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OZET:

Bu proje, paklitaksel ve dosetaksel gibi taksan grubu kemoterapotiklerin yetiskin
erkek sicanlarda, testislerin histolojik yapisi, sperm kalite parametreleri, testikiler ve
epididimal doku lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi, testis ve spermatozoon
DNA’sinda meydana getirebilecegi muhtemel yapisal ve fonksiyonel degisimleri belirlemek
ve bu degisimler Gzerine guclu bir antioksidan olan targin yaginin koruyucu etkilerinin olup
olmadigini arastirmak amaciyla yapilacaktir.

Taksan sinifi bilesikler (dosetaksel, paklitaksel) son vyillarin en 6nemli kanser
kemoterapotiklerindendir. Her iki madde de benzer etki mekanizmasina sahiptir ve ¢ok cesitli
kanser tipine (prostat, meme, ovaryum, akciger) karsi kullanilan genis spektrumlu antitimor
aktiviteye sahip ajanlardir. Kemoterapotikler, gicli antitimor aktivitelerine ragmen pek ¢ok
sisteme oldugu gibi reprodiktif sistem Uzerine de toksik etkilidir. Testisler terapotik ajanlarin
hedef organidir ve kullanimlari spermatogenezisi olumsuz etkilemektedir. Germ hiicre
apoptozisinde artis, reprodiktif organ agirhginda azalmalar, seminifer tubullerde atrofi ve
spermatogenik hiicrelerde dejenerasyonlara yol actiklari pek ¢ok calismada bildirilmistir.
Ayrica, oksidatif strese karsi savunma mekanizmasini bozdugu ve oksidatif strese bagli olarak
olusan serbest radikallerin testikiler germ hicre apoptozisini uyardigi bildirilmistir.

Kemoterapotiklerin, testisler ve spermatozoa Uzerinde olusturacagi hasarlarin
onlenmesinde glnimuizde pek cok serbest radikal temizleyicisi ve antioksidan ajan
kullaniimaktadir. Ancak, tarcin yaginin taksan grubu kemoterapotiklerle tedavi sonrasi olusan
testis ve spermatozoa hasari Uzerindeki etkilerine dair herhangi bilimsel bir calisma
bulunmamaktadir. Bu durum, konuyu arastirmaya deger kilmakta olup calismadan elde
edilecek sonuclar konuyla ilgili ilk sonuclar olacaktir.

Bu calismada 88 adet yetiskin Wistar Albino erkek rat esit sekilde 8 gruba ayrilacaktir.
Gruplar;

1. Kontrol grubu; haftada bir glin intraperitoneal serum fizyolojik ve glnlik agizdan misir
yag! verilecektir.

2. Targin yagi grubu; haftada bir glin intraperitoneal serum fizyolojik ve glnliuk agizdan 100
mg/kg tarcin yagi verilecektir.

3. Paklitaksel grubu; haftada bir glin intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel ve glinllik agizdan
misir yagi verilecektir.

4. Dosetaksel grubu; haftada bir guin intraperitoneal 5 mg/kg dosetaksel ve glinliik agizdan
misir yagi verilecektir.

5. Paklitaksel+Dosetaksel grubu; ilk 5 hafta boyunca haftada bir gln intraperitoneal 4
mg/kg paklitaksel + sonraki 5 hafta boyunca haftada bir giin 5 mg/kg dosetaksel ve giinliik
agizdan misir yagi verilecektir.

6. Paklitaksel+Tar¢in yagi grubu; haftada bir giin intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel ve
gunlik agizdan 100 mg/kg tarcin yagi verilecektir.

7. Dosetaksel+Tarc¢in yagi grubu; haftada bir giin intraperitoneal 5 mg/kg dosetaksel ve
gunlik agizdan 100 mg/kg tarcin yagi verilecektir.

8. Paklitaksel+Dosetaksel+Tarcin yagi grubu; ilk 5 hafta boyunca haftada bir gin
intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel + sonraki 5 hafta boyunca haftada bir giin 5 mg/kg
dosetaksel ve giinlik agizdan 100 mg/kg targin yagi verilecektir. Tim gruplara 10 haftalik
kronik uygulama yapilacaktir.

Anahtar Sozcukler: Apoptozis, tarcin yagi, oksidatif stres, sperm DNA hasari, sperm
parametreleri, taksanlar



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the possible protective effects of cinnamon
bark oil on testes histopathological changes, semen quality parameters, lipid peroxidation,
antioxidant enzyme activity, DNA structures of testes and spermatozoa induced by using
dosetaxel and paclitaxel in rats.

Currently, the compounds of taxane class (docetaxel, paclitaxel) is one of the most
important cancer chemotherapeutics. Both materials have a similar mechanism of action and
have broad spectrum antitumor activity of agents to be used in the treatment of a wide variety
of cancer types (prostate, breast, ovary, lung). Chemotherapeutics, despite their strong
antitumor activities, have also toxic effects on the reproductive system as in many systems.
The testes are the target organs of therapeutic agents and the use of them adversely affect
spermatogenesis. It has been reported in many studies that chemotherapeutics lead to an
increase in germ cell apoptosis, decreases in reproductive organ weights, atrophy in
seminiferous tubules and degeneration in germ cells. Also, it has been reported that
chemotherapeutics impair defense mechanisms against oxidative stress and increased free
radicals induce testicular germ cell apoptosis.

Nowadays, many free radical scavengers and antioxidant agents have been used in
order to prevent damages in testes and spermatozoa induced by chemotherapotics. However,
there are no studies about the effects of cinnamon bark oil (CBO) on in testicular and
spermatozoal damages induced by treatment of taxane-based chemotherapeutics. This sitution
makes it worth to investigate the subject, and the results obtained from the study will be the
first findings related to the subject.

In this study, 88 adult male Wistar albino rats will be divided into 8 equal groups. The
groups will be created as control (once a week intraperitoneal saline, daily corn oil by
gavage), cinnamon bark oil (once a week intraperitoneal saline and daily oral 100 mg / kg
cinnamon bark oil), paclitaxel (once a week intraperitoneal injection of 4 mg / kg paclitaxel),
docetaxel (once a week intraperitoneal injection of 5 mg / kg docetaxel),
Paclitaxel+Dosetaxel (First 5 weeks paclitaxel (once a week intraperitoneal injection of 4 mg
/ kg paclitaxel) +Second five weeks dosetaxel (once a week intraperitoneal injection of 5 mg /
kg docetaxel), Paclitaxel + CBO (once a week intraperitoneal injection of 4 mg / kg
paclitaxel and daily oral 100 mg / kg CBO ), Docetaxel + CBO (once a week intraperitoneal
injection of 5 mg / kg docetaxel and daily oral 100 mg / kg CBO),
Paclitaxel+Docetaxel+CBO. Ten weeks chronic application (by considering the time of
spermatogenesis and sperm transport through the epididymis in rats) will be made to all
groups.

Key Words: Apoptosis, cinnamon bark oil, oxidative stress, sperm DNA damage, sperm parameters,
taxanes.



1. Giris

Taksan sinifi bilesikler (dosetaksel, paklitaksel) son yillarin en 6nemli kanser
kemoterapotiklerindendir. Dosetaksel klinik kullanimda sitotoksik ajanlarin taksan sinifinin
ikinci Uyesi olup cok cesitli kanser tipine (prostat, meme, ovaryum, akciger) karsi kullanilan
genis spektrumlu antitimor aktiviteye sahip bir ajandir (1, 2, 3,4, 5,6).

Kemoterapotikler, gucli antitimor aktivitelerine ragmen pek ¢ok sisteme oldugu gibi
reproduktif sistem Uzerine de toksik etkilidir. Testisler terapotik ajanlarin hedef organidir ve
kullanimlar1 spermatogenezisi olumsuz etkilemektedir (7). Spermatogenezis; germ hicre
proliferasyonu, diferensiyasyonu ve testisten spermatozoanin birakilmasini kapsayan genetik
rekombinasyon ve mayozu igeren bir slirectir. Spermatogenezis Sertoli hiicreleri ile seminifer
epitelyumdaki germ hucreleri arasindaki interaksiyonla kontrol edilir (8). Ergin erkeklerde
normal spermatogenezis siirecinde germ hticre élumleri sperm Uretiminde énemli rol oynar.
Potansiyel spermatozoanin yaklasik %25-75 kadari dejenere olmakta ve memeli testisinde
Olmektedir (9, 10, 11). Testikiler germ hicrelerinde spermatogonial poptlasyonu kontrol
etmek amaciyla, seminifer epitelyumunda Sertoli hiicreleri vasitasiyla fizyolojik bir apoptozis
gerceklesmektedir. Spontane apoptozis sican testisinde seminifer epitelyumunda (12),
spermatogoniada (13,14), spermatositlerde ve spermatidlerde (12,15) gozlenmistir. Ancak
kemoterapotiklerin kullaniminda yan etki olarak germ hiicre apoptozisinde bir artis oldugu
bildirilmistir (1, 7). Ayrica reproduktif organ agirhginda azalmalar, seminifer tubullerde atrofi
ve spermatogenik hucrelerde dejenerasyonlara yol actiklari pek ¢ok calismada bildirilmistir
(16, 17). Paklitaksel kullanimi sonrasinda testis, epididimis ve prostat bezi agirhginda
azalmalar, spermatozoa motilitesinde azalma ve anormal yapida artis, Leydig hicreleri ile
spermatidlerde dejenerasyonlarin oldugu bildirilmistir (18). Taksan grubu (paklitaksel-
dosetaksel kombinasyonu) kemoterapi uygulamalarinin erken dénemlerinde 6nemli gonadal
hasarin oldugu bildirilmistir (19). Kemoterapotik ajanlarin testis dokusunda oksidatif strese
karsi savunma mekanizmasini bozdugu da bildirilmektedir (20, 17). Reaktif oksijen tirleri
(molekdler oksijen, superoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) normalde testis
kompartmanlarinda Gretilmekte ve hicresel kompartmanlarinda 6zellikle mitokondrialarda
antioksidan savunma sistemleri tarafindan yok edilmektedir (21). Ancak, bu savunma
sisteminin kullanilan kimyasallarla bozuldugu (17) ve hatta bu serbest radikallerin testikiler
germ hicre apoptozisini uyardigi bildirilmistir (22).

Yapilan calismalarda spermiotoksik olmayan tarcin yaginin sperm motilitesi, sperm

yogunlugu, UGreme organ agirliklart (23, 24), spermatogenezis suresince spermatogonia,



spermatosit, spermatid, Sertoli ve Leydig hicrelerinde artis sagladigi (25) FSH, LH ve
testosteron duizeylerinde 6nemli artislara (26) neden oldugu ve serbest radikalleri azaltti§i
(27) bildirilmektedir.

Ayrica, gucli antioksidan 6zellige sahip olan targinin CCls’in neden oldugu karaciger
hasarini lipid peroksidasyonu azaltarak ve enzimatik antioksidan aktivitesini artirarak énledigi
bildirilmektedir (28).

2. Materyal-Metot

Arastirmada 88 adet 8-10 haftalik, 200-250g agirhklarinda Wistar eriskin sican
kullanilacaktir. Hayvanlar ¢alisma suresi boyunca 12 saat aydinlik-12 saat karanlik, 24+3 °C
sicaklik ve %45-65 nemli ortamdaki bireysel kafeslerde barindirilacak ve ayni yemle ad
libitum olarak beslenecektir. Hayvanlar her grupta 11 adet olacak sekilde asagidaki gibi 8 alt
gruba ayrilacaktir;

1. Kontrol grubu; haftada bir giin intraperitoneal serum fizyolojik ve gunlik agizdan
zeytinyag! verilecektir.

2. Tarcin yagi grubu; haftada bir giin intraperitoneal serum fizyolojik ve gunlik agizdan 100
mg/kg tarcin yagi verilecektir.

3. Paklitaksel grubu; haftada bir giin intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel ve gunliik agizdan
zeytinyag! verilecektir.

4. Dosetaksel grubu; haftada bir gun intraperitoneal 5 mg/kg dosetaksel ve glnlik agizdan
zeytinyag verilecektir.

5. Paklitaksel+Dosetaksel grubu; ilk 5 hafta boyunca haftada bir gin intraperitoneal 4
mg/kg paklitaksel + sonraki 5 hafta boyunca haftada bir giin 5 mg/kg dosetaksel ve gunlik
agizdan zeytinyag verilecektir.

6. Paklitaksel+Tarcin yagi grubu; haftada bir giin intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel ve
glnlik agizdan 100 mg/kg targin yagi verilecektir.

7. Dosetaksel+Targin yagi grubu; haftada bir giin intraperitoneal 5 mg/kg dosetaksel ve
gunlik agizdan 100 mg/kg tarcin yagi verilecektir.

8. Paklitaksel+Dosetaksel+Tarcin yagi grubu; ilk 5 hafta boyunca haftada bir gin
intraperitoneal 4 mg/kg paklitaksel + sonraki 5 hafta boyunca haftada bir giin 5 mg/kg
dosetaksel ve giinllik agizdan 100 mg/kg targin yagi verilecektir.

Calismada kullanilacak paklitaksel (Persohn ve ark. 2005), dosetaksel (Marchettini ve ark.
2002) ve tarcin yaginin (Yice ve ark. 2012) dozlarn ile paklitaksel+dosetaksel



kombinasyonunun uygulama yontemi (Otova ve ark. 2006) onceki calismalara istinaden
belirlendi. Tim gruplardaki uygulamalar 10 hafta boyunca devam edecektir. Sicanlarda
spermatogenesis 48-52 gun ve spermlerin epididimis boyunca tasinmasi en az 1 hafta
strdugunden dolayr ¢alismada kullanilacak ilaclarin spermler tzerindeki maksimum etkisini
gorebilmek amaciyla 10 haftalik kronik bir uygulama stresi g6z 6ntnde bulunduruldu.
Uygulama suresi boyunca hayvanlar haftalik olarak tartilacak, ¢alisma sonunda hayvanlarda
sekillenebilecek canli agirhk farkliliklari tespit edilecektir.

1. Ornek toplama ve homojenat hazirlama

Uygulama siresinin sonunda tim hayvanlara ketamin/ksilazin anestezisi uygulanacaktir.
Ardindan kan ornekleri ve testis, vezikula seminalis ile ventral prostat gibi Greme organlari
disartya alinip yag dokularindan arindirildiktan sonra tartilacaktir. Absolut ve rélatif Greme
organ agirliklari tespit edilecektir. Kan drnekleri santriflij edilip serumlari testosteron tayinine
kadar -20 °C’da saklanacaktir. Testislerden biri histopatolojik muayene icin Bouin
soliisyonunda tespit edilirken diger testis ise doku biyokimyasal analizleri icin -20 °C’deki
derin dondurucuda saklanacaktir. Benzer sekilde sag epididimisler sperm sayisinin tespiti
amaciyla kullanilacak, sol epididimisler ise motilite ve anormalite tayini icin yaklasik 10ul
kadar sperm bistiri ile kaudadan alindiktan sonra doku biyokimyasal analizleri icin derin
dondurucuda saklanacaktir. Derin dondurucudan ¢ikarilan testis ve epididimis érnekleri soguk
cam taplere alinacak ve homojenizasyon icin 1/9 oraninda PBS (pH 7.4) ile sulandirilacaktir.
Enzimatik analizler icin dokular bir cam Uzerinde iyice parcalanacak ve soguk serum
fizyolojik icerisinde 3 dakika boyunca cam-cam homojenizator ile homojenize edilecektir
(Turk ve ark. 2010).

2. Biyokimyasal analizler

2.1. Total testosteron tayini

Ticari testosteron kitleri kullanilarak kan serumunda total testosteron hormon duzeyleri
Chemiluminescence metoduyla tespit edilecektir.

2.2. Testis ve epididimal doku lipid peroksidasyon ve antioksidan tayini

Doku lipid peroksidasyon duzeyi tiyobarbitirik asit reaktif substant (TBARS)
konsantrasyonuna gore belirlenecek ve Uretilen malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyon
gostergesi olarak kullanilacaktir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak olciilen MDA dizeyi
nmol/g protein (Placer ve ark. 1966) olarak ifade edilecektir.

Doku glutatyon (GSH) dlzeyi Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan belirtilen metoda
istinaden tayin edilecek ve 412 nm’de spektrofotometrik olarak o6lclilen GSH dizeyleri

nmol/g protein olarak ifade edilecektir. Doku glutatyon-peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi
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Lawrence ve Burk (1976)’un belirtmis oldugu metoda gore tespit edilecek ve 340 nm’de
spektrofotometrik olarak Olculen GSH-Px aktivitesi 1U/g protein olarak ifade edilecektir.
Doku katalaz aktivitesi Aebi (1983)’nin metodu kullanilarak hidrojen peroksitin ayrisma
prensibine dayanarak tespit edilecek ve 240 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢ilen katalaz
aktivitesi k/g protein olarak ifade edilecektir. Doku protein duzeyi Lowry (1951)’nin
yontemine gore tespit edilecektir.

3. Spermatolojik muayeneler

3.1. Sperm Yogunlugu

Sag kauda epididimis Petri kutusu icerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda (%0.9’luk
NaCl) bisturi ve makas yardimiyla iyice parcalanarak 2 dakika boyunca bir pensle parcaciklar
iyice ezilecektir. Sonra epididimal dokudaki bltiin spermatozoonlarin siviya ge¢mesi icin oda
sicakliginda 4 saat inkubasyona birakilacaktir. Bekleme siresini takiben spermatozoon ihtiva
eden supernatant alyuvar pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar, 5 g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin,
25 mg eozin ve 100 ml distile su iceren solisyon da 101 cizgisine kadar cekilecektir.
Dolayisiyla siipernatant 1:200 oraninda sulandirilmis olacaktir. Yaklasik 10 pl sulandiriimis
stipernatant onceden lamel yapistiritimis Thoma laminin her iki sayim (toplam 400 kiguk
kare, 0.1 mm?® hacim) alanina lamelin kenarina pipetin ucu degdirilerek yerlestirilecektir.
Thoma lami 151k mikroskobuna birakilip 5 dakika beklenerek solusyon icerisindeki
spermatozoonlarin tim alana homojen bir sekilde dagilmasi saglanacaktir. Her iki sayim
alanindaki tum karelere disen spermatozoonlar faz kontrast mikroskobunun 200’1tk
blyutmesinde sayilacak ve kauda epididimal dokudaki sperm yogdunlugu hesaplanacaktir
(Turk ve ark. 2007).

3.2. Sperm Motilitesi

Bunun icin bir lam mikroskobun isitma tablasina yerlestirilerek sicakliinin 37 °C’ye
ulasmasi saglanacaktir. Birka¢ damla Tris buffer sollisyonu [Tris (hidroksimetil) aminometan
3.63 g, glukoz 0.50 g, sitrik asit 1.99 g ve distile su 100 ml] isitma tablasi Uzerindeki lama
damlatildiktan sonra sol kauda epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva
eden kugik bir damla stspansiyon bu solusyon (zerine yerlestirilip lamel yardimiyla
karistirilarak homojen bir hal almasi saglanacaktir. Daha sonra 400°lik buyitmede gozle
motilite yizdesi belirlenecektir. Motilite tahminleri sol kauda epididimisten alinan bir damla
sispansiyon igin 3 farkl saha incelenerek yapilacaktir. Bu 3 farkli sahanin ortalama degerleri
yuzde motilite orani olarak hesaplanacaktir (Sénmez ve ark. 2005)

3.3. Anormal spermatozoon orani
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Birka¢ damla Tris buffer soliisyonu temiz, kuru ve 6nceden isitilmis (37 °C) bir lama
damlatildiktan sonra tzerine sol kauda epididimisten alinan kiglk bir damla suspansiyon ve
birka¢ damla Eozin-Nigrozin (1.67 g eozin, 10 g nigrozin ve 2.9 g sodyum sitrat 100 ml
distile su icin) karisimi boya damlatilarak bir lam yardimiyla karistirilip homojen hale
getirilecektir. Daha sonra bu Tris-spermatozoon siispansiyonu-boya karisimindan ince frotiler
cekilerek cok kisa stirede kurumasi saglanacaktir. Kurutma isleminden sonra frotiler faz
kontrast mikroskobunun 400’lik blyltmesinde incelenecektir. Bir frotide toplam 300
spermatozoon incelenip bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon orani yiizde olarak
ifade edilecektir (Turk ve ark. 2007).

4. Histopatolojik muayeneler

Testis doku ornekleri Bouin solisyonunda tespit edilecektir. Dokular alkol serisinden
gecirilip parafinle bloklanarak uygun sekilde kesildikten sonra hematoksilen eozin ile
boyanacaktir. Testis kesitlerinde tubulus seminiferus kontortuslarin ¢api ile germinal hiicre
tabakasi kalinliklari 6lgulecektir.

5. DNA hasarinin degerlendirilmesi

5.1. COMET

Sulandiriimis sperma oOrnekleri 300 g de 4°C da 10 dakika santriftj edilecektir.
Sipernatan kismi atilacak, 1000 pl PBS eklenip, vortekslenecektir. Ardindan 300 g de 4°C da
10 dakika santrifilj edilerek bu sekilde hicreler iki kez yikanacaktir. Stipernatan kismi atilip,
1000 pl PBS eklenecek ve vortekslenecektir. 10 pl hicre stspansiyonu 100 pul % 0,7 lik
dustik erime noktali agaroz ile suspanse edilecek, %1’ lik normal erime noktali agaroz ile
kaplanmis lamlara yayilip, tzerleri lamelle kapatilacak ve 15 dakika buz lzerinde donmaya
birakilacaktir. Stire sonunda lameller kaldirthp, lamlar taze hazirlanmis lizis ¢ozeltisinde (2,5
M NaCl, 100 mM Na2- EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, %10 DMSO ve 40 mM DTT,
pH:10) 4°C’ de 1 saat lize edilecektir. Stok ¢ozeltisine 100 pl/ml proteinase-K eklenerek bir
gece 37°C da lamlar lize edilecektir. Lize isleminden sonra lamlar elektroforez tamponuyla
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH:13) 20 dakika DNA sarmalinin agilmasi igin yikanip,
yatay comet elektroforez tankinda 20 dakika 12 V-250 mA’de kosturulucaktir. Notralizasyon
cozeltisiyle (40 mM Tris- HCI, pH:7,4) 20 dakika nétralize edilip, 2 saat kurutma isleminden
sonra 50 pl etidyum bromurle (1 pg/ml) boyanip floresan mikroskopla gorintilenecektir. Her
bir lamdan rastgele secilmis 100 hiicre analiz edilecektir. Her bir gorintide, DNA hasari,
spermatozoon basindan migrate olan hasarli DNA kuyruk yapisi (comet yapi) ya da tim

spermatozoon basi gorintlist (comet yapisiz) comet assay programinda degerlendirilip,
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skorlamas! yapilarak analiz edilecektir (Haines ve ark. 1998; Singh ve Stephens 1998; Hong
ve ark. 2008).

5.2. TUNEL

Testis doku kesitlerinde apoptotik hicrelerdeki DNA sarmal kiriklarinin in situ
saptanmasinda en duyarli ve en hizli metot olan TUNEL isaretleme yontemi kullanilacaktir.
Ozetle, hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimi ile 5 mikron kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alinacaktir. Kesitler ksilen ile deparafinize ve alkol ile rehidrate
edildikten sonra PBS ile yikanir. Antijen retrieval icin 5 dakika 95°C’de mikrodalgada citrat
buffer uygulanan kesitler PBS ile yikandiktan sonra kitte (In Situ Cell Death Detection Kit)
bulunan boyama metoduna uygun olarak boyama yapilacaktir. Boyamada kromojen olarak
Fast-Red kullanildiktan sonra, preparatlar PBS ile yikanip, Mayer hematoksilen ile zit
boyama yapilacaktir. Boyama sonrasi distile su ile yikanan kesitler, kapatma sollisyonu ile
kapatilir. TUNEL yontemi ile belirlenen, TUNEL pozitif apoptotik hucreler analiz icin 1sik
mikroskobu altinda incelenir. Her bir rata ait testis dokusunda interstisyel alanlardaki ve
tubulus seminiferuslardaki apoptotik hicreler degerlendirilmeye alinacaktir. Apoptozis
degerlendirilmesinde arastiricilarca (Yin ve ark., 1998) bildirilen yonteme uygun olarak;
hazirlanmis olan her bir testis preparatinda t¢ veya daha fazla apoptotik hiicre iceren 10 adet
tubulus seminiferustaki germ hiicresi sayilarak (40x objektif) bunlar arasinda apoptotik pozitif

hlcrelerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilacaktir.

6. lIstatistiki analizler

Tum analizlerden elde edilecek ham degerler grup ortalamasi + standart hata seklinde
sunulacaktir. Elde edilecek veriler SPSS paket programi kullanilarak Oncelikle normallik
analizi yapilacaktir. Degerler normal dagilim gosterirse gruplarin karsilastiriimasi amaciyla
parametrik tek yonli varyans analizi ve ikili karsilastirmalar icin Tukey-HSD testi
kullanilacaktir. Degerler normal dagilim gostermezse non-parametrik Kruskal-Wallis testi
kullanilacaktir.
3. Bulgular
3.1. Vucut ve reproduktif organ agirlhiklarindaki degisimler

DTX ve DTX+PTX miks kullanimi final vicut agirligi Gzerine, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli derecede dususe sebep oldu (P<0.001). Kemoterapi uygulanan
gruplara tarcin yagi kullanimi ise DTX ve miks gruplarda kontrol grubuna yakin bir deger
vermistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Final viicut agirhg

Gercek ve goreceli reprodiictif organ agirhklari Tablo 1 ve 2 de sirasiyla gosterilmistir.
Kontrol grubuyla Karsilastirildiginda, kemotarapi uygulanan gruplarda gercek organ
agirhklari acisindan 6nemli derecede dustsler saptanmistir (P<0.001). Gergek organ
agirliginda en dustk degerler DTX+PTX grubundan alinmistir. Ancak, kemoterapi ile birlikte
tarcin yagi kullanimi; sadece kemoterapi uygulanan grupla kiyaslandiginda epididymis, sag
cauda epididymis, seminal vezikdl, ve ventral prostat icin gercek organ agirliklarinda énemli
derecede ilerlemeye sebep olmustur (P<0.001). DTX ve DTX+PTX gruplari goreceli organ
agirliklari ve epididimiste 6nemli derecede azalmalara sebep olmustur (P<0.001), sadece
DTX+PTX kullanimi seminal vezikilin goéreceli agirliginda 6nemli derecede distise sebep
olmustur (P<0.001), ve tiim kemoterapétik uygulamalari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
cauda epididymis ve ventral prostatin goreceli agirliginda 6nemli derecede distse sebep
olmustur (P<0.001). Ancak tarcin yag: tiketimi (kemoterapi uygulanan gruplarda) goreceli
organ agirhklarinda iyilesme saglamistir (P<0.001). Goreceli organ agirhiklariyla ilgili
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degerler DTX+CBO, PTX+CBO ve DTX+PTX+CBO gruplarinda tar¢in yaginin olumiu

etisine bagh olarak control grubuna yakin bir deger vermistir.

Tablo 1. Cesitli uygulamalara cevap gercek organ agirligindaki degisimler.

Gercek reprodictif organ agirliklari (g)

Testis Epididymis Sag cauda Seminal Ventral
(Sag+Sol/2) (Sag+Sol/2) epididymis vesicles prostate
Gruplar
Kontrol 1.263+0.008%®  0.514+0.007*  0.186+0.003®  1.126+0.0522  0.550+0.019%
CBO 1.296+0.0078  0.547+0.013% 0.211+0.0122 1.247+0.061*  0.587+0.030?
DTX 0.706+0.054¢F  0.307+0.012° 0.113+0.005°  0.657+0.027%  0.283+0.029¢
PTX 0.980+0.035%¢  0.423+0.007° 0.116+0.009°  0.821+0.026°¢  0.339+0.010¢%
DTX+PTX 0.623+0.051F  0.297+0.015° 0.097+0.007¢ 0.619+0.053¢  0.266+0.019¢
DTX+CBO 0.933+0.029%¢  0.379+0.025° 0.15140.012°  0.929+0.035¢  (0.393+0.018%
PTX+CBO 1.095+0.047°¢  0.486+0.016% 0.166+0.006°  1.069+0.041%®  0.509+0.029%
DTX+PTX+CBO  0.829+0.037%  0.420+0.009° 0.170+0.003°  0.825+0.032°¢  0.466+0.017"
Onem P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

-CBO: Cinnamon Bark Oil, DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel.
-Data are expressed as meanzS.E.M.
-Different superscript letters (a, b, c, d, e, f) within the same column show significant
differences between the groups (P<0.001).
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Tablo 2. Cesitli uygulamalara cevap reprodiktif organ agirhgindaki degisimler.

[Gercek organ agirhgr (g) / Final viicut agirhigi (g) X 100]

Goreceli reprodiktif organ agirhiklari

Testis Epididymis Sag cauda Seminal Ventral
Gruplar (Sag+Sol/2) (Sag+Sol/2) epididymis vesicles prostate
Kontrol 0.430+£0.017*°  0.175x0.007°  0.063x0.002°  0.381+0.014®  0.187+0.009°
CBO 0.416+£0.007*  0.176x0.005°  0.068+0.004°  0.401+0.022%  0.189+0.0122
DTX 0.308+0.020™  0.136+0.007°  0.050+0.003°  0.293+0.019"°  0.123+0.008°
PTX 0.348+0.021%°  0.152+0.011%°  0.042+0.004°  0.293+0.020°  0.122+0.010°
DTX+PTX 0.282+0.019°  0.135+0.007°  0.044£0.003°  0.279+0.018%  0.123+0.013°
DTX+CBO 0.382+0.031%  0.155+0.007*  0.060+0.003%*  0.377+0.031%  0.158+0.014%
PTX+CBO 0.385+0.016%®  0.171+0.008°  0.058+0.002%*  0.378+0.021%  0.180+0.013?
DTX+PTX+CBO  0.311+0.018> 0.158+0.005®  0.064+0.003*  0.310+0.017°  0.175+0.008?
Onem P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

-CBO: Cinnamon Bark Oil, DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel.
-Data are expressed as mean+S.E.M.
-Different superscript letters (a, b, ¢, d, e) within the same column show significant
differences between the groups (P<0.001).

3.2. Sperm parametrelerindeki degisimler

Calisma gruplarina ait spermatolojik parametreler Tablo 3 te gosterilmistir. Motilite acisindan
kemoterapotik uygulanan gruplarda motilite oranlari kontrol grubuyla kiyasla 6nemli
derecede disuk bulunmustur. Tarcin yagi ile birlikte kemoterap6tik uygulanan gruplarin
timinde motilite orani sadece kemoterapotik uygulanan gruplara ait motilite oranlarindan
onemli derecede vyiksek bulunmustur. Dosetaksel ve paklitaksel uygulanan grupta
spermatozoa bas ve kuyruk anomali orani kontrol grubuna kiyasla énemli derecede yuksek
bulunmustur. Dosetaksel ve paklitaksel ile birlikte tarcin yagi uygulanan gruplarda

spermatozoa bas ve kuyruk anomali orani dosetaksel ve paklitaksel uygulanan gruplardaki

15



oranlardan 6énemli derecede disiik bulunmustur. Ancak, Dosetaksel ve paklitakselin birlikte

kullanildigi gruptaki spermatozoa bas ve kuyruk anomali orani bu kemoterapdétiklerin targin

yagi ile kullanildigr gruptan farkli bulunmamistir. Targin yagi ile birlikte dosetaksel,

paklitaksel ve dosetaksel ile paklitakselin birlikte kullanildigi gruplarda toplam anormal

spermatozoa orani bu kemoterapdtiklerin yalniz kullanildigi gruplarin oranlarindan 6nemli

derecede dustk bulunmustur.

Tablo 3. Cesitli uygulamalara karsi spermatolojik parametrelerdeki degisimler.

Sperm parametreleri

Motilite Yogunluk Anormal sperm orani (%)
(%) (milyon/sag
cauda Bas Kuyruk Toplam

Gruplar epididymis)
Kontrol 77.62+#1.40°  118.28%5.95% 3.8620.74f 3.29+0.42° 7.1520.77f
CBO 88.09+0.68°  135.14+3.86° 3.430.57f 2.8620.40° 6.29+0.78
DTX 17.14+3.89%  50.86+1.25% 28.14+4.20° 15.14+155°  43.28%5.03°
PTX 22.92+3.96°%  47.76+1.97¢ 22.25+1.25% 11.13+0.64°  33.38+1.65™
DTX+PTX 11.66+0.82°  42.58+0.71% 56.00+1.38° 19.86+0.55°  75.86+1.872
DTX+CBO 33.3345.25°  74.86+1.99" 15.86+0.63% 8.71+0.42¢ 24.57+0.75%
PTX+CBO 55.41+2.11°  91.50+2.17" 13.00+1.25° 7.7520.42¢ 20.75+1.18°
DTX+PTX+CBO  26.19+3.04%  66.58+1.09" 43.71+2.93° 17.43+0.95®  61.14+2.72°
Onem P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

-CBO: Cinnamon Bark Oil, DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel.
-Data are expressed as mean£S.E.M.
-Different superscript letters (a, b, c, d, e, f) within the same column show significant
differences between the groups (P<0.001).
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3.3. Testosteron duzeyindeki degisimler

Serum testosterone diizeyleri Sekil 2 de verilmistir. DTX, PTX ve bunlarin miks kullanimi
diger deney gruplanyla Kkarsilastirildiginda testosterone diizeyinde 6nemli derecedediismelere
sebep olmustur (P<0.001). Tar¢in yagi kullanimi (kemoterapi uygulanan gruplarda) sadece

kemoterapi uygulanan gruplarla karsilastirildiginda testosterone duizeyini 6nemli derecede
yikselttigi belirlendi (P<0.001).

300

Testosterone (ng/dL)

Sekil 2. Testosteron hormon diizeyleri.
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3.4. Testicular histopatolojik degisimler

Sekil 3 herbir grup icin testislerdeki histopatolojik yapiy1 gostermektedir. Kontrol
grubunun kesiti (Sekil 3A) ve tarcin yagr (CBO) (Sekil 3B) normal testicular yapi (normal
germ hicre polarity ve dizenli seminiferous tubular morfoloji) gostermektedir. Germ
hicreleri arasindaki sertoli hucreleri kontrol ve CBO gruplarinda normal yapi gosterdiler.
Ancak, cogu histopatolojik degisimler (degeneration, desquamation, disorganization in
germinal cells, interstitial oedema, capillary congestion, multinucleated giant cell formation
and haemorrhage) control grubuyla karsilastirildiklarinda DTX (Sekil 3C), PTX (Sekil 3D) ve
DTX+PTX (Sekil 3E) grup kesitlerinden elde edildi. Spermatogenik gecikmeye bagli olarak
cogu seminiferous tubullarda (DTX, PTX ve DTX+PTX gruplarinda) cok sayida
spermatogonia fakat az sayida spermatosit ve spermatid bulundu. Kemoterapi uygulanan
gruplarda bazi seminiferous tubules bos bulundu. Ayrica, DTX, PTX ve DTX+PTX
uygulamalari kontrol grubuyla kiyaslandiginda 6nemli derecede (P<0.001) DST ve Johnsen’s
testicular scoring de@erini disurdid (Tablo 4). Lezyonlarin ¢ogunun sadece kemoterapi
uygulanan gruplarda olmasina ragmen, CBO kullanimi DTX+CBO (Sekil 3F), PTX+CBO
(Sekil 3G) ve DTX+PTX+CBO (Sekil 3H) gruplarinda énemli derecede hasari azaltmistir.
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Sekil 3. Testis dokusunda histopatolojik gortintiler

19



3.5. Apoptotic germ huicreler ve sperm DNA yapisindaki degisimler

Tum gruplarda apoptotik germ hiicreleri ve onlarin sayilarinin géruntusi Sekil 4 ve Tablo 4de
sirastyla verilmistir. Testis dokusunda TUNEL+ apoptotic germ hiicre sayisinda kontrol
(Sekil 4A) ve CBO (Sekil 4B) gruplarinda herhangi bir artis yoktur. DTX (Sekil 4C), PTX
(Sekil 4D) ve DTX+PTX (Sekil 4E) gruplarinda 20 seminiferous tubulleri igerisinde
TUNEL+ apoptotic germ hiicre sayilari istatistiki agidan (P<0.001) kontrol grubundan daha
yuksek bulunmustur (Tablo 4). Ancak DTX+CBO (Sekil 4F), PTX+CBO (Sekil 4G) ve
DTX+PTX+CBO (Sekil 4H) gruplarinda TUNEL+ apoptotic germ hicre sayilari yalniz
kemoterapi uygulanan gruplarla karsilastirildiginda 6nemli derecede (P<0.001) distk
bulunmustur.

Tum gruplardaki kirlimis DNA ve sayilari Sekil 5 ve Tablo 4 de sirasiyla verilmistir.
Sadece CBO (Sekil 5B) uygulamasi control grubuyla (Sekil 5A) karsilastirildiginda (P<0.001)
sperm DNA fragmentasyonunu 6nemli derecede dusurdi. Sperm DNA fragmentasyonu
higher in DTX (Sekil 5C), PTX (Sekil 5D) ve DTX+PTX ($Sekil 5E) gruplarinda kontrol
grubundan daha yiksek bulundu (P<0.001). Sperm DNA fragmentation DTX+CBO (Sekil
5F), PTX+CBO (Sekil 5G) and DTX+PTX+CBO (Sekil 5H) gruplarinda sadece kemotarapi
uygulanan gruplarla kiyaslandiginda énemli derecede (P<0.001) distik bulundu.
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Table 4. Changes in diameter of seminiferous tubules, Johnsen’s testicular scoring, TUNEL+

apoptotic germ cell number and sperm DNA fragmentation in response to various treatments.

Parametreler

DST Johnsen’s TUNEL+ Sperm DNA

(um) testicular apoptotic germ fragmentasyonu
Gruplar scoring hiicre sayisi (%)
Kontrol 270.99+4.42% 9.58+0.15 0.2620.06° 3.230.072
CBO 279.47+2.73 9.35+0.82? 0.4520.09 1.10£0.02°
DTX 218.56+3.95 5.64+0.13% 4.97+0.71° 11.1140.12°
PTX 229.53+3.75% 5.88+0.17° 4.75+0.73° 10.81+0.11°
DTX+PTX 205.21+6.19 5.17+0.16¢ 5.28+0.61° 11.51+0.11¢
DTX+CBO 230.71+3.87% 6.80+0.18" 1.29+0.17° 8.53+0.08°
PTX+CBO 255.68+2.98 7.44+0.14° 0.69+0.142 8.13+0.08'
DTX+PTX+CBO  239.61+3.02¢ 6.90+0.18" 1.64+0.28° 9.32+0.109
Onem P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

-DST: Diameter of seminiferous tubules, CBO: Cinnamon Bark Oil, DTX: Docetaxel, PTX:

Paclitaxel.

-Data are expressed as mean+S.E.M.

-Different superscript letters (a, b, c, d, e, f, g) within the same column show significant

differences between the groups (P<0.001).

21






Testis dokusunda apoptotik hiicre gortntuleri




Sekil 5. Rat sperm hucrelerinde COMET goruntuleri

3.6. Testicular ve epididimal dokuda oksidatif stress

Testis ve epididimal dokulardaki lipid peroksidasyon diizeyleri (MDA) ve antioksidan
enzim duzeyleri (GSH, GSH-Px, CAT) Tablo 5 da verilmistir. Kontrol ve tarcin yagi
uygulamasi ile Karsilastirildiginda tim kemoterapi uygulamalari MDA dizeyini 6nemli
derecede yukseltti (P<0.001), GSH ve CAT antioksidan enzim aktivitesini (P<0.001) énemli
derecede distrdu. DTX+PTX grubunda diger kemoterapi gruplariyla karsilastirildiginda en
yiuksek MDA degeri elde edildi. Testis ve epididimal dokularindaki GSH-Px diizeyi tim
deney gruplarinda benzer deger verdi. Tar¢in yagi kullanilan PTX- ve DTX+PTX gruplari
sadece PTX ve DTX+PTX gruplarindan daha diisik MDA seviyesine neden oldu (P<0.001).
Ancak, epididimal dokuda CBO tlketimi DTX-, PTX- ve DTX+PTX-gruplarinda sadece
kemoterapi uygulanan gruplarla karsilastirildiginda (DTX, PTX ve DTX+PTX) 6nemli
derecede dismelere sebep oldu (P<0.001). Testikular dokuda GSH duzeyi DTX+CBO,
PTX+CBO ve DTX+PTX+CBO gruplarinda (sadece kemoterapi alan gruplarla
karsilastirildiginda) énemli derecede ilerlemeye sebep oldu (P<0.001). Epididimal dokuda
sadece PTX+CBO grup PTX grubu ile kiyaslandiginda énemli derecede GSH dizeyinde
artisa sebep oldu (P<0.001).
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Table 4. Changes in oxidative stress markers in testicular and epididymal tissues in reponse to various treatments.

Testis
MDA GSH GSH-Px CAT

Groups (nmol/g prot.)  (nmol/g prot.)  (IU/g prot.) (k/g prot.)
Control 2.92+0.26¢ 13.64+0.37°  0.63%0.18  63.76+5.00%
CBO 2.8420.30¢ 17.64+1.10°  0.69+0.17  70.96+6.53°
DTX 5.68+0.51° 6.45+0.26¢ 0.17+0.04  24.91+3.96%
PTX 5.260.15° 8.80+0.38° 0.3520.10  40.26+1.81%
DTX+PTX 10.50+0.49° 6.21+0.33¢ 0.25x0.08  16.61x+1.74°
DTX+CBO 3.91+0.35% 10.7240.26°  0.53+0.13  45.0645.27"
PTX+CBO 3.49+0.15¢ 11.43+0.35°  0.4240.07  52.04+3,73%c
DTX+PTX+CBO  5.29+0.28" 9.96+1.06° 0.45+0.13  42.58+5.52
Significance P<0.001 P<0.001 NS P<0.001

Epididymis
MDA GSH GSH-Px CAT

(nmol/g prot.)  (nmol/g prot.)  (1U/g prot.) (k/g prot.)
4.24+0.25%  17.69+0.99®  1.29+0.37  48.51%6.22°
2.730.20° 19.97+0.30°  1.49#0.14  57.80+6.42°
7.13+0.22° 8.27+0.61%°  0.71#0.21  20.69+2.57¢
6.10+0.23" 9.97+0.43%  0.79+0.24  27.79+1.95"
11.49+0.76° 7.80+0.64° 0.57+0.11  18.59+1.83°
5.04+0.49%  13.14+0.94°¢  1.28+0.16  41.43+3.23%
430+0.28%  1553+#2.10°%°  1.29+0.12  46.67+5.08°
5.69+0.29°d  11.37+0.66°®  1.08+0.18  40.56+4.01%

P<0.001 P<0.001 NS P<0.001

-CBO: Cinnamon Bark Oil, DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel, MDA: Malondialdehyde, GSH: Reduced Glutathione, GSH-Px: Glutathione-

Peroxidase, CAT: Catalase, NS: Non-Significant.

-Data are expressed as meanS.E.M.

-Different superscript letters (a, b, c, d, e) within the same column show significant differences between the groups (P<0.001).

26



4. Tartisma

4.1. Taksanlarin hasar verici etkisi

Taksan sinifi ajanlar (docetaxel, paclitaxel) en énemli kemoterapdétiklerdendir. Her iki ajanda
benzer mekanizmalara sahiptir, cok cesitli kanser tiplerine (prostat, meme, ovaryum, akciger)
karsi kullanilan genis spektrumlu ajanlardir. Ancak, her ikisinin erkek (reme sistemine
etkilerine dair yapilan bilimsel calismalar oldukga kisithidir. Bu c¢alismada, erkek treme
sistemi doku, organ ve hucrelerinde her iki ajanin olasi yan etkileri ile CBO kullaniminin
koruyucu etkisi arastiriimistir.

Kemoterapotikler gucli antitumor aktivitelerine ragmen pek ¢ok sistemde oldugu gibi
reprodiktif sistem (zerinede toksik etkilidir. Pek c¢ok calismada kemoterapotiklerin
(Atessahin ve ark., 2006b; 2006c; Turk ve ark., 2008; 2010; Ceribasi ve ark., 2012), DTX
(Chatzidarellis ve ark., 2010; Altintas ve ark., 2014) ve PTX kullanimin (Koehler-
Samouillidou ve ark., 2001; Chatzidarellis ve ark., 2010) reproduktif organ agirliklarinda
azalmalara sebebiyet verdigi bildirilmistir.

Bu calismada, kemoterapi uygulanan ratlarda final vicut agirligi (DTX ve DTX+PTX)
ve reproduktif organlarin gercek vicut agirhgi ile sag cauda epididymis ve ventral prostatin
goreceli vicut agirhgr énemli derecede dusmdaistar.

Ayrica, bu calismada, saglikh ratlarda DTX, PTX ve bunlarin miks kullanimlarinin
testosteron seviyesinde &énemli dlsmelere sebebiyet verdigi saptanmistir. Calismamizin
sonuclarina gore, testosterone seviyesinde dismeler taksanlarin testis fonksiyonlari tzerine
zarar verici etkileri oldugunun bir kanitidir. Bu sonuglar, Altintas ve ark. (2014) yaptiklar
calismada DTX uygulanan ratlarda Leyding hicrelerinde zayif testosterone ekspresyonunu
bulduklari sonug ile benzerlik gdstermektedir. Ayrica, kemoterap6tik ajanlarin testosterone
dizeyleri Uzerine olumsuz etkilerinin gosteridigi pek cok calisma (Tirk ve ark., 2010;
Ceribasi ve ark., 2012) bulunmaktadir. Reproduktif organ agirliklarindaki azalmalarin
sebebinin leyding hicrelerindeki bozulmalara bagl olarak testosterone ekspresyonunda
azalmalar oldugu sdylenebilir. Clinkd, kalici testosterone sekresyonu reprodiktif organlarin
fonksiyonlari, blytmeleri ve viicut metabolizmasi igin gereklidir.

Taksanlar tedavi amach kullanildiklarinda, ROS un asiri Gretimi ve antioksidan enzim
duzeylerinde de dismelere sebebiyet verdiginden oksidatif stress gelisir.Taksanlarin bu

durumu karaciger dokusunda da gosterilmistir (Pieniazek ve ark., 2013).
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Sisplatin gibi kemoterapotikler (Atessahin ve ark., 2006a; 2006b; Turk ve ark., 2008;
2011), adriamycin (Atessahin ve ark., 2006c; Ceribasi ve ark., 2012) and cyclophosphamide
(Tark et al., 2010), (kanser tedavisinde kullaniimaktadir) oksidan-antioksidan dengede
bozulmalara yol agmaktadir. Ancak, simdiye kadar testis dokusunda DTX kullaniminin redox
dengede hasar verici etkiye sahip oldugunu gosteren (artan MDA dizeyi, azalan SOD, GSH
ve GSH-Px) tek bilimsel calisma (Altintas ve ark., 2014) yurutilmustir. Testikular ve
epididmal dokularda lipid peroksidasyon ve antioksidan enzyme aktivitesi Uzerine PTX ve
DTX+PTX kullanimina dair higbir calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, DTX, PTX ve bunlarin miks kullanimlari kontrol grubuyla
karsilastirildiginda testis ve epididimal dokuda MDA dizeyinin artmasina (Lipid
peroksidasyonun gostergesidir) ve GSH ve CAT diizeyinin énemli derecede azalmasina yol
acmistir. En yiksek MDA diizeyi miks gruptan elde edildi. testikular ve epididimal dokuda
redoks dengesizligin olasi sebebi taksanlarin uygulama sonrasi serbest radikalleri artirmasina
bagli olabilmektedir.

Normalde, ROS unkiicik miktarlari spermatozoada Uretilir ve spermatolojik islemlerde
bu miktar 6nemli role sahiptir. Ancak, spermatozoa membranlarinin doymamis yag
asitlerinden zengin ve endojen antioksidan enzimlerinin kisith olamasi sebebiyle ROS un asiri
miktarlarina oldukga duyarlidir (Agarwal and Saleh, 2002).

Farkli kemoterapotiklerin spermatozoa sayi ve motilitesinde azalmalara, anormal ve 6l
sperm oraninda artmalara sebep oldugu bildirilmistir (Atessahin et al., 2006a; 2006b; 2006c;
Turk et al., 2008; 2010; Ceribas! et al., 2012). Ayrica, ratlara DTX (Altintas et al., 2014) ve
PTX (Koehler-Samouillidou et al., 2001) uygulamalarinin sperm sayi ve motilitelerinde
azalmalara ve anormal sperm oraninda artmaya yolactigi bildirilmistir.

Bu calismada, DTX, PTX ve bunlarin miks kullanimlari, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anormal sperm oraninda 6nemli derecede artisa sperm motilite ve
yogunlugunda azalmalara yol agmistir. Bu ¢alismada sperm parametrelerindeki bozulmalar
testikular ve epididimal dokulardaki oksidatif stresin sekillenmesine baglanmistir.

Kemoterapétik ajanlarin hedef organi testislerdir ve bu ajanlarin kullanimi testis
yapisinda olumsuz etkilere, DST ve germ hiicre sayisinda azalmalar, germ hucrelerin
olgunlasma strecinde gecikmelere (Atessahin ve ark.,et al., 2006b; 2006c; Turk et al., 2008;
Ceribas! et al., 2010; 2012) ve apoptosis vasitasiyla (Turk et al., 2010; 2011) yoluyla

oksidative strese yol acabilir.
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Ratlara DTX (Altintas et al., 2014) ve PTX (Koehler-Samouillidou et al., 2001)
uygulamalari testislerde 6nemli yapisal hasarlara ve DTX oksidatif strese, Leyding
hlcrelerinde testosteron reseptorlerinde azalmalara yol actigi bildirilmistir.

Spermatogenik hicreler dahil olmak Gzere tim hiicrelerdeki DNA hasarinin en énemli
goOstergesi serbest radikallerin asiri Uretilisinin bir sonucu olan apoptosisdir (Maheshwari et
al., 2009). Kemoterapdtikler dahil pek ¢ok toksik maddelerin testikular apoptozise yolagtig
calismalarda gosterilmistir (Turk et al., 2010; 2011; Ceribas! et al., 2012). DNA buitinlugu
genetik bilginin gelecek nesillere aktariimasi agisinda oldukca 6énemlidir. Bu yiizden sperm
DNA butunligi, motilite gibi diger sperm parametrelerinin kalitesi acisindan 6nemli bir
indikatordir (Love et al., 2005). DTX ve PTX kullanimin testikiler apoptozis ve sperm DNA
batinlugu Gzerine etkilerine dair herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, bu calismada
DTX, PTX ve bunlarin miks kullanimlari sonrasinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda testis
histolojisinde yapisal bozulmalar, artan apoptotik hiicre orani ve DNA fragmentasyonu
g6zlenmistir. Testislerde gozlenen tim bu degisimler calismada kullanilan kemoterapdtik
ajanlarin dogrudan ya da dolayli olarak lipid peroksidasyona yol actigi ve testislerde yapisal
ve fonksiyonel bozulmalara sebebeiyet verdigini gostermektedir.

Tarcin yaginin yararh etkileri

C. zelanicum bitkisinin yaprak ve kabuk kisimlari baharat olarak ve volatil yaglarin
uretilmesinde kullaniimaktadir. CBO volatil yaglarin en dnemlilerinden biridir. Tar¢indan
elde edilen bu ve diger esansiyel yaglari antioksidan, serbest radikal temizleyicisi,
antidiyabetik ve antimikrobiyel 6zellikler gostermektedir (Jayaprakasha and Rao, 2011).

C.zeylanicumun bu yag ve diger Uriinlerinin LH, FSH ve testosteron dlzeyinde artisa,
testis dokusunda lipid peroksidasyon diizeyinde azalmalara (Modaresi et al., 2009;
Hemayatkhah Jahromi et al., 2011), reproduktif organ agirhginda, sperm yogunluk ve
motilitesinde, antioksidan aktivitelerinde (GSH, GSH-Px and CAT) ve saglikli hayvanlarda
DST seviyesinde artisa yol actigi bildirilmektedir (Yce et al., 2013).

Ayrica, CBO nun uzun sureli kullaniminin testis, epididimis, erkek eklenti bezlerini,
spermatozoayl korudugu ve karbon tetraklorid zehirlenmesine karsi oksidatif stresi
engelleyerek testikular apoptozisi azalttigi bildirilmistir (Ylce et al., 2014). Bu calismada,
sadece DTX kullanan grupla karsilastirildigina, DTX kullanilan ratlarda CBO verilmesi
gercek organ agirliklarinda, testosteron diizeyinde, sperm motilitesinde, testikular GSH
duzeyinde, epididimal CAT aktivitesinde 6nemli derecede artisa, testikuler histopatolojik
lezyonlarda, apoptozis, DNA kiriklari, epididimal MDA diizeyinde, spermatozoa bas, kuyruk

ve anormal spermatozoa oraninda 6nemli derecede azalmalara yol actigi gozlenmistir.
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PTX+CBO grubu DTX grubu ile kiyaslandiginda reprodiktif organlarin (testis disinda)
gercek organ agirhginda, sag cauda epididimis ve ventral prostatin goreceli organ
agirhklarinda, testosteron diizeyi, sperm motilitesi, yogunlugu, testikuler ve epididimal GSH
duzeyi, epididimal CAT aktivitesinde artisa, DTX+CBO grubunun; testikiler ve epididimal
MDA seviyesinde, spermatozoa bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoa orani, testikiler
histopatolojik lezyon, apoptozis ve sperm DNA kiriklarinda azalmalara yol actig
saptanmistir.

Ayrica, DTX+PTX+CBO grubu DTX+PTX grubu ile Kkarsilastirildiginda, reproduktif
organlarin gercek agirhklarinda, sag cauda epididimis ve ventral prostatin goreceli
agirliklarinda sperm motilitesi, testosteron diizeyi, testikller GSH dizeyinde, testikular ve
epididimal CAT aktivitesinde 6nemli derecede artisa, sperm bas ve toplam anormal oraninda,
testikiler ve epididimal MDA seviyesinde, testikiler histopatolojik lezyonlarda, apoptozis ve
DNA kiriklarinda 6nemli derecede dismelere sebep olmustur. Bu durum, DTX, PTX ve
DTX+PTX gruplarina CBO kullanimi sayesinde antioksidan-oksidan duzensizligini
engellemesi ile izah edilebilir.

Sonug olarak, calismanin sonuclari DTX ve PTX kullaniminin reprodiktif organ
agirliklarinda azalmalara yol acarak reprodiktif organ, doku ve hicrelerde bozulmalar
yaptigini acikca gostermektedir. Bu bozulmalar devaminda serum testosteron diizeyi, sperm
motilitesi, yogunlugu, artan anormal sperm orani, testikuler apoptozis ve DNA kiriklarina
sebebiyet vermistir. Erkek Ureme sistemindeki bu bozulmalar taksanlarin uyardigi lipid
peroksidasyon dizeyi, azalan antioksidan enzim aktivitelerinden kaynaklanmaktadir. Bu
calismanin sonuglari CBO nun uzun sireli tiketiminin erkek reproduktif organ, doku, ve
hlcrelerinde taksanlarin olusturdugu yapisal ve fonksiyonel hasarlara karsi antiperoksidatif

etki gostererek iyilestirdigini acikca gostermektedir.
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Sekil Aciklamalari

Sekil 1. Changes in final body weights in response to various treatments.

-CBO: Tarcin Yagi DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel.

-Data are expressed as mean£S.E.M.

-Different superscript letters (a, b, ¢) show significant differences between the groups
(P<0.001).

Sekil 2. Changes in testosterone levels in response to various treatments.

-CBO: Tarcin yagi DTX: Docetaxel, PTX: Paclitaxel.

-Data are expressed as meanzS.E.M.

-Different superscript letters (a, b) show significant differences between the groups (P<0.001).
Sekil 3. Microphtographic views of testicular histological structure

Kontrol (A), Tarcin yagr (B), docetaxel (C), paclitaxel (D), docetaxel+paclitaxel (E),
docetaxel+CBO (F), paclitaxel+CBO (G) ve docetaxel+paclitaxel+CBO (H) gruplar
(Hematoxylin ve Eosin boyama).

Sekil 4. Microphtographic views of TUNEL+ apoptotic germ cells in testicular tissue

Kontrol (A), Tarcin yagr (B), docetaxel (C), paclitaxel (D), docetaxel+paclitaxel (E),
docetaxel+ CBO (F), paclitaxel+ CBO (G) ve docetaxel+paclitaxel+CBO (H) gruplar
(TUNEL boyama).

Sekil 5. Microphtographic views of sperm DNA fragmentation

Kontrol (A), Tarcin yagr (B), docetaxel (C), paclitaxel (D), docetaxel+paclitaxel (E),
docetaxel+ CBO (F), paclitaxel+ CBO (G) ve docetaxel+paclitaxel+CBO (H) gruplar
(Ethidium bromide boyama).
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