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1. 0ZET

Siganlarda Doksorubisin ile Olusturulmus Deneysel Testis Hasar1 Uzerine
Resveratroliin Etkileri

Bu calismada doksorubisin’in sican testisi {lizerindeki olumsuz etkilerine karsi
resveratroliin koruyucu etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi1 amaglandi.

Calisma i¢in 34 adet SpraqueDawley cinsi erkek sican 5 gruba ayrildi ve deney
stiresi 21 giin olarak belirlendi. Grup 1’e (kontrol grubu) tek doz %0.9 izotonik sodyum
kloriir, Grup 2’ye tek doz 10 mg/kg doksorubisin intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Grup 3’e ise hem tek doz 10 mg/kg doksorubisin, hem de eszamanli 20 mg/kg/giin
intraperitoneal resveratrol verildi. Grup 4’e sadece 20 mg/kg/giin resveratrol, Grup 5’e
ise sadece resveratrol coziiciisii olarak kullanilan dimetil siilfoksit deney siiresince
uygulandi. Deney sonunda hayvanlarin timii sakrifiye edilerek testisleri alindi ve
epididimisleri ayrildi. Testis ve epididimis doku ornekleri 151tk mikroskobunda
histopatolojik olarak incelendi. Testiste seminifer tiibiil hasar degerlendirmesi Johnsen
skorlama sistemi ile belirlendi. Testisteki apoptozisi degerlendirmek icin TUNEL
teknigi kullanildi. Epididimal sperm analizinde sperm sayisi, motilite ve morfolojisi
degerlendirildi. Biyokimyasal olarak kanda ve dokuda oksidatif stres parametreleri
incelendi.

Histopatolojik olarak, Grup 2’nin testis dokusunda seminifer tiibiil bazal
membraninda diizensizlikler, liimende germinal epitel hiicreleri, seminifer tiibiil
germinal epitelinde diizensizlikler ve acgilmalar izlendi. Sperm analizinde; sperm
sayisinda, motilitesinde azalma ve morfolojisinde bozulma oldugu goézlendi. Grup 3’te
bu histopatolojik bulgularda diizelme oldugu gézlendi. Grup 2’de lipid peroksidasyonu
artmisti. Grup 3’te ise lipid peroksidasyonu azaldi ve GP-x, GSH seviyeleri yiiksekti.

Bulgularimiz doksorubisinin testikiiler fonksiyonu bozdugunu ve resveratrol
tedavisinin bu toksisiteyi onleyebilecegini gostermektedir. Sonug olarak resveratroliin,
kanser hastalarinda doksorubisin tedavisi sonrasinda olusan testis toksisitesinde faydali

etkileri ile kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Doksorubisin, Oksidatif stres, Resveratrol, Sigan, Testis
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2. SUMMARY

Effects Of Resveratrol On Testicular Damage Experimentally Created With
Doxorubicin In Rats

The aim of this study was to investigate the negative effects of doxorubicin on rat
testes and to highlight the protective effect of resveratrol on these parameters.

Thirty-four male Spraque Dawley rats were divided into 5 groups for an
experiment of 21 days. Group 1 was administered single dose saline and served as
control; Group 2 was single dose received intraperitoneal injections of doxorubicin
(10mg/kg). Group 3 was administered both single dose doxorubicin (10mg/kg) and
resveratrol (20 mg/kg/day). Group 4 only received intraperitoneal injections of
resveratrol (20 mg/kg/day). Group 5 was only received intraperitoneal injections of
dimethyl sulfoxide. At the end of the experimental period, the rats were sacrified, all
testes were removed and epididymis were separated. The histopathologic examination
of testicular tissue and epididymis was performed with light microscope. Johnsen
scoring system was used to determine the seminiferous tubule damage. The TUNEL
technique was used to determine the apoptosis in testes. In addition epididiymal semen
quality was evaluated in terms of sperm count, motility and morphology. Oxidative
stress marker levels as biochemical were evaluated in blood and tissues.

Histopathologically, testicular tissue showed seminiferous tubule irregularities in
the basal membrane, germinal epithelial cells in the lumen, irregularities and vacuoles
in the germinal epithelium of seminiferous tubules. Semen analysis was observed,
sperm count, motility and increase in abnormal sperm rates. It was observed that Group
3 recovered in these histopathological findings. Decreased lipid peroxidation in Group 3
and GP-x, GSH levels were increased.

Our data indicate that doxorubicin treatment markedly impaired testicular
function and that treatment with resveratrol might prevent this toxicity in rats. In
conclusion, we think that resveratrol could be used with its beneficial effects testes
toxicity after DOX treatment in cancer patients.

Key Words: Doxorubicin, Oxidative stress, Resveratrol, Rat, Testes



3. GIRIS ve AMAC

Antrasiklin antibiyotikler, en etkili ve en yaygin olarak kullanilan antineoplastik
ilaglar arasinda yer alir (1). Doksorubisin antrasiklin grubuna dahil bir antibiyotik olup
solid tiimor tedavi protokollerinde en fazla yer alan ilagtir. En sik akut 16semi, lenfoma,
meme kanseri, akciger, tiroid karsinomu gibi solid tiimorlerde, Hodgkin hastaligi, non-
Hodgkin lenfoma ve yumusak doku sarkomalarinda kullanilmaktadir (2, 3).

Doksorubisinin (DOX) uygulama dozlari, farkli kanser hastaliklarinda degisiklik
gosterir. Doksorubisin, klinik olarak genellikle 3-4 haftada araliklar ile 40-75 mg/m? lik
bir dozda devamli infiizyonla verilir. Hastalara verilen ilacin toplam dozu
doksorubisinin yan etkileri ile uygunluk gosterir. Bu ylizden toplam doz, viicut yiizey
alaninin 550 mg/mz’sini astiginda doksorubisin hastanin kemoterapi tedavisinden
cikartilir(4).

Her ne kadar DOX kullanim1 akut ve kronik yan etkilerinin bulunmasi ile tartigma
yaratsa da kanser hastalarinin tedavisinde oldukca onemlidir. ilacin intravendz
verilmesini takiben birka¢ dakika ve hafta icinde gergeklesen akut yan etkileri, bulanti,
kusma, miyelosupresyon, ritim bozuklugu, hematopoietik supresyon, alopesi, kemik
ilig1 supresyonu, mukozal iilser ve kilo kaybidir.Bu etkiler geri doniistimliidiir ve klinik
olarak tedavi edilebilir (5, 6).

Yiiksek antitiimor etkinligine ragmen doksorubisin testis toksisitesi de dahil
olmak tizere g¢esitli organ toksisitesine sebep oldugu igin klinikte kullanimi
sinirlanmaktadir. Bir dizi toksisite mekanizmalar1 olsa da major patojenik toksisite
sebebi olarak serbest radikal tirlinleri gosterilmektedir (7).

Erkek fertilitesinde azalmada en genel sebep spermatogenetik hasardir. Oksidatif
stresin spermatozoa fonksiyonlarini bozdugu ve anormal spermatozoa iiretimine yol
actig1 bilinmektedir (8). Spermatozoada oksidatif stres sperm motilitesi ve canliliga
zarar verdigi i¢in erkek infertilitesi ile yakin iligkilidir (9). Spermatazoanin,
mitokondriyal membranlardan zengin olan orta parcasi serbest radikallerin primer
hedefidir. Aksonemal hasara neden olan hiicre i¢ci ATP’ deki hizli kayip ile sperm

motilitesinde azalma ROS un major etki sekli olarak géz oniine alinmaktadir (10).



Pek ¢ok kanser tipinin tedavisi i¢in kemoterapide doksorubisinin onemi yiiziinden,
doksorubisinin yan etkilerini engellemek icin biiyiikk caba sarfedilmektedir. Bu
baglamda kombine terapi, analoglarin kullanimi, dozaj optimizasyonu gibi bazi
stratejiler uygulanmaktadir. Bununla beraber diger bir yaklasim da oksidatif stresi
azaltmak i¢in ilacin bir antioksidan ile birlikte verilmesidir. Diyet ve endojen
antioksidanlar, okside edici serbest radikalleri yok ederek veya reaksiyona girerek
hiicresel hasar1 6nlemektedir (11).

Resveratrol (RES) (trans-3,4',5-trihidroksi-stilben), {iziim, yer fistigi, dut,
ahududu, yaban mersini gibi g¢esitli bitkilerde bulunan dogal bir fitoaleksindir
(12).Yapilan aragtirmalarda anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-viral, anti-timoral gibi
ozellikleri iceren genis biyolojik aktivitelerinin oldugu gozlenmistir. RES’ in hidroksil
radikallerini siipiiriicii etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigida ortaya konmustur. Ayrica
testiste germ hiicre apoptozisini anlamli derecede azalttigi bilinmektedir (13, 14).

Calismamizin amaci, doxorubisinin testiste meydana getirdigi toksik hasarda
oksidatif stresin roliinii belirlemek ve giiclii bir antioksidan olan resveratrolun bu

hasarlanmada koruyucu etkilerinin olup olmadigini aragtirmaktir.



4. GENEL BILGILER

Erkek lireme sistemi, iki testis, spermin depolanmasini ve viicut disina taginmasini
saglayan bir kanal sistemi, bu kanala agilan eklenti bezleri ve penisten meydana gelir.
Kanal sistemi, bezler ve penis erkek aksesuar iireme organlarini olusturur (15, 16).
Ureme organlar1 yerlesim yerlerine gore i¢ iireme organlar1 ve dis iireme organlar
olarak iki gruba ayrilir. i¢ iireme organlari; testis, epididimis, duktus deferens, duktus
ejaculatorius ve genital eklenti bezlerinden (vezikula seminalis, prostat, bulboiiretral

bez) meydana gelir. D1s ireme organlarini ise penis ve skrotum olusturur (17).

4.1. Testis Embriyolojisi

Bir canlinin gelisimi, tireme hiicrelerinin fertilizasyonla olusturduklar1 seks
kromozomlarimin kombinasyonlart (XX, XY) ile belirlense de erkek veya disi
gonadlarina ait morfolojik 6zelikler embriyonal gelisimin 7. haftasina kadar ayirt
edilemezler. Bu siirece farklilasmamis safha, bu sathadaki gonadlara da farklilasmamis
gonad ad1 verilmektedir (18, 19).

Primordiyal germ hiicreleri, biiyiikk, yuvarlak ilkel iireme hiicreleri olup
epiblasttan koken alir, primitif ¢izgi boyunca goc¢ eder ve 4. haftada yolk kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. Embriyonun
katlanmasi sirasinda vitelliis kesesinin dorsal kism1 embriyonun i¢inde kalir. Bu olurken
ilkel cinsiyet hiicreleri arka barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gog
ederler. 6. haftada ilkel cinsiyet hiicreleri alttaki mezenkime girer ve primer cinsiyet
kordonlarna ulasir. Burada germ kordonlarini yaparlar ve artik farklilasmamis evre
sona erer (20).

Gonadlarposterior abdominal duvarin mezotel kosesi (mezodermal epitel),
altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu), primordiyal germ hiicreleri olmak iizere
ic kaynaktan koken alirlar (18). Gonadal gelisimin ilk sathalar1 5. haftada ortaya ¢ikar,
mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik olusur.

Parmak seklindeki epitelial kordonlar —primer seks kordonlari- altindaki mezensim



icerisine dogru kisa silirede biiyiirler. Farklanmamis gonad yapisinda dista korteks, i¢
kisimda ise medulla bulunur. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise,
farklanmamis gonadin korteksi overe doniisiir, medullas1 geriler. Embriyo XY seks
kromozom kompleksini icermekteyse medulla testise doniisiir, korteks bir takim
kalintilar1 disinda geriler, dejenere olur (20, 21).

Seks kromozom kompleksinde bir Y kromozomu tagiyan embriyolarda, genellikle
testisler gelismektedir. Testislerin gelisimi, koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile
saglanir. Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktorler icin SRY
geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu
gormektedir (22, 23).

Testis belirleyici faktér (TDF), primer seks kordonlarimi uyararak, onlarin
farklanmamis gonadin medullasinin derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece ags1 goriiniimlii rete testis
olusur. Seks kordonlarinin (seminifer kordonlarin) kalin bir fibréz kapsiil olan tunika
albuginea gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. 12. haftada
yogun tunika albugineanin gelisimi, {fOtiiste testikiiler gelisim i¢in oldukca
karakteristiktir. Genigleyen testis asamali1 olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
kendi mezenteri olan mesorchium ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar, seminifer
tibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar. Seminifer tiibiiller, intersitisyel
hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezenkimden ayrilirlar. 8. haftadan baslayarak
Leydig hiicreleri, androjen hormonlarini (testosteron ve androstenediyon) salgilamaya
baglarlar. Bu hormonlar dis tlireme organlarinin erkek yoniinde farklasmasini
uyarmaktadir. Insan koryon gonadotropin hormonu (hCG) testosteron iiretimini uyarir.
Testosteron hormonunun miktar1 8-12 haftalik dénemde en yiiksek degerine ulagir.
Testosterona ek olarak fotal testisler glikoprotein yapisinda bir hormon olan
antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan inhibitér madde (MIS) adi verilen bir
hormonu da salgilamaktadir. Seminifer tiibiillerin, ergenlige kadar olan donem boyunca
limenleri bulunmaz. Ergenlikten baglayarak liimen gelisir ve seminifer tiibiilleri
olustururlar (20, 24).

Seminifer tiibiil duvarinda Sertoli ve spermatogonia olmak iizere 2 tip hiicre
bulunur. Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleritestisin  yiizey epitelinden

gelisirler.Spermatogonia ise primordial germ hiicrelerinden farklanirlar. Sertoli



hiicreleri, fotal testiste seminifer tiibiillerde ¢cogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisme
sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizeyindeki mezoteli
olusturur. Rete testis, efferent duktulileri (duktuli efferentes) olusturan 15-20 adet
mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi olusturan

mezonefrik duktus ile baglanirlar (19, 20, 21).
4.2. Testis Anatomisi

Testisler, erkekte temel iireme organi olup, sagl sollu bir ¢ift halde testis torbast
(skrotum) denilen deri bir kese iginde asili durumda bulunurlar. Her testis oval bigimde
olup yanlardan basiktir. Testislerin biiyiikliikleri kisiden kisiye degismekle beraber,
ortalama 4-5Scm uzunlugunda, 2-3cm genisliginde, 2-3cm kalinliginda ve 10-15 gr
agirligindadir. Testisler yaklasik ayni biiyiikliikte olmalarina karsin, sag testis sola gore
% 10 daha agirdir. Sol testis sagdakine gore biraz daha asagida yer alir (15, 17, 25).
Sicakliklar1 viicut sicakligindan 2°C daha diisiiktiir (16). Erken fotal donemde karin
boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler fetus gelistikce asagiya dogru
hareket ederek dogumdan hemen 6nce kanalis ingunalis yoluyla skrotuma inerler (15,
17). Testislerin temel fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in karin boslugundan skrotuma
inmeleri zorunludur. Testisler bu inisleri sirasinda karimn 6n duvar1 tabakalarini da

stiriiklerler. Bu yiizden su tabakalarla kaplidirlar (25, 26):

a) Deri
skrotum
b) Tunika dartos

c) Fasia spermatika eksterna

d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

f) Tunika vaginalis testis

Testisin fasia medialis (i¢ yan yiiz) ve fasia lateralis (dis yan yliz) olmak iizere iki
yiizili, margo anterior (6n kenar) ve margo posterior (arka kenar) olmak tizere iki kenari,
ekstremites superior (iist ug) ve ekstremites inferior (alt ug) olmak iizere de iki ucu
vardir. Testislerin list ucunda appendix testis adi verilen kiiciik yassi bir yap1 goriliir.
Paramesonefrik kanalin iist ucunun kalintist olan bu yapi1 kadinlarda tuba uterinanin

abdominal ucuna karsilik gelmektedir. Testislerin arka kenarinin dis kismi boyunca



epididimis yer alir; funiculus spermaticus da margo posteriora tutunur. Testislerin 6n
kenari, her iki yiizii ve uglari visseral periton (epiorchium) ile ortiiliidiir. Periton arka
kenarin sadece lateral kismini orter. Tunica vaginalis; tunica albuginea ve tunica
vasculosa ile sarilmistir. Bu {i¢ tabakaya capsula testicularis denir. Testis kapsiilii
sempatik ve parasempatik uyarilara yanit vererek spontan kasilmalar yapar (25, 27).
Tunica albuginea testisleri 6rten kalin, fibroz bir tabakadir ve testisin arka kenarindan
iceri girerek vertikal bir bolme olusturur. Bu boélmeye mediastinum testis denir.
Mediastinum testis’in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis ad1 verilir. Bu
uzantilar testis parankiminden gegerek tunica albuginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve testisi
koni bi¢iminde lobuluslere boler (lobuli testis). Testis parankimini, lobuli testis i¢inde
bulunan ve kivrimli seklinden dolay: tubuli seminiferi contorti adi verilen kanalciklar
olusturur. Her bir testis kanalcig1 mediastinum testis yakininda tubulu recti adi1 verilen
diiz bir kanalcikla uzanir. Biitiin lobuluslardan gelen bu kanalciklar metiastinuma
sokulur ve burada rete testis denilen agi olusturur. Lobuli testislerde yapilan
spermiumlar rete testis, duktuli efferentes adi verilen kanallar araciligiyla epididimise
gelir. Tunica vasculosa, testisin damar agindan olusan ve tunica albuginea’nin i¢ yilizlinii
orten tabakasidir (25, 27, 28).

Testisler abdominal aorta’dan ¢ikan arteria testicularis’ler ile kanlanir. Her bir
testisin arka tarafindan ¢ikan kiiciik venler birleserek plexus pampiniformis adi verilen
vendz ag1 olustururlar. Plexus pampiniformis’i olusturan venler daha yukarida
birleserek vena testicularis’i olusturur. V. Testicularis dextra v. Cava inferior’a
v.testicularis sinistra v.renalis sinistra’ya dokiiliir. Lenfatikleri 4-8 adet toplayici trunkus
seklinde funiculus spermaticus i¢inde ilerleyerek nodi lymphatici ve nodi lymphatica
aortici laterales ile sonlanir. Testisleri inerve eden sinirler 9-12 torakal spinal
segmentten ¢ikarlar. Bu lifler plexus aorticus ve plexus renalis’ten ayrilarak

a.testicularis ¢evresinde plexus testicularis’i olustururlar (25, 26, 27, 29).
4.3. Testis Histolojisi
Testis erkek iireme sisteminin ana pargasi olarak androjenlerin sentezi ile

karakterize bir endokrin fonksiyon ve spermatogenez ile bir ekzokrin fonksiyona

sahiptir (30, 31). Skrotum iginde yer alan testisler distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiille



cevrilidir. Kapsiiliin dis tabakasi tunika vajinalis, orta tabakas1 tunika albuginea, igte ise
tunika vaskuloza olarak bilinen kan damarlarinca zengin gevsek lifli bag dokusu
bulunur. Organin arka yiizlinden, bag dokusu kalinlagsmasi mediastinum testis olarak
bezin igine dogru uzanir. Ince bag dokusundan olusan béliimiine septula testis (septum)
ad1 verilir, mediastinumdan tunika albugineaya kadar uzanir ve bu septumlar organi 250
adet testikiiler lopguklara boler. Her bir lopguk 1-4 seminifer tiibiil i¢erir. Her seminifer
tiibiil 150-250 um ¢apinda, 30-70 cm uzunlugunda ve son derece kivrintilidir. Seminifer
tiibiiller testisin ekzokrin kismini olusturur; hiicre olusturan bir bezdir, holokrin salg1
tiriinleri spermatozoalardir. Her lobiiliin u¢ kismindaki seminifer tiibiiller daralarak
tubuli rekti olarak bilinen kisa segmentler seklinde uzanir ve bunlar sirayla rete testisle

birlesir, anastomoz yapan rete testis kanallari duktuli efferentes ile epididimin bag

kismina baglanir (32, 33, 34, 35, 36).

4.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tlibiil bazal membran ve lamina propria olarak bilinen 2 farklhi
tabakadan ve karmagik bir germinal epitel tabakasindan meydana gelir. Baz1 yazarlar
lamina propriyanin, bazal membranin bir iiyesi oldugunu diisiiniirler. Bazal membran
seminifer epitel ile direk iliskilidir ve sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen laminin,
kollajentip I, kollajen tip IV igerir. Lamina propriya ii¢ es merkezli bolgeden olusur.
Orta ve dis tabakada peritiibliler salgi yapan 3-7 katmanli ince uzun basiklagsmis
hiicreler goriiliir. I¢ tabakada (lamina interna) seminifer epitelin bazal membranabitisik,
kalin, dispozisyonlu bol miktarda kollajen igerir. Ortabdlge (myoid katman) 3-5
katmandan olusan myoid hiicreleri veya miyofibroblastolarak adlandirilan modifiye diiz
kas hiicreleri ile kaplidir (36, 37). Bu hiicreler biitiin memeli tiirlerinde bulunmaktadir.
Fakat peritiibiiler miyofibroblastlarin (myoid hiicre) dokudaki organizasyonlar1 tiire
gore degisir. Fare, hamster ve sican gibi laboratuar kemirgenlerinde; testiste myoid
hiicre sadece tek katman olarak goriinlir. Bu hayvanlarda hiicreler, epitel hiicreleri
olarak kompleks kavsaklar1 birlestirir. Ote yandan insanlarda ve bazi1 diger hayvanlarda
seminifer tiibiiliin bazal tabakasinda pek ¢ok hiicresel tabaka mevcuttur. Myoid hiicreler
bol miktarda, tiire 6zgli bir sekilde hiicrelere dagitilan aktin filamentleri igerir.

Sicanlarda bir myoid hiicre i¢indeki filamentler seminifer tiibiiliin uzun eksenine hem



dairesel hem de uzunlamasma calisir. Ayrica bu hiicreler aktin, miyozin, desmin,
vimentin gibi hiicre iskeleti proteinleri icermektedir (38, 39). Peritiibiiler hiicreler testis
tiibiiliinlin  kasilma aktivitesinde bulunurlar ve non-motil sperm tasmmasindan
sorumludur. Ayrica sertoli hiicreleri ile mezenkimal epitelin etkilesimini saglar. Hem
hiicre dig1 matriks elemanlarmin birikimi hemde parakrin agonistlerinin salgilanmasini

saglar. Bu parakrin antagonistlerinin en ilginci PModS olarak bilinir (40, 41).

4.3.2. Seminifer Epitel

Seminifer tiibiilii doseyen epitel, Sertoli ve spermatogenetik hiicrelerini i¢eren

iki tip hiicreden meydana gelmektedir (32).

4.3.2.1. Sertoli hiicresi

Sertoli hiicreleri bazal membran ilizerine oturan uzun, silindirik ve diizensiz sekilli
hiicrelerdir. Bu hiicreler ‘hemsire hiicre’ olarak ta bilinir ve germ hiicrelerinin
gelismesinde yapisal destek saglamaktadir (42, 43). Puberteye kadar ana hiicreler olup
puberteden sonra seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur.
Ileri yastaki erkeklerde germinal epitel hiicrelerinin sayis1 azaldigi zaman sertoli
hiicreleri tekrar seminifer epitelin 6nemli bir bileseni olmaya baslar (35, 44). Yetiskin
siganlarda sertoli hiicre sayist her bir testis i¢in yaklasik 20- 46 milyon arasindadir. Bu
say1 tavsanlarda 24 milyon, farelerde 110 milyon, insanlarda da 41 milyondur (45).

Yapilan stereolojik bir calismada 3 aydan 10 yasina kadar olan siiregte Sertoli
hiicrelerinin toplam sayis1 ge¢ fotal donemden itibaren 260 milyondan 1500 milyon
olacak sekilde onemli Olgiide arttigi goézlenmistir. Bir bagka artista erigkinlerde (25
yasindan daha biiyiikk) pubertede Sertoli hiicre sayisinin 3700 milyona kadar
ulagsmasidir. Bu belirtecler dogumdan sonra gerceklesen Sertoli hiicre niifusunun
niteliksel ve niceliksel olarak degisim gosterdigini diislindiirmektedir (45). Diger bir
calismada olgunlagsmamis Sertoli hiicre markir1 olan monoklonal antikor (M2A)
prepubertal donemde M2A pozitif reaktivite gozlenirken postpubertal doénemde
gozlenmemistir. Bu markir testis gelisimi sirasinda Sertoli hiicresinin olgunlagmasi

etkileyen faktorleri incelemek icin yararli olabilecegi goriisiine varilmistir (46).



Sicanlarda Sertoli hiicrelerinin proliferasyonu fetal yasamin 16. giiniinde baglar ve
doguma iki glin kala maksimuma ulagir. Postnatal 15. giinde Sertoli hiicresi sayisi
maksimum sayiya ulasir ve dogumdan sonra da elektromikrografilerde epitelin
bazalinde gozlenmeye baslar (47).

Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicrelerin duyarli oldugu bir¢ok faktdre karsi
dayaniklidir. Ornegin inmemis testis vakalarinda, viicut 1sistna maruz kalan testislerde
spermatogenik hiicreler dejenere olurken Sertoli hiicrelerinde dejenerasyon goriilmez
(35, 48). Sertoli hiicreleri genis ve diizensiz ¢ekirdekli oval yapida, epitelin bazaline
yerlesik durumdadir. Fakat ylizeyinde bir veya daha fazla ice dogru katlanti olabilir.
Yaklasik 9 ila 12 pm ortalama boyutludur. Homojen bir niikleoplazmaya sahip olup,
okromatikyapidadir. Sitoplazmasi eozinofilik yapidadir. Cekirdekg¢ikle beraber ¢ekirdek
zar1 altinda kiimelenmis iki belirgin kromatin yogunlagsmasi ¢cogu memelide 6zgiin olan
tripartide (liglii) gorliniisiinii olusturur. Sitoplazma diiz ve graniilli endoplazmik
retikulum, bol miktarda mitokondri, lizozomlar, lipid inkliizyonlari, heterofajik
vakuoller, yaygin bir golgi aygiti ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin,
mikrotiibiiller) igerir. Isik mikroskopunda incelendigi zaman kromatinden yoksun
oldugu i¢in soluk renkte goriiniirler. Ayrica bazi Sertoli hiicrelerinde onlara 6zgii
Charcot-Bottcher kristaloidleri bulunur. Bunlar ince, 10-25 pm uzunlugunda fusiform
yapilardirlar ve bazen 151k mikroskobunda goriilebilirler (47, 49).

Sertoli hiicrelerinin bazolateral kisimlar1 birbiriyle zonula okludens tiirii siki
baglantilar kurarak kan testis bariyerini olustururlar. Bdylece zonula okludenslerin
altinda ve tstiinde iki bolme sekillenir. Bazal membranla zonula okludensler arasindaki
alana bazal (ekstratubuler) kompartiman, zonula okludenslerden itibaren tubul liimeni
tarafindaki alana ise adliiminal (intratubuler) kompartiman denir. Spermatogoniyumlar
ve preleptoten spermatositler bazal boliimde yer alirken preleptoten sonrasi primer
spermatositler, sekonderspermatositler ve spermatidler adliiminal boliimde yer alirlar. B
tipi spermatogoniyumlarin mitotik boliinmeleriyle olusan geng spermatositler bazal
kompartmanda bulunur. Gelisme halinde olan bu hiicreler zonula okludens adi verilen
sik1 baglant1 noktalarini gegerek adliiminal kompartimana ulasirlar (35, 48, 50).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari (36, 45, 49, 51 ):

1- Gelismekte olan spermatojenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek:

Her sertoli hiicresi gelismekte olan 30-50 germ hiicresini destekler.



2- Spermiyogenezin sonunda atilan artik cisimcikleri fagosite etmek,

3- Olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla, spermiasyon siirecinde,
seminiferdz tiibiil liimenine salintmini kolaylagtirmak,

4- Seminiferoz tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi salgilamak,

5- Follikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimiyla, androjen baglayici protein
(ABP) sentezlemek. Bu protein, seminifer6z tiibiil i¢inde spermatogenez icin gerekli
olan testosteronun yogunlagmasini saglar.

6- Anteriyor hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasimi Onleyen; inhibin ve
uyaran aktivin adi verilen peptidleri salgilamak,

7- Anti-Miillerian (Miillerian inhibe edici) hormonu iiretmek. Bu hormon
embriyonik gelisim sirasinda, erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarinin
gerilemesini saglar.

8- Sertoli hiicreleri birbirlerine sik1 baglanti kompleksleri vasitasiyla irtibatlidir.
Sertoli-Sertoli baglanti komplekslerinin kan-testis bariyerini olusturmaktadir.

9- Testikiiler transferrinin sentezlenmesi ve salgilanmasinda gorev alirlar.
Testikiiler transferrin de bir proteindir ve {iireme hiicrelerine demir tasidigina

inanilmaktadir.

4.3.2.2. Spermatogenetik Hiicreler

Spermatogenetik hiicreler seminifer tiibiillerde bazal lamina ile liimen arasinda
yerlesik 4-8 tabaka halinde diizenlenmis hiicre serileridir. Bu hiicreler bazal laminadan
limenine dogru; spermatogoniumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermatozoalar seklinde yerlesmistir (Sekil 1). Bu germ hiicreleri
ontogenik olarak farkli hiicre tipleri degildirler. Fakat erkek germ hiicreleri birbirini

izleyen evrelerde siirekli bir degisim siirecindedirler (32, 48).
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Sekil 1. Testis Genel Histolojik Yapist

Spermatozoa (# ) Interstisyel Alan (A ), Leydig Hiicresi (ﬂ‘), Spermatogoium
(=), Spermatid ([>), Primer Spermatosit (<7 ).

4.3.3. Spermatogenez

Seminifer tiibiillerde  gerceklesen spermatogenezis, spermatogoniumdan
spermatozooya kadar siiren evredir. Bu siganlarda testisin her gramindan giinliik 10
olgun spermiyumun iiretildigi olduk¢a organize bir siirectir (52).Spermiyum olusuncaya
degin spermatogenezisin tiim evreleri spermatogenetik hiicre katmanlarinda gergeklesir.
Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu fenamon {i¢ faza
ayrilabilmektedir:

- Spermatositogenez olarak adlandirilan evrede, spermatogonyumlarin
boliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelmektedir.

- Mayoz evresi; Spermatositlerin ardi ardina iki boliinme gecirerek kromozom
sayilarinin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi sonucu
gerceklesen ve spermatitlerin olustugu evre mayoz adin1 almaktadir.

— Spermiyogenez ise spermatitlerin 6zenli bir hiicre farklilagmasi siireci gegirerek

spermatozoolari olusturdugu sathadir (49, 53).

11



Spermatogenezi baglatan ilk hiicre seminifer tiibiiliin bazal membranindaki
spermatogoniumlardir. Bu hiicreler yenilenebilen ve farklilasan hiicrelerdir.
Spermatogonial kok hiicrelerden kdken alan spermatogoniumlar, puberte ile birlikte
mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur. Puberte doneminde insan
seminifer epitelinde rutin histolojik boyamalarda cekirdeklerinin goriiniimiine gore ii¢
tip spermatogonium ayirt edilir (35, 54).

1- Koyu A tipi spermatogonyumlar; kiiciik ve kubbe seklinde hiicrelerdir.

Cekirdek oval ve heterokromatiktir. Seminifer epitelin kok hiicresi oldugu
diistiniilmektedir. Hiicre dongiisiine girmezler, depo hiicrelerdir. Mitozla
boliinerek yeni koyu ve agik A tipi spermatogonyumlari yaparlar.

2- Acik A tipi spermatogonyumlar; c¢ekirdek Okromatiktir ve ¢ekirdekgikler ¢ok

belirgindir. Mitokondriyonlar, az sayida Golgi kompleksi, birka¢ graniilli
endoplazmik retikulum tiibiilusu ve ribozomlar kapsarlar. Testosteron etkisiyle
mitozla boliiniirler ve B tipi spermatogoniumlari olustururlar. Bu hiicreler B
tipine doniismeden Once sirasiyla Aj;, Az, As, As ve daha sonra ara
spermatogoniumlari yaparlar.

3- B_tipi spermatogoniumlar; merkezi yerlesimli c¢ekirdek¢ige sahip, kiire

bi¢iminde ¢ekirdek igerirler. B tipi spermatogoniumlar, primer spermatositleri
olustururlar (48).

Primer spermatositler; bu hiicreler birinci mayoz boliinmenin baglamasindan 6nce
adliminal kompartimana gogerler. Primer spermatositler spermatogenik serinin en
bliylik hiicreleridir ve ¢ekirdeklerinde kangal olusturma siirecinin degisik evrelerinde
kromozom bulunmas ile taninirlar. Bu hiicreler olusumlarindan hemen sonra birinci
mayoz boliinmenin profaz evresine girerler. Bu asama yaklasik 22 giin siirdiiglinden
kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu donemdeki hiicrelerdir. Mayoz 6ncesinde
DNA’sin1 kopyalayan bu hiicrelerde kromozom sayis1 (4n) ve DNA miktart (2d) iki
katma ¢ikar. Ornegin insanlar da birinci mayozun profaz evresi sonrasinda her biri iki
kromatide sahip 46 kromozomu belirlemek miimkiindiir. Birinci mayoz boliinmenin
tamamlanmasindan sonra sekonder spermatositler olusur (32, 44, 45, 48).

Birinci mayoz bdliinmeden sonra olusan sekonder spermatositler, 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) igeren daha kiiciik hiicrelerdir. Spermatositler,Sertoli hiicreleri

arasindaki siki baglantilarin hemen iizerinde, seminifer tiibiiliin adluminal bdliimiinde
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yer alirlar. BOylece, mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gergeklesir.
Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA
sentezi olmayan ikinci mayoz boliinmeye giderler. Sekonder spermatositlerin
boliinmesi; 23 kromozom tasiyan iki hiicrenin, spermatidlerin olusmasiyla sonuglanir.
Boylece mayoz boliinme silirecinin  sonunda haploit sayida kromozom igeren
spermatitler olusur (55). Spermatitler yaklasik 7-8 um capinda, kiiglik, yuvarlak sekilli
ve haploit sayida kromozom tasiyan hiicrelerdir. Yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren
cekirdekleri ile ayirt edilirler. Seminifer tiibiillerde liimen yakininda ve yine adluminal
bélmede yerlesmisleridir. Spermatitler, spermiyogenezis denilen hiicresel bir degisim
gecirirler. Spermiyogenezis, spermatozoon iiretiminin son asamasidir ve spermatitlerin,
son derece Ozellesmis hiicreler olan spermiyuma doniismesi siirecidir. Spermatidin,
olgun spermiyum haline (spermatozoona) doniistiigli bu siireg, dort ayr1 evrede ayrilir:

1. Golgi Evresi: Graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenen ve déllenme igin
gerekli olan hidrolitik enzimler, Golgi kompleksinde PAS-pozitif yapidaki
proakrozomal graniiller seklinde birikir. Daha sonra bu graniiller birleserek, membranla
sinirli bir akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar.
Sentriyoller go¢ ederek, olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir
konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller yeniden c¢ekirdege
dogru go¢ ederken, hareket ettikge aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar.

2. Sapka Evresi: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozomal sapkanin
altinda yer alan ¢ekirdek kilifi porlarin yitirerek kalinlagir. Cekirdek igerigi yogunlasir.

3. Akrozomal Evre: Bu evrede, hiicrenin akrozomu igeren 6n boliimii seminifer
tiibiilin bazaline bakar. Cekirdek uzar ve yogunlasir. Cekirdegin uzamasi ve
yogunlagmasi, mikrotiibiillerden olusan silindir benzeri bir yapiyla kolaylastirilir. Bu
yaptya manset denilir. Sentriyollerden hiicre ylizeyine dik durani, spermiyumun
kuyrugunu yapacak bir flagellum olusturur. Digeri, kuyrugun baslangi¢ ¢evresinde bir
kusak olusturacak sekilde go¢ eder. Ayni siirede sitoplazma flagellum cevresinde
hareket edip onu sarar. Mitokondriyonlar kuyrugun baslangic boliimii ¢evresinde spiral
olarak yerlesip spermiyumun govdesini yaparlar. Spermiyumun kuyrugu motor bir

isleve sahiptir. Mitokondriyonlar bunun i¢in gerekli olan enerjiyi saglar.
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4. Olgunlasma (Matiirasyon) Evresi: Spermiyum olgunlasip kuyruklu hale
gelince olgunlagsma siirecini tamamladigi Sertoli hiicresinden ayrilir ve liimende

serbestlesir. Geri kalan sitoplazma artiklar1 Sertoli hiicrelerince fagosite edilir (32, 36,
44, 48, 49) .

4.3.4. Spermatozoa

Ortalama 60-65 um uzunlugunda olan olgun spermiyum, bas ve kuyruktan
olusmaktadir (49):

-Bas: Yaklasik 4,5-5 um uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 um kalinligindadir
ve plazma membrani ile sarilidir.Bas, akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur. Cekirdek
yassilagmig bicimli ve yogun bir yapidadir. Cekirdegin 6n yarisini akrozom oOrter ve
lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyaluronidaz ve
yanisira ndraminidaz) igerir. Akrozomal enzimler oositi saran korona radiyata ve zona
pellusida’ya spermiyum girisini kolaylastirmak i¢in dollenme aninda salinir (35).

-Kuyruk: Boyun, orta, esas ve son parcalar olarak dort kisimdan olusur. Boyun
yaklagik 5 um uzunlugunda, g¢ekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme
kaynaklik eden distal sentriyolii bulunduran dar bir parcadir. Kuyrugun orta parcasi
yaklasik 5 pm uzunlugundadir. Boyun ile esas parca arasinda uzanir. 9+2 mikrotiibiil
yapisinda filagellum kapsar. Cevrede spiral mitokondriyon halkasi1 vardir. Bu par¢ada
filagellum c¢evresinde ayrica kuyruk sonuna dogru incelerek kaybolan dokuz tek kalin
fibril daha vardir. Esas parg¢a yaklasik 45 pm uzunlugunda, kuyrugun en uzun
parcasidir. Annulus adi verilen mitokondriyon sarmalin son doniimiiniin altinda yogun
bir halka olan son halkadan itibaren baslar, mitokondriyon sarmali icermez. Yedi dis
yogun lifle sarili merkezi aksonem ve fibréz bir kiliftan olusur. Hem aksonem ve hem
de fibroz kilif, spermiyumun One hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma
icin saglam bir iskelet olusturur. Son parca yaklasik 5 um uzunlugundadir. Dis yogun
lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasi nedeniyle sadece aksonem kapsar ve kuyrugun

en kisa pargasidir (32, 35, 44, 48).
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4.3.5. Seminifer Epitel Dongiisii

Seminifer epitelyum siklusu; epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardisik iki
gdriiniimii arasinda olusan maturasyon degisiklikleri dizisini ifade eder (56). Insanda ve
sicanlarda spermatogenez siireci belirgin sekilde benzerlikler igerse de bazi fakliliklar
vardir. Sicanlarda spermatojenik dongii her 12.9 giinde bir baslarken bu siire insanlarda
her dongii arasinda 16 giin bulunmaktadir. Ayica si¢anlarda bir spermatojenik siklusun
tamamlanmasi i¢in 52-54 giin gerekirken insanlarda bu siire 65 gilindiir. Sicanlarda
spermatogonial farklilasma 12. giin sonlarinda, insanlarda da 16. giin de baslar ve
spermatositlerin gelisimi i¢in sicanlarda 14 giin insanlarda ise 25 giin gereklidir.
Spermiyogenezis, si¢anlarda haploid germ hiicrelerinden elongate sperme doniisiim 7-

14 giin, insanlarda ise bu siire¢ 8-14 giin almaktadir (57, 58).

4.3.6. Kan Testis Bariyeri

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 siki baglanti kompleksleri araciligr ile
birbirlerine baglidirlar ve kan-testis bariyerini olustururlar. Kan-testis bariyerinin amaci,
gelismekte olan germ hiicrelerini immun sistemden ve zararli maddelerden korumaktir.
Boylece seminifer tiibiil bazal ve adluminal olmak iizere iki kompartmana ayrilir (59,
60).

Spermatogonya ve prelepteton spermatositler iceren adluminal kompartimandir.
Buraya vaskiiler kompartmandan madde gegisi serbesttir. Ikinci kompartman bunun
tizerinde yer alir ve vaskiiler sistemden izole edilmistir. Seminifer epitel hiicreleri ve
komsulugundaki Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar, biiyiik hidrofilik
molekiillerin, 06zellikle proteinlerin interselliiler aralifa gecmesine engel olurlar.
Testisin ekzokrin ¢ikis kapisi rete testistir. Seminifer tiibiillerden rete testise gecis
bolimiinde, Sertoli-benzeri hiicrelerce olusturulan ve valf etkisi yapan 6zel bir dizilim
vardir. Bu nokta, kan-testis bariyerinin bittigi, otoimmiin orsitlerin ilk olarak belirgin
hale geldigi yerdir. Buradan sonra epididim igerisinde yolculuguna devam ederek
maturasyonunu saglayan spermatozoa, fertilizasyon kabiliyetini de kazanmis olur. Kan-

epididim  bariyeri  kan-testis bariyerinden farklidir. Epididimde molekiillerin
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permeabilite sinirlamast yasla beraber azalir. Bu Ozellikle epididimisin korpus
boliimiinde gozlenir (61).

Spermatogoniumlarin farklilagsmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol
agmaktadir. Seksiiel olgunlagsma, immiinolojik yetenegin gelismesinden daha sonra
meydana geldiginden, farklilagsmakta olan sperm hiicreleri yabanci (antijen) olarak
algilanmaktadir. Bu durum, germ hiicrelerinin dliimiine sebep olabilecek bir immiin
yanit1 baslatmaktadir. Ayrica bu bariyerler seminifer tiibiil icerisinde normalde
bulunmayan ve kan komplementleri olarak bilinen immunglobulinler, makrofajlar ve
diger lokositlerin girisini dnler ve bu nedenle serumlarinda ¢ok yiiksek diizeylerde
sperm antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmemektedir.
Bunlara ek olarak baskilayic1 T-lenfositleri (CD+8) de spermatozoon antijenlerine karsi

olusabilecek oto-immunizasyonun engellenmesinde 6nemli bir role sahiptirler (62, 63).

4.3.7. Interstisyel Alan ve Leydig Hiicreleri

Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, pencereli
kapillerler ve lenf damarlar1 ile doludur. Bag dokusu degisik tipte hiicreler igerir; bunlar
arasinda fibroblastlar, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Ergenlikte bagka bir tip hiicre daha islevsel olarak belirgin hale
gelir. Bu, yuvarlak ya da c¢okgen sekilli, ¢ekirdegi merkezde ve kiiglik lipit
damlaciklarindan zengin eozinofilik sitoplazmasi1 bulunan bir hiicredir. Bu hiicreler,
testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir ve steroid salgilayan hiicre 6zellikleri
gosterir (36).

Leydig hiicreleri, kendi adini tagiyan Franz Leydig tarafindan 1850 yilinda
kesfedilmistir (64). Leydig hiicrelert memeli testisinde interstisyel alanda tek tek yada
gruplar halinde yerlesmis testosteron {iireten, spermatogenezi ve seminifer tiibiilleri
destekleyen hiicrelerdir. Genelde kapiller damarlara yakindirlar (64, 65, 66). Bu
hiicreler karakteristik tlibiiler kristali mitokondriyonlar ve gelismis bir graniilsiiz
endoplazmik retikulum igerir. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda sadece insanlarda ve vahsi
cali siganlarinda goriilen Reinke kristaloidleri de goriilmektedir. Puberte ile birlikte
goriilmeye baglayan ve yaslilikta sayilar1 artan bu olusumlarin fonksiyonlar
bilinmemektedir (48).
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Leydig hiicresi, fotal ve yetiskin Leydig hiicresi olmak iizere iki farkl
jenerasyonda tanimlanir. Bu hiicreler arasinda morfolojik ve biyokimyasal ac¢idan
farkliliklar olmasina ragmen her iki hiicre ¢esidi androjen iiretmek i¢in benzer 6zel
fonksiyonlara sahiptir. Fotal tip Leydig hiicreleri, fotal ve neonatal yasam boyunca
erkege ait primer seks karakterlerinin olugmasindan sorumludur. Bunlari pubertal
erkege ait 6zelliklerden sorumlu yetiskin tip Leydig hiicrelerinin olugsmasi takip eder
(67).

Yetiskin Leydig hiicreleri neonatal testisin interstisyel alaninda mezensimal kok
hiicrelerden farklilasarak gelismeye baglar. Yetiskin Leydig hiicreleri 4 farkli asamada
tanimlanir. Bunlar kok Leydig hiicreleri, progenitor Leydig hiicreleri, immatiir Leydig
hiicreleri ve yetigkin Leydig hiicreleridir. Kok Leydig hiicreleri farklilasmamis
hiicrelerdir. Belirsiz, kendini yenileme, farklilasma yetenegine sahiptirler. Kok Leydig
hiicrelerinden progenitdr Leydig hiicreleri elde edilir. Bunlar igsi sekilde hiicrelerdir ve
LH hormon reseptorii pozitiftir, yliksek mitotik aktiviteye sahiptirlerdir ve ¢ok az
testosteron tiretirler. Progenitdr Leydig hiicrelerinden immatiir Leydig hiicresi gelisir.
Bunlar yuvarlak yapili bol miktarda endoplazmik retikulum igerirler. Bir miktar
testosteron igerir fakat yiiksek seviyede testosteron metaboliti {iretmezler. Bu hiicrelerin
bir tek boliimii yetiskin Leydig hiicrelerini iretirler. Yetiskin Leydig hiicreleri ¢ok
yiiksek seviyede testosteron iireten son donem farklilasmamais hiicrelerdir (68).

Testisin endokrin kismini meydana getiren bu hiicrelerin en Snemli gorevi
androjenlerin 6zellikle de testosteronun sentezi ve salgilanmasidir. Leydig hiicrelerince
iretilen testosteron, embriyonal donemde; gonadlarin normal bir sekilde gelisiminden,
pubertal donemde; sperm Tlretimi ve aksesuar cinsel bezlerinin sekresyonunun
baslamas:1 ile sekonder -cinsiyet karakterlerinin gelismesinden ve eriskinlerde;
spermatogenezin, sekonder cinsiyet karakterlerinin ve cinsel salgi bezlerinin
fonksiyonlariin devam ettirilmesinden sorumludur (48).

Erkeklerde serum testosteron seviyesinde bir diisiis oldugu zaman viicut
kompozisyonu, duygu durumu, enerji diizeyi, kas giicii, cinsel ve biligsel islevlerde
degisiklikler meydana gelmektedir (68, 69). Testosteron sentezi sirasinda plazma
kolesterolii hiicreye girer, asetil koenzim A (CoA) tarafindan esterlestirilir ve
sitoplazmada lipid damlaciklar1 seklinde depolanir. Diiz endoplazmik retikulumda yag

asitleri kolesterole doniistiiriiliir. Kolesterol, yag damlaciklarindan mitokondriyonlara
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steroidogenik akut regiilatdr protein (StAR) araciligiyla tasinir ve pregnenolon {iretilir.
Diiz endoplazmik retikulumdaki enzimler pregnenolon’u progestreon’a ve onu da
testosterona doniistiiriir. Leydig hiicrelerince iiretilen iki daha az 6neme sahip androjen

dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenediondur (35, 68).

4.4. Testis Fizyolojisi

Testis dis ve i¢ salgt yapan bilesik tiibiiler bir bezdir. Kivrintili seminifer
tiibiillerinde spermlerin holokrin salgi tirlinii olarak atilmasi testisin dis salgi islevini
olustururken, Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi i¢ salgr islevini
olusturmaktadir.  Testosteron yiiksek lokal etkiyle seminifer tiibiillerdeki
spermatogenezde gorevlidir ve kana gecerek erkek lireme sistemine yardimei bezlerin
(prostat, vesikula seminalisler, bulboiirethral bezler) islevini de etkiler. Ayrica erkege
0zgl ikincil cinsiyet Ozelliklerinin (pubik killanma, sakal-biyik, erkege ozgili ses,
miiskiiler viicut sekli) ortaya ¢ikmasindan sorumludur (70, 71).

Normal eriskin erkeklerdeki testosteronun salgilanma hizi 4-9 mg/giin’dir.
Plazmadaki testosteronun %98’1 proteinlere baglidir: %651 gonadal steroid-baglayici
globiilin (GBQ) veya seks steroidi-baglayici globiilin olarak bilinen B-globuline, %331
ise albumine baglidir. Plazma testosteron diizeyi eriskin erkeklerde yaklasik
525ng/dl’dir ve bu deger yasla birlikte azalir (72).

Testislerin esas hormonu olan testosteron 17. karbonda bir -OH grubu tasiyan 19
karbonlu bir steroiddir. Erkeklerde testosteronun %95°i testisin Leydig hiicrelerinde
kolesterolden, %5’1 de adrenal korteksten salgilanan androstenediondan sentezlenir.
Testosteron salgist 6n hipofizden salinan LH (lutein yapict hormon) denetimi altindadir.
LH’nin leydig hiicrelerini uyarmasi, petek LH almaci ve Gs araciligila cAMP
yapiminda meydana gelen bir artis icerir. cAMP, protein kinaz A’y1 harekete gecirerek,
kolestrol esterlerinden kolestrol yapimini ve kolestroliin pregnolona doniistimiinii arttirir
(72).

On hipofiz tarafindan salgilanan diger bir gonadotropin olan FSH ise, Sertoli
hiicrelerini etkileyerek ABP (Androjen baglayici protein) salgilanmasini saglar. Boylece
spermatogenez icin gerekli oranda testosteronun yerel etkisi saglanir. Bu etki

spermatogenezin baglamasi i¢in gereklidir. Germ hiicrelerinin azalmasi1 FSH salgisini
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uyarir. Testisle hipotalamohipofizer sistem arasinda c¢alisan bir negatif feedback kontrol
mekanizmas1 vardir. Testosteron diizeyinin artmasi, hipotalamusun gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH)'unu inhibe eder, bunun sonucunda 6n hipofizden LH ve
FSH salinmasi azalir. Testosteron 6n hipofizde LH salgilayan hiicreleri direkt olarak da
inhibe edebilir. FSH salgilanmasi Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonuyla
durdurulur (73).

Inhibin, subiinitine disiilfid képriileriyle baglanmis inhibin A ve inhibin B’ den
olusur. Bu subiinit protein grubunun, transforming growth faktér-1 (TGF1) ile benzer
yapisal Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (74). Yapilan in vitro caligmalar
sonucunda inhibin hormonu Leydig ve Sertoli hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagmasi
ve steroidogenezisin diizenlenmesinde otokrin ve parakrin olarak davranir. Fakat in vivo
caligmalarda heniiz bu sonuca karar verilememistir (75). Erkek ¢ocuklarda testikiiler
fonksiyonunun biyokimyasal gostergesi olarak kullanilmakta; Sertoli hiicrelerinin
varh@ ve fonksiyonunun belirteci olarak kabul edilmektedir (94). Inhibin B, testis
hasarinda (radyasyon, kemoterapi v.b.), gonadal disgenezis sendromunda ve iki tarafl
nonpalpabl testislerde, testis dokusunun varligini géstermek amaciyla kullanilmigtir
(76). FSH salgisini inhibe eden inhibin oldugu gibi, aktive eden de aktivin’dir. Aktivin
icin testiste primer kaynak peritiibliler myoid hiicrelerdir. Aktivinin tam olarak
foksiyonu ¢oziilemese de yetiskinlerde erken testis gelisimi sirasinda testis fonksiyonu

ve biiylikliigiine karar vermede 6nemli gorevi oldugu disiiniilmektedir (77).

4.5. Epididimis

Epididimis (epididymis), her bir testisin arka kenarina yarimay seklinde yapismis
iki kiiciik organdir. Ust kismu daha kalindir; asagiya dogru incelir. Epididimisin ii¢
pargast vardir: Bas (caput epididymis), gévde (corpus epididymis) ve kuyruk (cauda
epididymis). Epidimisin bas kismi, testisin iist ucuna dayanir. Govde, testisin arka
kenarina, kuyruk ise alt ug lizerindedir. Epididimis ortalama 5-6 m uzunlukta ve 400 pm
capinda yumak yapmis bir borudur. Epididimisin bas kismina, testisten ¢ikan 12-15
duktuli efferentes testis agilir (17, 78).

Epididimis, spermiyum olgunlagmasi, ejakiilasyona kadar spermiyum

depolanmasi, kuyruguna dogru peristaltik hareketlerle spermiyum taginmasini saglayan
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olduk¢a kivrintili bir kanaldir (35). Epididim kanal sistemine kadar olan yolda
spermiyumlaroldukc¢a hareketsiz olduklari halde epididim i¢indeki asit ortamda en az 10
giin, en fazla 3-5 hafta bekleyebilirler ve ovumudolleyebilecek olgunluga erisirler (17).
Kanali, kan damarlar1 ve diiz kas hiicrelerinden zengin sik1 bag dokusu sarar. Epididim
liimeni, yuvarlak bicimli bazal ve yiiksek boylu prizmatik hiicrelerden olusan yalanci
cok katli epitelle (epithelium pseudostratificatum columnare) doselidir. Hiicreler bazal
membran iizerine otururlar. Epitel katin altinda diiz kas kati (tunica fibromuscularis) ve
cevrede bag dokusu (tunica adventitia) bulunur (79). Epididimisin proksimalindeki diiz
kas tabakasi yavas ritmik kasilmalar ile spermatozoanin duktus deferense dogru
hareketini saglar. Distali, diiz kas hiicreleri, sempatik sinir sistemi tarafindan
ejakulasyon sirasinda epididimisin alt kisminda yogun kasilmalar iiretir (50).

Duktus epididimis epitelinde p-defensinl18 (DEFBI118), cystatin ile iliskili
epididimise 6zgii (CRES) protein, disintegrin, metalloproteinaz (ADAMSs), protein 4,
P100 proteini, HIS protein, CD52 gibi pek ¢ok protein bulunmaktadir (80, 81, 82, 83).

Epididimis epiteli stereosilyal1 esas, bazal, apikal, berrak, halo ve koyu hiicreleri
icerir (84, 85). Bu hiicrelerde holokrin hiicre tipleri olarak goriilmektedir (86). Esas
hiicreler epididimde en ¢ok bulunan hiicre tipidir (87). Bazal laminadan limene uzanan
prizmatik sekilli hiicrelerdir. Bu hiicreler ayrica Sertoli hiicrelerince ortadan
kaldiritlamamis olan artik cisimleri ve bozulan spermiyumlar1 fagosite eder. Apikal
boliimlerinde dallanan stereosilyalar bulundururlar. Cekirdekleri uzunca ve gentiklidir
(79). Epididimis iginde sentez, absorbsiyon ve sekrete islemlerinde major rol oynar ve
bu 6zelligini de organel yoniinden zengin olmasindan alir (88). Sitoplazmalarinda iyi
gelismis Golgi kompleksi, lizozom ve vezikiiller bulunur. Ayrica kan-epididim
bariyerinin sekillenmesinde esas hiicrelerin rolii oldugu séylenmektedir. Bu bariyerde
post- pubertal donemde antijene karsi otoimmun cevabin Onlenmesinde Snemli rol
oynamaktadir (87, 89). Bas bolgesinde hiicreler uzundur ve kuyruga dogru giderek
kiibiklesir. Hiicreleri glikoproteinden zengin salgi olustururlar. Endositoz ve pinositozu
simgeleyen yapilar icerirler. Ayrica Gliserofosfokolin denilen ve spermiyumlarin
kapasitasyonunu baskilayan bir madde salgilarlar (79). Bazal hiicreler epididimde ikinci
en bol hiicre tipidir. Bazal laminaya oturan piramidal sekilli hiicrelerdir. Esas hiicrelerin
farklanmamis oOnciilleri olarak kabul edilirler. Fonksiyonlar1 tam olarak ¢6ziilemese bu

hiicrelerin reaktif oksijen radikallerine karsi spermatozoalart koruyucu olabilecegi
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sOylenmektedir. Berrak hiicreler duktus epididimisin kuyruk bolgesinde goriiliirler.
Spermiyumlardan sitoplazmik artiklarin uzaklagmasinit ve luminal igerigin alinmasini
saglarlar (89).

Apikal hiicreler digerlerinden daha az bulunurlar ve duktus epididimisin bag
bolgesinde izlenirler. Sitoplazmalar1 mitokondriyonlardan zengindir. G6¢ eden hiicre
ozelligi tasirlar ve epididimisin her yerinde goriilmektedirler (89, 90). Halo hiicreler

intraepitelyal lenfositlerdir ve epididimis immiinolojik engelinin 6nemli bilesenleridir

(91).

4.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

4.6.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, pro-oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
sistemler lehine bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iiriinlerinin
aci18a cikarak organizmada hiicresel hasara yol agcan ve bir¢ok hastaligin patogenezinde
kritik 6neme sahip olan bir olaydir (92).

Serbest radikaller yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektronun oldugu atom veya atom gruplaridir (93). Bu eslesmemis elektron nedeni ile
serbest radikal molekiilii kararsiz konumdadir ve kararli yapt kazanabilmesi i¢in
elektronunu bagka bir elektronla eslestirmesi gerekir. Bu nedenle serbest radikalin
kimyasal aktivite potansiyeli yiiksektir (94). Serbest radikallerin artmasi oksidatif strese
sebep olur ve hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim Onemli
bilesiklerine etki ederler ve de yapilarimin bozulmalarina neden olurlar. Ayrica
mitokondrideki aerobik solunum ve kapiller gegirgenliginibozar, hiicrenin potasyum
kaybini ve trombosit agregasyonunu arttirir (95). Bu nedenle oksidatif stres, yaglanma
stirecinden (96), kanser (97), renal yetmezlik (98), infertilite (99) gibi bir¢cok hastaligin
etyolojisinde kritik rol oynamaktadir.

Oksidatif streste etkili olan reaktif oksijen tiirleri olarak siiperoksit (O2-), hidroksil
(OH), peroksil (RO,), hidroperoksil (HRO,-) gibi serbest radikaller ve hidrojen peroksit
(H20,), hipoklorik asiti (HOCI) gibi nonradikal tiirleri sayabiliriz. Serbest oksijen

radikalleri (SOR) olusmasi radikal zincir reaksiyonlari ile diger iiriinlerin iiretimine yol
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acarlar. Siiperoksit radikali, organizmada NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
siklooksijenaz gibi ¢esitli oksidazlar araciligi ile ve baz1 kosullarda endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) aracilig1 ile oksijenin bir elektron rediiksiyonu sonucu olusur.
Ayrica ATP sentezi icin gerekli olan normal oksidatif fosforilasyon esnasinda
mitokondrial elektron transport zinciri tarafindan iiretilir. Normal sartlar altinda O,-
antioksidan savunma mekanizmalari tarafindan hizla elimine edilir. O,- mitokondride
manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD), sitoplazmada bakir siiperoksit dismutaz (Cu-
SOD) ile H,07’e donistirilir. H,O, ise mitokondride glutatyon peroksidaz (GP-x),
lizozomda katalaz (CAT) tarafindan H,O ve O,‘e parcalanir. H;O; ayrica Fe, Cu gibi
elementlerin varliginda reaktif  hidroksil (OH) radikaline (Fenton
reaksiyonu)doniistiiriilebilir (100).

Serbest radikaller membran yapisindaki fosfolipitlerde lipid peroksidasyona sebep
olarak dogrudan hiicreye zarar verir. Lipid peroksidasyonu son {iriinii olarak
malondialdehid (MDA) olusur. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine
etki ederek membrandaki bilesiklerin c¢apraz baglanmasina yol acar, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur.
MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan

dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (100, 101, 102).

4.6.2. Antioksidan Sistem

Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma
sistemleri’ olarak bilinirler (103).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler (104):

1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu etki
enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme
seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi
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4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilir.

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak siniflandirilirlar. Hiicresel
seviyede etkili olan enzimatik sistemler icinde birincil olan antioksidan enzimler
arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GP-X), yer
alir. Bu birincil savunma enzimlerinden baska dolayli olarak antioksidan sistem i¢inde
yer alan glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)
enzimleride vardir ve bunlara ikincil antioksidan enzimler denilmektedir. Non
enzimatik antioksidan savunma sistemleri ise baslica glutatyon (GSH), vitamin A, C, E,
melatonin, alblimin, bilirubin, iirik asit, karoten, sistein, transferrin gibi maddelerden
meydana gelmektedir (105, 106).

SOD’ un islevi endojen olarak olusan siiperoksit radikalinin etkilerinden hiicreleri
korumaktir. Bunu da siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize
ederek yapar. Iki tip SOD vardir. Birincisi bakir-¢inko metaloenzimidir ve sitozolde
bulunur. Digeri ise manganez metaloenzimidir ve ¢ogunlugu mitokondride bulunur.
Enzime etkinligini kazandiran metal iyonlaridir. SOD’ un bdlgesel dagilimli olmasi
fizyolojik kosullarda O;’ye karsi yeterli koruma saglar. SOD’un etkinliginin artmasi
H202 iretimini arttirir. OH- radikalleri ile hasar1 smirlamak i¢in GP-x ve CAT ile
birlikte caligmalidir.

CAT, SOD’in olusturdugu H»O;’i peroksidazlarla beraber oksijen ve suya
parcalar. Glutatyon peroksidazin H,O,’e kars1 Km’i katalaza gore daha diisiiktiir. Yani
diisiik konsantrasyonlarda H,O,’i GP-x pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise CAT
aktivite kazanir.

Glutatyon peroksidaz enzimi substrat olarak rediikte glutatyon (GSH) kullanir.
Tepkimeye giren glutatyonlar okside olur ve bisiilfit bagi ile birbirine baglanarak
indirgeyici giliciinii yitirir. Tepkime devami igin okside glutatyonlar (GSSG) ve
indirgenmis nikotinamid diniiklotid fosfat (NADPH)’mn kullanilmasi ve glutatyon
rediiktaz aracilig ile katalizor bir tepki ile tekrar glutatyona cevrilmesi gereklidir. Bu
tepkimede ko-faktor olarak kullanilan NADPH’nin tekrar sentezi igin ise

hegzosmonofosfat santina ve bu santta anahtar olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
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(G6PD) enzimine gerek vardir. Dolayist ile glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz da antioksidan savunma sistemi arasinda degerlendirilmelidir (104, 107).

4.6.3. Serbest Radikaller ve Testis Hasar

Serbest radikaller testis gibi steroidojenik dokularda normal fizyolojik bir siirectir
(108). Buna ¢k olarak bazi hiicreler ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) olusturmak i¢in
oksidaza sahiptirler. Spermatozoa siiperoksit iyon radikali yaratan NADPH oksidaz
icermektedir (109). Yapilan bircok c¢alismada diisiik miktardaki ROS, sperm
kapasitasyonunu, spermin oositi dolleyebilme yetenegi kazanmasi, akrozom reaksiyonu
ve oosit flizyonu i¢in gereklidir. Ancak ROS’un asir1 liretimi, spermatazoa ve seminal
plazmanin antioksidan kapasitesinin bozulmasi ile sonuglanan oksidatif stres olarak
adlandirilan bir duruma yol agmaktadir (110, 111).

Germ hiicreleri DNA’nin gelecek yeni jenerasyona aktarilmasindan sorumlu 6zel
hiicrelerdir. Tiirlerin devamliligini saglamak i¢in gereklidir. Yapilan bir¢ok ¢alismada
spermazoalarin ROS’a dayali hasarda ¢ok hassas oldugu bulunmustur. Bunun sebebi de
plazma membranlarinin fazla miktarda poliansature yag asitleri (PUFA) ve
sitoplazmalarinin diisiik oranda siipiiriicii enzimleri icermesinden dolayidir (110, 112).

Spermatozoada oksidatif stres sperm motilitesi ve canliliga zarar verdigi i¢in
erkek infertilitesi ile yakin iligkilidir (111). Spermatazoanin, mitokondriyal
membranlardan zengin olan orta par¢ast ROS’un primer hedefidir. Aksonemal hasara
neden olan hiicre i¢gi ATP’deki hizli kayip ile sperm motilitesinde azalma ROS un major
etki sekli olarak g6z oniine alinmaktadir (10). Spermatogenik olaylardaki degisiklikler,
ejakiilatta olgunlasmamis anormal spermlerin atilmasmma neden olmaktadir.
Olgunlasmamis sperm ise, asirt ROS {iretimine ve dolayisiyla DNA hasarina yol

acmaktadir (113).

4.7. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre
Olimleriyle dengelenir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim

duyulmuyorsa, hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci
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baslatilir. Bu intihar siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz diger
bir deyisle programli hiicre oliimiiyle gergeklesir (114, 115). Apoptoz hiicre i¢inden
veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden bir olaylar zinciri
olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer. Bu asamalar;

I) Apopitozun baslatilmasi,

II) Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

IIT) Hiicrede gesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugmasi,

IV) Fagositoz, olarak 6zetlenebilir (116).

Apoptotik hiicrede gozlenen degisiklikleri ele aldigimiz zaman hiicrenin
kiigiilmeye ve kondanse olmaya basladigini, hiicre iskeletinin dagildig1 ve c¢ekirdek
zarmin yer yer eridigi gozlenir. Ayrica ¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (116, 118).
Apoptozisin en belirgin 6zelligi hiicre i¢i Ca (kalsiyum) ve Mg (magnezyum) bagimli
endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin niikleozomal
birimlere parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde
merdiven basamagina benzer (ladder formasyonu) bir yapi bi¢iminde goriiliir. Bu,
apoptoz i¢in tipik bir goriiniim saglar (115).

Apoptoza ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin kopmasi sonucu
sitoplazmada ¢ekilme ve kiiglilme gozlenir. Kromatin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin pargalanmasi sonucu c¢ekirdekte kondensasyon baglar ve ¢ogu zaman
cekirdek kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi nedeniyle at nali
bi¢ciminde goriiliir. Hiicre biiziilmeye ve kiiglilmeye devam eder ve makrofajlarin
taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membran ile ¢evrili
kiiciik parcalara ayrilir. Iclerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller,
bazilarinda ¢ekirdek pargalari da mevcut olan apopitotik cisimler meydana gelir.
Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir ve bazen membranla sarili olarak birka¢ pargaya
ayrilabilir. Niklear porlar kromatinin membrana komsu olmadigi bolgelerde
yogunlagirlar (115, 116). Apoptoz sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda
degisimler olur. En belirgin degisim normalde hiicre membraninin sitoplazmik
yiizeyinde yer alan negatif yiiklii fosfotidilserin birimlerinin hiicre membraninin dig
yiizeyine ¢ikmasidir. Bunun sonucunda kollektin (Clq) adi verilen cesitli proteinler
apoptotik hiicre zarina baglanmaktadir. Ayrica normalde hiicre zarinda gizlenmis olan

N-asetil glikozamin ve N, Ndiasetilgitabroz molekiilleri apopitozda agiga ¢ikarlar ve
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makrofajlar tarafindan tanmirlar. Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran
degisimlerinden biri de hiicre iceriklerini i¢ine alan ve membranla ¢evrili vezikiiller
bi¢iminde apopitotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu kii¢iik vezikiiller apoptotik
cisim olarak da adlandirilirlar. Bu degisimler apoptotik siirecin sonlarina dogru goriliir
(115).

Apoptozis tan1  yontemleri igerisinde apoptotik hiicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan 151k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz-
kontrastmikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesinde
agaroz Jel elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi ISEL,
TUNEL, In situ hibridizasyon teknigi ve Anneksin-V ydntemi ile apoptozise 6zgii

proteinlerin saptanmasi ve flow sitometri yontemi kullanilir (119).

4.8. Doksorubisin

Doksorubisin, yaklasik 30 yildan beri kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
genis spektrumlu antrasiklin grubuna dahil bir antibiyotiktir. Esas olarak mantar tiirii
Streptomyces peucetius’un caesius tiiriinden izole edilmistir (120, 121). Doksorubisin
antrasiklin grubu i¢inde solid tiimor tedavi protokollerinde en fazla yer alan ilagtir (122)

ve en sik akut 16semi, lenfoma, meme kanseri, akciger, tiroid karsinomu gibi solid

timorlerde (123).

4.8.1. Doksorubisinin Biyokimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Antrasiklin molekiili, ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik g¢ekirdek ile ona
glikosidik bir bag ile bagli bir amino sekerden (daunosamin) meydana gelmektedir
(Sekil 2). Antrasiklin grubunun tiim {iyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve
hidrokinon gruplari igermektedir. Bunlar elektron alma ve verme iglevinde gorevlidirler.
Daunorubicin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile DOX meydana
gelir (124).
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Sekil 2. Doksorubisinin Kimyasal Yapisi, (120).

DOX hiicrede 4 sekilde etki gosterir (125):

a. Kompleks olusturarak deoksiriboniikleik aside (DNA) baglanma: DNA’nin
icine girip, DNA topoizomeraz II-DNA-antrasiklin kompleksini olusturur. DNA
replikasyonu ve RNA transkripsiyon ve sentezini inhibe eder. DNA zincir kiriklarina da
neden olur.

b. DNA ve RNA polimerazlarin inhibisyonu: DNA ve RNA polimerazlarin
fonksiyonlarmi engelleyerek DNA replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu bozar.
Doneme 6zgii olmayan bir ilagtir ancak en giiclii sitotoksik etkisini hiicrenin S dénemi
lizerine gosterir.

c. Hiicre membrani iizerine etkileri: Hiicre membranina baglanarak, membran
fonksiyonunu bozar.

d. Serbest radikal olusturma: Mikrozomlardaki sitokrom P-450 rediiktaz enzimi
antrasiklinlerin semikinon serbest radikallerine indirgenmesini saglayan reaksiyonu
katalize eder. Molekiiler O,’yi azaltir, DNA’nin tek sira olmasina neden olan siiperoksit
iyonu ve hidrojen peroksit Uretimini arttirir. Sonu¢ olarak maruz kalan hiicre

DNA’sinda kimyasal ve oksidatif hasar meydana gelir (126, 127).
4.8.2. Doksorubisinin Metabolizmasi ve Farmakokinetikleri
Mide asidinde stabil olmadigindan gastrointestinal sistemden absorbe edilmez,

sadece parenteral uygulanir. Ciddi doku hasar1 yaptigindan intramuskuler ya da

subkutan uygulanmaz, sadece intravendz kullanilir. Kan beyin bariyerini ge¢mez (6,
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128). Plazma proteinlerine %70 oraninda baglanir, yar1 6mrii 3-30 saat arasidir. Esas
olarak karacigerden safra yoluyla elimine edilmesine ragmen az bir miktar1 da
bobreklerden (%3-10) ve diskiyla (%40-50) atilir. Diskiyla atilan kisim degismemis ilag
seklindedir. Bobreklerden itrah1 ise ilag uygulandiktan 1-2 giin sonra idrarin gegici bir
stire i¢in kirmiziya boyanmasina neden olur ancak bunun klinik 6nemi yoktur (6).
DOX’un uygulama dozlari, farkli kanser hastaliklarinda degisiklik gosterir. DOX,
klinik olarak genellikle 3-4 haftada araliklarla 40-75 mg/m?lik bir dozda devamh
infiizyonla verilir. Hastalara verilen ilacin toplam dozu DOX’un yan etkileri ile
uygunluk gosterir. Bu yiizden toplam doz, viicut yiizey alanmnin 550 mg/m?’sini

astiginda DOX kemoterapi tedavisinden ¢ikartilir (129).

4.8.3. Doksorubisinin Yan Etkileri

Her ne kadar DOX’un kullanimi akut ve kronik yan etkilerinin bulunmasi ile
tartisma yaratsa da kanser hastalarmin tedavisinde olduk¢a 6nemlidir. Ilacin intravendz
verilmesini takiben birka¢ dakika ve hafta icinde gerceklesen akut yan etkileri, bulanti,
kusma, miyelosupresyon, ritim bozuklugu (130), hematopoietik supresyon,
alopesikemik iligi supresyonu, mukozal iilser ve kilo kaybidir (6). Bu etkiler geri
doniistimliidiir ve klinik olarak tedavi edilebilir (130).

Bu yan etkilerin yani sira ratlarda DOX’un tedavi dozundaki etkilerini arastirdig
bir calismasinda kalp kasinda interstisyel 6dem, fibroz ve miyokart dejenerasyonlari
gibi geriye doniistimsiiz histolojik degisikler gozlemlenmistir. DOX’un kardiyotoksik
etkilerinin yaninda serbest reaktif oksijen radikallerinin olusumu, direkt DNA hasar1
ve/veya indirekt DNA tamirinin engellenmesi, kalpte immiin reaksiyonlarin baslamasi,
bobrek ve barsaklarda apoptosiz, gastrointestinal epitelde hasar, pulmoner, hematolojik
ve testikiiler toksisite gibi etkilere sahip oldugu da bildirilmistir (131, 132, 133).

4.8.4. Doksorubisin ve Testis Hasar1
Erkek fertilitesi iizerine kemoterapotik ilaglarin etkisi giderek daha 6nemli bir

saglik sorunu haline gelmektedir. Farelerde testis hiicre Oliimii iizerine birkag

kemoterapotik ilag ile onkolitik ajanlarin iireme {izerindeki zararli etkilerini
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degerlendirmek icin yapilan ¢aligmalarda Adriamycin’ in (DOX) diger ilaglara gore
kok hiicre 6liimiinde en yiiksek derecede etkili oldugu goriilmiistiir (134).

Yiiksek antitiimor etkinligine ragmen DOX testis toksisitesi de dahil olmak {izere
cesitli organ toksisitesisne sebep oldugu icin klinikte kullanimi siirlanmaktadir. Bir
dizi toksisite mekanizmalar1 olsa da major patojenik toksisite sebebi olarak serbest
radikal irtinleri gosterilmektedir. Bu da farelerde DOX’a dayali kemik iligi hiicrelerinde
ve spermatogonial hiicrelerde kalici kromozom anomalisine sebep oldugu
distintilmiistir. Ayrica DOX ile erkek farelerde mayotik mikroniikleuslar sikligi
artmistir (135).

DOX’a kronik maruziyet ireme organinin agirliginda azalmaya sebep olmakta ve
bu azalmanin DOX uygulanmasindan sonra siganlarin seminifer tiibiiliinde ciddi
parankimal atrofiye yol agtig1 diisiiniilmektedir (136). DOX i¢in en hassas hiicreler
erken spermatogenik hiicrelerdir. Primer spermatosit ve spermatogoniada apoptozise
neden olarak spermatogenezi bozmakta ve sonug olarak infertiliteye sebep olmaktadir
(137).

Yapilan diger ¢alismalarda DOX ile tedaviye maruz kalan erkek siganlarin Cauda
Epididimis’teki sperm sayisinda azalma goriilmiistiir. Sperm hareket analiziyle; sperm
hareket yiizdesinde, ilerleyis yiizdesi ve hizinda anlamli bir azalma kaydedilmistir. Bu
azalma implantasyonu ve embriyo yasamint kisitlamig, preimplantasyon kaybini
yiikseltmistir (138). DOX un testis ve epidimiste 4 ile 9 haftalik etkilerinin arastirildig:
bir diger ¢alismada epididimiste 4 hafta DOX tedavisi sonucu oligospermi, 9 haftada ise
azospermi gelistigi gozlenmistir. Ayrica 9 haftalik tedavi grubunda kopulasyonun

oldugu fakat gebeligin ger¢eklesmedigi de diger bulgular arasindadir (137).

4.9. Resveratrol

Fitoaleksinler cogu bitkide bulunan, diisiik molekiiler agirlikli ve dogal bir bilesik
olan stilben ailesine ait molekiillerin sinirli bir grubunu meydana getirirler. Ayrica
biyotik ve abiyotik strese karsit kendilerini savunmak icin bitkiler tarafindan iiretilen
antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri olan sekonder bitki metabolitleri olarak bilinirler
(139, 140). RES (trans-3,4',5-trihidroksi-stilben), liziim, yer fistig1, dut, ahududu, yaban
mersini, kizilcik gibi ¢esitli bitkilerde bulunan dogal bir fitoaleksindir (141, 142, 143).
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Bu bitki tiirlerinin biiylime ve gelisme agamalarinin herhangi bir doneminde, stres
olarak tanimlanan soguk hava kosullari, ultraviyole (UV) 1s1ma, yaralanma, bakteri ve
mantar enfeksiyonlart gibi bazi1 dis etkiler ile karsilastiklarinda, dayaniklilik
mekanizmasini gelistirmek amaciyla kendilerini korumak amaciyla sentezlenmektedir.
Diger bir ifadeyle RES stilben sentaz enzimi yardimu ile bitkilerden elde edilen stilben
tirevi olan stilbenoidtir. RES, kimyasal olarak flavonoid yapida, polifenolik, steroid
olmayan bir bilesiktir (142, 144).

Resveratrolin cis ve trans izomerleri mevcuttur (Sekil 3). UV-spektral
ozelliklerine gore ayrilmislardir. Uziim ekstrelerinde trans formu bulunmaktadir. Trans-
resveratrol 1siktan korundugu siirece stabil formudur. RES’in fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Tablo 1°de gosterilmistir (145).

OH

HO
HO—= @ \
/
HO
OH OH
trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 3. Trans ve Cis Resveratroliin Kimyasal Yapist, (145).

Tablo 1. ResveratroliinFiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ozellik Bilgi

Fiziksel durumu Kati, toz

Renk Hafif grimsi beyaz

Kaynama noktas1 (°C) 253-255

pKa (Cogu asidik H-donor) 9.14+£0.20
Dimetilsiilfoksit’te ¢oziiniirliik (mg/mL) 16

Suda ¢oziintrlik (mg/mL) 0.03

Kimyasal formiilii C14H1203

Acik formiili trans-3,4',5-trihidroksi-stilben
Molekiiler agirhigi 228.25
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4.9.1. Resveratroliin Biyosentezi ve Metabolizmasi

RES fenil alaninden baglayarak ¢ok basamakli bir reaksiyon sonucu
sentezlenmektedir. Ik basamakta fenil alanin ammonia liyaz enziminin deaminasyon
islemi ile sinnamik asite doniisiir. Sinnamik asit 4-hidroksilaz, p-hidroksilasyon
reaksiyonlar1 ile 4- Koumarik aside doniisiir ve 4-Koumaratla Ko-A ester yapisina
donusiir. 4-Koumaril Ko-A, 3 malonil Ko-A iinitesi ve stilben sentaz enzimi ile RES
olusur (145, 146).

RES’in emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tagindig1 ve biiyiik oranda idrar
yolu ile atildig1 gosterilmistir (147). RES’in suda ¢oziiniirliigii oldukga disiiktiir. Bu
yiizden serumda yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilmesi i¢in ya konjuge olmali ya da
proteinlere baglanmalidir (148). Albumin plazmada RES’i tagiyan molekiillerden biridir
(149). Plazmada RES’in lipoproteinlerle de etkilestigi gosterilmistir. Hepatoblastoma
hiicreleri iizerinde resveratroliin kinetik karakteriyle ilgili yapilan ¢aligmaya gore; RES
hiicre i¢ine asil olarak tasiyici aracili gecis ve pasif difiizyonla alinmaktadir. RES
albumine baglanip kompleks olusturduktan sonra, albumin membran reseptorlerince bu
kompleksin tutuldugu ve daha sonra da bu reseptorler tarafindan serbest RES’in hiicre
membrania dogru saliverildigi diisiiniilmektedir. Ancak bu asamadan sonra gegisle

ilgili bir bilgi bulunmamaktadir (150).

4.9.2. Resveratroliin Etkileri

RES’in etkileri birgok dokuda arastirildiginda; antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
kanser, trombosit agregasyonu inhibe edici, damar gevsetici etkisi ( vazodilator ),
yasami uzatict, kalbi koruyucu etkis, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-aterojenik,
immmun sistem diizenleyicisigibi etkileri olmasina ragmen mekanizmalar1 tam
aydinlatilamamugtir (145, 151-155).

4.9.2.1. Antioksidan Aktivite

RES, giiclii bir antioksidan 6zelligi olan dogal bir fitoaleksindir. Antioksidan

aktivitesi, riboniikleotide rediiktaz inhibisyon yetenegine ve DNA polimeraz
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aktivitesindeki siklooksijenaz transkripsiyon yetenegine baglanmaktadir (145). Yapilan
caligmalarda en ¢ok bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C vitamininden daha etkili
oldugu goriilmiistiir (150).

Serbest radikallerin DNA hasar1 yaptigi bilinmektedir (156). RES, OH. ve O,-
radikallerini siipiiriip OH. radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonu inhibe etmekte
ve OH.ile H,0,’in neden oldugu DNA hasarim1 Onlemektedir. Ayrica protein
oksidasyonunu engellemekte serum antioksidan kapasitesini arttirmaktadir. Krom
maruziyetiyle olusan NF-kB (Nuclear Factor kappa B)aktivasyonunu da engelledigi
goriilmiistiir (157, 158). RES’in LDL oksidasyonunu Onleyici etkisinin, esas olarak
bakirla selasyon sonucu ortaya cikan serbest radikal siipiiriicii etkiden kaynaklandig:
anlasilmistir (148)

RES igeren iiziim c¢ekirdegi ekstrelerinin glial hiicreleri oksidatif strese
karsikorudugu gosterilmistir (159). Ayrica noronal oksidatif stres ve nitrozatif stres ile
beyinde ndroblastoma hiicrelerindeki mitokondriyal hasara karst koruyucudur ve
oksidatif stresi siipiiriicii etkiye sahiptir (160).Diyabetik ratlar {izerine yapilan bir
calismada diizenli olarak giinliilk alinan RES’in lipid peroksidasyonu azalttigi, sigan
hipokampiis ve frontal kortekste antioksidan 6zellik gosterdigi gortilmiustiir (161).

Hiicrenin yasam siiresi ve canliligini artiran Sirtuin 1 adli geni aktive ettigi igin
yasam siiresini artirdigi ve norolojik hastaliklar olan Alzheimer ve Parkinson’da

koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (162).

4.9.2.2. Vazodilator Etki

Nitrik oksit, ¢esitli uyaranlarla damarda veya nitrerjik noronlarda Nitrik oksit
sentaz araciligiyla L-arjininden sentezlendiginde hedef hiicrelerde ¢oziiniir ve siklik
GMP’yi aktive ederek diiz kas gevsemesine neden olur. Noradrenalinle kastirilan izole
sican aortasi endotelinde, RES’in doza bagimli bir sekilde gevsemeye neden oldugu ve
ayrica >6 x 10 M gibi yiiksek konsantrasyonlarda, endotel tabakasi soyulmus aorta
halkasinda da gevsemeye neden oldugu ile bu etkinin NO inhibitorleriyle dahi
engellenemedigi bildirilmistir. Kisaca RES, NO aracili olan ve olmayan mekanizmayla

kasilmayi engellemektedir (163, 164).

32



4.9.2.3. Anti-inflamatuar Etki

RES’in antiinflamatuar etkisini; proteazlar, kompleman sistemi, bradikininler,
NO, sitokinler, adezyon molekiilleri ve prostaglandinler gibi inflamasyondan sorumlu
maddelerin olusumunu Onleyerek olustugu distiniilmektedir (165, 166). Trans-
resveratroliin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinin, immiin sistem hiicrelerinde
inflamatuar sitokinleri diizenleyerek ortaya koydugu bilinmektedir (166). invitro bir
calismada trans-resveratroliin naturel killer hiicrelerinin sitotoksisitesini azalttigi, CD4
ve CD8 T lenfositlerinde de sitokin iiretimini diistirdiigii gorilmistiir (167). Bir bagka
calismada RES’in hiicresel toksisiteyi azalttigi, lenfosit proliferasyonunu baskiladigi,
lenfosit kaynakli interlokinlerin ve timor nekroz faktoriin (TNF-a) liretimini azalttigin

gorilmistiir (168).

4.9.2.4. Trombosit Agregasyon inhibisyonu

RES’in arasidonik asitten Thromboxane A2(TxA2) olusumunu Onledigi
mikromolar konsantrasyonlarda trans-resveratroliin arakidonik asitin ve kollajenin

olusturdugu trombosit agregasyonunu % 50°ye varan oranlarda azalttigi saptanmistir

(145, 165).

4.9.2.5. Anti-Tumoral Etki

Bircok dokuda antikanserojen etkisi gosterdigi savunulan RES’in, etki
mekanizmalar1 hala giin 1181na ¢ikarilmay1 beklemektedir. RES’in tiimor gelisimindeki
cesitli hiicresel olaylar1 inhibe ederek kanserden koruyucu etki olusturdugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. RES’in antitiimor etkisi tam olarak anlagilmamasina ragmen
anti-ostrojenik etkisi, p53, fas-fas ligand sistem ve mitojen aktif edilmis protein kinaz
(MAPK) ekspresyonunu aktive etmesi; p4501A1, riboniikleotid rediiktaz, ornitin
dekarboksilaz, protein kinaz C, DNA polimeraz inhibisyonu ve apopitozisi indiiklemesi
nedeniyle antitlimor etkisi gosterdigi diisiiniilmektedir. Ayrica prostoglandin sentezinin
inhibisyonu ile de timdr gelisiminin yavasladigi rapor edilmistir (169, 170, 171, 172,
173, 174). RES; gogiis, akciger, prostat, kolorektal kanser, mide kanseri, 6zafagus
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tiimdrleri, pankreas kanseri, 16semi gibi ¢esitli kanser tiirleri {izerine antiproliferatif

olarak rol oynamaktadir (175).

4.9.2.6. iskemi-Reperfiizyon Hasarindan Koruyucu EtKisi

Cesitli  organlardaki iskemi/reperfiizyon c¢alismalarinda RES’in  dokularda
trombosit agregasyonunu Onledigi ve iskeminin zararli etkilerine karsi korudugu
goriilmiistir (176, 177).Gegici iskemi olusturulan sigan kalbinde iskemi-reperfiizyon
hasarlanmasi sonucu gelisen kardiak hasarlanma ve aritmilerin RES ile (2.3x10-5M)
azaltilabildigi; bu etkinin ise endoteliyal NO olusumu ve antioksidan aktivite sonucu
olustugu diistiniilmiistiir. Ayn1 ¢alismada plazma NO diizeylerinin doz bagimli olarak
arttigin1 ve hiicre zedelenmesinin bir gostergesi olan laktat dehidrogenaz aktivitesinin

ise doz bagimli olarak azaldigi bulunmustur (178).

4.9.3. Resveratroliin Testis Uzerine Etkileri

Normal dokuda RES etkisinin arastirildigi bir calismada testislerin makroskopik
gorinim ve agirhik acisindan farklilhik gostermedigi, ancak RES verilen grupta
spermatozoa sayisinin daha yiikksek bulundugu gosterilmistir. Ayni calismada
anomarmal spermatozoa oranmin daha disik, serum LH, FSH ve testosteron
diizeylerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu degisikliklerin nedeninin
hipotalamus-hipofiz-gonad aksinin RES tarafindan uyarilmasi oldugu bildirilmektedir
(154).

RES’in germ hiicreleri ve spermatozoalar {izeride doz degerlendirilmesinin
yapildigi bir calismada RES’in lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gosterdigi ve
semenin Kriyopreservasyonu ya da IVF-ICSI gibi mekanik teknikler i¢in spermleri ROS
saldirilarina  daha 1iyi koruyabilen yeni sperm Kkiiltir mediumlarina RES’in
eklenebilecegini gostermistir (12).

Cevresel toksinlerin spermatogenez siirecinde yikima sebep oldugu bilinmektedir.
Endiistriyel bir toksin olan 2,5-hexanedione (2,5-HD) testis hasarinin arastirildigr bir
calismada RES’in 2,5-HD ile olusan dozispermiyi iyilestirebilecegi ve spesifik hiicre

membran proteini olan c-kit diizenleyicisi olabilecegi diistiniilmiistiir (14).Testiste
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torsiyonla gercgeklestirilen iskemi-reperfliizyon hasar1 sonrast RES verilen sicanlarda

germ hiicre apopitozisinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (178).

4.9.4. Toksisite

Su ana kadar insanlarda, RES alimiyla ilgili ve RES-ilag¢ etkilesmeleri ile ilgili
herhangi bir ters etki bildirilmemistir. Giinlilk 5-10 mg dozunun tamamen gilivenli
oldugu bildirilmektedir. Siganlara giinliik 300, 1000 ve 3000 mg/kg dozda 28 giin oral
yolla verildiginde nefrotoksisite, dehidratasyon, solunum gii¢liigli, durus bozuklugu
(kamburlagma), aktivite kaybi, diyare, burunda kirmizi renkte lezyonlar; erkek
sicanlarda 16kositoz ve her iki cinste anemi olustugu tespit edilmistir. 300 mg/kg dozda,

herhangi bir ters etki goriilmemistir (178).
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Deneysel Calisma Asamasi

5.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu 18.10.2011 tarihli ve 2 sayili karar ile onaylanmistir. Calisma
siiresince kullanilan deney hayvanlari, kimyasal malzemeler, arag ve geregler KTU
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2010.114.001.12 kod nolu
proje ile desteklenmistir.

Calismada, 5 haftalik 140-170 gr agirhginda Spraque Dawley cinsi 34 adet erkek
sicanlar kullamildi. Calisma grubunu olusturan sicanlarin tamami KTU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden saglandi. Calisma siiresince sicanlarin bakimu,
beslenme ve barimasi i¢in KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde bulunan
sigcan takip odalart kullanildi. Deney i¢in kullanilan siganlarin tamami Cerrahi Arastirma

Merkezi’nden temin edildigi i¢in ¢evre stresi ve uyum problemi yasanmadi.

5.1.2. Laboratuvar Kosullar

Deney siiresince laboratuvarin sicakligl ortalama 22 + 2°C, nisbi nem ortalama
%350+5 olarak ayarlandi. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatilma
saglandi. Siganlara igme suyu olarak ¢esme suyu verildi. Tim denekler standart yem ile
siirsiz beslendi. Calisma siiresince siganlarin barindirilmasinda standart Tip III

kafesleri kullanildi (Sekil 4).
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5.1.3. Deneysel Calisma Plani

Sicanlar 5 grup olmak iizere yas ve agirliklarina gore rastgele sekilde gruplara
ayrildi ve deney prosediirii asagidaki gibi belirlendi (Tablo 2):

Kontrol Grubuna (n:6), tek doz izotonik soliisyon i.p (intraperitoneal) olarak
uygulandi.

DOX Grubuna (n:8) tek doz 10 mg/kg DOX (Adriblastina 10 mg, DEVA) i.p
olarak uygulandu.

DOX + RES Grubuna (n:8), tek doz DOX 10mg/kg uygulamasi ile birlikte %
30’luk DMSO iginde ¢dziilen RES [(20 mg/kg/giin), (R5010-500 mg, SIGMA)] 21 giin
boyunca i.p enjeksiyon ile verildi.

RES Grubuna (n:6), deney siiresi boyunca (21 giin) RES 20 mg/kg/giin i.p.
olarak uygulandi.

DMSO Grubuna (n:6), RES’in ¢o6ziiciisi DMSO 21 giin boyunca (i.p)
uygulandi.

Calismanin deney asamas1, kan ve dokularin elde edilmesi islemlerinin tiimii KTU
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nde 6zel olarak hazirlanmis hayvan takip ve
cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi.Uygulamalar sabah saatlerinde (saat 09.00—
10.00 arasinda) yapildi (Sekil 4) ve deney siiresi 21 giin olarak belirlendi. Deney

stiresinin bitiminde si¢anlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Tablo 2. Denek Gruplart

Gruplar Uygulama (i.p.) Denek Sayisi
KONTROL  SF (tek doz) (i.p) 6
DOX 10 mg/kg tek doz DOX (i.p) 8
DOX+RES 10 mg/kg tek doz DOX + 21 giin RES (20mg/kg) (i.p) 8
RES RES 21 giin (20mg/kg) (i.p) 6
DMSO DMSO 21 giin (i.p) 6
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Sekil 4. Deney Hayvanlarinin Barinmasinda Kullanilan Tip III Kafesler (A, B),
Denek Gruplarina i.p. Enjeksiyon Uygulamasi (C).
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5.1.4. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Tiim hayvanlar 21 giinliik deney siiresi sonunda ve derin anestezi (Ketalar 50
mg/kg) altindayken dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Ardindan hemen
biyokimyasal parametreler icin EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit)’li tiipe kan
ornekleri topland1 ve derhal hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi (Sekil
5). Sag testise ait epididimis tris tampon soliisyonu igeren bir petri kaba alindi, sol
testise ait epididimis ise histolojik degerlendirmeler i¢in % 10’luk formalin i¢inde
fiksasyonu saglandi. Cevre dokularindan iyice temizlenen sag testisler hassas terazide
titizlikle tartildi, ayr1 ayr1 kayit altina alindiktan sonra vertikal olarak ikiye boliindii.
Testislerin yarist histolojik incelemeler icin Bouin tespitine alindi. Diger yarisi ise
biyokimyasal analizler i¢in 4 esit parcaya ayrilarak eppendorf tiiplerine konuldu ve — 80
derecede muhafaza edildi. Biyokimyasal analizler i¢in alinan tim doku ve kan
numuneleri i¢in KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki sogutucular
kullanildi.

5.1.5. Bouin Tespitinin Hazirlanisi

Dokularin tespitinde kullanilacak bouin soliisyonu asagidaki sekilde hazirlands;

e Doymus Pikrik Asit ¢ozeltisi 75 ml

e Formaldehit (%37) 75 ml

e Glasiyal Asetik Asit 5 ml

Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit ¢ozeltisi formaldehit ile

iyice karigtirildi, sonra {izerine yavasga glasiyal asetik asit eklenerek tekrar karigtirildi

(179).
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Sekil 5. Testis ve Epididimislerin Cikartilmasi (A,B). Testislerin Epididimislerden
Ayrilmasi (C), Testisin Makroskopik Goriiniimii (D).

5.1.6. Isik Mikroskobu icin Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takip, kesit alma ve boyanma islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Bouin
soliisyonuna alinan testisler 3 giin 151k almayan kuru ortamda oda sicakliginda

saklandiktan sonra asagidaki asamalardan sirasiyla gegirilerek parafin blok haline

getirildi.
1. % 70’1k alKOL ..o 1 glin
2. % 90’11k alKOL ..ooiiiiiiiiiic 1 glin
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3. % 96’ 11K AlKOL ... 1 giin

4. % 100°TUK alKOL ..o 1 glin

5. % 100°TUK AIKOL ..evviiiiiiiiesiieieecse e 1 saat (1 kez)

B. KSHBN ..o 5 dakika (3 kez)
7. Dokular eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etiivde 3 kez 15 dakika bekletildi

ve sonrasinda tekrar etiiv i¢erisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular bloklanda.

5.1.7. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarindaki tam otomatik mikrotom (LEICA RM 2255) yardimiyla dokunun
baslangicina kadar 20um’lik kesitlerle trimlendi, dokuya ulasinca 5 um’lik ince kesitler
alindi. Alinan kesitler 45°C’de benmari igindeki sicak su iizerinde kirigiklarin agilmasi

beklenildi ve lam iizerine alindi.
5.1.8. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi
Kesit alma islemi tamamlandiktan sonra lam {izerine alinan dokular

Hematoksilen&Eozin boyamasi i¢in zembile yerlestirildi. Parafinin erimesi i¢in 1 saat

58°C etiivde bekletildi ve sirasiyla asagidaki islemlerden gegirildi:

Lo KSHEN (e 5 dakika
2. KSHEN oo 5 dakika
3. %I100°THK alKOL....ccivveeiieiieciee e 5 dakika
4. %96’k alKOl .....c.oooiiiiiiiie e 5 dakika
5. %T70°1K alKOl ...ccvvveiiiieiiiie e 5 dakika
B.  DISHHE SU..c.oiuiieiiiiiice e 2-3 dakika
7. HemMAtOKSIHIEN........ooveveeeeveeeeeeeeeeeeee e 35 saniye”
8. MUSIUK SUYU ..ot 5 dakika
9. ASILAIKOl ..o lkez batirilip ¢ikartilir
10. DISHIE SU....oiiiiiiiccce s 1 dakika
11, AmMONYaKIl SU ..oovviiiiiiiiiciiieicec e 10 saniye
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12, DISHHE SU..coiiiiiiieiee e
13, EOZINiiiiiiiiiee et
14, DiSHIE SU..cviiiiiiiicieeee s
15, % 70K @IKOL...ovviiiieieieie s
16. % 96’ 11K alKOL.....uvevveeieieieie e
17, %100 TK alKOL ....vivveererieieiece e e
18, KSHEN oo
19, KSHEN oo
20. Entellan ile kapatildu.

Hazirlanan preparatlarda seminifer tiiblil ¢api, germinal epitel kalinligi ve

limende olgunlasmamis germinal hiicrelerin goriildiigi tiibiil sayis1 Olympus DP 71

(Japan) kameral1 151k mikroskobunda (IM) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging

Solution, Germany) programi kullanilarak hesaplandi.

spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alan Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu

IM’de incelendi ve resimler dijital ortama aktarildi.

Testis seminifer tiibiiliinde hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen skorlama sistemi

kullanildi (180, 181).
Johnsen skorlama sistemi (180);

10: Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatazoa var

: Germinal epitelyum disorganize ve liimene dogru yigilma, spermatozoa var

: Germinal epitel ¢ok sirali ancak liimende 10'dan az spermatozoa var

: Spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatid var

: Spermatozoa yok, spermatid 10'dan az

: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5'den az

9
8
7
6
5: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var
4
3: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

2

: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1: Seminifer tubul i¢inde hig hiicre yok
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5.1.9. Epididimiste Total Sperm Sayisi, Motilite, Canhilik ve Morfoloji
Degerlendirmesi

Sperm sayimi icin glinlimiizde en fazla kullanilan aletlerden biri “Makler Sperm
Sayim Kamaras1”dir (Sekil 6). 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan sperm
sayimi i¢in 6zel olarak tasarlanmistir. Semen Orneginin incelendigi kamaranin 10 um
derinliginde olmas1 spermatozoanin tek bir diizlemde serbest hareketine olanak
saglamaktadir. Makler kamarasi ile spermlerin hareketlilik ylizdeleri daha kesin olarak
saptanabilmektedir (182, 183).

Bu calismada epididimisden elde edilen sperm degerlendirmesi su sekilde
gerceklestirildi: Tris tampon soliisyonu (pH: 7,5) iceren petrideki epididimis pargalara
ayrilip 37 C°de 10-30 dk bekletilip spermlerin sivi igerisinde ylizmesi saglandi.
Akabinde sperm sayimi, motilite, canlilik ve morfoloji degerlendirmesi yapildi. Bunun
icin Makler Sperm sayim kamarasi kullanildi. Bir damla semen (5 pl) kamaranin
merkezine damlatilip iizerine kapak cami kapatildi. Dort adet kuvartz bacak sayesinde
spermler, 10 um derinlikte yiizmeleri saglandi. Bu derinlikte ancak bir adet sperm bas1
s1gabildigi i¢in bir hat {izerinde yapilacak sayim 20X biiylitme altinda 10 karede motil
ve non-motil sperm sayildi ve 106 ile ¢arpilarak mililitredeki (x 106/ml) sperm sayisi
belirlendi. Motil sperm sayisininToplam sperm sayisina orani bulunarak motilite %
olarak hesaplandi. Normal sperm konsantrasyonu (>20x106/ml) dikkate alinarak
degerlendirildi (182).Canlilik degerlendirmesi i¢in lam {izerine semen Orneginden bir
damla damlatildi1 ve {izerine 1 damla % 1°lik eozin-y eklenerek karistirildi ve lamel ile
kapatildi. Her bir Ornekte farkli alanlarda totalde 100 sperm canlilik agisindan
degerlendirildi (Sekil 7). Morfoloji degerlendirmesi i¢in semen 6rnegi 3 dakika 1000
rpm’de (Dakidaki devir sayisi) santrifiij edildi. Siipernatanttan alinan 0,5 ml 6rnek lam
izerine yayilarak kurutuldu. Hazirlanan smear 6rnegi 3 dk metanol ile fikse edildi ve
%1’lik eosin-y ile boyandi. Her bir hayvanda 200 sperm immersiyon yagi altinda
X100’lik biiytitmede sayild1 ve anormal sperm %/’si belirlendi (184).
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Sekil 6. Makler Sayim Kamarasi
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Sekil 7. Makler Sayim Kamarasinda Sperm Analizi

5.2. Immiinohistokimyasal Islemler

Testisteki apopitozisi degerlendirmek icin TUNEL (Terminal deoxynucleotidy
transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) teknigi kullanilarak
seminifer tiibiil germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Nekroz
alanlart bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi nukleuslu TUNEL (+) hiicreler
apopitotik hiicre olarak degerlendirildi. Her testiste 20 seminifer tiibiilde TUNEL (+)
hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 bakilip Apopitotik yiizde (Al= TUNEL (+) hiicre
sayist / toplam hiicre sayis1 x 100) hesapland1 (185).
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5.2.1. TUNEL Boyama

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD kiti kullanildi1 [(11 684

817 910 ROCHE (Mannheim, Germany)]. Lam {izerine alinan 5 p’luk kesitler 1 saat
60°C'lik etiivde bekletildikten asagidaki islemlerden gegirildi.

1.

e
N P O

© o N o g B~ w DN

Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.

%2100 etanol 2x5 dk

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5dk

Distile su ile yikanir.

Oda 1s1s1nda 20 pg/ml Proteinase K 15 dk

PBS (phosphate buffer solution)’de yikanur.

%3 H20,’de 15 dk

Distile su ile yikanur.
. PBS’de 2x5 dk
. Oda 1sisinda Large Volume UV (Ultraviyole 151n) block 10 dk
.75 nug Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 ul TdT/dUTP karigsimi

ile dokular kaplanir, 37 °C'lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.

13. PBS’de yikanir.

14.100 p converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplanir ve 37 °C'lik

etivde inkiibe edilir.

15. PBS’de 3x5 yikanir.
16. 100 ul DAP ile 5 dk karanlikta oda 1s1sinda beklenir.
17. Distile suda 1x2 kez yikanir.

18. H&E ile 15 sn boyanir ve ¢esme suyu ile yikanir.
19. %70 etanol 2x5dk

20. %95 etanol 2x5 dk

21. %100 etanol 2x5 dk

22. Ksilen 2x5 dk

23. Kurutulup kapatilir.
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5.3. Biyokimyasal incelemeler ve Kullamlan Yéntemler

5.3.1. Bradford Metodu

Kullanilan Cozeltiler:

1- %20’lik HCI (hidrokliorik asit) ¢ozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 27.03 ml

%37°1ik HCl‘den alindi son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Kullanilan cam
malzemelerdeki olabilecek protein kalintilarini uzaklastirmak ic¢in yikama c¢ozeltisi
olarak kullanildi.

2- Bradford Reaktifi: 25 mg Coomassie Brillant Blue G-250 12.5 ml %95°1ik
etanolde ¢oziildiikten sonra iizerine 25 ml %85’lik H3PO, (fosforik asit) eklendi. Son
hacim 250 ml’ye tamamlandi.

3- Standart cozeltiler: Standart ¢ozeltiler Bovin Serum Albumin (BSA)’dan
hazirlandi. 25 mg BSA bir miktar suda ¢oziildiikten sonra son hacim saf su ile 10 ml’ye
tamamlandi. Olusan 2.5 mg/ml’lik ¢6zeltiden 1; 0.8; 0.6; 0.4; 0.2; 0.1 mg/mL’lik
¢oOzeltiler hazirlandi.

Bradford Reaktifi 100 mL
Homojenat (10 kat seyreltildi). 10 mL
Plate karistiricida 10 sn karistirildi.

o0 o

600 nm’de spektrofotometrik okuma yapildi.

5.3.2. Plazma MDA Tayini

Gerekli cozeltiler:
0,084N H,SO, (stilfirik asit): 570ML H;SO4 (%98°lik) saf su ile 250mL'ye

tamamlandi.

%10’1luk fosfotungustik asit: 0,5g tartip 4,5mL deiyonize suda ¢oziildii.
- TBA (tiyobarbitiirik asit) : 0,67 g TBA tartilip, 50 mL suda manyetik bar

yardimiyla karistirilarak iizerine 50 mL asetik asit ilave edildi.

Deneyin Yapilisi:

1. 150 Ml plazma iizerine 1,2 mL H,SO, ve 150 mL fosfotungustik asit ilave
edilip, hafif vortekslendi.
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4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve {ist faz atild1.

Coken kisimlara 2 mL deiyonize su ilave edilip tekrar vortekslenip, ¢oziildii.
0,5 mL TBA ilave edildi

1 saat 101°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucunda tiipler tekrar 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve
532 nm’de absorbans okundu (186).

5.3.3. Doku MDA Tayini

Gerekli ¢ozeltiler:

Doku homojenizasyon tamponu:

% 1,15 lik KCI (potasyum kloriir) ¢ozeltisine % 0,05’lik (bir litre i¢in 500 ML
olacak sekilde) Triton X.100 konarak hazirlandi.
%1°lik H3PO,4

TBA:Plazma i¢in hazirlananla ayn1 prosediirii kullanildi.

MDA standartlari:

MDA Standartlar1 tetrametoksipropandan 0,01 M HCI asitle 50 °C’de 1 saat
inkiibe edilerek hidrolizle elde edildi. Stok MDA 10 nmol/ml (10 000nM)’dan
10nm/ml, 5 nm/ml, 2,5, 1,25, 0,625, 0,3125 c¢ozeltileri hazirland1 ve standartlar ¢ift

calisildi. Standartlara TBA’l1 ve %1°lik H3PO,’lli ve sonrasindaki uygulamalar yapildi.

Deneyin Yapilisi:

1.
2.

o 0 > w

50mg (0,05g) doku tartildi ve islemler buz lizerinde gergeklestirildi.

Tiiplerin tizerine 6nceden hazirlanan 2 mL doku homojenizasyon tamponu
koyulur.

0,05 g olarak tartilan dokular homojenizasyon i¢in uygun tiiplere konuldu.
Homojenizasyon buz lizerinde yapildi.

3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonunda iistte kalan silipernatanlardan 500 ML alinip, diger
tiiplere koyuldu.

Bu tiiplerin tizerine 3mL %1’lik H3PO,4 ve 1mL TBA eklendi.

100°C’de 45 dk inkiibasyona birakildi.
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9. Tipler 4000 rpm’de 10dk santrifiijlendi.
Elisa pleytlerine 300 ML pipetlendi ve 532 nm’de absorbans okundu (186).

5.3.4. Dokuda SOD Tayini

SOD 6l¢iimii Sun ve arkadaslarinin yontemine gore olgtildi (187).

Homojenizasyon Asamasi:

Homojenizasyon tamponu: Tris=HClI 50 mM pH: 7,4 olan soguk tampon

hazirland1 (litrede 500 pl olacak sekilde triton x 100 olmalidir). Bu tampon
homojenizasyonda, SOD standartlarin1 hazirlamada kullanildi. Homojenizasyondan
sonra ayni giin icinde SOD c¢alisild1.

50 mg doku, 2 ml soguk tampon i¢inde homojenize edildi ve 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Siipernatanin bir kismini protein tayini i¢in ayrildi ve diger kismi ile SOD
Olctimii yapildi.

1 ml Siipernatan ve 500 ul etanol-kloroform karisimi koyuldu (etanol: kloroform
2: 3 oraninda). 10 000 g’de santrifiij edilecegi icin bu asama ependorfta yapildi,
vortekslendi ve sogukta 30 dk santrifiijlendi. Siipernatan alinir homojenizasyon

tamponu ile diliie edildi.

SOD Ol¢iimiinde Kullanilacak Céozeltiler
1) 0,3 mM ksantin

2) 0,6 Mm EDTA

3) 150 uM NBT (nitroblue tetrazolium)

4) 400 mM Na,CO3 (sodyum karbonat)

5) % 0,1 Bovin Serum Albiimin

6) 2,3 M (yada 2 M onerilen) amonyum siilfat

7) 0,8 mM bakir klortiir

8) 167 u/L ksantin oksidaz

9) Kor0,125- 0,25- 05- 1-2-3-4- 5-6-7- 8- 9 -10 tinite /ml lik
SOD standartlaridir.
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Not: Kor ¢ok Onemlidir mutlaka yapilmalidir. Standartlara ve kore etanol/
kloroform agamasi ve santrifiij agamasi uygulanmaz, SOD kimyasal karigimi1 ilave etme
asamasindan baslanir.

Yukardaki ¢ozeltilerin ilk 5 tanesi ile asagida verilen oranlarda bir karisim (SOD
reaksiyon karigimi) elde edildi ve bu karigim kullanildz.

- Ksantin ¢ozeltisi: 40 ml

- EDTA ¢ozeltisi: 20 ml

- NBT: 20 ml (1siktan korunmali ve karisima en son pipetleme yapmadan hemen

once eklenmelidir.)

- Na;CO0s3:12 ml

- % 0,1 Bovin Serum Albiimin: 6 ml

Cam tiipte calisma adimlari:

Stipernatan alind1 ve homojenizasyon tamponu ile diliie edildi. Dillisyon orani,
birka¢ numunenin rengi kor ile standart 10 arasinda kalacak sekilde tesbit edildi. Diliie
stipernatan kullanildz.

(Not: Kor ¢cok dnemlidir ve mutlaka yapilmalidir).

1) 0,25 ml kor, standart, diliie siipernatan cam tiipe alindu.

2) 994,9 ml SOD karigimi + 255,1 ml NBT ilave edildi (1,25 ml SOD kimyasal
karigim ilave edildi).

3) 0,025 ml (25 mikrolitre) 167 u/L karanlikta ksantin oksidaz ilave edildi (Her
ilave edilen numune arasinda esit siire olmasi ve reaksiyon durdurulurken tiim
numuneler esit inkiibasyon siiresi ge¢irmis olmasina dikkat edildi).

4) 15-20 dk 25 °C’de karanlikta inkiibe edildi (su banyosunda) ve inkiibasyon
esnasinda renk degisimini kontrol edildi. Ayrica inhibisyonu durdurmadan
once standartin birka¢ tanesi ile okuma yaparak inhibisyonun %30-65
araliginda olup olmadig1 kontrol edildi.

5) 0,5 ml bakir kloriir (0,8 mM) ilave edildi.

Bu pipetlemeyle kiivette okumak i¢in yaklagik 2 ml’lik bir numune olarak

degerlendirildi.

6) Kiivette yada eliza pleytine numuneler aktarilarak 560 nm’de okundu.
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Sonuclarin Hesaplanmasi:

% inhibisyon agagidaki formiile gore yapildu.

%inhibisyon = kor abs-numune abs / kor abs X 100

Dogrusal grafik cizebilmek i¢in standart konsantrasyonlarinin logaritmasi alindi.
Standartlarin % inhibisyon degerleri ile standartlarin logaritmik konsantrasyonlari
kullanilarak standart grafigi ¢izildi ve denklemi bulundu. Numunelerin absorbanslarinin
% inhibisyonlar1 bulundu ve Standart denklemi kullanilarak numunenin %
inhibisyonlarina karsilik gelen logaritmik konsantrasyonlar belirlendi. Logaritmik

konsantrasyonlarin anti loglar1 alinarak normal konsantrasyonlara doniistiiriildii.

5.3.5. Dokuda Katalaz Tayini

Dokuda CAT 6l¢iimii SOD ig¢in hazirlanan doku homojenatinda Aebi yontemine
gore Olciildii (188).

Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7,0; 50 mM): 6,81 g KH,PO, (potasyum dihidrojen

fosfat) deiyonize suda ¢oziilerek son hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8,9 g Na,HPO,4.2H,0
(disodyum hidrojenfosfat dihidrat) deiyonize suda c¢oziilerek son hacmi 1 L’ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karigtirildi ve gerektiginde asit veya
baz ilavesi yapilarak pH=7,0‘ye ayarlandi.

2. Hidrojen Peroksit: 240 uL %30’luk H,0,’den alinarak son hacim fosfat

tamponu ile 50 mL’ye tamamlandi (giinliik hazirlands).

Deneyin vapilisi:

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek Olciim yapilacak

numuneler olusturuldu. Asagidaki sekilde pipetlemeler yapildi.

- Fosfat Tamponu 750pL e
- Numune 1500 pL 1500 pL
- HO, e 750 ulL

H,0; eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 sn siireyle
her 10 sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diistisler izlendi.

Absorbanslardaki disiisiin 0,015 ile 0,100 arasinda olmasina dikkat edildi. Eger bu
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aralikta diisiis olmazsa H,O,’nin konsantrasyonu yeniden ayarlanmalidir.Katalaz
aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 sn’lik aralik

i¢cin asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi.

k= (2,3/10) x log(A1/A2) s-*

A1= Baglangi¢c Absorbansi A2=10 s sonraki absorbans
Yukaridaki formiile gére bulunan k degeri seyreltme faktori ile ¢arpildi. Ardindan

testis dokularinda mg protein bagina katalaz aktivitesi hesaplandi (k/mg protein).

5.3.6. Doku GP-x Tayini

Dokuda GPx, SOD igin hazirlanan doku homojenatindaCAYMAN marka GP-x
ol¢tim kit (katalog no: 703102) prosediirii kullanilarak 6l¢iildii.

5.3.7. Doku GSH Tayini

GSH ol¢timii Afzal ve arkadaslarinin gelistirdigi metoda (189) gore yapildi. 0.2
mL homojenat alindi, tizerine %3’liik 400 pL metafosforik asit eklendi ve vortekslendi.
Oda sicakliginda 25 dk bekletildi, ardindan 10 000 g’de + 4 °C’de 5 dk santrifiijlendi.
Sep-Pak marka C-19 kat1 faz ekstraksiyon kolonundan 400 uL siipernatan gegirildi (bu
islemden 6nce kolon 400 uL. metanol ile 2 kere sartlandirildi). Daha sonra kolon 400 pL
%0.1’lik TFA ile eliie edildi. Eliient viallere alinarak HPLC’de(yliksek basingli sivi
kromatografisi) ¢alisildi.

Kullanilan Cozeltiler:

1- % 0,1’lik Trifloroasetik asit ¢ozeltisi: Orjinal siseden 1000 pL TFA alindi, son
hacim HPLC safligindaki su ile 1 L’ye tamamland.

2- Metafosforik asit ¢ozeltisi: 1.5 g metafosforik asit bir miktar HPLC safliginda
su ile ¢oziildii ve son hacim HPLC safligindaki su ile 50 mL’ ye tamamlandi.

- Enjeksiyon Hacmi 10 uL

- Mobil faz % 65 Asetonitril, %35 % 0.1 TFA
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- Akis Hizi 1 mL/dk

- Dedektoriin dalga boyu 210 nm
Kolon C-18 Fortis UniverSil C18 250 x 4.6 mm, 5
um partikiil ¢caph

5.3.8. Plazma Testosteron Tayini

Plazma testosteron CAYMAN marka Rat testosteron ELISA kit (katalog no:
582701) prosediirii kullanild.

5.3.9. Glikoz-6- fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Ol¢iim Yontemi

G6PD olgiimii Jack DEUTSCH’in yontemi (190) ile olgiildi. Karisim
konsantrasyonu i¢in 50mmol/I Tris, 0.38 mmol/I NADP, 6.3 mmol/l MgCl,
(magnezyum kloriir), 3.3mmol/l G-6-P ve 5 mmol/I Maleinimid kullanildi. Ol¢iim i¢in
bu karisimdan 1.0 ml alindi ve tamamiyla karismasina izin verildi. Akabinde 0.02 ml

doku homojenati eklendi ve karistirildi. 340 nm’de 3-5 dk absorbans edilip okundu.

5.3.10. Sorbitol Dehidrogenaz (SDH) Ol¢iim Yontemi

SDH enzimi 6lgiimii Ulrich GERLACH’in yontemi (191) ile dlgtildii. Karisim
konsantrasyonu i¢in; 1.6 ml TEA (trietanolamin) buffer, 0.1 ml NADH soliisyonu, 1.0
ml doku homojenati alindi, karistirildi ve 25°C’de30 dk inkiibe edildi. Ardindan 0.3 ml
Fruktoz soliisyonu ekledi ve 365 nm‘de 5-8 dk absorbans edilip okundu.

5.4. Istatistiksel Analizler
[statistiksel olarak gruplarin biyokimyasal ve histolojik verilerinin analizlerinde
sayisal degerler Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli

Mann-Whitney U testi) ile karsilastirildi, ortalama ve Standart sapmalar hesaplanarak
p< 0.05 anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Viicut ve Testis Agirhgina Ait Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin viicut agirliklar ile testis agirliklarinin
karsilastirmasi Tablo 3’te verilmistir.

Elde edilen istatistiksel verilere géore DOX, DOX+RES gruplarinin viicut agirlig
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
goriildii. Diger gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi. DOX,
DOX+RES gruplariin testis agirligr kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
derecede azaldi. Fakat DOX+RES grubunun testis agirliginin, DOX grubunun testis
agirligina gore istatistiksel agidan anlamli derecede arttigi gozlendi. Diger gruplar

arasinda anlamli bir farklilik bulunmadai.

Tablo 3. Deney Gruplarinin Viicut ve Testis Agirligina Ait Ortalama ve Standart

Sapmalar
Gruplar Viicut agirligi (gr) Testis agirligi (gr)
KONTROL 212,8+16,76 1,43333+0,1751
DOX 150,1% + 16,72 0,616667 % +0,1329
DOX+RES 159,2% + 13,96 1,042857%° +0,1414
RES 189,5 + 12,53 1,25 +£0,08367
DMSO 189,6 + 15,31 1,25+0,1049

% DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05)
®: DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p< 0,05).

6.2. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarina ait seminifer tiibiil capi, germinal epitel kalinli§1 ve germinal
hiicrelerin liimene dokiildiigii tiibiil sayisina ait yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4’te
verilmistir.

DOX grubunda kontrolgrubuna goére seminifer tiibiil ¢apinda, seminifer epitel
genisliginde anlamli derecede azalma, germinal hiicrelerin limene dokiildiigii tiibiil

sayisinda artis gozlendi. DOX+RES grubunun DOX grubuna goére seminifer tiibiil
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capinda, seminifer epitel genisliginde artis, germinal hiicrelerin liimene dokiildigi tiibiil
sayisinda azalma gozlendi. Ayrica DOX+RES grubundagerminal hiicrelerin liimene
dokiildiigi tiibiil sayisinda azalma olsa da kontrol grubuile kiyaslandiginda istatistiksel

acidan artig gozlendi.

Tablo 4. Deney Gruplarina Ait Morfmometrik Olgiimlerin Ortalama ve Standart
Sapma Degerleri

KONTROL DOX DOX+RES RES DMSO

Seminifer a b

Tiibiil Cap1 259+4,37 151,4 14,6 224, +4,72 238,3+ 4,72 241+ 9,1
Germinal . b

Epitel 90+4,47 49,02 £6,80 82,87 +2.57 87,5£2,42  86,57+3,34
Kalihg

Germinal

Hiicrelerin .

Liimene 5 #547 65714534 2571
Dékiildiigii

Tiibiil Sayisi

d,
"534 6665516  6,66£8,16

% DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05).

® DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gére anlamli bir sekilde artmustir (p< 0,05).
°: DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmstir(p< 0,05).

9 DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05).
: DOX+RES grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artmstir (p< 0,05).

e

6.3. Morfolojik Bulgular

Testis dokusunun histolojik incelemesinde; Kontrol grubuna ait testis kesitlerinde,
normal yapida seminifer tiibiiller, interstisyel dokuda Leydig hiicreleri ve
spermatogenik seriye ait hiicreler izlendi, herhangi bir patolojiye rastlanmadi (Sekil 8).
DOX grubuna ait testis kesitlerinde, seminifer tiibiil bazal membraninda diizensizlikler,
limende olgunlasmamig germinal epitel hiicreleri, seminifer tiibiil germinal epitelinde
diizensizlikler ve vakuoller, seminifer tiibiill ¢apinda azalma izlendi (Sekil 9-
10).DOX+RES grubuna ait testis kesitlerinde, liimende germinal epitel hiicrelerinin
dokiilmiis oldugu birkag¢ tiibiil disinda herhangi bir patolojiye rastlanmadi (Sekil
11).RES ve DMSO gruplarina ait testis kesitlerinin kontrol grubuna benzer oldugu
gozlendi ve patolojiye rastlanmadi (Sekil 12).
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Sekil 8. Kontrol Grubuna (A) ait Testis Dokusu. Kontrol grubuna ait normal

yapidaki testis dokusunda seminifer tiibiiller (*) ile aralarindaki
interstisyel bag doku (— ) izlenmektedir ( H&E, X200).
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Sekil 9. DOX Grubuna (Bj;) Ait Testis Dokusu. Olgunlasmamis germinal
hiicrelerin liimene dokiilmesi (P ), tiibiil duvarinda vakuolizasyon (*)
liimende spermatozoonlarin azligt (]) dikkat ¢ekmektedir (H&E,
X200).

Sekil 10. DOX Grubuna (B;) ait Testis Dokusu. Eozinofilik sitoplazmali
spermatogenetik hiicreler (*), spermatozoa azligi (1) gorilmektedir
(H&E, X400).
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Sekil 11. DOX+ RES (C) Grubuna ait Testis Dokusu. Liimende spermatozoa
yogunlugu (*), normal dagilimli spermatogenetik hiicreler (» ), diizenli
sinirlara sahip seminifer tiibiiller ve az sayida liimende olgunlagsmamis
germinal hiicrelerin goriildigii seminifer tibiller (1) izlendi (H&E,
X200).
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Sekil 12. RES Grubu (D) ve DMSO Grubuna (E) ait Testis Dokusu Ornegi.
Seminifer tiibiillerin kontrol grubuna benzer histolojik yapida oldugu
izlendi (H&E, X200).
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Deney gruplarina ait testis dokularmin seminifer tiibiil yapisinin Johnsen testis
hasar skorlamasiile degerlendirme sonuglari, TUNEL teknigi ile degerlendirilen
Apoptotik Indeks (AI) Tablo 5 ve Sekil 13-15te verilmistir. Johnsen Skoru
degerlendirmesine gore; DOX grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli 6lciide azaldigr gorildii. DOX+RES grubunda DOX grubuna gore anlamli
derecede arttig1 izlendi. Al degerlendirmesine gore; Al’'in DOX grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide arttig1 goriildi. DOX+RES grubuna ait

AT’in DOX grubuna gore anlamli derecede azaldig: izlendi.

Tablo 5. Deney Gruplarma ait Johnsen Skoru ve Apopitotik Indeks

Degerlendirmesi

Gruplar Johnsan skoru Apoptotik indeks (%)
KONTROL 9,73 +0,37 2,74+ 1,13

a
DOX 5,68 40,62 56,16 “+ 5,11

b
DOX+RES 8.97 048 20,44%% + 2,65
RES 9,76 +0,15 3,11+ 1,02
DMSO 9,63 +0,18 3,04+ 0,87

: DOX grubundaki degerler kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05).

: DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p< 0,05).

: DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artmistir (p< 0,05).

: DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir(p< 0,05).
: DOX+RES grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir (p< 0,05).

® o o T o
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Sekil 13. Kontrol Grubu (A) ve DOX Grubuna (B) Ait Testis Dokusunda
Gozlenen Tunel (+) Hiicreler (1) (TUNEL X400).
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Sekil 14. DOX+RES (C) Grubuna Ait Tunel (+) Hiicreler (1) (TUNEL X400).

62



Sekil 15. RES Grubu (D) ve DMSO Grubuna (E) Ait Tunel (+) Hiicreler (1)
(TUNEL X400).
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6.4. Semen Analizine Ait Bulgular

Deney gruplarina ait semen analizinde total say1, canlilik, progresyon ve morfoloji
degerlendirme sonuclar1 Sekil16-19 ve Tablo 6’ da verilmistir.

Bu bulgulara gére DOX uygulamasindan sonra sperm sayisinda, canlilikta,
progresif hareketli sperm yiizdesinde kontrol grubuna goéreanlamli derecede azalma ve
anormal sperm sayisinda kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gozlendi.
DOX+RES grubunun DOX grubuna gore semen analizi bulgularinda sperm sayisinda,
canlilikta, progresif hareketli sperm yiizdesinde anlamli derecede artis ve anormal
sperm sayisinda azalma oldugu goriildi. Diger gruplarla (RES ve DMSO) kontrol grubu

arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 6. Sperm Analizine Ait Bulgular

KONTROL DOX DOX+RES RES DMSO

Total say1
(x10%)

Progresif (%) 73,1 9,23 8,102°+15,07  57,86° +6,46 68,34 £9,86  71,53+8,99

22,83 46,52 4,5 3,50 15,14+ 3,97 20,17+0,75 19,67 +1,5

Canlilik (%) 73 +2,23 355% 17,82 61,86 +3,76 73 +11,15 70+ 13,39
Anormal
Morfoloji 2,48 0,09  5809°+0.85  3,897°:0,83  2,312+0,20 2,213+0,14
Orant (%)

% DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlaml bir sekilde azalmistir (p< 0,05).

® DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmustir (p< 0,05).

‘. DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gére anlamli bir sekilde artmistir (p< 0,05).

¢ DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05).

: DOX+RES grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05).

e
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Sekil 16. Kontrol Grubu (A) ile DOX Grubuna (B) Ait Epididimisin Isik
Mikroskopik ~ Goriintiisii  (H&E  X400). (1) Olgunlasmasini
tamamlamamis germinal hiicreler.
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Sekil 17. DOX+RES Grubuna (C) Ait Epididimisin Isik Mikroskopik Goriintiisii
(H&E X400).
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Sekil 18. RES Grubu (D) ve DMSO Grubuna (E) ait Epididimisin Histolojik
Goriintiisii (H&E X400).
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Sekil 19. Sperm Analizi Gériintiileri. A: Olii sperm; B: Canl1 sperm

6.5. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

Deney gruplarina ait kanda Plazma Testosteronu, Plazma MDA, dokuda MDA,
SOD, CAT, GP-x, GSH, G6PD ve SDH sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir.

Bu bulgulara gore plazma testosteron seviyesi DOX grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldi. DOX+RES grubunda DOX grubuna gore anlamli artig
oldugu gozlendi. Plazma ve doku MDA, GP-x ve GSH seviyelerinin DOX ve
DOX+RES grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttig1 gozlendi. Bununla
beraber plazma ve doku MDA seviyeleri DOX+RES grubunda DOX grubuna gore
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anlamli derecede azaldi, GP-x seviyesi ise artti. SOD, CAT, G6PD ve SDH

degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 7. Deney Gruplarina Ait Biyokimyasal Parametrelere ait Bulgular

KONTROL DOX DOX+RES RES DMSO
Plazma
Testosteron )5 1885 4285%0129.8 8005542616 82164363  848.9+99.7
(Pg/mL)
Plazma MDA
(nmol/mL) 0,6892+0,197  1,308°+0,487 0,8522%°+0,10  0,7413+044  0,6212+0,193
Doku MDA
(nmol/g b de
orotein) 377,4+4435 503°427.45  448,3%°:4823  385,7+42.61 347 +62.,58
SOD (U/mg
protein) 6,668 +1,77 5075+ 1,82 5265 £1,56 5,962 +1,41  5,803+0,82
CAT (U/mg
protein) 0,0273+0,034  0,007+0,0019 0,010+0,002 0,010 £0,002  0,010+0,002
GP-x
(U/mg b b
orotein) 1,4340,1613  2,013°+0,342 2,198°°£0,266  1,398+0,424  1,677+0,490
GSH
(ng/ml) 4,197+0,07554 5,867°+£0,336 6,314°+0,7198  4,417+0,3371 4,183+0,1941
G6PD
(Ulg protein)  0,198+0,057 0,097£0,66  0,1132£0,035  0,198+0,114  0,168+0,079
SDH

3,495 +2.,05 2,652+1,19  2,722+1,09 3,663£2,28  3,32742.18

(U/g protein)

% DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmigtir (p< 0,05).

: DOX grubundaki degerler kontrol grubuna gére anlaml bir sekilde artmistir (p< 0,05).

: DOX4RES grubundaki degerler DOX grubuna gore anlamli bir sekilde artmigtir (p< 0,05).

: DOX+RES grubundaki degerler DOX grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir (p< 0,05).
: DOX+RES grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p< 0,05).

b
c
d

e
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi ile karakterize edilen, sonucu
bazi tiirler i¢in maalesef Oliimle biten ve bu nedenle de tedavisi i¢in en ¢ok arastirma
yapilan hastaliktir (192).Kanser hastalarinda antineoplastik kemoterapinin gelismesi ve
destek tedavisi ile mortalite ve morbidite oranlar1 6nemli Olgiide azalmistir. Ancak
yiiksek doz sitotoksik ilaglarin kullanilmasi, kanser hastalarinin daha uzun siire
yasamasina ve ilaglarinda ¢oklu organ sistemlerinde yan etkilerinin artmasina Sebep
olmustur (193). En ¢ok etkilenen organlar kendini yenileyebilen hiicre popiilasyonun
oldugu kemik iligi, mide-bagirsak, mukozalar ve sa¢ folikiilleridir. Ayrica sitotoksik
kemoterapi ile tedavi erkek {ireme organlarinda Onemli gonadal hasara neden
olmaktadir.Insanlarda ve deney hayvanlarinda her iki cins igin de, fertilite iizerindeki
muhtemel yan etkileri yeterince degerlendirilmemistir (7, 194, 195, 196).

Kanserli erkek hastalar igin testikiiler fonksiyon iizerine toksik etkileri olan
uygulamalarda tedavinin en biiyiik sorunu infertilitedir. Ciinkii bu insanlar, kanser
kontrol altina alindiginda, normal bir yasam siirmeyi ve muhtemelen cocuk sahibi
olmayi dilemektedirler (197). Bu nedenle, tedavinin bir sonucu olarak germinal dokuda
kalic1 hasar meydana gelme olasilig1 ve buna bagli olarak gelecek kusaklarda anormal
yapilt ¢ocuklarin diinyaya gelme ihtimali goz ardi edilmemelidir (198).

Antrasiklin grubunun bir liyesi olan DOX tedavisi, kalp, bobrek, testis ve
karaciger gibi organlarda hasarlara sebep olmaktadir. DOX’ a dayali testis hasari
tizerine yapilan calismalarda iireme organit agirliginda azalma, seminifer tiibiil
epitelinde bozulma, spermatojenik hiicrelerde apopitoze neden olarak spermatogenezi
bozmakta ve infertiliteye sebep olmaktadir. Ayrica sperm konsatrasyonunda,
motilitesinde azalma ile birlikte sperm morfolojisinde de bozulmalara neden olmaktadir
(199, 200).

DOX’un testis i¢in toksik etkiye sebep olan mekanizma tam olarak acgiklanamasa
da son donemki bulgular DOX’ un direk oksidatif stres olusturdugu ve bunu da
lipidperoksidasyon iireterek DNA hasarina sebep oldugu en yaygin goriistiir. DOX ile
serbest radikal olusumu iki farkli yolla ger¢eklesmektedir (130). Birincisi semikuinon
(AQ) radikaline metabolik indirgemedir (201). NADH veya NADPH’ dan bir elektron
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antrasikline transfer edilir ve antrasiklininkuinon formunun oksidasyonu ile semikuinon
radikali olusur (202).Oksijen bulunmasi durumunda semikuinon kendiliginden
otookside olur ve ilk olarak siiperoksitserbest radikali ve daha sonra diger reaktif
oksijen radikallerinin olustugu redoks déngiisiine katilir (201).Ikinci yol olarak ise,
Doksorubisin serbest radikallerinin demir reaksiyonlari igeren, enzimatik olmayan
mekanizmasidir. Ornegin, demir atomu bir elektron kabul ettikten sonra Fe™ bir redoks
reaksiyonunda Doksorubisin ile reaksiyona girer ve bir Fe*?Doksorubisin serbest radikal
kompleksi tiretilir. Bu demir-doksorubisin kompleksi hidrojen peroksit ve diger aktif
oksijen tiirleri i¢in oksijen azaltabilir (130, 202).

DOX ile kanser tedavisinde yasam oranlart %30’lardan  %70’lere
yiikseltilmisoldugu diisiiniiliince (203) sebep oldugu yan etkileri ortadan kaldirilmaya
yonelik cesitli aragtirmalar yapilmaya baslanmis ve bu konsepte dayali cesitli
antioksidan ya da antiapoptotik ajanlar istihdam edilmistir. Fakat bu kotii etkileri geri
gevirecek ya da koruyucu etkinligi yeterli olan bir ajan heniiz kanitlanmamuistir (204).

Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene) dogal bir fitoaleksindir (205).
Yapilan arastirmalarda anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-viriis, anti-timor gibi
Ozellikleri igeren genis biyolojik aktivitelerinin  oldugu gozlenmistir (12).
Resveratroliinlipidperoksidasyonu azaltic etkisi; ‘epicatecin’, ‘catechin’, ‘qarcetin’ gibi
diger fenollerden daha potent oldugunu gostermistir (150).

Diyabetik ratlar {izerine yapilan bir c¢aligmada diizenli olarak giinliilk alinan
resveratroliinlipidperoksidasyonu azalttigi, sican hipokampiis ve frontal kortekste
antioksidan oOzellik gosterdigi gorilmistir (161). Sicanlarda Cisplatininin (CP)
kardiyotoksisi lizerinde yapilan bir ¢alismada, RES’ in miyokardiyal hasar1 azalttigi,
laktatdehidrogenaz artisin1 Onledigi, antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmay1 ve
MDA artisin1 engelledigi gosterilmistir. Ayrica, RES’ in kanser hiicrelerinde CP ile
olusan sitotoksisiteye karst koruyucu oldugu gosterilmistir (206).Yine bagka bir
caligmada testiste germ hiicre apoptozisini anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (14).

Bu calismada tek doz Doksorubisin uygulamasinin sigan testisi iizerindeki
olumsuz etkilerine karst Resveratrol’in koruyucu etkisinin olup olmadigini
arastirilmastir.

Kato ve arkadaglarinin yapmis oldugu calisma da (136) DOX’a kronik

maruziyette iireme organ agirliginda azalma oldugunu sdylerken Endo ve arkadaslarinin
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yaptig1 c¢alismada(207) oOnemli etkisi olmadigini rapor etmislerdir. Fakat bizim
calismamizda sadece DOX uygulanan grupta testis agirligi kontrol grubundan daha
diisiik bulunmustur. Bu bulgular bize DOX uygulandiktan sonra bu azalma sebebinin
seminifer tiibiilde ciddi parankimalatrofinin gelistigini diistinmekteyiz (135). Ayrica
DOX uygulamasi ile birlikte resveratrol verilerek tedavi edilen grubun (DOX+RES)
testis agirhigmin DOX grubuna gore normal oldugu ve kontrol grubuna istatistiksel
olarak yakin oldugu gézlenmistir. Fakat DOX+RES grubunun viicut agirliginda DOX
grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Sadece RES ve sadece
DMSO uygulanan gruplarinda viicut ve testis agirliklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamastir.

Calismamizda 10 mg/kg™ DOX uygulamasi, sigan testis seminifertiibiillerinde
cesitli tipte morfolojik hasarlara neden oldugu goriilmiistiir. Bu hasarlar; 151k
mikroskopik diizeyde incelendiginde testis dokusunda seminifertiibiil bazal
membraninda diizensizlikler, liimende germinalepitel hiicreleri,
seminifertubulgerminalepitelinde diizensizlikler ve vakuoller izlendi. Bu histopatolojik
hasarlarin spermatogenezin bozulmasina sebep oldugu kanaatindeyiz (184, 208).

Bu ¢alismada testis seminifertiibiiliinde hasar skoru i¢in Johnsenskorlama sistemi
ile degerlendirilmistir.  Ciinkii;Johnsen skoru seminifertiibiillerde gergeklesen
spermatogenezin yeterliligini ve olgun spermatozoa sayisini vermektedir. Yapilan
caligmalarda DOX uygulamasinin Spermatogenez ve spermatozoa lizerine olumsuz
etkilerinin oldugu gosterilmistir (204). Bu ¢aligmada DOX grubuna ait Johnsen Skoru
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dl¢iide azaldigi, DOX+RES grubunda
DOX grubuna gore anlamli derecede arttigi izlendi. Sadece RES ve sadece DMSO
uygulan gruplarda kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Bu
sonuglar Trivedi arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismadaki Johnsen Skoru ile
desteklenmektedir (184).Antioksidanlarin oksidatif stres sonucu bozulan spermatogenez
tizerine olumlu etkilerinden hareketle doksorubisin ve resveratroliin testiste ortaya
cikaracagi etkilerin Johnsen kriterleri ile aydinlatilabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda DOX’ un testis lizerindeki etkisini, morfolojik incelemelerin yani
sira morfometrik Olglimler ile ortaya koymak i¢in, seminifertiibiil ¢api, seminiferepitel
genisligi ve germinal hiicrelerin liimene dokildigi tibil sayis1 ile de

degerlendirilmistir. DOX’ un testis hasar1 iizerine Ceribas1t ve arkadaslarinin yapmis
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oldugu calismada, seminifertiibiil ¢apinda kiiciilme ve seminiferepitel genisliginde
azalma oldugu bildirilmistir (209). Bizim ¢alismamizda da, DOX’ a maruziyet
sonrasinda seminifer tiibiil ¢api, seminiferepitel genisliginde kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalma, germinal hiicrelerin llimene dokiildiigii tiibiil sayisinda artis
gozlendi. DOX+RES grubunun DOX grubuna gore seminifertiibiil ¢api, seminiferepitel
genisliginde artig, germinal hiicrelerin liimene dokiildiigl tiibiil sayisinda azalma
gozlendi. Bu 6l¢lim sonuglar1 ile morfolojik sonuglar birbirini desteklemektedir. RES
tedavisinin DOX ile olusan testis hasarinda hem morfolojik hem de morfometrik
diizeyde koruma sagladigi goriilmiistiir.

Cesitli dokularda DOX toksisitesinin gelisiminde apoptozisnedensel bir rol oynar
(210). DOX’a dayali testis toksisitesi tizerine rodentler pek ¢ok ¢alisma yapilsa da germ
hiicrelerinde olusan apoptozise neden olan siireg iizerine ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Son
déonemde DOX’ a maruziyet ile olusan apoptozis iizerine yapilan ¢alismalarda ince
bagirsak epitel hiicrelerinde, renaltiibiiler hiicrelerinde (211), sag folikiilii hiicrelerinde
(212) ve kadin germ hiicrelerinde (213) apoptozis goriildiigii rapor edilmistir. Biz
testiste DOX’a dayali apoptozisin olup olmadigim1 degerlendirmek ve DNA
fragmantasyonu agisindan TUNEL teknigi kullandik. Yeh ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir ¢alismada DOX’a maruz kalan si¢canlarda TUNEL (+) hiicrelerde artis
gozlenmistir (214). Bu artisicda DOX’un mitokondrial hasar ve oksidatif stres
olusturarak apoptozise neden oldugu diisiincesine varmislardir.

Ayrica diger bir ¢alismada DOX un apoptotik hasart TUNEL ve Akim Sitometrik
yontemlerle incelenmis ve TUNEL (+) hiicre sayisinda belirgin artis gozlenmistir.
Matsui ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada DOX tedavisine dayali hiicre
6limiinde spermatogenetik dongiiniin tamaminda en cok etkilenen hiicreler Tip A
spermatogoniumlarin oldugu rapor edilmistir (208, 215).Bizim ¢alismamizda da DOX
uygulanan grupta spermatogenetik hiicrelerdeki TUNEL teknigine gore apoptotik
indeksin (AI) kontrol grubuna gore artis1 istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiigtir. TUNEL (+) hiicre tutulumunun da diger spermatogenetik hiicrelerle
birlikte en ¢ok spermatogoniumlarda yogunlastig1 goriilmiistiir. Caligmamiz bu yoniiyle
de Matsui ve arkadaslari ile uyumluluk gostermektedir. Ayrica DOX ile es zamanli
verilen RES tedavi grubunda ise bu Al DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

derecede diisiik bulunmustur. RES ve DMSO uygulan grup ise kontrol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamsiz oldugu diger bulgular arasindadir. Bu sonuglara gore
DOX’a dayal1 germ hiicre dejenerasyonunda hedef hiicre kitlesini belirlemekte TUNEL
tekniginin kullaniminin uygun oldugunu ve DOX ile birlikte destek tedavisi olarak
verilen RES’in DOX ile olusan apoptozisi Onleyebilecegini diistinmekteyiz (184).
Ayrica bu sonuglardan yola ¢ikarak DOX tedavisinde bagslangig olarak
spermatogoniumlar etkilendigi i¢in seminifer tiibiillerde diger spermatogenetik
hiicrelerin biitiin olgunlasma sathasinda geri doniistimsiiz bir hasar olusturabilecegi,
sperm sayisinda azalmaya ve implantasyon oraninda diismeye sebep olabilecegi
diisiinmekteyiz.

Bu ¢aligmada DOX’un infertilite ile iliskisi incelenmistir. Ozaki ve arkadaslarinin
sicanlar lizerinde yaptigi bir calisama da 3 hafta boyunca 0.5 mgkg DOX
uygulamasinin sperm sayisi ve hareketinde azalma, anormal sperm morfolojisinde ise
artis oldugu rapor edilmistir (138, 216). Ayrica Kato ve arkadaglarinin yaptigi bir diger
calismada bu bulgulara ek olarak sperm progresif yiizdesinde azalma kaydedilmistir
(136). Yine Zanetti ve arkadaslarimin DOX’ un epididimis hasar1 iizerine yapmis
olduklar1 calismada 4 hafta boyunca DOX tedavisi sonrasi oligospermi, 9 hafta boyunca
tedavi sonrasinda ise azospermi gelistigi belirtilmistir (137). Bizim ¢alismamizda
uygulamis oldugumuz 10mg/kg DOX epididimiste sperm sayisi, hareketi, canliliginda
azalmaya, anormal sperm sayisinda artigsa, plazma testosteron seviyesinde azalmaya ve
azospermiye sebep olmustur (200). Sperm hiicrelerindeki bu fonksiyon kaybinin sperm
plazma membraninda doymamis yag asitlerinin peroksidasyonundan dolayr ve
sonrasinda akigkanligini kaybetmesinden kaynaklandigi diisiiniillmektedir (136, 217).90
giin boyunca 20 mg/kg/giin resveratrol verilen si¢anlarda serum testosteron ve
gonadotropin seviyelerinin arttigini, tubulerdansitenin azaldigim1 ve semen sperm
sayisint arttigini gosteren c¢alisma mevcuttur (154). Bizim yaptigimiz ¢alismada DOX
ile es zamanli resveratrol verilen siganlarda sperm maturasyonunun ve plazma
testosteron seviyesinin DOX grubuna gore istatistiksel anlamda artis gozlenmistir.
Bunun nedeni olarak c¢alismamiz da resveratroliin 3 hafta siireyle 20 mg/kg/giin
dozunda verilmesi olarak agiklanabilir.

Superoksit iyonu (Oy), hidroksil (OH) radikali, peroksil (ROO) ve alkoksil (RO)
radikal ve bununla birlikte radikal olmayan O, 0zon (O3) ve H,0; igeren reaktif oksijen

tirleri (ROS) normal metabolizmalarda oksijen kullanimi boyunca iiretilir ve erkek
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tireme sisteminde gereklidir. Fakat asir1 ROS tiretimi lipit peroksidasyona bagli olarak
oksidatif stres ile sonuclanir. DOX’ un testis icin toksik etkiye sebep olan mekanizma
icin direk oksidatif stres olusturdugu ve bunu da lipidperoksidasyon iireterek DNA
hasarmma sebep oldugu gorisiinden yola c¢ikarak bu calismada oksidatif stres
belirteglerinden biri olarak doku ve plazma MDA diizeyleri incelendi. Ciinkii; artmis
MDA konsantrasyonu lipidperoksidasyonu ve doku hasarmna isaret eder (218). Bu
calismada doku MDA diizeyleri DOX grubu ve DOX+RES grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bununla beraber MDA seviyeleri DOX+RES
grubunda DOX grubuna gore anlamli derecede azaldi. Diger gruplarin (RES ve DMSO)
kontrol grubu ile aralarinda anlamli olarak fark bulunmadi. DOX’ un etkilerinin diger
dokularda ve testiste arastirildigi ¢alismalarda doku MDA diizeylerinin uygun bir
parametre oldugu gosterilmis ve dokularda oksidatif stres olusturularak yapilan
calismalarda da doku hasarinin belirteci olarak MDA kullanildigi goriilmiistiir.

Outomuro ve arkadaslarmin DOX’ un kardiyotoksisitesini degerlendirildigi bir
calismada kalp homojenatinda MDA seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli bir artist
oldugu sonucuna varilmistir (219). Atessahin ve arkadaslarinin testis dokusu {izerine
yapmis oldugu bir ¢alismada DOX’a dayali serbest radikallerin asir1 artmasina bagl
olarak MDA seviyesi yiikselmis ve lipid peroksidasyon olarak degerlendirilmistir
(200).Aymn sekilde resveratroliinoksidatif stres tizerine olumlu etkisinin dokularda MDA
diizeylerini azaltarak gosterdigi de bilinmektedir (220, 221). Bu bilgilerden hareketle
resveratrolin DOX uygulamasi sonucu lipidperoksidasyon ile olusturdugu doku
hasarin1 olumlu olarak etkiledigini ancak normal dokuda MDA diizeyleri lizerine
etkisinin olmadigin1 géstermistir.

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (O3 ") bazi demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir (222). Oksidatif stres
sperm hasar1 ve infertilite acisindan kritik rol oynamaktadir. Spermatozoa ROS’a kars1
cesitli enzimatik antioksidanlar, vitaminler ve glutatyon gibi biyomolekiiller ile
miicadele etmektedir (223).Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
anyonu, bakirli bir enzim olan SOD araciliginda H,O; ve oksijene ¢evrilir. Stiperoksit
grubundan daha zayif etkili olan H,0O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve

glutatyonperoksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili {iriinlere
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doniistiiriilerek etkisiz kilinir (222).Bu ¢alisama da DOX ile olusan serbest radikalleri
savurucu antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GP-x ve GSH incelendi. SOD testis
gelisimi  ve spermatogeneziste Onemli rol oynamaktadir. Bu enzimde gelisen
degisiklikler testis fonksiyonlarinin bozulmasina ve gelisiminin durmasina sebep
olabilir (224).

DOX tedavisinde SOD enziminin diigiik olmas1 siiperoksit iyonlarinin devamli
tiretilmesine sebep olabilir. Diisiik GP-x aktivitesi daha fazla H,O;’ nintoksik hidroksil
radikallerinedoniistiiriilmesine ve mitokondriyalmembranlardaoksidatif streste ciddi
artisa sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (202). GSH siiperoksit radikaline karsi
hiicresel savunma sisteminin kilit bilesenidir. GSH konsantrasyonu ve hiicresel GSH-
GSGG turnover hizi oksidatif stresin bir gostergesidir. GSH seviyelerinin siiperoksit
radikali ile siiperoksit kokenli diger bilesenlerin yarattig1 lipidperoksidasyon miktari ile
ters orantili oldugu gosterilmistir (225).GSH seviyesinde diisiis doku hasarina sebep
olmaktadir (226).Prahalathan ve arkadaslarmin yapmis oldugu c¢alisama da DOX
uygulamasi sonucu GP-x aktivitesinin azaldigi, bunun sebebi olarak ta proteinlerin
yapisinin degismesi ve substrat olarak kullandigi GSH seviyesinin azalmasia bagl
oldugu distinilmistiir (202).

Bu bilgilerden farkli olarak Ceribagi ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir
calismada GSH seviyesinde DOX grubunun kontrol grubuna gore artisi, SOD ve GP-x
aktivitesinde ise bir fark bulunmadig1 belirtilmistir. Bunun sebebi olarak ta oksidatif
strese maruz kalan hiicrelerde GSH sentezinin uyarilabilecegini rapor etmistir. Oksidatif
stres kosullar1 altinda, bu durumun GSH biyosentezinde pozitif diizenlenmeye neden
olabilecegini ve sonucta GSH seviyelerinin artabilecegini diistinmislerdir (209).
Bununla beraber RES’ in bu antioksidan enzimler {izerine yapilan ¢aligmalar da serbest
radikal siipiiriiciisii ve enzim diizenleyici 6zelliklerinden dolay1 oksidatif stresin neden
doku hasarma kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir. Ayrica endotel hiicreleri lizerinde
yapilan bir ¢calismada RES’ in antioksidan enzimlerden olan SOD1 ve GPx1 gibi gorev
yapabildigini gostermistir (227). Bizim ¢aligmamizda GP-x ve GSH seviyelerinin DOX
grubu ve DOX+RES grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttig1 gézlendi.
GP-x seviyesi DOX+RES grubunda DOX grubuna gore anlamli derecede arttigi
gozlendi. Bununla beraber SOD, CAT degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel agidan

anlaml bir fark bulunmadi. Bu bulgulardan yola ¢ikarak testis dokusundaki GP-x ve
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GSH seviyelerinin artisinin DOX’a dayali oksidatif stres altinda serbest radikallerin
asir1 liretimini siiplirmek icin bu antioksidan enzimlerin fazla salindig: diisiincesindeyiz
(209).

Ayrica G6PD ve SDH biyokimyasal a¢idan incelenen diger parametrelerdir. SDH
germinalepitelin  gelisimi ile ilgili aktivite gosteren testisin Onemli bir
enzimatikmarkeridir. SDH sperm i¢in enerji saglamakta gorev alir ve sorbitoliifruktoza
dontistiirmektedir. DOX tedavisinden sonra bu enzim aktivitesinin diismesi sperm
hiicrelerinde enerji metabolizmasi dagilimini desteklemektedir. Testikiiler dokuda diger
bir anahtar enzim G6PD’dir (223) ve steroidlerinhidroksilasyonu igin esdeger bir
azalma saglamaktadir. GO6PD direkt olarak glutatyon metabolizmasi ile ilgilidir ve
glutatyonun hiicre i¢i diizeyinin normal tutulmasinda gerekli olan NADPH yapiminda
gorev alir. Dokuda bu enzimin diisiik olmas1 oksidatif stresi artirir ve hiicre 6liimlerine
sebep olabilir. Prahalathan ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada DOX
uygulanan grubun testis dokusunda bu enzim sevileyeleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Bizim g¢alismamizda da DOX uygulanan sicanlarda G6PD ve SDH
enzimleri kontrol grubuna gore diisiik olsa da istatistiksel a¢idan bir fark bulunmamustir.
Prahalathan ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma bizim ¢alismamizin sonuglarini
desteklememektedir (223).

Calismamizin sonucunda bulgularimiz,  doksorubisinintestikiiler fonksiyonu
bozdugunu ve resveratrol uygulamasinin bu hasart 6nlemede olumlu etki yaptigim
gostermektedir. Fakat bu konu ile ilgili etkin doz ve uygulama siiresinin belirlenmesi

i¢in ileri caligmalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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8. SONUCLAR

Doksorubisinin sican testisi tizerindeki olumsuz etkilerine karsi resveratroliin

etkilerini aragtirdigimiz deneysel ¢alismamizin sonucunda;

1.

Sicanlarin kilo takibinde DOX ve DOX+RES grubunda kontrol grubuna gore

viicut agirhginin azaldigi,

. Testis agirlig1 agisindan degerlendirildiginde, testis agiliginin DOX grubunda

kontrol grubuna gore azaldigi, DOX+RES grubunda ise DOX grubuna gore
artis oldugu,

DOX grubunun testis dokusunda histopatolojik hasar olustugu, DOX+RES
grubunda ise bu hasarin anlamli derecede diizeldigi,

DOX’untestis seminifertiibiil capinda, germinalepitel kalinliginda azalmaya ve
limene dokiilen epitel hiicrelerinin goriildiigi tiibiil sayisinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede artisa sebep oldugu, DOX+RES
grubunda ise bu morfometrik degerlerde istatistiksel olarak anlamli bir
iyilesmenin goriildiigi,

Sperm analizinde, DOX grubunun sperm sayisinda, motilitesinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalma ve anormal morfolojide
artis gozlenirken; DOX+RES grubunun sperm sayisinda,
motilitesindeistatistiksel olarak anlamli bir artis, morfolojisinde ise belirgin
sekilde diizelmenin oldugu,

Biyokimyasal olarak DOX grubunun plazma testosteron seviyesinde kontrol

grubuna gore azaldigi; DOX+RES grubunda ise DOX grubuna gore arttii,

. Doku ve plazma MDA seviyesinin DOX grubunda kontrol grubuna gore

anlamli derecede arttigi, DOX+RES grubunda ise DOX grubuna gére MDA

seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olarak azaldig,

. Testis dokusunda SOD, CAT, G6PD ve SDH seviyelerinde gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadigi, GP-x ve GSH seviyesinde ise DOX ve DOX+RES

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edildi.
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Sonug olarak; doksorubisinin testikiiler fonksiyonu bozdugunu ve resveratrol
uygulamasinin bu hasar1 dnlemede olumlu etki yaptigini1 gostermektedir.Fakat bu konu

ile ilgili farkli doz ve siirelerde yeni caligmalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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