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1. OZET

Sicanlarda Sisplatin Kaynakh Testis Hasarmma Karsi Propolisin Koruyucu

Etkisinin Arastirilmasi

Diinyada, ciftlerin ¢ocuk sahibi olamama (infertilite) oram1 yaklasik % 20'ye
yakindir ve giiniimiiziin en biiyiik problemlerinden bir tanesi de budur. Saglik Bakanligi
verilerine gore Tirkiye'de iki milyon ¢ift ¢ocuk sahibi olamiyor. Ciftlerin biiylik bir
kisminda ¢ocuk sahibi olamama nedenini agiklayacak sebepler bulunabilirken, yaklasik
% 15'inde infertilite agiklanamayan gruba girmektedir. Sisplatin, cesitli genitotiriner
tiimorlerin tedavisi i¢in kullanilan, en etkili ve yaygin olarak recete edilen antikanser
ilaglardan biridir. Fakat organlar {zerindeki toksik etkileri hala net olarak
bilinmemektedir. Propolis bal arilar1 tarafindan agaglarin kozalak ve kabuklarinda,
bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli yaglar, polenler, 6zel recine ve
mumsu maddelerin karigimindan olusan bir ar1 Uriiniidir. Cesitli organ sistemleri
tizerinde yapilan ¢alismalarla antioksidan 6zellikleri gosterilmistir. Bizde yaptigimiz bu
caligmada sisplatin kaynakl1 testis hasarina karsi propolisin antioksidan ve antiapoptotik
Ozelliklerini arastirmay1r amacgladik. Deneyimizin toplam siiresi ondodrt giin olarak
belirlenmistir. Deney i¢in toplam 36 adet Spraque Dawley cinsi erkek sigan kullanildi.
Her grupta alt1 adet sican bulunacak sekilde alt1 gruba ayrildi. Kontrol grubuna tek doz
izotonik soliisyon intraperitoneal (ip) olarak uygulandi. Sisplatin grubuna sadece
calismanin ilk giinii 7 mg/kg sisplatin ip olarak uygulandi. Propolis gruplarina (propolis
50 mg/kg ve propolis 100 mg/kg) ise 14 giin boyunca propolis 50 mg/kg ve propolis
100 mg/kg gavaj yoluyla verildi. Tedavi gruplarina (sisplatin + propolis 50 mg/kg ve
sisplatin + propolis 100 mg/kg) tek doz 7 mg / kg sisplatin ip olarak uygulama sonrasi
deney siiresi boyunca gavaj yolu ile verildi. Deney siiresinin sonunda anestezi altinda
sicanlarin testisleri epididimis ile birlikte c¢ikarildi ve kansizlastirma yontemi ile
sakrifiye edildi. Cikarilan bir testis ikiye boliindii ve bir pargasi histolojik incelemeler

icin kullanildi. Diger parcasi ve plazma 6rnegi ise biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Propolis, Sigan, Sispilatin, Testis.
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2. SUMMARY

Assesment of Antioxidant and Antiapoptotic Effects of Propolis Against Cisplatin
Induced Testis Damage in Rats

In the world, the ratio of the couples inability to have children (infertility) is close
to about 20% and this is also one of today's biggest problem. According to Ministry of
Health data can not have two million pairs of children in Turkey. Couples will explain
the cause of the inability to have a child found in a large part of the reason is unable to
enter the group described in approximately 15%. Cisplatin, various genitourinary
prescribed the most effective and widely used anti-cancer drugs are for the treatment of
tumors. But toxic effects on the body are still not known clearly. Propolis honey bees by
trees and cones in the bark of the plant oils collected from various buds and sprouts,
pollen, bee products consisting of a mixture of special resins and waxy substances.
Their antioxidant affect shown with studies on various organ systems. We aim to
investigate antioxidant and antiapoptotic effects of propolis against cisplatin induced
testis damage. In this study that we have done, we vere intended to research the
antioxidant and antiapoptotic properties of propolis against cisplatin induced testicular
damage. Fourteen days was determined as the total time of experiment. In this
expermient thirty six male Sprague Dawley rats were used. They were divided into six
groups of six rats. Rats of control group will be injected intraperitoneally (ip) at a dose
of saline with a single injection. Just for the first day of the experiment, 7 mg/kg of
cisplatin were injected intraperitoneally (i.p) with a single injection to the rats of
cisplatin group. Propolis groups (propolis 50 mg/kg and propolis 100 mg/kg), were
given by gavage of the propolis 50 mg / kg and propolis 100 mg / kg during the 14
days.The rats of treatment groups (sisplatin + propolis 50 mg/kg and sisplatin + propolis
100 mg/kg), were injected with 7 mg/kg of cisplatin on the first day of the study and
propolis were given by gavage for fourteen days. At the end of the fourteen -day
experiment, testicles with epididiymis of the rats were taken out and were sacrified with
the method of making bloodless. One of the each pair of the testicles were divided into
two pieces and one of them were used for histological processes. The other half and
blood serum were used for biochemical analyses.

Key Words: Antioxidant, Cisplatin, Propolis, Rat, Testis.



3. GIRIS ve AMAC

Kanser; normal hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi, yaygin nitelik kazanmasi,
metastaz yapmasi ile kendini gdsteren ve kalp hastaliklarindan sonra 6liime yol agan
nedenler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (1). Giinlimiizde tiirline ve gelisim
evresine bagl olarak cerrahi ¢ikarim, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin ya tek

basina ya da kombine uygulamalariyla tedavi edilmektedir (2).

Sisplatin, ¢esitli genitoiiriner timorlerin tedavisi i¢in kullanilan etkili ve yaygin
olarak recete edilen, hiicresel bdolinmeyi ve gelismeyi engelleyen anti-kanser
(antineoplastik) bir ilagtir (3). Hala testikiiler kanser de dahil olmak iizere bir¢ok tipteki
timorlerin tedavisinde kullanilir. Hiicresel DNA molekiilleri ile kovalent bag
olusturarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olur, viicuttaki gelisimlerini ve
yayilimlarini yavaglatir. Replikasyon, transkripsiyon ve apoptozu tesvik ederek hayati
islemleri sonlandirmasiyla kanser hiicrelerini dldiirtir (4). Testis kanserlerinde yiiksek
tedavi edici etkisine ragmen, sisplatin spermatogenez lizerinde ciddi olumsuz etkilere ve
hatta azoospermiye (semende hi¢ spermatozoon goriilmemesi) yol agar (5). Germ hiicre
apoptozunda artis gosterir (6), ayn1 zamanda iireme organ agirliklarinda azalmaya ve
spermatojenik hiicrelerde dejenerasyona neden olabilir (7, 8). Sisplatin uygulamasi
ardindan genellikle testikiiler hasar, oksidatif streste artis, serbest radikal iiretimi ve
antioksidanlarin tiikenmesine yol actig1 bildirilmistir. Sisplatin-kaynakli testis hasar1
altinda yatan mekanizma biyokimyasal ve fizyolojik doku bozukluklarindan
kaynaklanan oksidatif stres olusumunu icerir. Bu nedenle, sisplatine dayali testis

hasarina karsi ¢esitli antioksidanlar test edilmistir (9).

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaclara karsi diren¢ kazanmasi, insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen
tirtinlerin tiikketimine yoOnlendirmistir. Bu dogal {irlinler arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardan birisi de arilardan elde edilen iiriinlerdir. Bu {iriinlerin timii bir¢ok
hastaligin ilerlemesinin Oniline gecmek, agrilar1 azaltmak ve tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir (10). Propolis, ilk kez eski ¢aglarda Yunanllar tarafindan dogal bir
antibiyotik olarak kullanilmis ve son yillarda saglik igecegi olarak ayrica yiyecek ve

iceceklerde yaygin olarak kullanilarak popiilerlik kazanmistir (11).



Bal aris1 (Apis mellifera L.) tirtinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasina “apiterapi”
denilmektedir. Apiterapi aricilik kadar eskidir (12). Apiterapi; bal, propolis, ar1 siitii,
polen ve ar1 zehri kullanimini kapsar (13). Ar iirlinleri, arinin dogrudan viicudundan
salgiladig: tiriinler olan ar1 siitii ve ar1 zehri ile armin bitkilerden topladigi ve kismen

viicut salgilarin1 ekledigi tirtinler olan bal, polen ve propolisdir (14).

Propolis bal arilar1 tarafindan agaglarin kozalak ve kabuklarinda, bitkilerin
tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli yaglar, polenler, 6zel re¢ine ve mumsu
maddelerin karisimindan olusan bir ar1 Uirlinlidiir. Arilar propolisi kovan deliklerinin ve
catlaklarinin kapatilmasinda, peteklerin tamiri ve bir birine yapistirilmasinda ayrica
c¢esitli ar1 hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik etmenlerinin etkisiz hale

getirilmesinde kullanilmistir (15).

Propolisin igerigi toplanan bitki kaynagina, ar1 irkina ve arkeolojik kosullara bagl
olarak degisiklik gosterebilir. Yapisinda yaklasik 150 kimyasal bilesik, 20°den fazla
mineral madde, bal mumu, re¢ine ve polen bulunmaktadir (16). Propolisin en énemli
biyolojik 6zelligi mikroorganizmalara karst savunucu etkisidir (17). 60’dan fazla
farmakolojik etkisi nedeniyle insanlar tarafindan kullanilan dogal bir ar1 trlintidiir.
Yapilan caligmalarda propolisteki flavonoidler ve bunlarla ilgili bilesiklerin serbest

radikal temizleme etkisi en fazla olan bilesikler oldugu gosterilmistir (18).

Farmakolojik etkileri hala ¢ok 1iyi bilinmemekle birlikte insan sagligim
gelistirmek, kalp hastaligi, inflamasyon, diabet ve kanser gibi hastaliklar1 6nlemek igin
kullanilabilecegi diistintilmektedir (10). Propolisin; mide, karaciger, kalp, damarlar, deri
gibi organlar {lizerinde yapilan c¢alismalarda antioksidan / antiapoptotik etkisi

gosterilmistir (19 - 22).

Spermatogenik hiicreler, kemoterapotik ilaglarin zararli etkilerine oldukca
duyarhidir ve kok hiicre toplulugunda onarilamayan bir hasar olusturarak kalici
infertiliteye yol acabilirler. En duyarli hiicreler aktif boliinen spermatogonyumlar ve

preleptoten fazina kadarki spermatositlerdir (8, 9, 23, 24).

Bu ¢aligmada sisplatin kaynakli testis hasari lizerine literatiirde siklikla kullanilan
farkli iki dozda propolisin akut déonemdeki etkilerini histopatolojik ve biyokimyasal,

oksidan ve antioksidan parametreler ile arastirmayir amacladik. Bu calisma sisplatin



kaynakl1 testis hasarina karsi propolisin etkisinin arastirilmamis olmasi yont ile 6zgiin

bir ¢calisma olup literatiirde ki bu eksikligi de dolduracagini diisiiniiyoruz.



4. GENEL BILGILER

Organizmalarin hayatlarinin devami ve varligimi siirdiirebilmesi i¢in en biiyiik
ihtiyac tiremedir. Bu gereksinim i¢in canlilarin iireme sistemine sahip olmasi gerekir.
Yeni nesillerin olusabilmesinde erkek gamet olarak sperm ve disi gamet olarak yumurta
olmak tizere iki gamete ihtiya¢ vardir ve ayni zamanda bu iki gametin disinin lireme
sisteminde bulusmasi gerekiyor. Bu gereksinim icin erkek iireme sistemine ihtiyag
vardir. Erkek {ireme sistemi erkek iireme hiicreleri olan spermler, bu spermlerin
aktarilmasini saglayan organlar, androjen hormonlar, iretilmesi ve salgilanmasini
saglayan kompleks bir sistemdir. Bu kompleks sistem; iki testis, genital kanallar, esey
bezleri ve penisten olusur (25, 26). Erkek genital organlar1 dis genital organlar ve i¢
genital organlar olmak iizere iki gruba ayrilir. D1s genital organlar1 skrotum ve penis, i¢
genital organlar1 ise; testis ve aksesuar organlardan (Ductus Deferens, Ductus
Ejakulatorius, Vezikula Seminalis, Prostat bezi, Uretra ve Bulboiiretral bez) olusur (26 -
28).

4.1. Testisin Anatomisi

Testisler, erkekte esey hiicrelerinin yapildig1 bir ¢ift iireme orgamdir. insanda
yaklasik 4-5 cm uzunlugunda 2-3 cm eninde ve 20-30 gr agirliginda oval sekilli,
skrotum adi1 verilen kivrimli bir torba igerisinde yer alir (29 - 32). Skrotum i¢ kisimdan,
skrotal septum (septum scrotum) ile iki ayr1 boliime ayrilir ve herbir testis bu ayrilan
bolmelerin i¢indeki bosluklarda yeralir. Testisler skrotum igerisinde oblik pozisyonda
yerlesiktir. Testislerin {ist ucu 6ne ve disa, alt ucu ise arkaya ve 6ne dogru bakar
pozisyondadir. Testislerin skrotum i¢indeki pozisyonlari, organin uzun ekseni yukaridan
asagiya, onden arkaya egik ve biri digerine gore genellikle biraz daha (genellikle 1cm)

asag1 konumdadir (30 - 34).

Testisin sperm iiretebilmesi i¢in gerekli optimum sicaklik, viicut sicakligindan 2-3
°C daha diisiik yani 34-35 °C’dir. Normal spermatogenez, testislerin karin boslugundaki
1sidan daha diisiik 1s1da bulunmasiyla gerceklesebilir. Karindan gelen atardamardaki
kanin sicakligini testisten gelen toplardamardaki kan tarafindan diisiiriilmesiyle
testislere diisiik sicakliktaki kan iletilir. Ayrica testislerin sicakliginin sabitlenmesinde
skrotumun ortam 1sisina uygun olarak testisdeki sicaklik degisimi skrotumun sicakta

gevseyip sarkarak viicuttan uzaklasma veya sogukta ise toplanip viicuda yaklagmasi ile



testislerin optimum sicaklig1 saglanir. Bu hareketleri, musculus cremaster ve musculus

dartosun kasilmalar1 ile gergeklestirir (35, 36).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Erken
fetal donemde karin boslugu icerisinde bobreklere yakin olarak yerlesen testisler fetus
gelistikce asagiya dogru hareket ederek dogumdan hemen Once kanalis inguinalis
araciligiyla skrotuma inerler. Testislerin temel fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in bu inis
zorunludur. Testisler bu inisleri sirasinda karin ©6n duvar tabakalarini da

stiriklediklerinden dolay1 asagidaki katmanlarla kaplidirlar. (37 - 39).

a. Deri, } Skrotum
b. Tunika dartos,

c. Fasia spermatika eksterna,

d. Fasia kremasterika,

e. Fasia spermatika interna,

f. Tunika vaginalis.

Her bir testis facies medialis ve facies lateralis olarak iki yiiz, ekstremitas inferior
ve ekstremitas siiperior olarak iki ug¢, margo anterior ve margo posterior olarak iki
kenara sahiptir. Ekstremitas siiperior iist u¢ olup, buraya caput epididimis yerlesmistir.
Ekstremitas inferior testis’in alt ucu olup, cauda epididimis ile ortiilidir. Margo
posterior’un medial boliimiine corpus epididimis yerlesir. Margo anterior, peritoneum
viscerale’nin uzantist olan epiorchium ile kaplidir. Margo posterior’un orta kisminda
testis damar ve sinirleri ile spermin kanallarin gegtigi mediastinum testis denilen yap1

bulunur (29, 36, 37).

Testis distan ige; tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (epiorchium), tunica
albuginea ve tunica vasculosa olarak {i¢ tabaka ile sarilidir (37, 40, 41).Tunica vaginalis,
skrotum’un i¢ yliziinlii déseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi saran lamina
visceralis olarak iki tabakadan olusur. Lamina visceralis, epididimis’in biiylik kismi ile
arka kenarinin mediyal boliimii disinda, testis’i sarar ve bu iki yapiy1 birbirine baglar.
Lamina parietalis, periton’un fascia spermatica interna’y1r déseyen kismidir (29, 42 -

44). Tunica vaginalis’in iki tabakasi arasinda kalan araliga cavum serosum scroti denir



ve i¢inde eklem sivisina benzer, testislerin serbest hareketini saglayan kaygan bir sivi

bulunur (45, 46).

Tunica albuginea, lamina visceralis’in altinda testis’i 6rten mavimsi beyaz renkli,
fibroblastlar ve kollajenden yogun fibroz bir tabakadir. Esneklik 6zelligi olmayan bu
tabaka, testis’in arka dis kismindan igeriye girerek, organa damar, sinir ve kanallarin
girip ¢iktig1 bolge olan mediastinum testis adi verilen kalin ve vertikal bir bélmeyi
olusturur. Testis i¢ine giren bu bolmelere septula testis denir (45, 46). Tunika
albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklagik 250- 300 adet piramit
bicimli lobiillere (lobuli testis) ayirirarak lobuli testislerin taban kisimlari perifere, tepe
kisimlar1 ise mediastinum testis’e yonelmistir (47). Her lopguk, tiibiili seminiferi
contorti (seminifer tiibiil) denilen, sayist1 600-1000 arasinda degisen sikisik, kivrintili
tiiplerden olusmaktadir. Bu tiibiillerin uzunluklar1 yaklasik 30-70 cm, ¢aplar1 ise 150-
250 um’dir (44, 45, 48).

Tunica vasculosa, gevsek bagdokusundan olusan, tunica albuginea’nin i¢ yiiziini,
lopguklar1 saran ve damar agmin bulundugu tabakadir. Testisin arka tarafindan ¢ikan
kiiciik venler oOnce birleserek pleksus panpiniformis daha sonra da birbirleriyle
birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bu olusum sag tarafta vena cava inferior, sol

tarafta vena renalis sinistraya dogru ac¢ilir (26, 29, 45).

4.2. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda sperm hiicresinin genetik yapisi ile
belirlenmis olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlarda erkek veya disi
morfolojik 6zellik belirlenemez. Gonadlarin benzer 6zellik gostermesi ve birbirinden
ayirt edilememesi durumuna farklanmamis gonad denir. Testisler embriyolojik olarak
posterior abdominal duvari doseyen mezotel (mezodermal epitel), bunun altindaki
mezenkim (embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri olmak iizere ii¢
kaynaktan koken almaktadir (49, 50).

Insan embriyosunda, gonadlarin gelisimi 5. haftada mezonefrozun medialinde
mezotelin kalinlagarak gonadal kabartilar1 olusturmasi ile baslar. Epiblasttan koken alan
primordial germ hiicreleri primitif ¢izgi boyunca goc¢ ederler. Gelisimin {igiincii
haftasinda ise kaudalde allantois ¢ikisinin Oniindeki vitelliis kesesinin duvarinda

endoderm hiicrelerinin arasinda goriilir. Germ hiicreleri, dordiincii haftada son



bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerlerler. Besinci haftanin basinda primitif
gonadlara ulasirlar. Altinci hafta siirecinde primordial germ hiicreleri genital sirtlara
ulagsmis veya birincil cinsiyet kordonlarina yerlesmis olurlar. Boylece farklilagmamis

olan fotal gonadlar gebeligin altinci haftasinda ortaya ¢ikmus olur (49 - 51).

Primordial germ hiicrelerinin gonadlarin testise farklilagsmasinda indiikleyici etkisi
oldugu bilinmektedir. Farklilasmamis gonadin yapisinda dista korteks i¢ kisimda
medulla yer alir. Eger embriyo XX disi cinsiyet kromozomlarini tasiyorsa
farklilagmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilagir, medullas1 geriler, eger embriyo
genetik olarak XY erkek cinsiyet kromozomlarini tasiyorsa, medulla testise farklilasir,

korteks bir takim kalintilar1 birakarak geriler ve dejenere olur. (50 - 52).

Embriyo genetik olarak XY cinsiyet kromozomlar: tasimasi halinde, Y
kromozomu kisa kolu tizerindeki SRY geninin etkisiyle testis belirleyici faktori kodlar
ve primitif cinsiyet kordonlar1 testis veya mediiller kordonlari olusturmak iizere,
gebeligin altinci ve yedinci haftalarda SRY geninin etkisiyle testis yoniinde farklilasma
gostermeye baglarlar (53 - 55). Primitif germ kordonlar testis veya medullar kordonlari
olusturmak iizere ¢cogalir ve gonadin medulla i¢lerine dogru ilerler. Bu kordonlar bezin
hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini olusturacak ince hiicre siralarindan
ibaret bir ag seklinde yayilirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlarinin
kalin fibr6z bir bag dokusu olan tunika albugineanin olugmasi halinde yiizey epiteli ile

olan baglantilar1 kaybolur (41, 51, 54).

Ergenlikle birlikte testis kordonlarinin liimeni olusarak seminifer tiibiiller
belirmeye baslar. Seminifer tiibiiller tubuli rekti ve rete testise farklilanir, ardindan
duktuli efferenteslerle birlesirler. Bu birlesim rete testis ile Wolf kanalini birbirine
baglamig olur. Ayrica seminifer tiibiiller, interstisyel Leydig hiicrelerini olusturan

mezensim ile birbirlerinden ayrilmistir (56 - 59).

Gonadal sirtin orijinal mezensiminden koken alan ve testis kordonlarinin arasinda
bulunan Leydig hiicreleri kordonlarin farklilasmaya baglamasindan hemen sonra
gelismeye baglarlar. Sekizinci haftaya kadar gelisen sertoli hiicreleri, dokuzuncu
haftalarda Miiller kanalinin gerilemesini saglayan antimiilleriyan hormon (AMH) veya
miilleryan inhibitsr madde (MIM) olan hormonu salgilar. Sekizinci haftada Leydig

hiicreleri testosteron salgilamaya baslarlar. Insan koryon gonadotropin hormonu (hCG)



testosteron iiretimini uyarir. Testisler ve skrotum dahil erkek dis genital yapilar ise bu
olaydan sonra 10- 15. haftalar arasinda olusur ( 49, 53). Testisler artik genital kanal ve
dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek durumda olusurlar (60 - 62). 26. haftada
testislerin 2-3 giin devam eden, inguinal kanallardan gegerek skrotuma inis siireci
olusur. Testisler, periton ve processus vaginalis disindan gegerler, skrotuma girdikten
sonra, inguinal kanal, spermatik kord etrafinda kasilir. Testislerin skrotuma inisi, fetal

testislerce iiretilen androjenler sayesinde kontrol edilir. (63 - 68).

Yeni doganlarin %97’den fazlasinda her iki testis de skrotum igerisinde bulunur.
Dogumdan sonra ilk ii¢ ay igerisinde inmemis testislerin biiyiik bir miktar1 skrotuma
iner, fakat bir yasindan sonra testislerin skrotuma kendiliginden inisleri olas1 degildir.
Dogumdan sonra testislerden birisinin veya her ikisinin pelvis boslugunda ya da
inguinal kanal icinde yerlesik kalma durumunda “kriptorsidizm (inmemis testis)” adi

verilen islevsel bozukluk ortaya ¢ikartir (69).

4.3. Testisin Histolojisi

Erkek iireme sisteminin en énemli bir pargasi olan testisler, erkege ait gametlerin
(spermatozoonlarin) puberteden sonra devamli olarak {iretilmesi, beslenmesi, gegici
olarak depolanmasi ve androjenlerin (erkek cinsiyet hormonlarinin) sentezinden
salgilanmasina kadar gerekli olan sistemin esas fonksiyonel organlaridir (70, 71).
Ayrica birlesik tiibiiler bez yapisindadirlar. Testisler, tunika vajinalis denilen
mezotelyum ile doseli boslugu icine alan deriden olusan bir cep seklindeki skrotal kese
icinde yer alirlar. Skrotumun en Onemli fonksiyonu testis sicakligini viicut

siscakligindan 2-3°C diisiik 1s1da olmasini ayarlamaktir (70, 71).

Testisler oval sekilli bez olan, beyaz gorliniimii nedeniyle tunika albuginea olarak
adlandirilan siki bag dokusundan olusan kalin kapsiille sarilmistir. Testisin arka
yiiziinde tunika albugineanin kalinlagmasiyla mediastinum testis ad1 verilen yap1 olusur.
Buradan bezin i¢ine dogru uzanan septumlar, bezi yaklasik 250 adet piramidal sekilli
l6biillere ayirir. Her lobiilde 1-4 adet seminifer tiibiil gevsek bag dokusu ile sarilidir.
Ayrica bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicrelerini
(Interstisyel hiicreleri) igerir. Interstisyel hiicreler testis androjenlerini salgilarken,
seminifer tiibiillerde erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar1 iiretiminde gorev

yaparlar (70, 72 - 75).



4.3.1. Seminifer Tiubiiller

Seminifer tiibiiller spermatozoonlarin tretildigi, yaklasik 150-250 um ¢apinda ve
30-70 cm uzunlugunda ¢ok kivrimli kanalciklardir. Seminifer tiibiiller; bir fibroz bag
dokusu kilifi, bazal lamina, somatik hiicreler, kompleks bir germinal epitel ihtiva eden
ve devaminda merkezi bir liimenden olusan 6zellesmis bir yapidir. Ayrica seminifer
epitelde germinal epiteli olusturan, germ hiicrelerine destek olan, onlar1 besleyen ve

gelisimini saglayan Sertoli hiicreleri vardir (48, 70, 73).

Seminifer tiibiiller kivrimli ve uglarina dogru liimeni daralarak diizgiin tiibtiller ya
da tiibiili rekti olarak adlandirilan kisa segmentler halinde devam eden kanalciklar
seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Bu bdlgede birlesme yapan rete testis
kanallar1 ile devam eder ve yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes (bosaltim kanali) ile
epididimisin bas kismina baglanmaktadir (70, 73, 74).

Seminifer tiibiilii tunika propria adi verilen birkag¢ fibroblast tabakasindan olusan
fibroz bag dokusu yapisinda olan tabaka sarar. Tunika propria’da birbirine ge¢mis
yapida ve ince Tip I kolajen lif demetleri de bulunmaktadir (29, 70). Bazal laminaya
yapisik olan en igteki tabaka, diiz kas 6zelligi gosteren yassilagmis miyoid hiicreleri
barindirir. Tibiillerin arasindaki boslugun biiyiik bir boliimiinii Leydig (interstisyel)
hiicreleri tarafindan doldurulur. Bu alanda kiigilk kan damarlari, makrofajlar ve

lenfatikler de bulunmaktadir (29, 70, 76, 77).

4.3.2. Seminifer Epitel

Seminifer epitelde Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) ile spermatogenez serisini
olusturan hiicreler olmak iizere iki farkli islev icin gerekli hiicreler bulunur.
Spermatogenez serisinin hiicrelerinin islevleri spermatozoonlari iiretmek olup dort-sekiz
tabaka halinde diizenlenirler. Spermatogenetik hiicrelerinin spermatozoonlara kadar

olan gelisim asamasina spermiyogenez denir (70, 78).

4.3.2.1. Sertoli Hiicreleri

Ilk kez 1865 yilinda Enrico Sertoli, testiste ¢ok sayida ince uzantilari ile komsu
germ hiicrelerini saran, onlar1 ¢evreden izole eden, dallanmalar yapmis bu hiicreleri

tanimlamis ve daha sonra Sertoli hiicreleri olarak isimlendirmistir (49, 70). Ergenlige



kadar seminifer epitelde baskin hiicre tipi olarak, ergenlikten sonra ise germ
hiicrelerinin ¢ogalmasi ile seminifer tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik %10-15’ini
olusturabilirler. Yaslilik donemine dogru erkeklerde, spermatogenik hiicre toplulugunun
azalmasiyla birlikte, Sertoli hiicreleri yeniden epitelin esas yapisi haline gelirler (29, 48,
70, 79).

Sertoli hiicreleri hiicre tabanlar1 genis ve bazal lamina iizerine oturmus, tepe
kisimlar1 ise seminifer tiibiiliin liimenine uzanmis piramidal sekilli spermatogenik
serideki hiicreleri etrafini saran hiicrelerdir (70). Bunlarin bdliinme kabiliyeti olmadigi
icin olusabilecek bir hasarda kendini yenileyecek bir yapiya sahiptirler. Cekirdekleri
diizensiz sekilli ve olduk¢a kivrimli olup, belirgin ¢ekirdek¢ik ve az miktarda
heterokromatin bulundururlar (70, 80). Ayrica Sertoli hiicrelerinin smurlar1 iyi
belirlenemeyen, ¢ok sayida graniilsiiz endoplazmik retikulum, az sayida graniillii
endoplazmik retikulum, cok sayida mitokondri ile lizozom ve iyi gelismis golgi
kompleksi ihtiva eden hiicrelerdir. Protein yapisinda kristalloid cisimcikler olarak

bilinen Charcot—Bottcher kristalleri ¢ekirdek etrafinda goriiliir (81, 82).

Yan yana dizili halde bulunan Sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan yiizlerinde
engelleyici siki baglantilarla birbirine tutunarak kan-testis bariyerini meydana getirirler.
Spermatogonyumlar, bu bariyerin hemen altindaki bazal bélmede yerlesikdir. Sertoli
hiicreleri gap junction baglantilar1 ile birbirleriyle siki iligki i¢indedirler. Bu baglantilar
araciligr ile hiicrelerin kimyasal ve iyonik aligverisi saglanir. Bu olay, seminifer
epitelyum dongiisiinde 6nemli yer tutmaktadir. Sertoli hiicreleri testis igerisinde birgok
onemli goreve sahiptir. Bu gorevleri su sekilde 6zetleyebiliriz (70, 74, 76, 81 - 84).

1. Gelismekte olan sperm hiicrelerinin korunmasini, desteklenmesini ve

beslenmesini saglamak.

2. Spermiyogenez esnasinda meydana gelen sitoplazma artiklart olan rezidual

cisimcikleri lizozomlari ile fagosite etmek.

3. Seminifer liimen igerisine olgunlagsmig spermin aktin tarafindan yapilan

kasilmalarla rete testise dogru bosaltimini saglamak.

4.  Seminifer tiibiil limenine genital kanallar yoniinde akan, sperm hiicrelerinin

kolay bir sekilde taginmasi i¢in kullanilan ve beslenmesi igin gerekli olan

fruktozca zengin olan testikiiler siviy1 salgilamak.
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5. Seminifer tiibiil icinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun
yogunlasmasini saglayan, FSH ve testosteron kontrolii altinda gergeklestirilen
Androjen baglayici proteini (ABP) salgilamak.

6. Hipotalamus ve 6n hipofiz bezinden Folikiil uyarict hormon (FSH) sentez ve
salinmasini 6nleyen inhibin ve FSH salinimi tizerine olumlu bir etki gosteren
aktivin hormonunu salgilamak.

7. Embriyonun gelisimi sirasinda glikoprotein yapisindaki AMH  (Anti
Miillerian Hormon)’u salgilamak. Bu hormon, erkek fetusta, Miiller
kanallarimin  gerilemesini saglar. Testosteron ise Wolf (mezonefrik)

kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini saglar.

4.3.2.2. Spermatogenik Seri Hiicreleri

Seminifer tiibiil duvarimi doseyen dort-sekiz katli epitel olup, diizenli olarak
boliinerek olgun spermlere farklanan hiicrelerdir. Erkek gametlerinin germ hiicreleri
olan spermatogonyumlar, olgun iireme hiicresi olan spermatozoon halini alincaya kadar
gecirdigi Uretim siireci olan spermatogenezisin tiim evreleri, spermatogenik hiicre
tabakalarindan sirali olarak geger. Tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri
incelendiginde bazalden liimene dogru dort farkli hiicre tipi oldugu gortliir. Hiicreler
olgunlastik¢a bazalden liimene dogru; spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler

ve spermatozoonlar seklinde dizilim gosterirler (Resim 1) (76, 81, 82, 85).
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Resim 1. Seminifer tiibiiliin genel histolojik yapisi. Interstisyel alan (<4-), leydig hiicresi
(A), spermatogonyum (=), spermatozoonlar (¥¢), seminifer tiibiil liimeni
(©), (H&E, X200)

4.3.3. Spermatogenez

Spermatogenez, erkekte spermatogoniumdan spermatozoon olusumuna kadar
gecen olaylarin tiimiine denir. Ergenlikten kisa bir silire once, hipofizden salinan
gonadotropinler sayesinde baglar ve hayat boyu devam eder (86).

Spermatogenez siireci iki asamadan olusmaktadir:

1) Spermatositogenez

2) Spermiyogenez

4.3.3.1. Spermatositogenez

Spermatojenik serinin kok hiicreleri olan koyu tip A spermatogonyumlar bir ya da
daha fazla mitotik bdliinmeden sonra kok hiicreler olan agik tip A spermatogonyumlar
olarak devam ederler. Ardindan devam eden mitotik bdliinmeler sonucunda
farklilagarak tip B spermatogonyumlari olustururlar. B tipi spermatogonyum biiyiiyerek,
daha biiyiik yuvarlak hiicreler olan primer spermatosit halini alir ve birinci mayozun

profazina girerler (70, 87, 88). Bir tane primer spermatosit birinci mayoz boliinme
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sonucunda iki adet sekonder spermatositi olusturur. Sekonder spermatositler ¢ok hizl
bir sekilde ikinci mayoz boliinmeye giderler. Her bir sekonder spermatositen sperm

seklinde olgunlasan iki adet spermatid olusur (89).

Insanlarda 46 kromozom (44+XY) iceren diploid hiicreler birinci mayoz
boliinmenin profazinda eslesmis homolog kromozomlara ayrilirken, ikinci mayotik
boliinme sirasinda interfaz sathasinin S asamasinda DNA miktar1 iki katina
cikarilmadigindan, sirayla; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz asamalarindan sonra
kardes kromatidler yavru hiicreler olan haploid spermatidler olusur veya sekonder
spermatositler 23 kromozoma sahip (22+X veya 22+Y) haploid hiicreleri meydana
getirirler (51, 53, 70). Kisaca ard arda gegireilen mayoz béliinmeler sonucunda bir tane
diploit spermatagonyumdan 4 tane haploid spermatid meydana gelir. Sonraki asama
olan ve spermiyogenez olarak adlandirilan bir farklilagma stirecini baslatirlar. (40, 70,

87 - 89).

4.3.3.2. Spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmaninda
yerlesmis ve Sertoli hiicre sitoplazma kriptalar1 i¢ine gomiiliidiirler. Spermiyogenez
spermatidlerin hiicre boliinmesi gerceklesmeden spermatozoona doniistiigli stire¢ olup
spermatogenezin onemli bir asamasidir (70, 89). Asagida spermiyogenez siirecinin dort

safha halinde olusumu agiklanmistir (70, 90). Bu safhalar;

1. Golgi safhasi, ¢ekirdegin bir kutbuna yerlesik olarak bulunan belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve graniillii endoplazmik
retikulum sisternalarindan olusur. PAS pozitif olan graniiller proakrozomal graniilleri
(glikoproteince zengin) Golgi kompleksinde birikip birleserek, zarla ¢evrili bir akrozom
vezikiiliiniin icerisinde yer alan tek bir akrozom graniiliinii olustururlar. Sentriyoller,
goc ederek olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma
yerlesirler. Kamg1 aksonemi olugsmaya baslar, sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru goc

ettikce aksonem bilesenleri ¢evresine sarilirlar (70, 87, 88).

2. Kep safhasi, Akrozom kesesi biiyiiyerek c¢ekirdek zarma tutunan bir kep
olusturur. Bu kepin igeriginde akrozomda, néraminidaz, tripsin, hiyaliironidaz ve asit

fosfataz benzeri proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler bulunur ve spermin oosite
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penetrasyonunda oositleri ¢evreleyen korona radiata hiicrelerini ve zona pellusiday1

eriterek spermatozoonun oositi dollemesine yardimci olur (87, 88).

3. Akrozomal safha, ¢ekirdek zari uzayip yogunlasirken, sentriyollerden biri
geliserek kamgiy1 olusturur ve digeride hiicrenin bdliinmesinde gerekli olan sentriyolii
meydana getirir. Bu kep cekirdegin g¢evresini sarmaya baslar ve olusan bu yapiya
akrozomal kep denir. Bu arada g¢ekirdekteki yogunlasma devam eder. Mitokondriler,
kamginin orta parga denilen proksimal kismi etrafin1 sararak kalinlasma olustururlar.
Orta kisim denilen bu bolgede mitokontriler sayesinde {iretilen enerji ile

spermatozoonun hareketliligi saglanir (70, 91).

4. Olgunlasma safhasi, son faz olan bu safhada Spermatozoon olgunlasip
kuyruklu hale gelince geride kalan fazla sitoplazmik pargalar Sertoli hiicreleri tarafindan
fagositozla ortadan kaldirilir. Boylece spermatozoonlar seminifer tiibiiliin liimenine

birakilarak epididimde depolanmak tizere bosaltimi saglanir (51, 87, 92).

4.3.5. Interstisyel Alan

Testislerde seminifer tubiiller arasinda kalan alanda bulunan bag dokusundan
olusan alana interstisyel alan denir. Interstisyel alanda ki bag dokusu farklilasmamis bag
dokusu hiicreleri, Leydig hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, lenfositler
iceiri. Burada kan proteinleri gibi makromolekiillerin gegisine imkan saglayan bol kilcal
kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler bulunur (70). Canli i¢in biiyiik 6nem arz eden
androjen tretiminin yapildigi alan olmasi yoniinden de Onemlidir. Ergenlikte
(pubertede) leydig hiicreleri denilen yeni hiicreler iglevsel olarak belirgin hale gelir ve

bu hiicreler steroid salgilayan hiicrelerdir (70, 72).

4.3.5.1. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasinda iiggen seklindeki bdliimlerde
bulunurlar. Hiicrelerin sekilleri yuvarlak ya da poligonal bi¢imlidir ve yaklagik 15 pm
capinda, merkezi bir ¢ekirdegi bulunur (70, 72, 93). Erkekte ikincil seks karakterlerinin
gelisimini saglayan testosteron hormonunun iiretimi ve saliimindan sorumludur. Bu
hiicreler salgiladiklar1 testosteron hormonu ile spermatogenezi devam ettirir.

Testosteron embriyonal ve fotal yasam sirasindaki cinsiyet farklilagsmasi ve
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gonadotropin salgisinin kontroliinii de iislenir. Ayrica metabolik olaylarin kontrolii i¢in

noroendokrin gorev yapar (70, 94).

Testosteron sentezi mitokondri ve 20 graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan
enzimlerce gergeklestirilir. Kristalt mitokondriler, graniilsiiz endoplazmik retikulum ve
Golgi kompleksleri ile birka¢ graniillii endoplazmik retikulum ihtiva ederler. Ayrica
sitoplazmalar1 eozinofilik ve kiiciik lipid damlaciklarindan zengindir. Ancak salgilayici
vezikiil bulundurmazlar, c¢iinkii testosteron, sentezi tamamlandiktan sonra hemen
salgilanmaktadir. Lizozom ve peroksizomlar da vardir, ancak Ozellikle daha yasl
erkeklerde lipokrom (lipofuskin) pigmenti seklinde bulunurlar. Bu 6zellikleri dolayisi

ile Leydig hiicreleri steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini gosterir (29, 70, 72, 95).

Insanin gebeligi sirasinda, plasental gonadotropik hormon fetiise gegerek,
androjenik hormonlari iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyararak embriyonik
farklilagma stirecinde erkek genital organlarinin gelismesine onciiliikk eder. Embriyonik
interstisyel hiicreler insan hamileliginin 16-18. ayina kadar farklilagsmis olarak kalirlar
ve sonrasinda ise testosteron sentezindeki azalmaya bagli olarak gerilerler. Gebelik
boyunca ve hipofizden salinan luteinizan hormon (LH) uyarimi altinda dinlenmede
kalan hiicreler testosteron sentezini ancak puberte doneminde yeniden yapmaya

baslarlar (79, 94 - 96).

Olgun Leydig hiicreleri dogumdan sonraki birka¢ hafta disinda, normal olarak
cocuk testisinde ergenlige kadar bulunmaz. Ergenlikle birlikte belirgin olarak sayica

cogalir ve yaslilik donemine dogru tekrar azalma gosterir (97, 98).

4.3.5.2. Miyoid Hiicreler

Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen lamina propriya bag dokusundan olusan
miyoid hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreler ) ve kollajen lifler seminifer epitelin dis
bazal laminasinda bulunurlar. Miyoid hiicreler, seminifer tiibiilde iiretilen hareketsiz
spermlerin rete testise tasimimini saglayan ritmik kasilma hareketlerinden sorumlu
hiicrelerdir. Spermler boylelikle duktus epididimise ulasir ve epididimisi gectikten sonra
hareket yetenegi kazanirlar. Miyoid hiicrelerin sitoplazmasinda aktin filamentlerini
icermesi ve bazal zarinin olmasindan dolay1 diiz kas hiicrelerine benzedigi elektron

mikroskobi incelemeleriyle ortaya konmustur. Ayrica miyoid hiicreleri kollajen
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sentezini fibroblastlarda bulunan graniilli endoplazmik retikulumlar sayesinde

yapmaktadirlar (96, 99).

4.3.6. Kan-Testis Bariyeri

Interstisyel doku ile seminifer tiibiiller arasinda yer alir. Kan-testis bariyeri, kan
ve lenfatik yolla gelen maddelerin seminifer tiibiiller icerisine gegisini ayarlayan birincil
bariyer gorevi Ustlenir. Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyer
bulunmasi, testis sivisinda kandan gelen ¢ok az madde bulunmasini saglar. Testis
kapillerleri pencereli tiptedir ve biiylik molekiiller bu araliklardan kolayca gegebilirler.
Sertoli hiicreleri arasinda bulunan engelleyici baglantilar, bir bariyer olusturarak biiyilik
molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga tasinmasini engeller. Bdylece
spermatogenezin daha ileri asamalarindaki germ hiicreleri, kandaki zararli maddelere

kars1 korunmus olur (29, 70).

Ergenlik Oncesi insan testisinde, komsu Sertoli hiicrelerinin karsilikli gelen
membranlar1 arasinda birbirine ge¢mis villus benzeri uzantilar goriiliir. Ergenligin
baslamasini takiben bu yapilar fonksiyonellik kazanirlar. Sertoli hiicrelerinin
boliinmeyen hiicre konumuna gegmesi ve spermatogenezin baslamasi ile es zamanl

olarak kan-testis bariyerinin olusmas1 gerceklesir.

Immiinolojik savunma mekanizmasindan sonra gelisen seksiiel olgunlasma
sonucu, farklilasip gelismekte olan spermatozoonlar1 yabanci cisim olarak
algilamaktadir. Bu durum neticesinde germ hiicrelerinin 6liimiine neden olabilecek bir
immiin yanit olugmaktadir. Bu bariyer, gelisen spermatozoonlar ile immiin sistem
arasinda olusabilecek herhangi olumsuz bir durumu ortadan kaldiracak ve seminifer

tiibiillere immiinoglobulinlerin ge¢mesini dnleyecektir (89, 97).

4.4. Epididimis

Epididimis erkek iireme sisteminin 6nemli bir parcasi olup spermlerin hareket
ozelligini kazandiklar1 ve olgunlastiklar1 genital kanaldir. Yetiskin insanlarda uzunlugu
alt1 yedi metre olan epididimis, testisin arka efferent kanallari ile vas deferensi bir birine
baglayan dar, siki sarilmig ve tek bir tiip seklindedir. Epididimis, testisin iist ucuna

dogru olan boéliimii “kafa (caput)”, testisin arka kisminda olan boéliimii “viicut (corpus)”
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ve testisin alt ucuna dogru olan bolge de “kuyruk (kauda)” olmak iizere ii¢ ana

boliimden olusur (36, 70).

Epididimisin liimeni yalanci ¢ok katl prizmatik stereosilyali epitel ile kaplidir.
Epitel esas hiicreler, bazal hiicreler ve diger hiicreler (apikal ve berrak hiicreler) olmak

lizere 1i¢ tip hiicreden olusur.

Esas hiicreler, epitel ¢ogunlugunu olusturan, siitunlu hiicreler olmakla beraber
salgilama ve emilim iglemlerini yapabilmeleri i¢in bazal laminadan liimene kadar
uzanirlar. Dallanan stereosilya ile iyi gelismis Golgi aparati, lizozomlar ve vezikiillere
sahiptirler. Liimene, karnitin, sialik asit, glikoproteinler ve glycerylphosphorylcholine
salgilarlar. Bu hiicreler, ayn1 zamanda kuyruk bélgesinde uzun ve dallanmis, bas
bolgesinde kisa olan hareketsiz stereosilyaya sahiptir, bazal laminadan liimene kadar

uzanir (70, 79).

Bazal hiicreler, bazal lamina {izerine yerlesmis, apikal yiizeyleri liimene
ulagmadan incelerek kisalmis ve piramit seklindeki hiicrelerdir. Bunlarin esas ve diger

hiicrelere kaynaklik ettigi ongoriilmektedir.

Epididimisin diger hiicreleri ise apikal ve berrak hiicrelerdir. Apikal hiicreler
mitokondri bakimindan yogun ve agirlikli olarak bas bodlgesinde bulunurken berrak
hiicreler ise kuyruk bolgesinde daha baskin durumdadir. Ayrica epididimis kanalinda
doku boyunca dagilmis, immiinolojik reaksiyonlarda gorevli intraepiteliyal lenfositler

ve makrofajlar yer alir (70, 79).

Stereosilialar: Epididimisin stereosilyalar1 uzun sitoplazmik uzantili ve hareketsiz
olup, emilime yardimci olan epididim yapilaridir. Bu membran uzantilar1 diger
stereosilyaya gore daha uzundur. Ayrica emici mikrovillus gibi olup, yiizey alanin da
emme ve salgilamayr da artirirlar. Epididimden baslangigta hareketsiz olan
spermatozoonlar: tasimak icin fazla miktarda sivi salgilanir. Spermler hareket yetenegi
kazandiktan sonra bu siviy1 biiyiik oranda ( %90 gibi) absorbe ederler. Bu salinim ve
emilim seminifer tiibiillerden epididime gelen hareketsiz spermatozoonlari sivi akimi ile

hareket ettiren bir olusumdur (100).

Epididimisin sperm depolama ve ejakulasyondaki rolii: testiste {iretilen
spermatozoonlar kaput epididimise girer, buradan korpusa gecer ve ilerleyerek kaudal

kisminda depolanir. Kaput epididimise giren spermatozoonlarin ileri dogru hareket
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yetenegi olmadigr i¢in epididimisin ¢evresindeki diiz kas hiicrelerinin peristaltik
harekleri sayesinde spermatoozoalarin tasinimi saglanir. Ayrica hareket yetenegi
olmayan bu spermatozoonlar yumurtayr dolleme yeteneginden yoksundurlar.
Epididimisin buradaki rolii spermatozoonlar epididimise gectikten sonra burada
bunlarin hareket yetenegi ve olgunlagma islevlerini saglamaktir. Spermatozoonlarin son

olgunlagsmasi kadin iireme sisteminde (kapasitasyon) tamamlanir (101).

4.5. Apoptoz

Apoptoz kelime anlami olarak yaprak dokmesi anlamma gelen bir terimdir.
Viicutta ihtiya¢ duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerden kurtulmanin normal
yoludur. Programli hiicre 6limi adiyla bilinen apoptoz, belirli bir molekiiler islemler
serisinin sonunda hiicrenin Oliimiinii saglar ve ayni zamanda organizmanin yasam

dongiisii i¢in gerekli ve yararlidir (102).

Apoptoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini yogunlasmaya baslar. Benzer bir
sekilde sitoplazma da yogunlasir ve hiicrenin boyutlar1 kiiciilmeye baslar. Bir siire sonra
hiicre apoptotik cisimcik olarak adlandirilan daha kii¢iik parcalara boliiniir. Bu pargalara
apoptotik cisimcikler de denilir. Apoptotik cisimcikler; yiizeylerinde yeni sinyal verici
yapilart ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin uyarist ile yakinlarindaki makrofajlar tarafindan

fagosite edilerek ortadan kaldirilir. (70, 103 - 105).

Apoptoz, genetik olarak kontrol edilen, viicut islevleri ve saglik i¢in en az hiicre
cogalmasi kadar onemli olan ve biyolojik gorevini tamamlayan veya diizelmeyecek
seviyede hasar goren hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan programli hiicre
Olimiidiir (106 - 110). Bir bagka ifadeyle, cok hiicreli organizmalarda hiicre sayisinin
kontrolii i¢in hiicre ¢ogalmasi ile 6liimii arasindaki dengenin saglanmasinin programli
ve fizyolojik sartlarda yapilmasina fizyolojik 6liim veya apoptoz denir (107). Fizyolojik
hiicre 6liimii uzun yillardir bilinmesine ragmen, apoptoz terim olarak ilk kez 1972

yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adlarindaki patologlar tarafindan kullanilmistir (111).

Bir organizmada yasamin devami igin embriyonal ve fotal donemde, rejenerasyon
olaylari, hiicresel homeostazin saglanmasi, organ biiyiikliiklerinin korunmasi,
immiinolojik reaksiyonlar ve fonksiyonlar1 bozulmus, organizma ic¢in gerekliligi

kalmamis, istenmeyen hiicrelerin yok edilmesini gerektiren embriyonik asamadan
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organizmalarin hayatinin sonuna kadar devam eden siliregteki en Onemli hayati

fonksiyonlarindan biridir (90, 103, 107).

Apoptoz, homeostazin korunmasinda embriyonik donemde ekstremitelerin ve i¢i
bos organlarin olusumunda, disi fetiisde Wolf ya da erkek fetiisde Miiller kanallarinin
korelmesi sirasinda  ve merkezi sinir sistemi  gelisiminde ndron sayisinin
diizenlenmesinde yer alarak; dogumdan sonra T ve B lenfositlerin se¢giminde temel bir
islev yiriiterek, ayrica DNA's1 agir hasar goren ya da viriisle infekte hiicrelerin 6liimiinii
saglayarak temel bir rol oynayan oOnemli bir fizyolojik islevdir. Ayrica biiylime
faktorlerinin ortamdan c¢ekildigi kosullarda gerceklesen kiigiilmenin de temel

mekanizmasi, ilgili organlardaki hiicrelerin apoptozla 6liimidiir (70, 103 - 105)

Apoptozun diizenlenmesindeki defektlerin kanser, otoimmiin hastaliklar, AIDS ve
merkezi sinir sisteminin dejeneratif hastaliklar gibi degisik hastaliklarin gelisiminde
etkili olabilecegi bilinmektedir. Genetik mekanizmay1 harekete gecirecek bir sinyal
almasi halinde hiicrede apoptoz baglar. Bu sinyal hiicre i¢inden veya disindan gelebilir.
Apoptoz, hiicre iginden mitokondriyal yolu aktive ederek yada hiicre disindan gelen
hiicre 6liim reseptorii sinyallerinin alinmasi ile iki yolla olusur. Memelilerde T ve B

lenfositlerde apoptozis olay1 goriilmektedir. (107, 110 112).

Apoptozun organizmadaki temel islevlerini sOyle siralayabiliriz:

o Embriyonal siiregte, 6rnegin insanlarda parmak aralarinin sekillenmesi, goz
kapaklar1 arasindaki boslugun sekillenmesi, sinir sisteminde istenmeyen
noronlarin ortadan kaldirilmasi,

o Kadinlarda menstruel siklusta endomentriyal hiicre yikimi,

e Menapozda folikiil atrezisi,

o Laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin kii¢lilmesi,

e DNA hasar alan hiicrelerin yikima,

e  Tiumor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi,

e Viriis ile infekte olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda apoptoz 6nemli

islevler yapar.

Kaspazlar apoptoz esnasinda Onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu
enzimlerdir. A¢ilimi; "Cysteine Aspartate Specific ProteASES-CASPASE" seklindedir.

Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak sentezlenen bu enzimler cesitli yollarla aktive
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edilirler. Daha sonra hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve mevcut substrat
bir karboksil tarafindan ayirilir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek ¢ok hiicresel
ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadig1 birtakim siiregler neticesinde gelisir
(113). Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tanimlanmistir (114). Filogenetik analiz
sonucunda gen ailesinin ICE (kaspaz-1) ile iliskili ve CED-3 benzeri olmak tizere iki
altgrubu vardir. Alternatif olarak bu proteazlar, substrat Ozelliklerine goére de

gruplandirilabilirler (115).

Apoptoz mekanizmalart hakkinda belirli bir genetik kontrol altinda gergeklesen

programli hiicre 6liimii ile ilgili olarak birkag mekanizma agiklanmaistir.

1. Kaspazlar aracilig ile hiicre 6liimii,
2. Oliim sinyalleri aracilig1 ile hiicre dliimi,
3. Kaspaz aktivitesi olmadan hiicre 6liimii,

4. Apoptozda gorev yapan diger proteinlerle hiicre 6liimii (116).

4.6. Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum I1)

Sisplatin  (cis-diaminedikloroplatinum  (Il), cis-platinum (Il), cis-DDP),
merkezdeki iki degerlikli platin atomuna bagli iki amonyum ve iki klor bagi igerir (Sekil
1). Bilesik, cis ve trans olmak iizere iki izomere sahiptir. Bunlardan sadece cis formu
sitotoksiktir (117).

NHs

Cl — Pt — Cl
|

NH;

Sekil 1. Sisplatinin (cis-diamminedichloroplatinum)

Sisplatin diinyada ilk kez 1845 yilinda Peyrone tarafindan sentezlenip tanimlanan
ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan sisplatin adini alan platinin notral bir Sis
izomeri oldugu saptandi. 1960’11 yillarda biyofizik¢i Barnett Rosenberg bu bileseni
kullanarak Escherichia Coli ile yaptigi deneylerde platin elektrotlarinin bulundugu

biiyiime alaninda bakterinin normalden 300 kat daha uzun olan filamanlara sahip
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oldugunu gozledi. Bakterinin hiicre boliinmesini engelledigi ancak diger biiyiime

yapilarin1 engellemedigi igin ¢ok uzun filamanlarin ortaya ¢iktig1 gosterildi (118 - 120).

Sisplatine ait bu bulgular 1965 yilinda yaymlandi. lk kez 1971 yilinda kanser
hastalarinda basar ile uygulanmaya baslandi. Antitiimoral etkisi bulunan bu ajanla ilgili
ilk klinik ¢alisma 1972 yilinda Rossof ve arkadaslar1 tarafindan yayinlandi. Sisplatin
1970’li yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilmaya baglanan en Onemli

antineoplastik ilaglardan biridir (121).

Beyin tiimorleri, noroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom, germ hiicreli
timorler, osteosarkom, nazofarinks karsinomu gibi pek ¢ok ¢ocukluk ¢agi tlimoriiniin
tedavisinde kullanilan giiclii bir antineoplastik ilacgtir (122, 123). Antineoplastik ajan
olarak gii¢lii etkinligi yaninda sisplatin kullaniminin farkli dezavantajlar1 vardir. Bunlar
nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisite, bulant1 ve kusmay1 igeren yan etkilerdir (124,
125). Sisplatin Amerika Gida ve Ilag kurumundan 1978 yilinda onay almustir (119). ilk

olarak germ hiicreli tiimorlerde kullanilmistir (126).

4.6.1. Sisplatinin Hiicre I¢ine Alimis

Sisplatin kanser hastalarina steril bir tuz ¢ozeltisi (sodyum kloriir) halinde
intravendz olarak verilir ve bdylelikle kan dolagimina katilir. Yiiksek konsantrasyondaki
klor iyonlar1 sayesinde bozulmadan kalan bu nétral bilesik daha sonra ya pasif

diffiizyonla ya da aktif transportla hiicre i¢ine girer (120, 127).

Yapilan ilk caligmalarda sisplatinin pasif ya da aktif difiizyon ile hiicre igine
girdigi One siiriilmiistiir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ise bakir transport proteini
olan ‘copper transporter 1 ’in (CTR1) sisplatinin hiicre i¢ine aktif olarak alinmasinda
etkili oldugunu gostermektedir. Sisplatin hiicre igerisinde muhtemel hedeflere sahiptir.
Bunlar, DNA, RNA, metallothionein ve glutatyon gibi siilfiir igeren enzimler ve
mitokondridir. Sisplatin uygulanmasindan kaynaklanan mitokondrial DNA hasari, hiicre

oliimiine sebep olur (120, 128).

4.6.2. Etki Mekanizmasi ve Toksisitesi

Genis spektruma sahip olan sisplatin etki mekanizmalar1 agisindan alkilleyici
ajanlara benzer. DNA cift zincirinde zincirler arasinda ve zincir i¢inde ¢apraz baglanma

yapar. Hiicreye girdikten sonra klor iyonlarini kaybeder ve guanin-sitozin arasindaki
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hidrojen baglarimi koparan reaktif diamin-platin kompleksine dontisiir ve gesitli sinyal

yolaklarini etkin hale getirir (129).

Sisplatin ¢cogunlukla sarmal i¢i baglar olusturur, bunlar bazlar arasinda kovalent
bag seklindedir. Bunun yani sira bazlarla tekli bag, sarmal arasi carpaz bag ve DNA-
protein ¢apraz baglarini da olusturabilir. Capraz baglanma; defektli DNA kaliplarinin

olusumu ve DNA sentezinin ve replikasyonunun ¢okiisiiyle sonuglanir (130).

[lacin niikleik asit ve proteinler ile tepkimeye girebilen aktif sekillerini
olusturabilmek i¢in su araciligiyla yer degistiren klor atomlari aktif rol oynar. Sulu
ortamda ciftlesmemis elektron iceren oksijen, siilfiir ve nitrojen atomlar1 gibi niikleofilik
gruplar, klor iyonlariyla yer degistirmek iizere platine baglanir. Baglanan gruplar
deoksiriboniikleik asit (DNA) veya riboniikleik asit (RNA) nin piirin bazinda ve bir¢ok

aminoasit yan zincirlerinde yer alir (129 ).

Hizli béliinen kanser hiicrelerinde de capraz baglanma ileri DNA hasarini
indiikleyebilir. Orta hasarli DNA tamir edilebilir fakat ileri DNA hasar1 geri

doniisiimsiiz hasardir ve hiicre 6liimiiyle sonuglanir (129, 130).

Ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonu ilacin etkinliginin gostergesi olarak
degisir. Klor iyonu konsantrasyonunun yaklasik 100 mM oldugu kanda ve ekstraseliiler
stvilarda sisplatin daha az etkindir. Hiicre ic¢i klor iyonu konsantrasyonundaki ani

diisiisler, ilacin etkinliginin artmasina neden olur (129).

Sisplatin DNA ile etkileserek bir¢ok zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz kovalent
baglar olusturur. Guanin bazinin olduk¢a reaktif olan 7. azot atomu ile kolayca
tepkimeye girer. Sisplatin, en stk ayni DNA zincirindeki komsu guaninler arasinda
capraz bag [cisplatinum diamine-d (GpG)] olustururken; ikinci siklikta, guanin-adenin
capraz baglar [cis-platinum diamine-d (ApG)] olusturur. Nadiren, zincirler arasi ¢apraz
bag olusturur. Sisplatinin antineoplastik etki mekanizmasi, ilacin DNA ile kovalent
baglar olusturarak hiicre siklusunu G2 fazinda durdurmasi ve apoptozu tetiklemesi

seklinde agiklanmustir (130).

DNA’nin transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eden ¢apraz baglar, sisplatinin
hem terapotik etkisi hem de hiicresel toksisitesi agisindan onemlidir. DNA molekiilii;
DNA onarict proteinler ile histonlari, mobilitesi yiiksek gruplari ve diger protein

gruplarmi  kendisine ¢eker.  Sisplatinin modifiye ettigi DNA  yeterince
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yenilenemediginden, s6zkonusu proteinlerin, olusan DNA hasarina verdikleri sinyal
apoptozisi baslatir. Bu hasar onarilamayacak boyutlarda ise hiicre tarafindan tolere

edilemez ve hiicrenin 6liimiine neden olur (129, 130, 131).

Sisplatin toksisitesinin bir¢ok sistem {izerinde etkisi oldugu bilinmektedir.
Nefrotoksisite ve ototoksisite doz sinirlayici iken norotoksisite, kardiyotoksisite ve

miyelosupresyon gibi yan etkiler klinikte 6nemlidir (132).

Sisplatinin miyelosupresif etkinligi orta dereceli oldugundan daha ¢ok kombine
olarak kullanilir. Intravendz infiizyon (iv.) ve yavas iv. enjeksiyon olarak 100 mg/ m2
dozunda, kombine olarak ise 20 mg/ m2 dozunda uygulanir. Viicuttan atilim iiriner yol
ile olur. Alinisindan itibaren ilk 5 giin i¢inde kiimiilatif idrarla eliminasyon, dozun %27-

%43'ii kadar olmaktadir. Kalan kismin atilimi ise daha uzun siirer (133).

Sisplatin neredeyse tiim hastalarda orta-agir derecede bulant1 ve kusmaya neden
olur. Bulanti kusma ilag¢ inflizyonunu takiben bir saat i¢inde baslar ve 24 saate kadar
devam edebilir. Yeterli intravendz hidrasyon ve antiemetik kullanimi ile bu yan

etkilerin azaldig1 gozlense de istahsizlik ve bulant1 bir hafta siireyle devam edebilir.

Sisplatin verilen hastalarin takibinde:

1) Diizenli bobrek fonksiyon testlerinin yapilmasi,

2) Norolojik muayene,

3) Kan magnezyum, sodyum, potasyum, fosfor, kalsiyum diizeylerinin yakin
takibi,

4) Tam kan sayimu,

5) Isitmenin sorgulanmasi ve diizenli odyometrik testlerin uygulanmasi

onerilmektedir (134, 135).

4.7. Propolis

Propolis bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan agaclarin kozalak ve
kabuklarinda, bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan ¢esitli yaglar, polenler, 6zel
re¢ine ve mumsu maddelerin karisimindan olusan bir ar1 tiriintidiir (14). Arilar propolisi
kovan deliklerinin ve c¢atlaklariin kapatilmasinda, peteklerin tamiri ve birbirine
yapistirilmasinda ayrica gesitli ar1 hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik

etmenlerinin etkisiz hale getirilmesinde kullanmistir. Propolis ilk kez eski ¢aglarda
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Yunanlilar tarafindan dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir (11). Propolisin igerigi
toplanan bitki kaynagina, ar1 irkina ve arkeolojik kosullara bagli olarak degisiklik
gosterebilir. Yapisinda yaklasik 150 kimyasal bilesik, 20°den fazla mineral madde, bal
mumu, re¢ine ve polen bulunmaktadir (16). Propolisin en dnemli biyolojik ozelligi
mikroorganizmalara karst savunucu etkisidir (17). 60’dan fazla farmakolojik etkisi

nedeniyle insanlar tarafindan kullanilan dogal bir ar1 {irtiniid{ir.

4.7.1. Propolisin Fiziksel Yapis1

Propolis regineli ve yapiskan bir maddedir. Sogukta sert ve kirilgan, sicakta ise
yumusak ve yapiskan bir yapist vardir (136). Propolis 10°C’ nin altinda sert, kat1 ve
kirillgan, 15-25 °C arasinda ise yumusak ve ¢ok yapiskan olup, mum gibi elastik bir
yapidadir (137). Genel olarak 60—69 °C arasinda bir erime noktasina sahiptir (138).
Rengi toplandig1 yoreye, kaynagia ve depolama siiresine bagli olarak sar1 yesilden

koyu kahverengine kadar degisebilmektedir (139, 140).

4.7.2. Propolisin Kimyasal Yapisi

Propolis, toplandigi bitkiye, bolgeye, mevsime ve koloniye bagli olarak degisir.
Iceriginde farkli kimyasal 6zelliklere sahip bilesikler, vitaminler ve mineral maddeler
iceren kompleks bir yapidan olusur. Ayn1 zamanda yaklasik olarak %45-50 regine,
%25-30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen, %5 diger maddeler ve
organik kalintilar1 igerir. (Tablo 1 ) (141). Suda az erirken, % 95’lik alkolde biiyiik

Olctide erir. Eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde ise kismen erir (137).
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Tablo 1. Propolis ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢oziiciiler ve elde edilen bilesenler

Su Metanol Etanol Kloroform  Diklorometan Eter Aseton
Antosiyaninler  Antosiyaninler Taninler Terpenoidler  Terpenoidler,  Alkoloidler  Flavonollar
Nisastalar Terpenoidler Polifenoller Flavonoidler ~ Taninler Terpenoidler
Terpenler Saponinler Polyacetylenes Polifenoller Kumarinler
Saponinler Taninler Flavonollar Polyacetylenes  Yag asitleri
Terponoidler ~ Xanthoxylline  Terponoidler Flavonollar
Polipeptidler Totarol Steroller Steroller
Lektinler Quassinoids Alkoloidler Alkoloidler

Laktonlar

Flavonlar

Phenones

Polifenoller

Polipeptidler

Lektinler

Propolis kompleksinde simdiye kadar kimyasal analizler ile bilirlenen en az 300
bilesenin varlig1 ortaya konulmaktadir. Bu organik bilesenlerden bazilari, fenolik
bilesikler ~ve esterleri, flavonoidlerin (flavonoller, flavonlar, flavononlar,
dihidroflavonoller ve kalkonlar), terpenler, beta-steroidler, aromatik asitler, aromatik
aldehitler ve alkoller, seskuiterpenler, stilben terpenler ve kafeik asit fenil esteri (CAPE)
bulunmaktadir (142). Ayrica propolisin igeriginde aliiminyum, bakir, civa, ¢inko, demir,
flor, fosfor, kalay, kalsiyum, klor, kobalt, krom, kursun, magnezyum, mangan,
molibden, nikel, potasyum, silisyum, sodyum gibi pek ¢ok mineral de bulunmaktadir.
Mangan ve ¢inkonun diger 9 elemente gore daha fazla miktarda bulundugu tespit
edilmistir. Propolisin vitamin igerigi; A, B1, B2, B3, B6, C, E, nikotinik ve pantotenik
asit degisik miktarlarda bulunmaktadir. Ayni1 zamanda propolis igerisinde sayilar1 §-17
arasinda degisen alanin, arjinin, fenilalanin, glikol, glutamik asit. histidin, lizin, 16sin,

prolin. serin, sistin ve triptofan gibi aminoasitlerde bulunmaktadir (143).
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Tablo 2. Propolisin kimyasal bilesenleri

Bilesenler Ana Maddeler Miktar(%o)
Regine Flavonoidler 45-55
Terpenler
Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag Arnlardan veya bitkilerden ¢oklu doymamis yag 25-35

asitleri asitleri
Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler 10
Polen Proteinler 5

Serbest aminoasitler
Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)
Diger maddeler Eser elementler (Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg, 5
Co, vs)
Ketonlar
Laktonlar
Kinonlar
Steroidler
Sekerler

4.7.3. Propolisin Bitkisel Kaynaklar

Propolis kimyasal yapist 6nemli derecede kompleks bir yap1 gostermekte ve bu
ozelligi toplandig1 bolgenin bitki ortiisiine gore degisebilmektedir. Yapilan caligmalarda
ise propolisin; genellikle, cam (Pinus spp.) re¢ineleri, hus (Betula spp.), kavak (Populus
spp), at kestanesi (Aesculus hippocastanum), sogiit (Salix spp), kizilagag (Alnus spp),
goknar (Abies spp), erik (Prunus spp), karaagag (UImus spp), mese (Quercus spp.) ve
digbudaktan (Fraxinus excelsior) elde edildigi ve propolisin bilesiminin bitki kaynagina
bagli olarak degisebilecegi bildirilmistir (144 - 146).

Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’nin tropik olmayan bolgeleri gibi karasal iklime
sahip bolgelerde kavak tiirleri propolisin baglica kaynagidir, ancak kavagin yetismedigi

yerlerde arilar baska propolis kaynaklar1 aramaktadir, 6rnegin Rusya’da Hus agaglar
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(Betula verrucosa), Brezilya’da Baccharis tiirleri propolis kaynagi olabilmektedir (139).
Islenmemis propolisin toplandig1 kaynaga gore cesitlilik gosteren bilesiminde, %50
regine, % 30 balmumu, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 organik

artiklar1 da igeren ¢esitli diger maddeler bulunmaktadir (146 - 149).

4.7.4. Propolisin Biyolojik Etkileri

Propolis saglik alaninda ilk kez eski caglarda Yunanlilar tarafindan dogal bir
antibiyotik olarak kullanilmastir (11). Yillar boyunca propolis, insanlar tarafindan
degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (150). Propolisin biyolojik etkisi,
polifenoller, flovonoid aglikonlari, fenolik asit ve esterleri, kafeik asit ve esterleri,
fenolik aldehitler ve ketonlar dogal biyoaktif kimyasallar1 olarak atfedilmistir (151,
152). Propolisin yapisinda bulunan bazi bilesiklerin biyolojik aktiviteleri Tablo 3’ de

gosterilmistir.

Propolisin farmakolojik aktivitesi dort ana smifa ayrilabilir. Bunlar; biyolojik
polimerlere baglanma egilimi, elektron tasinmasinin hizlandirilmasi, agir metal iyonlara
baglanmasi ve serbest radikalleri tutma kabiliyetidir. Bu 6zelliklerinden dolay1 propolis;
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuvar, sitotoksik,
immiinomodiilator, antiiilser, antihepatotoksik, lokal anestezik, antitiimor, antikanser,
immiinostimiilator gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir. Ayrica, halk tibbinda
popiiler bir ila¢ olarak, apiterapide, biokozmetikte ve ilag sanayinde c¢esitli amaclarla

kullanilmaktadir (137, 153 - 155).

Kafeik asit fenil esteri (CAPE), kanser hiicrelerinin apoptoz metastazi ve
radyasyon duyarliligi gibi bircok farkli biyolojik 6zellikleri ile propolisin biyolojik
yonden aktif bilesenlerinden oldugu tesbil edilmistir (156). Propolis ekstrakti ile yapilan
tedaviden sonra antikor tiretimi, T lenfosit uyarimi, periferal lenfosit proliferasyonu ve
fagositoz ylizdesinin arttig1 rapor edilmistir (157). Propolisin antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiprotozoal, antiparazitik, antioksidan, antiinflamatuar, sitotoksik,
kondroprotektif, antitiimdral, antiiilseratif ve immiinomodulatdér 6zellikleri oldugu da

bildirilmistir (158).
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Tablo 3. Propolisin yapisinda bulunan baz1 bilesikler ve biyolojik aktiviteleri

Kimyasal Madde

Etkileri

Flavonoidler

Krizin
Apigenin
Kuersetin

Kempferid

Kamperol- 7, 4- dimetil eter
Ermani

Galangin

Pinochembrin
Pinobanksin- 3- asetat
Pinostrobin

3, 4- dihidroksiflavanoidler
Flavan- 3- ols
Pectolinaringenin

Luteolin

Luteolin’in 3, 4 - dimetil
eteri

Artepillin C

Eriodiktol

Pinosylvin

Ferulik asit

Isoferulik asit

Benzoik asit

Sinamik asit

P- kumarik asit benzil ester
Kafeik asit

Prenil caffeat

Metil caffeat

Kafeik asit phenetil ester
Clerodan’ 1n diterpenoit’i
Ucucu bilesikler

Kilcal damarlarin gecirgenligini azaltma ve atess
diisiirtict etki

Antioksidan, antihemorajik ve antimikrobiyal etki
Antitiimoral etki ve Helicobacter pylori’ ye kars1 etki
Gastrik tlserin iyilestirilmesi
Antiviral, antitimoral etki
gliclendirilmesi

Spazmolitik etki

Antimikotik etki

Antimikotik etki
Bakteriyostatik ve antimikotik etki
Antimikrobiyal etki

Antimikrobiyal etki

Lokal anestezik etki

Kilcal damarlar gii¢clendirici etki

Kilcal damarlar1 giiclendirici etki
Spazmolitik etki

Antiviral etki, gastrik ilseri iyilestirici etki
Spazmolitik

ve kilcal damarlarin

Antitiimoral etki

Kalp yetmezligi 6nleyici ve iyilestirici etki
Antimikrobiyal etki

Antibakteriyel etki, kollagenik etki
Staphylococcus aureus’ a karsi etki
Bakteriyostatik, bakterisid ve antiseptik etki
Staphylococcus aureus’ a karsi etki
Antimikrobiyal etki

Ates diistirticti etki, antiviral ve antibakteriyel etki
Alerjen etki

Antitlimoral etki

Antitiimoral etki

Antitlimoral ve antibakteriyel etki

Ates diisliriicii etki ve antimikrobiyal etki

4.7.5. Propolisin Antioksidan Etkileri

Gilinlimiizde propolisin aragtirilan 6zelliklerinden biri de antioksidan etkisidir.

Organizmada metabolik olaylar asamasinda kaginilmaz bir sekilde ortaya ¢ikan serbest

radikaller, hiicresel yaslanma ve buna bagh olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,

diyabet, artritis, parkinson, alzheimer gibi hastaliklara zemin hazirlarlar. Organizma ise

baslica antioksidan enzimler olan SOD (siiperoksit dismutaz), CAT (katalaz), GPx

(glutatyon peroksidaz), GR (glutatyon rediiktaz) ile bunlar1 temizler (159) .
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Propolisin 6nemli bir bileseni ve polifenolik bilesiklerden olan flavonoidlerin
oran1 propolisin tiim bilesenlerinin  %?25’inden fazladir. Flavonoidlerin propolis
icindeki en etkili ve bol bulunan antioksidan madde oldugu belirtilmektedir. Serbest
radikal temizleme Ozelliklerinden dolayr antioksidan Ozelliktedir ve lipit
peroksidasyonunu inhibe ederler (160). Ayrica, flavonoidlerin, antiinflamatuvar,
antioksidan, serbest radikal temizleyici, antitiimoral, hepatoprotektif, vaskiiloprotektif,
antiiilser, intestinal motilite ve sekresyon inhibisyonu, antiosteoporotik, antialerjik,

antimikrobiyal ve immiinomodiilatuar 6zellikleri yayinlarda bildirilmistir (161).

Yapilan ¢alismalara gore, propolisin igerdigi kuersetin, flavonoidler, artepillin-C,
kafeik asit ve CAPE gibi maddelerin anti tiimoral etkinlige sahip oldugu gosterilmistir
(162, 163). Propolis uygun dozlarda kullanildiginda antikarsinojenik 6zellik gosteren bir
yapidadir, kanser tedavisinde de propolis ekstraktinin kullanilabilecegi belirtilmektedir
(164). Ayrica flavonoidlerin immiin sistemi indiikledikleri giiclii oksijen radikal
temizleme Ozelliginin oldugu da rapor edilmistir (160). Propolis doku yenileyici,
bakterisid ve fungisid oOzelligi ile kozmetikte cesitli kremlerin yapiminda da

kullanilmaktadir (165).

Biitiin bu faydali 6zelliklerinin yaninda propolisin toksik ve alerjik 6zellikleri de
arastirilmis ve propolis kullanan kisilerde zehirlenme belirtisine rastlanmamistir. Ancak,

literatiirde bazi alerjik reaksiyonlarin bildirildigi vaka raporlar1 bulunmaktadir (154).

Propolisin en 6nemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu
DNA hasarlarmi tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipit peroksidasyonuna neden olan
polimerize zincir reaksiyonlarimi kirict 6zelligi ile ROS (Reactive Oxygen Species)’lari

dokulardan uzaklastirici etki gostermesinden kaynaklanmaktadir (22, 166).

4.7.6. Propolisin Iceriginde Bulunan Flavonoidler

Flavonoidler propolisten izole edilen bilesenlerin en genis grubunu
olusturmaktadir. Ayrica propolisin biyolojik aktivitesinin O6nemli bir kismindan
sorumludurlar (167). Giinlimiize kadar propolisten 38’den fazla flavonoid izole
edilmistir (136). Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6- C3- C6)
yapisindadir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1

kolaylikla glikozitlenir. Boylelikle flavonoidlerin hidroksil gruplarinin pozisyonu ve
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sayilariin farkliligindan dolay1 antioksidan ve radikal yakalama fonksiyonlar1 oldukca
iist diizeydedir. Bu ozellik, flavonoidler in vivo/in vitro olarak yapilan ¢alismalarda
kansere karsi koruyucu bircok mekanizmada gorev aldigi ic¢in saglik alaninda son

zamanlarda tercih edilmektedir (168).

Bunlar; o0strojenik/antidstrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre siklusunun
durdurulmasinin ~ ve  apoptozun  indiiksiyonu, oksidasyonun engellenmesi,
deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i
sinyal iletimindeki degisikliklerdir (169, 170). Flavonoidler alkilleyici ajanlara,
polisiklik  aromatik  hidrokarbonlara,  radyoaktif  kimyasallara ve  diger
mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik aktiviteye sahiptir (136). Tablo 4’de

propoliste bulunan polifenoller 6zetlenmistir (171).

Tablo 4. Propolisin igerisinde bulunan polifenoller

Flavonlar Flavonoller Flavononlar Dihidro —Flavoneller
Apigenin Kaempferol Pinosembrin Pinobaksin

Akasetin Kaempferid Sakuranetin Pinobaksin -3-asetat
Baisetin Galangin Isosakuranetin Pinobanksin-7-metil eter
Krisin Isohamnetin

Luteolin Ramnetin

Tektokrisin Mirisetin
Fisetin
Rutin

Verilen bilgiler dogrultusunda calismamizda siganlarda sisplatin kaynakli testis
hasarina kars1 propolisin koruyucu etkisinin arastirilmasi; oksidatif stresin 6nemli bir rol
oynadigin1 ve sisplatinin sigan testis dokusunda meydana getirdigi histolojik ve
apoptotik degisiklikler {izerinde propolisin 1iyilestirici etkisinin histolojik ve

immiinohistokimyasal yontemlerle incelenmesi planlandi.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deneysel Calisma Asamasi
5.1.1. Deney Hayvanlari

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi (KTU), Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve bu siiregten sonra calismaya baslanildi
(Tarih: 15.03.2015, Say1: 1). Calismada kullanilan sicanlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma Merkezi’nden saglandi. Calismada, 220 — 270 gr agirhiginda Spraque dawley
cinsi 36 adet erigskin erkek sican kullanildi. Calisma siiresince si¢anlarin bakimi,
beslenmesi, barinmas1 ve deney siiresince takibi i¢in KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezi’nde bulunan odalar kullanildi. Calismada kullanilan si¢anlarin
tamam1 Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden saglandigi i¢in, deney sirasinda siganlarda

cevresel degisiklikliklerden kaynaklanan stres veya uyum problemi yasanmadi.

5.1.2. Sicanlarin Calisma Siiresince Bakimi ve Laboratuvar Sartlar:

Calismamizda, siganlar ¢alisma siiresince her zamanki beslenme ve barinma
kosullarinda bulundular. Deney siiresi boyunca laboratuvardaki sicaklik ortalama 22 + 2
°C, nisbi nem ortalama %50 + 5 olarak tutuldu. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda cerrahi arastirma merkezi hayvan odasinda, uygun kafesler i¢inde
barindirilarak serbestge beslenmeleri ve su igmeleri saglandi (igme suyu olarak, cerrahi
arastirma merkezinde normal sartlarda da kullanilan ¢esme suyu verildi ve standart
sican yemi ile beslendi, ilave bir besin kullanilmadi). Calisma siiresince siganlarin

barmmasinda standart Tip III kafesler kullanildi.

31



Resim 2. Deney hayvanlarinin barinmasinda kullanilan Tip 11 kafesler (A, B)

5.1.3. Calisma Gruplari

Caligmada alt1 grup olup ve her bir grupta altisar adet sigan rastgele olarak secilip
gruplara ayrildi. Gruplarin Ozellikleri ve calisma sirasinda gruplardaki siganlara
uygulanan islemler asagidaki gibi diizenlendi.

1. Grup’a (kontrol) tek doz izotonik soliisyon i.p olarak uygulandi.

2. Grup’a (Sisplatin) tek doz 7 mg / kg sisplatin i.p. olarak uygulandi (172).

3. Grup’a (Propolis 50 mg/kg) deney siiresi boyunca (14 giin) propolis 50 mg/
kg/giin oral yol ile uygulandi (173).

4. Grup’a (Propolis 100 mg/kg) deney siiresi boyunca (14 giin) propolis 100 mg/
kg/glin oral yol ile uyguland1 (174).

5. Grup’a (Sisplatin + Propolis 50 mg/kg ) tek doz 7 mg / kg sisplatin i.p. olarak
uygulandi, deney siiresi boyunca (14 giin) propolis 50 mg/ kg/giin oral yol ile verildi.

6. Grup’a (Sisplatin + Propolis 100 mg/kg) tek doz 7 mg / kg sisplatin i.p. olarak
uygulandi, deney siiresi boyunca (14 giin) propolis 100 mg/ kg/giin oral yol ile verildi.

Deney gruplar1 ve uygunan islemler Tablo 5’ de verilmistir.
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Tablo 5. Calisma gruplari ve 6zellikleri

Gruplar Uygulama Denek sayisi
1. Grup Kontrol 6
2. Grup Sisplatin 6
3. Grup Propolis 50 mg/kg 6
4. Grup Propolis 100 mg/kg 6
5. Grup Sisplatin + Propolis 50 mg/kg 6
6. Grup Sisplatin + Propolis 100 mg/kg 6

5.1.4. Propolisin izole Edilmesi

Fanus Gida (Merkez/Trabzon) tarafindan, Tirkiye'nin g¢esitli yorelerinden
toplanarak temin edilen ve buzdolabinda -20 °C'de dondurulmus olan dogal propolis
irlinli rendelendi. Rendelenen propolis, 6giitiiciide toz haline getiridi ve -20 °C'de tekrar
donduruldu. 10 g toz propolis balon jojeye alinarak ve son hacim saf su ile 200 ml'ye
tamamlandi. Karisgim iyice vortekslendikten sonra 60 °C'de 150 rpm'de stirekli
calkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra karisim 4000 rpm'de
10 dk santrifiijlenerek, siipernatantlar slizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra 0,22
mikrolitrelik filtrelerden gecirildi. Filtratlar daha sonra kullanilmak {izere alikotlanip -

20 °C'de, karanlikta saklandi (136, 175).

5.1.6. Bouin Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Testis dokusunun tespitinde kullanilacak Bouin soliisyonu su sekilde hazirlandi.
Ik 6nce 75 ml doymus pikrik asit ¢dzeltisi 75 ml formaldehit (% 37) ile karistirildi.

Sonra lizerine yavasca 5 ml glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karistirildi (176).

5.1.5. Testis Dokularinin Elde Edilmesi

Tiim siganlar deney siiresinin bitiminde (14 giin sonunda) tartildiktan sonra derin
anestezi esliginde kansizlastirma yontemi ile sakrifiye edilerek steril sartlar altinda
testisler ¢ikarildi (Resim 3). Trimlenerek etrafindaki dokularindan (yag dokular1 ve
eklenti bezlerinden seminal bez ile ventral prostat c¢ikarilarak ) temizlenen testisler
hassas terazide tartildi. Veriler alindiktan sonra, sag testisler vertikal olarak ikiye

boliindii ve testislerin yarisi histolojik incelemeler i¢in Bouin tespit soliisyonuna alindi.
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Resim 4. Testislerin agirliklar1 (A, B, C, D)
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5.1.7. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Burada, Bouin
soliisyonuna alinan testis dokulart ii¢ giin 151k almayan ve kuru oda sicakligindaki
ortamda saklandi. Daha sonra asagidaki gibi sirasi, siiresi ve dereceleri verilen

alkollerden ve ksilen basamaklarindan gegirilerek parafin bloklar haline getirildi.

Tablo 6. Dokularm takibi

Dokularin Takibi

Islem Siire

1 % 70’ lik alkol 1 giin

3. %96’ lik alkol 1 glin

4. % 100’ liik alkol 1 giin

5. % 100’ lik alkol 1 saat

6. Ksilen 2 kez 5 dakika

7.  Eritilmis parafin igerisinde 58 °C 3 kez, 15 dakika bekletme ve sonra

(etiivde) etliv igerisinde 2 saat inkiibasyon.

8.  Parafinde bloklama.

5.1.8. Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilen Eozin Boyama Y ontemi

Her gruptan alinan testis dokulari, Bouin soliisyonunda tespit edildikten sonra
yukaridaki islemlerden gegirildi. Oncelikle tam otomatik mikrotom (LEICA RM 2255,
USA) yardimiyla dokuya ulasana kadar 20 um’ lik kesitlerle parafin bloklar trimlendi
ve dokuya varinca dokudan 5 pm’ lik ince kesitler alindi. Kesitler 45 °C’ de benmari
icindeki sicak su tizerinde kirisiklarin agilmasi i¢in bekletilerek lam iizerine alindi. Lam
tizerine alman dokular Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyanmasi i¢in zembile
yerlestirilerek parafinin erimesi i¢in bir saat 58 °C etiivde bekletildi ve dokular daha

sonra sirastyla agsagidaki rutin histolojik takip islem serilerinden gegirildi.
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Tablo 7. Hematoksilen eozin boyama y6ntemi

Hematoksilen Eozin Boyama Y ontemi

Islem Siire

1. Ksilen 5 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. % 100’ lik alkol 5 dakika
4. % 96 lik alkol 5 dakika
5. % 70’ lik alkol 5 dakika
6. Distile su 2-3 dakika
7.  Hematoksilen 35 saniye
8.  Musluk suyu 5 dakika
9. A:sitalkol 1 kez batirilip ¢ikarildi
10. Distile su 1 dakika
11. Amonyakli su 10 saniye
12. Distile su 1 dakika
13. Eozin 30 saniye
14. Distile su 1 dakika
15. % 70’ lik alkol 5 dakika
16. % 96’ lik alkol 5 dakika
17. 9% 100’ lik alkol 5 dakika
18. Ksilen 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika
20. Entellan ile kapatilma.

H&E ile boyanan kesitler Entellan ile kapatildiktan ve kuruduktan sonra
incelemeye hazir hale getirildi; preparatlarda seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel
kalinhig: dlgiildii. Olgiimler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Stereoloji Laboratuvarinda bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali 151k
mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging
Solution, Germany) programi kullanilarak gerceklestirildi. Yine ayni mikroskopta
seminifer tiibiildeki spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alanlar incelendi;

mikroskobik resimler ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar bilgisayara kaydedildi.

36



5.1.9. Epididimal Sperm Sayisi, Motilite, Vitalite ve Morfoloji Yoniinden

Degerlendirme

Erkek infertilitesi degerlendirilirken gerekli olan en 6nemli parametre sperm
sayisinin, hareketliliginin, canliliginin ve morfolojisinin analiz edilmesidir. Gliniimiizde
Neubauer hemositometre ve makler kamarasi ile yapilan iki sperm analiz metodu
Israel) ile yaptik. Makler kamaras1 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarfindan
sperm analizi i¢in iretilmistir. Kamaranin semen analizi yapildigi kisim sperm
hiicrelerinin iist iiste gelmesini Onlemesi ve sadece yatay yonde hareket etmesini
saglamaktadir. Bu alan 10um aralifindadir. Ayrica sayimin yapilabilmesi i¢in herbiri
0.1x0.1mm olan 10x10 seklinde 100 kareden olugmaktadir. Bu makler sistemi, sperm

sayisini ve hareketliligini hesaplamak i¢in kolay bir yontem sunmaktadir (177).

Morfoloji degerlendirme, Dr. Thinus Kruger ve arkadaslarinin yaptigi sperm
morfolojisinin siniflandirilmast metodu ile yapilmistir. Bu metoda gore % 4 ve daha
fazla sayida normal sperm hiicresi olmasi halinde semen analizi morfolojik yonden

normal statli de degerlendirilmistir (178).

Calismamizda epididimden elde edilen spermlerin sayi, hareketlilik, canlilik ve
morfoloji analizi su sekilde yapilmistir. Her grup ve gruplardaki her deney hayvani igin
hazirlanmis petri kaplarina pH’s1 7,5 olan tris tampon soliisyonu igerisinde epididimisler
pargalanarak 10-30 dakika sicakligi 37 C°’de bekletilip spermlerin ylizdiiriilmesi
saglandi. Ardindan sperm sayis1 ve hareketligi icin makler kamarasina bir damla (4-7pl)
damlatildi ve makler kamarasinin kapagi kapatilarak 11k mikroskobunda (Olympus CX
31, Japan) 20X biiylitmede 10 kare igerisinde hareketli ve hareketsiz spermler sayilip
10° (milyon) ile ¢arpilarak sperm sayi analizi, hareketli ve hareketsiz spermlerin %
orani hesaplanarak motilite analizi yapildi. Vitalite i¢in lam {izerine 1 damla semen ve 1
damla %1°lik eozin-y damlatilarak karismasi saglandi lamel ile kapatilip ardindan her
ornek i¢in toplamda 100 adet olmak iizere canli (eozin-y ile boyanmayan) ve cansiz
(eozin-y ile boyanan) spermler sayilarak canlilik analizi yapildi. Morfolojik analiz i¢in
elde edilen semen o6rnegi 3 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilip slipernatant kismindan
0,5 ml almarak lam tiizerine yayilip kurutuldu. Daha sonra kurutulan preperatlar 3

dakika etanol fiksasyonunun ardindan %1°lik eozin-y ile boyandi. Her deney hayvam
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icin hazirlanan preperatlar faz atagmanli 151k mikroskobunda 100X biiyiitmede
immersion yagi yardimi ile 200’er adet sperm sayildi. Bu sayimda goriilen normal

yapidaki spermlerin % orani hesaplanip morfojik analiz yapildi (179).

Resim 5. Makler sayim kamerasi 151k mikroskobu ve sperm sayimi

5.2. Immiinohistokimyasal Islemler

Calismada yer alan kontrol, sisplatin, propolis 50 mg/kg, propolis 100 mg/kg,
sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait siganlarin
testis dokularindaki apoptozun degerlendirilmesi i¢in TUNEL teknigi kullanildi. Bu
teknikle seminifer tiibiiliin germinal hiicrelerinde DNA fragmentasyonu belirlendi.
Homojen boyanmig kahverengi nukleuslu TUNEL (+) hiicreler apoptotik hiicre olarak
degerlendirildi. Her testiste 10 seminifer tiibiildeki TUNEL (+) hiicre sayis1 ve toplam
hiicre sayisina bakilip apoptotik % (apoptotik indeks=AI) hesaplandi (180). Bu
hesaplama asagidaki sekilde formiilize edilebilir.

Al=TUNEL (+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x 100
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5.2.1. TUNEL Boyama

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 8).
Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma

gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyama i¢in In situ cell death detection kit, AP kullanildi [11 684 809
910 Roche (Mannheim, Germany)]. Bu boyama i¢in lam f{izerine alinan 5 pm’ lik
kesitler bir saat boyunca 60 °C'lik etiivde deparafinize edildikten sonra asagidaki

islemlerden gecirildi.
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Tablo 8. TUNEL boyama yontemi

TUNEL Boyama Yoéntemi

|"‘E-
8

© 0 N o g B~ wDhPE

e e =
I

13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.
20.
21.
22.

Ksilende inkiibasyon (oda 1s1s1)

% 100 etanol

% 95 etanol

% 70 etanol

Distile su ile yikama

20 pg/ml Proteinase K (oda 1s1s1)

PBS (phosphate buffer solution)’ de yikama

% 3 H202’ de

Distile su ile yikama

PBS’ de

Large Volume UV (ultraviyole 151n) blok (oda 1s1s1)
75 pg Terminal deoxinucleotidyl Transferase (TdT) ve
50 pl TdT/dUTP karisimu ile dokular kaplama ve 37
°C’ lik etiivde PBS’ de yikama

100 pl converter peroksidaz ile dokuyu kapatacak
sekilde kaplama ve 37 °C’ lik etiivde

PBS’ de

100 pl DAP ile

Distile suda
H&E ile

% 70’ lik etanol’ de

% 95 etanol’ de
% 100 etanol’ de
Ksilen’ de

Kurutulup kapatma

Siire
3 kez 5 dakika
2 kez 5 dakika
2 kez 5 dakika
2 kez 5 dakika

15 dakika

15 dakika bekletme

2 kez 5 dakika bekletme
10 dakika bekletme
1.5 saat nemli ortamda

bekletme

1.5 saat inkiibasyon

3 kez 5 dakika yikama

5 dakika karanlikta oda
1s1sinda beklet

1 kez 2 kez yikama

15 saniye boyama ve ¢esme

suyu ile yikama
2 kez 5 dakika bekletme

2 kez 5 dakika bekletme
2 kez 5 dakika bekletme
2 kez 5 dakika bekletme
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5.3. Testis Hasarinin Degerlendirilmesinde Skorlama Yontemi

Testis dokusundaki histopatolojik hasar degerlendirilmesi i¢in Johnsen Skorlama

Sistemi (Tablo 9 ) kullanild1 (181). Skorlama H&E boyali1 kesitlerde yapildi.

Tablo 9. Johnsen skorlama sistemi

Johnsen Skorlama Sistemi

10 Olgun sperm hiicreleri ile tanimlanmig spermatogenez

9 Diizensiz bir epitel ile birlikte bir miktar sperm hiicresi

8 Birkag sperm hiicresi (<5-10)

7 Sperm hiicreleri yok, spermatid var

6 Sperm hiicreleri yok, birka¢ spermatid var (<5-10)

5 Sperm hiicreleri ya da spermatid yok, spermatosit var

4 Sperm hiicreleri ya da spermatid yok, birka¢ spermatosit var (<5)
3 Sadece spermatogonyum var

2 Sadece Sertoli hiicreleri var

1 Tibiillerde hig hiicre yok

5.4. Biyokimyasal islemler
5.4.1. Ratlarda Serum Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Rat serum ornekleri biyokimyasal analizler yapilana kadar — 80 C% de saklandi.
Serum Orneklerinde malondialdehit miktar1 Yagi (1984) tarafindan gelistirilen TBARS
(Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu kullanilarak tayin edildi. Lipid
peroksidasyon iiriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu
olusan kirmiz1 renk spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona
girerek ayni rengi veren suda ¢oziiniir maddeleri uzaklagtirmak i¢in serum lipidleri
proteinle birlikte fosfotungustik asit/siilfirik asit sistemiyle ¢coktiirtildii.

Deneyin vapilist:

1. Birdeney tiipiine 150 pLL serum, 1.2 mL H,SO, ve 150 mL fosfotungustik asit
eklendi, iyice karistirildiktan sonra 5 dakika bekletildi.

2. Karisim 1500 g’ de 10 dk. santrifiij edildi ve {ist faz atild1.

3. Geriye kalan c¢okelek tizerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden ¢oziiniinceye
kadar vortekslendi.

4. Tiipe 500 puL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C’ de inkiibe edildi.
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5. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’ de 10 dk. santrifiijlendi.
6. Ustteki berrak kisim alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’ de 1 saat
inkiibe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢o6zeltisinden 10, 5, 3, 2, 1,
0.5 nmol/mL caligma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla standart grafigi
cizildi. Bu grafikten yararlanarak serum MDA miktar1 nmol MDA/mL olarak belirlendi
(182).

5.4.2. Ratlarda doku Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Rat dokularinda MDA diizeyi Mihara ve Uchiyama tarafindan gelistirilen metod
ile tayin edildi.

Orneklerin Hazirlanist:

Dokular tartilarak 0,5 mL/L triton-X 100 iceren %1,15 KCI c¢ozeltisi ile

homojenize edildi (% 10 agirlik/hacim). Homojenizasyon icin 9500 rpm (4x10s, 4°C)’
de Ultra-Turrax homojenizator (model T25, Janeand Kunkel, Germany) kullanildi.

Deneyin Yapilisi:
1. 500 pLhomojenata 3 mL % 1’lik H3PO, eklenerek karistirildi.
2. Karigima 1 mL % 0,672’1ik tiyobarbitiirik asit (TBA) eklendikten sonra 45 dakika

kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
3. 2 mL n-biitanol eklendi.
4. Oda sicakliginda 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
5. Organik faz alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 m L0.01 MHCI i¢inde 50 °C’de 1 saat
inkiibe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢6zeltisinden 10, 5, 3, 2, 1,
0.5 nmol/mL caligma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla standart grafigi
cizildi. Bu grafikten yararlanarak plazma MDA miktar1 nmol MDA/gram 1slak doku
olarak hesaplandi (183).

5.4.3. Testis Dokularinda Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat testis dokularinda Glutatyon seviyesi, iretici firmanin tavsiyeleri

dogrultusunda kolorimetrik assay kit (Cayman Chemical Company Cat. No: 703002,

42



Lot No: 0454835) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed
by molecular Divices in California, USA) marka mikro pleyt okuyucuda 410 nm dalga

boyunda 6lgiildii. Sonuglar GSH MM/g doku cinsinden verildi (184).

5.4.4. Rat Testis Dokularinda Katalaz Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat testis dokularinda katalaz seviyesi, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
kolorimetrik assay kit (Cayman Chemical Company Cat. No: 707002, Lot No:
0456229) kullamlarak belirlendi. Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed by
molecular Divices in California, USA) marka mikro pleyt okuyucuda 540 nm dalga

boyunda 6lgiildii. Sonuglar CAT (nmol/min/mg protein) cinsinden verildi (185).

5.4.5. Rat Testis Dokularinda Siiperoksit Dismutaz Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat testis dokularinda Siiperoksit Dismutaz seviyesi, liretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda kolorimetrik assay kit (Cayman Chemical Company Cat. No:706002, Lot
No: 0456037) kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed by
molecular Divices in California, USA) marka mikro pleyt okuyucuda 450 nm dalga
boyunda 6lgiildii. Sonuglar SOD (U/mg protein) cinsinden verildi (186).

5.4.6. Rat Serumlarinda Testosteron Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat serumlarinda testosteron seviyesi, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ELISA kit (Cayman Chemical Company Cat. No: 582701, Lot No: 0454461)
kullanilarak belirlendi. Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed by molecular
Divices in California, USA) marka mikro pleyt okuyucuda 412nm dalga boyunda

ol¢iildii. Sonuglar testosteron (pg/mL) cinsinden verildi.

5.5. istatistiksel Analizler

Sayisal Verilerin degerlendirilmesi bilgisayar igin istatistik programi (GraphPad
Prism™ software version 5.0, La Jolla, CA, USA) kullanilarak yapildi. Gruplarin ¢oklu
varyans analizinde Kruskal- Wallis testi kullanilmigtir. Post test analizler igin
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Viicut ve Testis Agirh@ina Ait Bulgular

Deney gruplarina ait siganlarin testis ve viicut agirliklarinin karsilastirilmasi Tablo
10> da verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda hem viicut hem de testis
agirliklarinda kontrol, sisplatin, propolis 50 mg/kg, propolis 100 mg/kg, sisplatin +
propolis 50 mg/kg, sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0,05).

Tablo 10. Deney gruplarmin viicut ve testis agirligina ait ortalama ve standart sapmalar

Baslangi¢ viicut Bitis viicut agirhgi Testis agirhg
Gruplar Lo
agirhg (9) (9) (9)

Kontrol 2602 + 17,14 3035 + 23,49 1,467 =+ 0,2658
Sisplatin 255,3 + 19,41 258,8 + 33,08 1,317 + 0,09832
Propolis 50

2250 + 17,63 288,7 + 18,86 1,483 =+ 0,1329
mg/kg
Propolis 100

2245 + 14,88 287,7 + 14,21 1,417 + 0,09832
mg/kg
Sisplatin +
Propolis 50 2743 + 10,39 268,2 + 27,63 1,500 =+ 0,2366
mg/kg
Sisplatin +
Propolis 100 257,2 + 9,988 2675 + 2593 1,250 =+ 0,1871
mg/kg

6.2. Morfometrik Bulgular
6.2.1. Seminifer Tiibiil Cap1 ve Germinal Epitel Kalinhgina Ait Bulgular

Deney gruplarina ait si¢anlarin testis dokusu olan seminifer tiibiil cap1 ve germinal
epitel kalinligina ait 6l¢glim sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir. Seminifer tiibiil ¢ap,
sisplatin grubu kontrol, propolis 100 mg/kg, ve sisplatin + propolis 100 mg/kg
gruplarina goére anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Germinal epitel kalinligi,

sisplatin grubunda diger biitiin gruplara gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
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6.2.2. Johnsen Skorlama Sonug¢lar1

Deney gruplarinin testis hasar degerlendirmesi Johnsen Skorlama Sistemi ile
hesaplandi. Sonucglar Tablo 11’ de verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina
gore, Sisplatin grubu diger biitiin gruplara gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
Konrtol grubunda sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg
gruplarina gore anlamli derecede artmustir (p>0,05). Tedavi gruplar1 olan sisplatin +
propolis 50 mg/kg grubunda sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna goére anlamli
derecede azalmistir (p>0,05).

Tablo 11. Calisma Gruplarina ait histolojik analizlerin sonuglar1 ve degerlendirilmesi

(p<0.05)
Seminifer Tiibiil Germinal Epitel
Gruplar Johnsen Skoru
Cap1 Kalinhg

Kontrol 299,7% + 11,73 87,23° + 2,587 9,633° + 0,08165
Sisplatin 2725 + 9,412 71,15 + 6,457 6,917° + 0,2858
Propolis 50 mg/kg 2853 + 1273 78,77%P¢ 1+ 4,785 9,0332P¢d 4+ 01366
Propolis 100 mg/kg 294,4% + 6,240 87,63% + 1684 9,517% + 0,1169
Sisplatin + Propolis b b b

282,5%¢ + 9,047 81,59°**¢ £ 4,315 8,783 **¢ + 0,2229
50 mg/kg
Sisplatin + Propolis b

2937 + 8,779 84,08 =+ 3,849 9,367°**%¢ + 0,1033
100 mg/kg

% Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

®Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

° Propolis 100 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

9 Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).
® Propolis 50 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

6.3. Morfolojik Bulgular

Testis dokusunun histopatolojik olarak degerlendirilmesinde; kontrol grubuna ait
siganlarin testis kesitlerinde seminifer tiibiiller i¢inde spermatogenik seriye ait germinal
hiicrelerin normal dongiide seyrettigi, interstisyel alan dokusunun biitiinligiini
korudugu ve normal morfolojide Leydig hiicreleri gézlendi (Resim 6). Sisplatin grubuna
ait sicanlarin testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin liimeninde yogun immatiir
germinal epitely hiicreleri ve germinal epitelde yer yer agilmalar izlendi. Intertiibiiler

alanda yaygin 6dem mevcuttu (Resim 7). Propolis 50 mg/kg grubuna ait sicanlarin testis
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kesitlerinde seminifer tiibiiller igindeki spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin
normal dongiide seyrettigi, interstisyel alanda yer yer 6dem oldugu goriildii (Resim 8).
Propolis 100 mg/kg grubuna ait sicanlarin testis kesitlerinde, kontrol grubuna benzer
sekilde seminifer tiibiiller i¢cindeki spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin normal
dongiide seyrettigi, interstisyel alan dokusunun biitlinliiglinii korudugu ve normal
morfolojide Leydig hiicreleri oldugu gozlendi (Resim 9). Sisplatin + propolis 50 mg/kg
grubuna ait siganlarin testis kesitlerinde bir kisim seminifer tiibiillerin liimenine
immatiir germinal hiicrelerin dokiildiigl, digerlerinin normale yakin yapida seyrettigi
goriildii. Intertiibiiler (interstisyal) alanda kismi 6dem izlendi (Resim 10). Sisplatin +
propolis 100 mg/kg grubuna ait siganlarin testis kesitlerinde seminifer tiibiiller i¢indeki
spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin normal dongiide seyrettigi, tiibiil yapisinin
biitiinliigiinii korudugu, az miktarda tiibiil limeninde germinal epitel hiicrelerinin

bulundugu izlendi. Intertiibiiler alanda az miktarda 6dem goriildii (Resim 11).

R 8 : L | \

Resim 6. Kontrol grubuna ait testis dokusu. Normal yapidaki seminifer tiibiiller (H&E,
X200)
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Resim 7. Sisplatin grubuna ait testis dokusu. Seminifer tiibiiliin germinal epitelinde
agilmalar ({]), Liimene dokiilen germinal epitel hiicreleri (=) ve 6dem (A)
(H&E, X200)

Resim 8. Propolis 50 mg/kg grubuna ait testis dokusu. Normal yapidaki seminifer
tibiiller ($), spermatozoonlar (%) ve 6dem (A) (H&E, X200)
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Resim 9. Propolis 100 mg/kg grubuna ait testis dokusu. Normal yapidaki seminifer
tubiiller (%), spermatozoonlar (%) (H&E, X200)

Resim 10. Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna ait testis dokusu. Normal yapidaki
seminifer tiibiiller (J), spermatozoonlar (), limene dokiilen germinal
epitel hiicreleri (<3) ve 6dem (A) (H&E, X200)
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Resim 11. Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait testis dokusu. Normal yapidaki
seminifer tibiiller (¥ ), spermatozoonlar (¥), limene dokiilen germinal
epitel hiicreleri (<=) ve 6dem (=) (H&E, X200)

Deney gruplan testis dokularinda TUNEL teknigi ile degerlendirilen Al sonuglar
Tablo 12°de verildi. Bu degerlendirmeye gore; kontrol grubunda Al degeri sisplatin,
propolis 50mg/kg, sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg
gruplarina gore anlaml derecede azdi. Sisplatin grubunda Al degerinin kontrol, propolis
50 mg/kg, propolis 100 mg/kg, sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100

mg/kg gruplarina gore anlamli derecede arttig1 goriildii.

Kontrol grubuna ait testis dokularinda apoptoz az miktarda spermatogonyumlarda
izlendi. Sisplatin grubunda apoptotik germinal hiicrelerde yaygin olarak izlendi.
Spermatogonyumlar yaninda diger spermatogenik hiicrelerde ve seminifer tiibiil

liimeninde izlenen germinal hiicrelerinde de apoptoz gozlendi

Tedavi gruplarindan sisplatin+propolis 50 mg/kg grubunda spermatogonyumlarin
yani sira kismen diger spermatogenik hiicrelerde de apoptoz goézlenirken, sisplatin +
propolis 100 mg/kg grubunda ise kontrol grubuna yakin sonuglar elde edildi (Resim 12-
17).
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Tablo 12. Calisma gruplarina ait apoptotik indeks degerlendirme sonuglart (p<0.05)

Gruplar Apoptotik indeks
Kontrol 3,168 + 0,8845
Sisplatin 25,04% + 1,145
Propolis 50 mg/kg 6,827%"¢ + 0,8557
Propolis 100 mg/kg 5,455°¢ + 2453
Sisplatin + Propolis 50 mg/kg 12,28%° + 1556
Sisplatin + Propolis 100 mg/kg 8,458%P¢ 1+ 3373

& Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).
b Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).
¢ Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

< a8 2N

Resim 12. Kontrol grubuna ait testis dokusunda gozlenen TUNEL (+) hiicreler (<=),
TUNEL (-) hiicreler (¥%) (TUNEL, X400)
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Resim 13. Sisplatin grubuna ait testis dokusunda gozlenen TUNEL (+) hiicreler (<=),
TUNEL (-) hiicreler (%) (TUNEL, X400)

Resim 14. Propolis 50 mg/kg grubuna ait testis dokusunda gézlenen TUNEL (+)
hiicreler (=), TUNEL (-) hiicreler (%)(TUNEL, X400)
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Resim 15. Propolis 100 mg/kg grubuna ait testis dokusunda gézlenen TUNEL (+)
hiicreler (¢=), TUNEL (-) hiicreler (3%) (TUNEL, X400)

(+) hiicreler (¢=) (TUNEL (-) hiicreler (¥r) (TUNEL, X400)
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Resim 17. Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait testis dokusunda gozlenen
TUNEL (+) hiicreler (<=) (TUNEL (-) hiicreler (%) (TUNEL, X400)

6.4. Semen Analizine Ait Bulgular

Semen analizine ait verilerin istatistiksel analiz sonuglar1 ve degerlendirilmesi
Tablo 13’te verilmistir. Sperm sayisi sisplatin grubunda kontrol, propolis 50 mg/kg,
sisplatin + propolis 50 mg/kg gruplarina gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
Sperm hareketliligi sisplatin grubunda diger biitiin gruplara gore anlamli derecede
azalmistir (p<0,05). Anormal sperm morfolojisi kontrol grubunda diger gruplara gore
anlamli derecede azalmis iken, sisplatin grubunda diger gruplara gore anlamli derecede
artmistir (p<0,05). Sperm canlilik degerlendirmesinde sisplatin grubu kontrol, propolis
50 mg/kg, propolis 100 mg/kg, sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis100
mg/kg gruplarina gére anlamli derecede azalmistir (p<<0,05). Ayrica kontrol grubunda

sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna gore anlamli derecede artmistir (p<0,05).
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Tablo 13. Semen analizine ait bulgular

- Anormal
Hareketlilik
Gruplar Say1 (x 10 6) Morfoloji orani Canhlik (%)
(%)
(%)
62,35

Kontrol 21,83% 5,672 ac 3,938 1667° + 05164 60,33% 5,125
Sisplatin 14,00 3,742 32,56 10,02 2800 + 2608 37,33¢ 4,502
Propolis 50 60,75 3,500

24,17% 5,382 4,607 4o *+ 05477 55,00° 8,367
mg/kg ac a,c,d,e
Propolis 61,92 3,333

22,83 2,041 5,325 4o + 05164 4233° 11,13
100 mg/kg a acae
Sisplatin +

. 17,83 54,59 8,167 48,33
Propolis 50 ab 2,714 . 6,398 ahae T 07528 ad 4,274
mg/kg
Sisplatin +
. 61,35 6,167

Propolis 18,50 4,087 . 7,967 apg T 1,169 52,00 ® 9,789
100 mg/kg

% Sisplatin grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05.
b Propolis 100 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda p<0.05.
° Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
9 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

® Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubu ile karsilastirildiginda p<0.05.
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Resim 18. Deney grubuna ait sperm hiicreleri. Canli (3%) ve cansiz sperm hiicreleri (A)
(A, B) (eozin-y, X200)
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Resim 19. Kontrol grubuna ait normal yapidaki sperm hiicreleri (eozin-y, X200)

Resim 20. Sisplatin grubuna ait sperm hiicreleri. Bas anomalisi (3%) ve boyun anomalisi
(1) (eozin-y, X200)
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Resim 21. Propolis 50 mg/kg grubuna ait sperm hiicreleri. Bas anomalisi (%) (eozin-y,
X200)

Resim 22. Propolis 100 mg/kg grubuna ait sperm hiicreleri. Bas anomalisi () (eozin-
y, X200)
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Resim 23. Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna ait sperm hiicreleri. Bag anomalisi
(%) ve boyun anomalisi (1) (eozin-y, X200)

Resim 24. Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait sperm hiicreleri. Bag onomalisi
(%) ve boyun anomalisi ({}) (eozin-y, X200)
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Resim 26. Sisplatin grubuna ait epididimis dokusu. Spermatozoonlarda azalma ({}) ve
limene dokiilmiis spermatogenik hiicreler (A) (H&E, X200)
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Resim 27. Propolis 50 mg/kg grubuna ait epididimis dokusu. Spermatozoonlar (3)
(H&E, X200)

Resim 28. Propolis 100 mg/kg grubuna ait epididimis dokusu. Spermatozoonlar (3%)
(H&E, X200)
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Resim 29. Sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna ait epididimis dokusu.
Spermatozoonlar (3%), spermatozoonlarda azalma ({) ve limene
dokiilmiis spermatogenik hiicreler (A) (H&E, X200)

Resim 30. Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait epididimis dokusu.
Spermatozoonlar (3%) (H&E, X200)
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6.5. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Calismamizda deney gruplarindan alinan kan orneklerinde serum MDA, serum
testosteron ve doku Orneklerinden doku MDA, doku SOD, doku CAT ve doku GSH

sonuclarina iligkin bilgiler Tablo 14’da verilmistir.

Analiz sonuglarina gore serum MDA diizeyi; sisplatin grubunda, diger tim

gruplara gore anlamli derecede artmistir (p<0,05).

Doku MDA’s1 ise sisplatin grubunda propolis 100 mg/kg ve sisplatin + propolis
100 mg/kg gruplarina gore anlamli derecede artmistir. Sisplatin + propolis 100 mg/kg
grubunda diger biitiin gruplara goére anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Tedavi
gruplar1 arasinda ise sisplatin + propolis 100 mg/kg grubunda, sisplatin + propolis 50

mg/kg grubu gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).

Doku SOD degerinde; sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunamadi (p>0,05). Sisplatin ve kontrol ise grubunda diger gruplara goére anlamli

derecede azalmistir (p<0,05).

Doku CAT diizeyi; kontrol grubunda sisplatin, propolis 100 mg/kg, sisplatin +
propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplarina gére anlamli derecede
artmustir (p<0,05). Sisplatin grubunda kontrol, propolis 50 mg/kg ve propolis 100 mg/kg
gruplarina gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Sisplatin + propolis 100 mg/kg
grubunda diger gruplara gore azalmistir (p<0,05).

Doku GSH’da; sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu
(p>0,05).

Serum testosteron diizeyinde; sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml
fark yoktu (p>0,05). Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubunda kontrol, sisplatin,
propolis 50 mg/kg ve propolis 100 mg/kg gruplarina gore anlamli derece azalmistir
(p<0,05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Sisplatin, 1970’11 yillarda kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan en 6nemli
antineoplastik ilaglardan biridir (119). Ik olarak germ hiicreli tiimérlerde kullanilmistir
(124). Yaygin olarak akciger, testis, over, bobrek, mesane gibi bir¢ok solid tiimorde
etkili bir antitlimoral ilag olarak kullanilmaktadir (3, 187). Hiicresel DNA molekiilleri
ile kovalent bag olusturarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olur, viicuttaki
gelisimlerini ve yayilimlarini yavaslatir. Replikasyon, transkripsiyon ve apoptoz tesvik
ederek hayati islemleri sonlandirmasiyla kanser hiicrelerini dldiiriir (4). Biitiin bu
islevler sirasinda organlarda ve sistemlerde toksik etkiler olusturur. Bunun toksisitesi ve
tasidigit mindr riskler tedavide gosterdikleri potansiyel yararlilik diisiiniildiigiinde
siklikla gozardi edilir. Testis kanserlerinde yiiksek tedavi edici etkisine ragmen,
sisplatin spermatogenez lizerinde ciddi olumsuz etkilere, kromozomal ve morfolojik
anomalilere ve hatta azoospermiye yol agar (5). Germ hiicre apoptozunda artis gosterir,
ayn1 zamanda Ureme organ agirliklarinda azalmaya ve spermatojenik hiicrelerde
dejenerasyona neden olabilir (6 - 8). Kemoterapétik ilaglarin zararh etkilerine karsi
spermatogenik hiicreler oldukga duyarlidir ve kok hiicre toplulugunda onarilamayan bir

hasar olusturarak kalic1 infertiliteye yol acabilir (8, 9, 23, 24).

Sisplatin uygulamasi ardindan genellikle testikiiler hasar, oksidatif streste artis,
serbest radikal {iiretimi ve antioksidanlarin tiikenmesine yol agtigi bildirilmistir (9).
Sisplatin kaynakli testis hasari altinda yatan mekanizma biyokimyasal ve fizyolojik
doku bozukluklarindan kaynaklanan oksidatif stres olusumunu igerir. Bu nedenle,
sisplatine dayal1 testis hasarina karst g¢esitli antioksidanlar test edilmistir (9).
Antioksidanlar hiicrede serbest radikalleri temizleyerek genetik bilgiyi iceren DNA ile

etkilesimini Onleyen koruyucu mekanizmalara sahiptir (188).

Propolis bal arilar1 tarafindan toplanan dogal iirlin olmakla beraber metabolik
olaylar i¢inde yer alan, oksidatif stresi inhibe eden, membranlarda siiperoksit ve lipit
peroksitlerinin aktvitelerini azaltan dogal bir antioksidandir (19 - 22). Yapilan
calismalarda propolisteki flavonoidler ve bunlarla ilgili bilesiklerin serbest radikal
temizleme etkisi en fazla olan bilesikler oldugu gosterilmistir (18). Calismamizda
sisplatin toksisitesi sonrasinda olusan testis hasarin1 azaltabilmek amaciyla verilen

propolis tedavisinin testis Tlizerindeki koruyucu rolii arastirildi. Calismamizin
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makroskobik, histolojik ve biyokimyasal analizler sonucunda ortaya ¢ikan sonuglari

degerlendirilmistir.

Agarwal ve Said ile Otalla ve arkadaslarinin deney hayvanlari iizerinde yaptiklari
calismalarda Sisplatinin hayvan agirliklar1 lizerinde hi¢ bir etki olusturmadigi, ancak
germ hiicre tiikketimine bagli olarak testis agirliklarinda belirgin derecede bir azalma
meydana getirdigi gosterilmistir (189, 190). Calismamizda tiim gruplarin hayvan
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamis, ayni sekilde testis

agirliklarida karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Atessahin ve arkadaglar1 ile Aldemir ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarda
sisplatin kullanimina bagli olarak seminifer tiibiil ¢apinda ve germinal -epitel
kalinliginda azalma gozlediklerini belirtmiglerdir (6, 172). Caligmamizda sisplatin
uygulanan erkek sican testis dokusunda sisplatin etkisinin morfometrik olarak
degerlendirmesi amaciyla seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinlig1 6l¢iildii. Elde
edilen sonuglara gore seminifer tiibiil ¢api, sisplatin grubunda kontrol, propolis 100
mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplarina goére anlamli derecede azalmigtir
(p<0,05). Germinal epitel kalinlig1 ise sisplatin grubunda diger biitiin gruplara gore
anlamli derecede azalmustir (p<0,05). Sisplatin + propolis 100 mg/kg grubunda
seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinliginin sisplatin + propolis 50 mg/kg

grubuna kiyasla arttig1 fakat aralarinda anlamli bir fark olmadig goriildii.

Daha Once yapilan ¢aligmalarda, yetiskin erkek sicanlara sisplatin verilmesinden
sonra spermatogenik fonksiyonlarda akut hasarlara neden oldugu ama bu etkinin geri
dontisiimlii oldugu gosterilmistir. Morfolojik olarak sisplatin kullanimina bagl olarak
seminifer tiibiiliin germinal epitel tabakasinda a¢ilmalar, intertisiel alanda bosluk artisi,
Leydig hiicreleri morfolojisinde bozulma gozlediklerini belirtmislerdir (191 - 195).
Bizim ¢alismamizda da sisplatinin testis dokusu tlizerinde morfolojik hasar olusturdugu
goriildii. Sisplatin grubunda; seminifer tiibiiliin germinal epitelde agilmalar, germ hiicre
diizeninde bozulmalar, limende olgunlasmamis germinal epitel hiicre dokiintiileri
goriildii. Ayrica interstisiyel alanda 0dem izlendi. Seminifer tiibiildeki hasar Johnsen
kriterlerine gore degerlendirildiginde en fazla hasarin sisplatin grubunda oldugu
bulundu. Olusan bu hasarin sisplatinin spermatogenezi olumsuz yonde etkilemesine

bagl olabilecegini diisiiniiyoruz. Istatiksel analiz sonuglarina gére sisplatin grubunda
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hasar kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti (p<0,05). Sisplatin + propolis 50
mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplarinda hasar sisplatin grubuna gore
anlamli derecede azalmist1 (p<<0,05). Bu azalisin sisplatin toksisitesine karsin tedavi i¢in
antioksidan olarak verilen propolis eksratlarinin testistikiiler yapiyr hasara karsi

korumasina bagl diisiincesindeyiz.

Yapilan ¢alismalarda, testis germ hiicresi 6liimiiniin apoptoz yoluyla meydana
geldigini  gosterilmistir  (196). Celik ve arkadaslarinin  yaptiklart ¢aligmalarda
spermatogonyum gelisimi esnasinda olusan diizelemeyecek seviyedeki hasarlarin
eleminasyonu amaci ile spontan apoptoz olustugu ve bunun fizyolojik bir olay oldugu
vurgulanmistir. Ayrica kemoterapi, radyasyon, sicaklik ve hormonal manipiilasyonlar
gibi bir takim dis uyaranlarin da apoptoza yol agtig1 ve apoptozu artirdig1 gosterilmistir
(197). Sawhney ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, sisplatinin akut dozuna maruz kalmig
farelerde germ hiicre apoptoz oranm artirdi@ini  gostermistir. Ayrica sisplatin
uygulanmas1 sonucunda seminifer tlibiildeki spermatidler, spermatositler ve
spermatogonyumlardada apoptotik hiicreler oldugunu gormiisler (198). Amr ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismalarda da sisplatinin testikiiler hasarinda apoptozun
onemli bir rolii oldugu, Sertoli hiicrelerinde ve testikiiler germ hiicrelerinde apoptoza
yol agtig1 kayit edilmistir. Sisplatinin testikiiler hasar1 indiiklemesi ile p53 geninin asir1
ekspresyonuna neden oldugu ve DNA hasarmi tetikleyerek hiicre dongiisiinii gegici
olarak durdurdugu veya apoptoza neden oldugunu belirtilmisdir (199). Yulug ve
arkadaglarinin yaptig: testis hasar1 ve anti oksidan tedavili ¢aligmada deney grubunda
kullanilan antikanser ajanin apoptozu onemli derece artidigi ve tedavide kullanilan
antioksidanin bu apoptozu 6nemli derece azaltigini gostermistir (200). Calismamizda
deney gruplar testis dokularindaki apoptoz TUNEL teknigi ile degerlendirildi. TUNEL
yontemi uygulanan gruplarda, nukleuslar1 kahverengiye boyanmis hiicreler apoptotik
olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeye gore; kontrol grubundaki sicanlarin
seminifer tiibiillerinde gdzlenen spontan apoptoz, agirlikli olarak spermatogonyumlarda
gozlendi. Al degeri kontrol grubunda sisplatin, propolis 50 mg/kg, sisplatin + propolis
50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplarmma gére anlamli derecede azdi.
Sisplatin grubunda ise kontrol, propolis 50 mg/kg, propolis 100 mg/kg, sisplatin +
propolis 50 mg/kg ve sisplatin + propolis 100 mg/kg gruplarina gore anlamli derecede

arttig1 goriildii. Sisplatin grubunda apoptoz sadece spermatogonyumlarla sinirli degildi.
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Diger germinal epitel hiicrelerinde ve liimene ddkiilen germinal epitel hiicrelerinde de
apoptoz mevcut idi. Bu durum sisplatinin apoptozu artirdigin1 géstermektedir. Yine elde
edilen sonuglara gore tedavi gruplarinda (sisplatin + propolis 50 mg/kg ve sisplatin +
propolis 100 mg/kg) apoptoz sisplatin grubuna gore anlamli derecede azalmistir. Bu
durum bize propolis 50 mg/kg ve propolis 100 mg/kg ile tedavi uygulanan gruplarda
testikiiler hasar1 anlamli derecede azalttigin1 géstermistir. Yine tedavi gruplar arasinda
propolis 100 mg/kg, propolis 50 mg/kg’ ye gore anlamli derecede apoptozu azaltmistir.
Bu durum bize tedavi igin verilen propolis 100 mg/kg’nin propolis 50 mg/kg’ ye gore
tedavide daha etkili oldugunu gostermistir. Tedavi gruplarindan; sisplatin + propolis 50
mg/kg grubunda spermatogonyumlarin yani sira kismen diger spermatogenik hiicrelerde
de apoptoz gozlenirken sisplatin + propolis 100 mg/kg grubunda ise kontrol grubuna
yakin sonuglar elde edildi. Bu durum bize sisplatin ile birlikte verilen propolisin testiste

hasar olusumunu azaltarak tedavi ettiginin gdstergesi olmustur.

Malondialdehit (MDA) lipit hidroperoksitlerinin yikimi sonucu olasan biyoaktif
aldehitlerin en Onemlilerindendir. Reaktif bir radikal tarafindan yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu yag asitlerinin metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun
koparilmas1 ile karbon merkezli radikal olusur ve daha sonra molekiiler oksijenin
baglanmasi ile lipit hidroperoksitler meydana gelir. Olusan bu bilesikler olustuklari
hiicrede ya da diffiize olarak diger hiicrelerde hasar meydana getirir. Lipit
hidroperoksitleri ile nihai yikim iirlinli olan diisiik molekiil agirlikli MDA’ da artig
meydana gelir. MDA nin bu durumu lipit peroksidasyonunun indeksi olarak kabul edilir

(201).

Nieva ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada Arjantin propolisinde
antioksidan aktivite ile flavonoidin etkin bicimde iliskili oldugu gdsterilmistir (202).
Ayrica flavonoid igerigi ve inhibe olan MDA seviyesi arasinda pozitif iliski oldugunu
tesbit etmislerdir. Bunlarin yaninda flavonoid iceriginden baska, propolisin diger
bilesenlerinin de antioksidan 6zellige sahip oldugu belirtilmisdir (203). Hosnuter ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada propolisin O6nemli bilesenlerinden olan
CAPE'in, MDA diizeyini lipid peroksidasyonunu inhibe ederek azalttigini, reaktif
oksijen bilesenlerini azaltic1 yonde etki gosterdigi, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentaz

aktivitelerini baski altina alarak antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmiglerdir (204).
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Calismamizda elde edilen bulgulara gore; doku MDA ’s1 sisplatin + propolis 100
mg/kg grubunda sisplatin grubuna gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Tedavi
gruplar1 kendi igerisinde karsilastirildiginda sisplatin + propolis 100 mg/kg grubu MDA
seviyesi, sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna gore anlamli derecede azalmistir
(p<0,05). Serum MDA’s1 ise sisplatin grubunda, diger tiim gruplara gore anlamli
derecede artmistir (p<0,05). MDA’ ’nin anlamli derecede artmasi siplatinin oksidatif
stresi artirdigin1 gostermektedir. Doku MDA seviyesinin 100 mg/kg propolis tedavi
grubunda sisplatin grubuna gore derecede diisiik olmasi lipid peroksidasyon diizeyini
azalttigin1 gostermektedir. Serum MDA’sinin ise propolis 50 mg/kg ve propolis 100
mg/kg tedavi grubunda sisplatin grubuna gore anlamli derecede diisiik olmasi tedavinin
lipid peroksidasyon diizeyini azalttigin1 gostermektedir. MDA seviyelerinde ki bu
azalmanin, tedavi edici olarak kullanilan propolis ekstratlarinin testis dokusunda
antioksidan etki gostererek, reaktif oksijen radikallerinin temizledigi, lipid

peroksidasyonunu azaltici yonde etki ettigi goriilmiustiir.

Propolis, her iki tedavi grubunda da MDA diizeylerini kontrol altinda tutarak,
testis dokusunda siplatinin etken oldugu oksidatif stresi azaltmistir. Tedavi edici olarak
verilen 100 mg/kg propolis ekstraktinin testis dokusunda 50 mg/kg propolis ekstraktina
gore daha etkin oldugu goriilmektedir. Daha Onceden Hosnuter ve arkadaslarinin

yapmis olduklar1 calismanin bulgular1 da bizim bulgularimizi desteklemektedir (204).

Organizmada gerek metabolik olaylar gerekse dis etkilerden kaynaklanan reaktif
oksijen tiirleri olugsmaktadir ve bunlarin organizmada meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin pek ¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalar antioksidanlar veya
antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilirlar. Antioksidanlar, reaktif oksijen
tiirlerinin hiicresel bilesenler olan protein, karbonhidrat ve lipidlerin oksidasyonuyla
olusacak zararin onlenmesini saglamaktadir (205). Bu antioksidan molekiiller endojen
ve eksojen kaynakli olabilirler. Antioksidanlar reaktif oksijenlerin neden oldugu hasari
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma sistemi ile etkisiz hale getirebilirler. Hiicre
dis1 savunma sistemini, alblimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiiller olustururken, hiicre i¢i savunma sisteminde asil savunmay1 reaktif
oksijenleri toplayici enzimler olan antioksidanlar olusturur. Siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT) ve glutatyon (GSH) gibi enzimler antioksidanlari olusturarak hiicre
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icindeki primer korunma sistemini olustururlar. Boylece organizma icin zararli oksijen

tiirevlerini ortadan kaldirirlar (205 - 208).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, sisplatinin lireme organlari iizerine olumsuz
etkilerine kars1t ¢esitli bitki ekstratlarinin antioksidan koruyucu etki gosterdigi
belirtilmektedir (209 - 211). Amr Amin ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada sisplatin
toksisiteli siganlarda testis MDA diizeyi anlamli derecede artmustir. Testis dokulari
izerinde sisplatinin giiclii oksidatif etkisi nedeniyle SOD ve CAT aktiviteleri anlamli

derecede diigmiistiir (210).

Propolis ile polifenolik bilesiklerinin enzimatik antioksidanlardan SOD, CAT
aktivitelerini ve enzimatik olmayan antioksidan sistemde ise GSH seviyesini
artirmaktadir (211). Beytur ve arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada sisplatin uygulayarak
testiste oksidatif stres olusturulan gruplarda CAT, SOD ve GSH aktivitelerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulduklarini bildirmislerdir (212). Sebai ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada lipopolisakkarit uygulanan gruplarda endojen
antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulundug belirtilmistir (213). Yine ayni sekilde Aldemir ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma da bu ¢alismalar1 destekler niteliktedir (172).

Daha once yapilan ¢alismalarda ki gibi (172, 212, 213) bizim ¢alismamizda da
sisplatin grubunda SOD aktivitesi kontrol grubuna goére azalmakla birlikte aralarinda
anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). SOD aktivitesi Propolis 50 mg/kg ve propolis
100 mg/kg tedavi gruplarinda sisplatin grubuna gore anlamli derecede artmistir
(p<0,05). Bu artisin sisplatin ile olusturulan testis hasar modeli ile deney hayvanlarinin
savunma sisteminde, serbest oksijen radikal iiretimini artirdigini, olusan oksidatif strese
cevap olarak SOD’un arttig1 kanaatindeyiz. Calismamizdaki CAT aktivitesinin
istatistiksel analiz sonuclar1 degerlendirildiginde; sisplatin grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede azalirken, sisplatin grubu sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna
gore anlamli derecede artmustir (p<<0,05). Sisplatinin tedavisi enzimatik olarak SOD ve
CAT degelerini azaltip antioksidan sistemleri bozdugu icin, sisplatin tedavisinden dnce

antioksidan tedavisine baglanmas1 tedavide daha iy1 sonug verebilir diisiincesindeyiz.

Glutatyon (GSH) organizmada toksik metabolitler i¢in O6nemli koruyucu

mekanizmalarindan biridir. Glutatyon serbest radikaller, peroksit, lipid peroksitleri ve
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agir metaller gibi reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicresel bilesenlerin zarar
gormesini engelleyen onemli bir antioksidandir. Hiicreler iginde okside edilerek

indirgenmis glutatyon orani genellikle hiicresel toksisitenin Ol¢iisii olarak kullanilir

(214, 215).

Tiredi ve arkadaglarinin yaptigr calismada testikiiler hasara karsi uygulanan
antioksidan tedavide deney grubunda GSH seviyesi kontrol grubuna gore anlamli
derece artmistir (216). Ahmed ve arkadaslariin yaptigt ¢alismada sisplatin
enjeksiyonundan 6nce verilen verilen E vitaminin GSH’y1 anlamli derecede artirdigi
goriilmistiir (217). Fakat bizim calismamizda GSH seviyesinde sisplatin grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamamustir (p>0,05). Propolis 100 mg/kg
tedavi grubunda GSH aktivitesi sisplatin grubuna gore anlamli derecede azalmigtir
(p<0,05). GSH seviyesinde diisiis doku hasarina sebep olmaktadir (218, 219). Bizim
calismamizda sisplatin hasarmma kars1 tedavi gruplarindaki GSH aktivitesindeki

azalmanin, propolisin antioksidan aktivitesinin yeterli olmadigini diistindiirmektedir.

Testosteron androjen grubu ait steroid bir hormondur. Memelilerde testosteron
birincil olarak, erkeklerde testislerde iiretilirken disilerde ovaryumda az miktarda
tiretilir. Bu hormon erkeklik hormonu olarak da bilinir ve erkeklik karakterlerinin
(sperm iretimi, sekonder seks karakterlerini gelisimi gibi) olusmasinda onemli rol
oynar. Testosteronun olumsuz yonde etkilenmesi sonucu yukaridaki islevlerin yerine
getirilmesinde ciddi problemler olusur ve erkek infertilitesi bunlarin en basinda

gelmektedir (70).

Insanlarda infertilite iizerine yapilan bir calismada, spermatogenik bozukluklar,
testosteron seviyesinin ¢ok diislik olmas1 ya da normal sinirlarin en alt limitinde olmasi,
ayrica bu duruma LH’in seviyesinin ylikselmesi de eslik ettigi belirlenmistir (218).
Maines ve arkadaslarimin yaptiklar1 caligmalarda plazma testosteron seviyesindeki
azalmanin sisplatin kaynakli oldugu ve GnRH ile normal diizeyine gelebilecegi
bildirilmistir. Buna istinaden kemoterapétik ilaclarin sadece testise androjen hormon
metabolizmasina degil, hipotalamus seviyesinde de baskilayict oldugu bildirilmistir.
Ayrica sisplatin kaynakli plazma testosteron seviyesinin diistikliigii, sican testislerindeki

LH reseptorlerinin ve sitokrom P-450’nin depresyonuna bagli oldugunu belirtmislerdir

(220).
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Tiredi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada deney grubu plazma testosteron
seviyesi kontrol grubuna gore anlamli derece azalmis, tedavi grubunda da anlamh
derece artmistir (216). Bizim yaptigimiz ¢alismada plazma testosteron seviyesi, deney
grubunda kontrol grubuna gore azalmakta, fakat bu azalma anlamli derecede degildir.
Bununla birlikte propolis 100 mg/kg tedavi grubunda sisplatin grubuna gore anlamli
derecede azalmustir (p<0,05). Bizim caligmamizda propolis testikiiler dokuda MDA,
SOD ve CAT seviyelerini diizenlemekle birlikte GSH ve testosteron seviyelerine

olumlu etki ettigi sdylenemez.

Amr Amin ve arkadaslarinin yaptigi calismada erkek siganlarda sisplatin
toksisitesinin deney grubunda sperm konsantrasyonunu ve hareketliligini anlaml
derecede azaltmistir. Tedavi grubunda ise sperm konsantrasyonu ve hareketliliginin
anlamli derecede arttigin1 bildirmislerdir (210). Rezvanfar ve arkadaglarinin yaptig
calismalarda sisplatin grubununda sperm sayisi, hareketliligi ve canlilig1 6nemli derece
azalmis ve anormal sperm yapisinin 6nemli derece arttigini bildirmislerdir (221). Tiiredi
ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada Doxorubicin deney grubunda sperm konsantrasyonu
ve motilitesi 6nemli Ol¢lide azalmis anormal sperm oranini anlamli derece artirmistir.
Resveratrol uygulanan tedavi grubunda ise anlamli derece diizelme oldugu
kaydedilmistir (216). Yousef ve arkadasinin yaptigi calismada erkek sigcanlarda
aliminyum kloriir (AICl3) ile olusturulan testis hasarinin propolis ile tedavisi
sonucunda, sperm konsantrasyonu ve motilitesinde diisiis hafifletilmis ve oli ve
anormal sperm orami Onemli Ol¢lide azaltilmistir (222). Bizim ¢alismamizda semen
analizine ait verilerin istatistiksel analiz sonuglarina gore sperm sayist sisplatin
grubunda kontrol, propolis 50 mg/kg tedavi grubuna goére anlamli derecede azalmistir.
Sperm hareketliligi; sisplatin grubunda diger biitiin gruplara goére anlamli derecede
azalmistir. Ayrica, propolis 100 mg/kg tedavi grubunda sisplatin grubuna gore anlamli
derecede artmistir. Anormal sperm morfoloji orani sisplatin grubunda diger biitiin
gruplara gore anlamli derecede artmustir. Sperm canliligr sisplatin grubunda kontrol ve

her iki tedavi grubuna gore anlamli derecede azalmustir.

Calismamizda ilk giin tek doz 7 mg/kg sisplatin verilmesi ve ondort giinliik
siirenin sonucunda sisplatin’in testis dokusunda apoptozu indiikledigi ve histolojik

yapiy1 bozdugu saptandi. Dogal bir iiriin olan ve antioksidan etkiye sahip propolisin on
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dort (iki farkli dozda ) giin siireyle verilmesi sonucu sisplatinin testiste olusturdugu bu

hasarlar1 dnemli dlgiide diizelttigi gorildii.

Sisplatin ile birlikte verilen propolisin deney hayvanlarinin testislerinde, sisplatin
grubunda goriilen dejenere tiibiil epiteline gore, yapilari1 normale yakin korumus
oldugu gozlendi. Bununla birlikte sisplatin + propolis 50 mg/kg grubuna ait si¢anlarin
testis kesitlerinde bir kisim seminifer tiibiillerin limeninde immatiir germinal hiicreler,
intertiibliler alanda kismi 6dem ve germinal epitelde az miktarda agilmalar oldugu
gozlendi. Ama sisplatin + propolis 100 mg/kg grubuna ait sicanlarin testis kesitlerinde
seminifer tiibiiller icindeki spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin normal
dongiide seyrettigi, tiibiil yapisi biitiinliigliniin ve intertiibiiler alan biitiinliigiiniin

korundugu, daha az miktarda 6dem goriildiigii izlendi.

Sonu¢ olarak, kanser tedavisi i¢in kullanilan sisplatin histopatolojik ve
biyokimyasal analizlere gore testis dokusunda hasara yol agmustir. Ozellikle sisplatin
uygulandiktan sonra verilen 100 mg/kg propolis tedavisinin bu hasar1 azalttig1
gozlenmistir. Propolisin sisplatin kaynakli testis hasar1 iizerine etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in, farkli propolis dozu ve uygulanma siiresi olan caligmalarla

desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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