerinin tedavi edici 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismalarda,
cesitli doku hasar1 modellerinde oldukg¢a etkili koruma sagladigi ifade edilmektedir
(4,19,140,141). Bir flavonoid olan QRC, bitki kokenli bir antioksidandir ve meyve ve
sebzelerde bol miktarlarda bulunur. Esas olarak glikozidik formda olusan genis bir polifenolik
flavonoid bilesik sinifina aittir. Arastirmalarda, QRC'nin hiicre i¢inde elektron veya H* iyonu
eksigini karsilayarak hidroksil gruplari, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonlar1 gibi serbest
radikalleri temizleme ve lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglama yetenegi nedeniyle
giiclii bir antioksidan etkinlik gdstermesinin yani sira, antiinflamatuvar ve antiapoptotik
etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (29,118,142-144).

Tedavi grubundaki bulgularimizi diger c¢alismalar ile birlikte degerlendirdigimizde,
bizim calismamizdaki bulgularimiza paralel olarak hayvanlarin viicut agirligi azalmasindaki
QRC’nin koruyucu etkisi Wang ve ark. (39) tarafindan da kadmiyum maruziyetine karsi
gosterilmistir. Yine bizim bulgularimiza benzer sekilde, QRC’nin serum testosteron, FSH ve
LH seviyelerindeki koruyucu etkisi Al-Omair ve ark. (142) tarafindan belirtilerek ¢aligmada
olusturulan kursun maruziyetinde antioksidan etkinligi yaninda metal selator ozelligi
vurgulanan QRC’nin bu degerleri anlamli diizeyde arttirdigi ifade edilmistir. Bir bagka

calismada, CP’ye benzer olarak ROS {iretiminin artisi ve buna bagli olarak hiicrelerde
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oksidatif stresin indiiklenmesi ile testis hasarina neden olan arsenik uygulamasina ek olarak
hayvanlara giinliik 50 mg/kg QRC verildiginde, seminifer tiibiil ¢caplarinin ve germinal epitel
kalinliklarinin anlamli dlglide arttigi, interstisyel araliktaki genislemenin ise anlamli Olgiide
azaldigi vurgulanmistir (118). Aymi arastirmacilar, bisfenol hasarina karst ayni dozda
QRC’nin koruyucu etkisini degerlendirmeye yonelik yaptiklari ¢alismada her ii¢ parametrenin
de QRC verilmesiyle iyilesme gosterdigini bildirmislerdir (144). QRC, antioksidan etkinligi
yoluyla dokudaki ROS iiretimi azaltarak germinal seri hiicrelerinin mitogenik aktivitelerinin
devamini ve Leydig hiicrelerinde gergeklesen testosteron tiretiminin devamliligini saglayarak
spermatogenezin devamina katki sagladigi ve bu sayede seminifer tiibiillerin histolojik
ozelliklerinin korunmus olabilecegi kanisinday1z.

Calismamizda kontrol ve deney gruplarina ait testis dokularindaki NFkB, Nrf2, Bax ve
Bcl-2  imminoreaktiviteleri ~ degerlendirilerek CP’ye baglhi olarak ortaya ¢ikan
gonadotoksisitede QRC’nin bu proteinler lizerinden testis dokusundaki muhtemel koruyucu
etkisi incelendi.

Niikleer faktor kappa B’nin, DNA’ya dogrudan baglanarak cesitli gen ekspresyonlarini
diizenleyen bir transkripsiyon faktorii oldugu bilinmektedir. Olusan oksidatif stresin IKB
kinazlar tarafindan IKB'in fosforilasyonu yoluyla NFkB'yi aktive ettigi gosterilmistir (145).
NFkB; sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri dahil olmak fiizere pek c¢ok
proinflamatuvar gen ekspresyonunda ve olusan inflamatuvar yolagin indiiksiyonunda etkili
olmaktadir (97). NFkB immiinoreaktivitesini degerlendirdigimiz c¢aligmada, CP grubunda
kontrol ve QRC gruplarina kiyasla anlamli bir artis gbzlenirken, CP’ye ek olarak QRC’nin
tedaviye eklenmesiyle CP grubuna gore, NFkB immiinoreaktivitesi anlamli derecede azalma
gosterdi. Rezaei ve ark. (125) farelere tek doz 200 mg/kg CP vererek meydana getirdikleri
testikiiler toksisitede immiinohistokimyasal diizeyde NFkB aktivitesinin arttigini
bildirmislerdir. Yine yapilan bir ¢alismada, haftalik 150 mg/kg CP’nin sicanlara 3 hafta
verildikten sonra NFkB aktivasyonunun immiinohistokimyasal diizeyde arttig1 ifade edilmistir
(23). Ham petrol maruziyeti ile ROS iiretimi artisina bagl olarak oksidatif stres olusturulan
testis dokusunda artan NFkB ekspresyonunun, QRC’nin tedaviye eklenmesiyle azalma
gosterdigini belirten Ebokaiwe ve ark (146) ayrica, QRC’nin lipid membran stabilizasyonu
saglayarak hiicrelerde lipit peroksidasyonunu engelledigini ve bu sayede serbest radikal
temizleyici bir ajan olarak gorev aldigini da yaptiklar1 ¢alismada rapor etmislerdir. Ek olarak,
QRC’nin kardiyak miyopati olusturulmus hayvanlarda NFkB mRNA diizeyini azaltarak

antiinflamatuvar etki gosterdigi gosterilmistir (141). Yapilan bir in vitro ¢alismada Leydig
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hiicrelerinde atreziye bagli ortaya ¢ikan oksidatif strese karst QRC verilmesi sonucunda NFkB
mRNA ve protein ekpresyonlarinin anlamli diizeyde diistiigii bildirilmistir (147). Bizim
calismamizda NFkB immiinorektivitesinin QRC’nin tedaviye eklenmesi ile anlamli diizeyde
azalmasinin, germinal seri hiicreleri {izerinde antioksidan ve antiinflamatuvar etki
gostermesinin yani sira, Leydig hiicrelerindeki steroidogenezin daha saglikli ilerlemesine
bagli olarak seminifer tiibiillerdeki spermatogenez siirecine olumlu katki sagladigi ve
seminifer tiibiil hasarinin da bu sekilde oniine ge¢mis olabilecegi diisiincesindeyiz.

Niikleer faktor eritroid 2-iligskili faktér 2, inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini
diizenleyen ve antioksidan cevap elemani ARE yoluyla gen ekspresyonunu diizenleyerek
antiinflamatuvar siirece katkida bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir (85). Yaptigimiz
calismada, Nrf2’yi tiim gruplardaki testis doku kesitlerinde immiinohistokimyasal boyama ile
degerlendirdik. Nrf2 immiinoreaktivitesi CP grubunda kontrol ve QRC gruplarina kiyasla
anlamli bir azalma gosterirken, CP+QRC grubunda CP grubuna kiyasla anlamli derecede artig
sergiledi. CP’ye bagl olarak testis dokusunda Nrf2 diizeylerinin azaldigin1 gosteren
caligmalar mevcuttur ve bizim bulgularimizla uyumludur (23,148,149). Le ve ark. (149)’na
gore, CP sebebiyle Nrf2 fosforilasyonundaki aksamaya bagli olarak Nrf2’nin niikleusa
transloke olamamasi ve bunun sonucunda antioksidan enzimlerin {iretilememesi ile hiicrelerde
ROS artis1 ve doku hasart meydana gelmektedir. Bir diger yandan ¢alismamiza benzer olarak
gonadotoksik etkileri nedeniyle kullanimi sinirlandirilmis terapotik bir ajan olan triptolidin
neden oldugu Leydig hiicre hasarinda, QRC’nin Nrf2 protein ekspresyonunu anlamli diizeyde
yiikselttigi belirtilerek, Nrf2’nin antioksidan bir transkripsiyon faktorii olarak hiicrede gorev
aldig1 vurgulanmaktadir (28). Sherif ve ark. (40) ise, CP hepatotoksisitesinde olauropein ve
QRC’nin koruyucu etkinligini degerlendirerek azalan Nrf2 ekspresyonunun QRC ile anlamli
olarak arttigin1 belirtmislerdir. Calismamizda QRC’nin Nrf2 immiinoreaktivitesini arttirmasi
daha onceki calismalarda elde edilen bulgular1 destekler niteliktedir.

Niikleer faktor kappa B, Nrf2 aktivitesini antagonize eden bir transkripsiyon faktoriidiir
(85). Maremanda ve ark. (23) yaptiklar1 ¢alismada CP’ye bagli olarak gelisen testikiiler
hasarda dokudaki NFkB protein ekspresyonunun anlamli olarak arttigini, buna karsin Nrf2
ekspresyonunun ise anlamli sekilde azaldigimmi bildirmislerdir. Buna gore, aralarindaki
antagonist iligkinin, Nrf2 ve NFkB yolaklar1 hiicre i¢i redoks dengesi ile hiicrelerin stres ve
inflamasyona tepkilerini diizenledigini gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz veriler bu
fikri desteklemektedir.
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Apoptoz, iyonlastirict radyasyon ve kemoterapotik ilaglar gibi DNA'ya zarar veren
maddeler tarafindan indiiklenebilen aktif bir siirectir ve Bcl-2 protein ailesi, hiicrelerde
apoptozu kontrol eden onemli hiicre 6liimii diizenleyicisidirler (109,110). Bax ve Bcl-2
proteinleri apoptozisle iliskili olan Bcl-2 protein ailesine dahil proteinlerdir. Bax hiicrede
proapoptotik etkinlige sahip iken, Bcl-2 antiapoptotik bir goreve sahiptir (111). Hiicre igi Bel-
2 ve Bax proteinleri arasindaki iligki, apoptotik bir uyaranin ardindan hiicrelerin hayatta
kalmasini veya oliime gidisini belirleyen bir denge olarak karsimiza ¢ikmaktadir (112). Biz de
calismamizda Bax ve Bcl-2 proteinlerinin testis dokusundaki immiinoreaktivitelerini
aragtirdik. Bax immiinoreaktivitesinde, CP grubunda anlamli bir artis goriiliirken, Bcl-2
proteini ayni grupta belirgin diizeyde azalma gosterdi. CP+QRC grubunda ise CP grubuna
kiyasla, Bax proteini anlamli olarak azalirken, Bcl-2 immiinoreaktivitesi anlamli diizeyde artis
gosterdi. Bax ve Bcl-2 proteinlerinin testisteki gen ve protein ekspresyonlart ile
immiinohistokimyasal degerlendirmelerinin yapildig1 pek ¢ok calismada bizim bulgularimizla
uyumlu sonuglar elde edilmistir (11,28,143,150-152). Yamamoto ve ark. (153), testikiiler
hipertermi c¢alismalarinda kontrol grubunda Bax immiinoreaktivitesini diffiiz sitoplazmik
boyanma ile izlerken, hipertermi grubunda periniikleer boyanma oldugunu belirtmislerdir. Biz
de kontrol ve QRC gruplarinda zayif diizeyde diffiiz sitoplazmik boyanma, CP grbunda ise
giclii ve yer yer perinlikleer yerlesim de gosterebilen immiinoreaktivite gozlemledik.
Sitozolik Bax'in maruz kalinan zararli ajana bagli olarak hiicre igindeki yer degisimi ve bu
proapoptotik proteinin apoptoz indiiksiyonunda gorev aldiginin gostergesi kabul edilebilir.

B hiicreli lenfoma-2 protein ailesi, mitokondriyal apoptotik yolda énemli bir rol oynar.
Bcl-2, mitokondriyondan sitozole sitokrom ¢ salimmmimi geciktiren Bcl-2 ailesinin
antiapoptotik iiyesidir, Bax ise Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyesidir ve mitokondriondan
sitozole sitokrom ¢ salimini tesvik ederek Bcl-2'nin sitoprotektif etkisine karsi koyar (154).
CP grubundaki periniikleer Bax artisinin mitokondriyal translokasyonla birlikte sitokrom c
salinimina Onciiliik etmesi ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Buna karsin, Bcl-2’nin
kontrol ve QRC gruplarinda gii¢lii periniikleer boyanma gosterirken CP grubunda zayif ve
nispeten diffiiz immiinoreaktiviteye sahip olmasinin CP etkisi ile Bax’in mitokondriyal
etkinligi sonucu olustugu kanaatindeyiz.

Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozis, hiicrelerin kontrollii olarak
Olime gitmesine neden olan, hiicrelerde morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
karakterize edilen fizyolojik bir olaydir (155). Seminifer tiibiillerdeki spermatogenez

stirecinde hiicrelerde goriilen proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengenin bozulmasi
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spermatogenezde aksamaya neden olarak bu aktif siirecinin bozulmasi ile sonuglacaktir. Bu
siirecte aksamaya neden olabilecek diyabet, radyasyon, kimyasal madde ve ilag kullanima,
beslenme ve termal stres gibi germinal seri hiicrelerine etki ederek oksidatif stres olusumunu
tetikleyen pek ¢ok dis kaynakli etken mevcuttur. CP kullannrmina bagl olarak germinal seri
hiicrelerindeki apoptotik indeksin anlamli diizeyde arttigi ve erkek subfertilitesine neden
oldugu bildirilmektedir (116,129). Biz de ¢alismamizda apoptotik hiicre ve tiibiil indekslerini
TUNEL metodu yolu ile degerlendirdik. Sonuglar incelendiginde, CP grubuna ait apoptotik
hiicre ve apoptotik tiibiil indekslerinin kontrol ve QRC grubuna kiyasla anlamli diizeyde
arttigini, CP ile birlikte QRC uyguladigimiz tedavi grubumuzda ise bu degerlerin CP grubuna
kiyasla anlamli derecede azaldigini tespit ettik. Oksidatif stresin indiiklendigi ve apoptozun
artis gosterdigi farkli deneysel ¢aligmalarda, QRC’nin artan bu apoptozu 6nemli diizeyde
azalttigin1 bildiren c¢alismalar mevcuttur (155-157). Bulgularimiz ve incelenen mevcut
calismalar 1s18inda, QRC’nin germinal seri hiicrelerinde ROS’un zararli etkilerini
engelleyerek DNA fragmantasyonunu engelledigi veya azalttigi ifade edilebilir.

Siklofosfamid kullanimma bagli infertilite {izerine hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
aydinlatilmasina yo6nelik ¢alismalar glinimiizde de devam etmektedir. Hiicre i¢i dinamiklerin
belirleyiciligi hakkinda proapoptotik ve antiapoptotik yolaklar, bu yolaklarda gorevli olan
transkripsiyon faktorleri ve proteinler, CP kullanimima bagli infertilitenin altinda yatan
apoptozis mekanizmasinin aydinlatilmasi ve dokularda meydana gelen hasarlarin dnlenmesi
agisindan énem tasimaktadir.

Yaptigimiz literatiir degerlendirmesine gore, CP kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan
testis doku hasar1 ve erkek infertilitesinde QRC’nin koruyucu etkinligini degerlendirmeye
yonelik yapilan bir g¢alisma bulunmamaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak planladigimiz
caligmamizda, QRC’nin CP kullanimi esnasinda ve oncesinde tedaviye eklenmesi ile NFkB
ve Bax ekspresyonlarinda belirgin diizeyde azalma, Nrf2 ve Bcl-2 ekspresyonlarinda ise
onemli oranda artis oldugu gosterilmistir. Buna bagli olarak, QRC’nin dokuda inflamatuvar
ve apoptotik yolak inhibisyonu saglayarak ve DNA hasarin1 engelleyerek doku hasarit ve
infertilitenin azaltilmasina etki edebilecegi ileri stiriilmektedir.

Ozetle, bu ¢alismada gii¢lii bir antioksidan ve antiinflamatuvar olan QRC, klinikte
yaygin kullanima sahip bir antitlimoral ajan olan CP’nin neden oldugu testis hasarina karsi
kismen koruyucu etki gostermistir ve bu etkiyi hiicre i¢i inflamatuvar ve apoptotik yolaklarin

inhibisyonunu saglayarak gerceklestirmektedir. Klinikte CP kullanimi sirasinda ortaya
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cikabilecek infertiliteye karsi yeni tedavi protokolleri gelistirilerek QRC’nin tedaviye eklenmesi

ile erkek infertilitesi riskinin azaltilabilecegi kanisindayiz.
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SONUCLAR

Calismamizda, CP maruziyetinin neden oldugu oksidatif stresin tetiklemesiyle ortaya
cikan testis hasarma karsi, giiclii bir antioksidan ve antiinflamatuvar olan QRC’nin koruyucu
etkisi, histolojik, immunohistokimyasal, hormonal parametreler ile degerlendirilerek ilag
kullanimina bagli ortaya ¢ikan erkek infertilitesinde muhtemel Onleyici etkinligi
arastirilmistir.

Tiim incelemeler sonucunda,

1. Calismanin 7. giiniinde intraperitoneal yol ile tek doz olarak 200 mg/kg CP verilen
deneklerin viicut agirligi degisimlerinde ve testis agirliklarinda anlamli azalma gortliirken,
testis agirhigl/viicut agirligr oranlarinda anlamh diizeyde artis saptandi. Bununla birlikte, 14
giin boyunca intragastrik yol ile 100/mg/kg/giin uygulanan QRC tedavisinin, CP’nin neden
oldugu viicut agirliklarindaki diistisii anlamli diizeyde 6nledigi, testis agirliklarini bir miktar
arttirdigl ancak bu artisin anlamli olmadig: tespit edildi. Ayrica, testis agirligi/viicut agirlig
oranlarinda ise bir miktar azalma saglamasina ragmen bu degisimin istatistiksel olarak anlamli
olmadig: belirlendi.

2. CP’nin serumda total testosteron, FSH ve LH diizeylerinde anlamli diizeyde
azalmaya neden oldugu tespit edildi. QRC uygulamasinin, serumdaki total testosteron, FSH
ve LH diizeylerindeki diisiisii anlaml1 derecede onledigi saptandi.

3. Ayrica H&E boyali kesitlerde yapilan morfometrik analizler degerlendirildiginde,
olugsan testis hasarina bagli olarak, CP’nin seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel
kalinliklarinda anlamli diizeyde azalmaya sebep oldugu goriiliirken, interstisyel aralikta

genislemeye neden oldugu tespit edildi. QRC uygulamasinin, seminifer tiibiil ¢aplar1 ve
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germinal epitel kalinliklarindaki azalmayi Onledigi ve interstisyel araliklarda goriilen
genislemeyi anlamli olarak azalttig tespit edildi.

4. CP’nin testis dokusunda, hiicresel diizeyde hasar meydana getirdigi gozlendi. Bu
hasar, seminifer tiibiillerde ayrilma, immatiir hiicrelerin liimene ddkiilmesi, germinal seri
hiicreleri arasinda vakuolizasyon seklinde izlenirken, interstisyel aralikta yer alan kan
damarlarinda konjesyon veya hemoraji ile bu sahada genisleme olarak belirlendi. Yapilan
histolojik skor degerlendirmesinde QRC’nin bu hasar1 anlamli olarak 6nledigi belirlendi.

5. Immiinohistokimyasal olarak yapilan degerlendirmeye gére CP enjeksiyonu ile,
NFkB ve Bax immiinoreaktiviteleri anlamli 0Olgiide artarken, Nrf2 ve Bcl-2
immiinoreaktiviteleri anlamli diizeyde azalmig olarak saptandi. Diger yandan QRC
verilmesiyle, NFKB ve Bax immiinoreaktivitelerinde azalma goriilirken, Nrf2 ve Bcl-2
immiinoreaktivitelerinde ise anlaml diizeyde artis oldugu belirlendi.

6. CP enjeksiyonun, seminifer tiibiillerde ortalama tiibiil basina diisen apoptotik hiicre
sayist (apoptotik hiicre indeksi) ve en az bir apoptotik hiicre igeren tiibiil sayisinda (apoptotik
tiibiil indeksi) artisa neden oldugu tespit edilirken, QRC’nin tedaviye eklenmesi ile apoptotik
hiicre ve tiibiil indeksinde istatisitiksel olarak anlaml1 diizeyde azalma saptandi.

Elde ettigimiz veriler sonucunda, pek c¢ok neoplastik ve otoimmiin hastaligin
tedavisinde ve organ transplantasyonunda immiinsiipresif olarak yaygin bir sekilde kullanilan
CP, erkek bireylerde tedaviye bagh toksik etki gostererek testis dokusunda serbest oksijen
radikallerinin artig1 ile oksidatif strese ve buna bagli olarak infertiliteye sebep olabilmektedir.
Glgcli bir antioksidan ve antiinflamatuvar olan QRC’nin ise, hiicre i¢i inflamatuvar ve
apoptotik yolaklarin inhibisyonunu saglayarak oksidatif strese karsi hiicresel diizeyde koruma
sagladig1 bilinmektedir. Klinikte CP kullanim1 sirasinda erkek bireylerde ortaya ¢ikabilecek
infertiliteye karst QRC’nin yeni tedavi protokolleri vasitasiyla tedaviye eklenmesi ile erkek

infertilitesinin riskinin azaltilabilecegi kanisinday1z.
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OZET

Siklofosfamid, antitiimoral ve immiinosupresif etkileri ile klinikte yaygin kullanima
sahip olan, sitotoksik alkilleyici bir ajandir. Ozellikle bdliinme evresindeki hiicrelere karsi
etkinligi sebebiyle en 6nemli yan etkilerinden biri testislerde doku hasarina neden olmasidir.
Quercetin fenolik bir bilesen olup, yapilan ¢alismalarda gesitli ajanlarin sebep oldugu testis
hasarmin 6niine gecebildigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada, siklofosfamidin neden oldugu testis
hasarma kars1 quercetinin koruyucu etkisinin histolojik, immunohistokimyasal ve hormonal
parametreler ile degerlendirilmesi planlandi.

Kirk adet Wistar albino erkek sigan her grupta 10 adet olacak sekilde dort esit gruba
ayrildi: Birinci grup 14 giin misir yagi verilen kontrol grubu olarak belirlendi. Ikinci
(Quercetin) ve dordiincii (Siklofosfamid+Quercetin) gruba musir yagi ig¢inde ¢oziinerek
quercetin (100 mg/kg) intragastrik yol ile 14 giin boyunca verildi. Ugiincii (Siklofosfamid) ve
dordiinct (Siklofosfamid+Quercetin) gruba siklofosfamid (200 mg/kg) ¢alismanin 7. giiniinde
tek doz olarak intraperitoneal yolla enjekte edildi. Son quercetin uygulamasindan 24 saat
sonra hayvanlar sakrifiye edilerek testis dokular1 histolojik ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeler icin cikarildi. Intrakardiyak ponksiyonla alinan kan Orneklerinde serum
testosteron, FSH ve LH seviyeleri belirlendi. Hayvanlarin viicut agirlik degisimleri ve testis
agirliklant kaydedildi. Histolojik ve morfometrik analizler hematoksilen ve eozin boyali
kesitler ile gergeklestirildi. Ayrica, NFkB, Nrf2, Bax ve Bcl-2 immunoreaktiviteleri
immiinohistokimyasal olarak, hiicre apoptozu ise TUNEL metodu ile degerlendirildi.

Siklofosfamid, viicut ve testis agirliklari ile serum testosteron, FSH ve LH diizeylerini

anlamli olarak azaltti, testis agirligi/viicut agirligi oranini ise arttirdi. EK olarak, siklofosfamid
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enjeksiyonu ile seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinlig1 azalirken, interstisyel aralikta
ve histolojik hasarda anlamli artis gortildii. Bundan baska, siklofosfamid grubunda NFkB ve
Bax immiinoreaktivitesi ile apoptotik hiicre ve tiiblil indeksinde artis, Nrf2 ve Bcl-2
immiinoreaktivitesinde ise anlamli azalma goriildii. Quercetin, testis agirligi ve orani
haricindeki tiim bulgularda istatistiksel olarak anlamli diizeyde iyilesme sagladi.

Sonug olarak bu calisma, quercetinin siklofosfamidin neden oldugu testis hasarini

NFkB, Nrf2 ve apoptotik yolaklar1 etkilemesi aracilifiyla azaltabilecegini ileri siirmektedir.

Anahtar  kelimeler:  Apoptozis, NFkB, Nrf2, quercetin, siklofosfamid, testis
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PROTECTIVE EFFECTS OF QUERCETIN AGAINST
CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED TESTICULAR DAMAGE

SUMMARY

Cyclophosphamide is a cytotoxic alkylating agent that is widely used in the clinic with
its antitumoral and immunosuppressive effects. One of the most important side effects is that
it causes tissue damage in the testicles, especially due to its effectiveness against cells in the
division phase. Quercetin is a phenolic component and has been shown to prevent testicular
damage caused by various agents. In this study, it was planned to evaluate the protective
effect of quercetin against testicular damage caused by cyclophosphamide with histological,
immunohistochemical and hormonal parameters.

Forty Wistar albino male rats were divided into four equal groups, 10 in each group;
The first group was determined as the control group, which was given corn oil for 14 days. In
the second (Quercetin) and fourth (Cyclophosphamide+Quercetin) groups, quercetin (100
mg/kg) dissolved in corn oil and was administered intragastrically for 14 days. Third
(Cyclophosphamide) and fourth (Cyclophosphamide+Quercetin) groups were injected
intraperitoneally as a single dose of cyclophosphamide (200 mg/kg) on the 7th day of the
study. Animals were sacrificed 24 hours after the last quercetin administration, and testis
tissues were removed for histological and immunohistochemical evaluations. Serum
testosterone, FSH and LH levels were determined in blood samples taken by intracardiac
puncture. Body weight changes and testis weights of the animals were recorded. Histological

and morphometric analyzes were performed with hematoxylin and eosin stained sections. In

106



addition, NFkB, Nrf2, Bax and Bcl-2 immunoreactivities were evaluated
immunohistochemically and cell apoptosis was evaluated by TUNEL method.

Cyclophosphamide significantly decreased body and testicular weights, and serum
testosterone, FSH and LH levels, while increasing the testicular weight/body weight ratio. In
addition, seminiferous tubule diameter and germinal epithelial thickness decreased with
cyclophosphamide injection, while a significant increase was observed in interstitial space
and histological damage. Furthermore, NFkB and Bax immunoreactivity, and apoptotic cell
and tubule index were increased in the cyclophosphamide group, whereas significant decrease
was observed in Nrf2 and Bcl-2 immunoreactivity. Quercetin provided a statistically
significant improvement in all findings except testicular weight and ratio.

In conclusion, this study suggests that quercetin may attenuate cyclophosphamide-

induced testicular damage by affecting NFkB, Nrf2 and apoptotic pathways.

Key words: Apoptosis, cyclophosphamide, NFkB, Nrf2, quercetin, testis
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oy birligi ile karar verilmistir.

Bilimsel Arastirma Projeleri Yénergesi'nin 7. maddesinin ¢ bendi uyarmnca diizenlenen
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sozlesmesi'nin tarafinizca imzalanarak 1 (bir)
hafta iginde Rektérliige iletilmesi hususunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

e-imzalidir
Prof. Dr. Miimin SAHIN

Rektor Yardimcisi
Ek:Protokol sézlesmesi (2 sayfa)
28/04/2017 Bilgisayar Isletmeni Sevgi BAYAR
28/04/2017 Sef Remziye KILIC
28/04/2017 Daire Baskam Aysegiill KUSLAR

Evrak: Dogrulamak gin : htlps://ebys.trakya.edu.u'/enVision/Va]{dnteﬁDoc.aspx?V=BEBE38BAA

Adres:Trakya Universitesi Rektorligit idari ve Mali [sler Daire Bagkanlg: Balkan Bilgi igin: Sevgi BAYAR
Yerleskesi Edirne 22030 Unvant: Bilgisayar [sletmeni
Telefon:2842234210 Faks2842235507

E-Posta:idamali@trakya.edu.tr Elektronik Ag:httpy/./imdb.trakya.edu.tr/

Bu belge, 5070 sayil Elektronik Imza Kanununa gére Giivenli Elektronik Imza ile imzalanmigtir.



