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PAKLITAKSEL’iN OLUSTURDUGU TESTIS HASARI UZERINE
RESVERATROL’UN KORUYUCU ETKIiSININ INCELENMESI
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Damisman: Prof.Dr. Birkan YAKAN ve Uzm. Dr. Esra BALCIOGLU
OZET
Kemoterapi ilaglarinin; spermatogenez, sperm kalitesi ve kan-testis bariyerine verdigi
zararlar sonucu infertiliteye neden oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir.
Resveratrol, patojenik mikroorganizmalara karsi bitkilerce sentezlenen polifenolik bir
fitoaleksindir. Bu ¢aligmada bitkisel tedavi siireci ile kemoterapi ilaglarinin birlikte
kullanilmasiin hastaya saglayacagi fayda ve zararlar1 belirlemek icin, erkek genital
sistemi lizerinde paklitakselin meydana getirdigi hasarin Resveratrol (RES)’ iin
koruyucu etkisiyle azaltilmasi amaglanmustir.
Calismada Wistar albino erkek si¢anlar her grupta 10'ar hayvan olacak sekilde kontrol,
paklitaksel (PAC) (10mg/kg), resveratrol (RES) (10mg/kg) ve paklitaksel+resveratrol
(PAC+RES) (10mg/kg -10 mg/kg) olarak 4 gruba ayrildi. Dekapitasyon isleminden
sonra testis dokusu ¢ikarildi, rutin histolojik doku takibi yontemi uygulandi. Dokularin
genel yapt ve oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in Hematoksilen-Eozin ve apoptozisi
degerlendirmek i¢cin TUNEL metodu kullanildi. Biyokimyasal parametre olarak testis
dokusunda malondialdehyde (MDA), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
degerlerine bakildi.
Sonug olarak, dokular histopatolojik olarak degerlendirildiginde diger gruplardan farkli
olarak PAC grubunda germinal epitelde diizensizlikler ve nekrotik tiibiillerin sayisinda
artig, intersitisyel bag dokusu alanlarinda genisleme ve hemoraji gozlendi. TUNEL
yontemi sonuglaria gore PAC grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisi kontrol, RES ve
PAC+RES gruplanyla kiyaslandiginda artig gosterdi. Bu sonuglar; testis dokusunda
PAC' in olusturdugu oksidatif stresin RES' iin meydana getirdigi antioksidan etkiyle
azaltilabilecegini gosterdi. Testis dokusundaki MDA, CAT ve SOD degerleri
biyokimyasal a¢idan degerlendirildiginde gruplar arasinda anlami bir farklilik
bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Paklitaksel, Resveratrol, Testis, Sigan
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A RESEARCH ON EFFECTS OF RESVERATROL ON RAT TESTICAL TISSUES WHICH
WAS DAMAGED WITH PACLITAXEL
Pmar BIiLGICI
Erciyes University, Institute of Medical Sciences Department of Histology and Embryology
MSc Thesis, Ocak 2018
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN and Uzm. Dr. Esra BALCIOGLU

ABSTRACT
Cancer, defined as the disease of genes controlling the multiplication, differentiation

and death of cells, is one of the most important human health problems.
Chemotherapy drugs; spermatogenesis, sperm quality and damage to the blood-testis
barrier have been shown to result in infertility. Resveratrol is a polyphenolic
phytoalexin synthesized by plants against pathogenic microorganisms. In this study,
it was aimed to reduce the damage caused by paclitaxel (PAC) on the male genital
system by the protective effect of Resveratrol (RES), in order to determine the
benefits and harms that would be provided to the patient by the combination of

herbal treatment process and chemotherapy drugs.

In the study, Wistar albino rats were divided into 4 groups as control, paclitaxel
(PAC) (10 mg / kg), resveratrol (RES) (10 mg / kg) and paclitaxel + resveratrol
(PAC + RES) (10 mg / kg-10 mg / kg). After the decapitation procedure, testicular
tissue was removed and a routine tissue follow-up procedure was performed. General
structure and properties determination for Hematoxylin-Eosin and apoptosis evaluate
was used to the TUNEL method. Malondialdehyde (MDA), catalase (CAT) and

superoxide dismutase (SOD) values were measured as biochemical parameters.

As a result, when MDA, CAT and SOD values were evaluated biochemically, there
was no significant difference between the groups. Histopathologically, the number of
germinal epithelial irregularities and necrotic tubules was increased in the PAC
group, unlike the other groups. According to the results of the TUNEL method, the
number of tunellite-positive cells in the PAC group increased when compared to all
other groups. These results; the oxidative stress of PAC linings in the testicles could
be reduced by the antioxidant effect of resveratrol

Keywords: Paclitaxel, Resveratrol, Testes, Rat
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1.GIRIS VE AMAC

Kemoterapotik ajanlar ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmakta olup;
alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik inhibitorler, antibiyotikler, enzimler, hormonlar
ve hormon antagonistleri gibi c¢esitli kategorilere ayrilirlar ve bu ajanlarin etki

mekanizmalari birbirinden farklidir (1).

Paklitaksel meme, ovaryum, akciger, bas-boyun ve 6zofagus kanserleri gibi epitelyal
orjinli kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilan taksan grubu bir kemoterapotik
ajandir. Son zamanlarda lenfoma ve germ hiicreli tiimorler gibi geng yasta ortaya c¢ikan
kanserlerin tedavisinde de basarili bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. Paklitaksel
anti-tiimor 6zelligini mikrotubiiller lizerinden géstermektedir. Mikrotiibiiller, o ve § alt
tinitelerinden meydana gelir, tubulin heterodimerlerinin dinamik bir denge icinde
polimerlesmesinden olusan hiicresel submikroskobik yapilardir. Bu yapilar, esas olarak
hiicre boliinmesi sirasinda mitotik apareyin olusumunda rol oynamakla birlikte; hiicre
i¢i transport, sinyal iletimi, hareket yetenegi ve hiicre seklinin korunmasini igeren ¢ok
sayida vital interfaz reaksiyonlarindan da sorumludurlar. Paklitaksel hiicresel tubulin
yapisina baglanip, hiicre boliinmesi ve diger hiicresel fonksiyonlarda 6nemli bir kademe
olan mikrotiibiil depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrotiibiil yapisini stabil hale
getirmektedir (2,3). Bunun sonucu olarak, hiicrelerin G2/M fazinda birikmesi ile hiicre
siklusu bloke olmaktadir ve béylece kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan kanserli hiicrelerin

boliinmesi durdurulmaktadir (3).

Son verilere gore, 6zellikle etkili bir antikanser ajan olan paklitakselin tek hedefi tubulin
yapisi degildir. Ayn1 zamanda, apoptoz islemini bloke eden bcl-2 adinda bir proteine de
baglanmaktadir. Bu nedenle PAC, boliinen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi {izerinde ¢ift

yonlii bir rol iistlenmektedir. Birincisi, toplanmis mikrotiibiilleri stabilize etmesi ve



boylece mitozu duraklatmasidir. ikincisi de, bcl-2'yi inhibe etmesi ve apoptozun

ilerlemesine izin vermesidir (4).

Kemoterapi ilaglarinin verilis amaci, hizla bdliinen kanserli hiicrenin bdliinmesini
engellemektir. Ancak ilag, hizli olarak boliinen malign hiicreler yaninda bagirsak ve
agiz mukoza epiteli, kemik iliginin hematopoietik hiicreleri, kil folikiilii hiicreleri,
testisin germinatif epiteli, embriyo ve fetiis hiicreleri gibi normal yapidaki hiicrelerdeki
boliinmeyide engeller. Bu nedenle kemoterapi ilaglarinin tedavi edici etkisinin yani sira
agri, yorgunluk, bulanti-kusma, ruhsal degisiklikler, istahsizlik, nefes darligi, cilt ve
tirnaklarda degisiklikler, agizda yara, ellerde uyusma gibi yan etkilere neden oldugu
yapilan calismalar dogrultusunda belirlenmistir (5,6). Bunun yani sira kemoterapi
ilaglarinin; spermatogenez, sperm Kkalitesi, germ hiicreleri ve kan-testis bariyerine

verdigi zararlar ile erkek bireylerde infertiliteye neden olduguda bilinmektedir (7).

Kemoterapi uygulanan hastalarda, kemoterapinin oksidatif stres artisgina ve
antioksidanlarda kayba yol agabildigi bildirilmistir. Bu nedenle kemoterapi sirasinda

antioksidan etkili maddelerinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir (8).

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
savunma mekanizmalar1  gelistirmistir.  Antioksidanlar lipid peroksidasyonunu
engellemeleri yaninda protein, niikleik asitler ve karbonhidratlarin korunmasini
saglarlar. Serbest radikaller ve reaksiyon iriinleri biyomolekiiller, fagositler ve
myofibroblastlarin aktivitelerini artirirlar (2). Resveratrol (RES); travmatik zedelenme,
UV 1s18ina maruz birakilma ya da mantar enfeksiyonuna yanit olarak bazi bitkiler
tarafindan sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir (9,10).
Fitoaleksinler, patojenik mikroorganizmalara kars1 bitkiler tarafindan korunma amagh
sentezlenen kimyasal maddelerdir, bu maddelere bitkisel antibiyotikler de denilebilir (9-
11). Yapilan gesitli galismalarda RES’lin lipit peroksidasyonunu azalttigi, miyokardiyal

hasar1 onardig1, noroprotektif etki gosterebildigi ileri stiriilmektedir (2,12-14).

Kanserde, klasik tedavi yontemlerinin yani sira, 6zellikle bitkisel kokenli maddelerin
kullanildigi tamamlayict tedavi yontemleri de giinimiizde denenmektedir. Biz de bu
yeni tedavi yOntemlerinden yola ¢ikarak, kemoterapotik bir ilag olarak kullanilan
PAC’in testis ilizerinde olusturmasi muhtemel hasarlarinin RES kullanarak ne kadar

Onlenebilecegini arastirmak istedik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.TESTIS

Erkek tireme sistemi testislerden, testis i¢i ve dis1 genital kanallardan, yardimei bezler
ve penisten olusmaktadir. Genital kanal sistemi tubuli rekti, rete testis, duktuli
efferentes, duktus epididimis, duktus deferens ve duktus ejekulatoryusu igerir. Yardimci

bezler ise vezikiila seminalis, prostat ve bulboiiretral bezlerdir (15).
2.1.1. Testis Embriyolojisi

Genetik cinsiyet, fertilizasyon esnasinda Y kromozomunun bulunup bulunmamasina
gore tayin edilir. Buna ragmen gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar, erkek veya disi
morfolojik 6zelliklerine sahip degildir (16). Gonadlar baslangigta bir ¢ift uzunlamasina,
sOlomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusmus
genital veya gonadal kabartilar halinde ortaya cikarlar. Gelisimin 6. haftasina kadar bu
gonadal sirtlar icinde germ hiicreleri yoktur. Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin
erken evrelerinde vitellus kesesi duvarinda endoderm hiicreleri arasinda ve allantoise
yakin bir yerde belirirler. Ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerler 5. haftanin basinda primitive gonadlara ulasir ve 6. haftada genital
kivrimlara tamamen yerlesirler. Boylece heniiz farklilasmamis fotal gonad gebeligin 6.
haftasinda ortaya ¢ikmis olur. (17,18). Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami
(Sekil 2.1) de gosterilmistir.



mezonefrik kanal
kanal

H) // %%\ paramezonefrik

primer seks
kordonlari a

proliferasyona ugramakta
olan ¢élomik epitel
dejenerasyona ugramakta
olan mezonefrik tabdl
duktus
mezonefrik kanal epididimis

Mmezorghum dejenerasyona
ugramakta olan
paramezonefrik
kanal

efferent duktdl
rete testis

paramezonefrik
kanal

seminifer
kordon

seminifer tunika
kordonlar albuginea septum

ekil 2.1. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami (a. 5 haftalik bir embriyoda farklilagsmamisg
g yag ¥
gonad evresi, b. Primer cinsiyet kordonlarinin seminifer kordonlara farklilagsmasi, c. Testikiiler
gelisiminin son evreleri (22)) .

Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomu gereklidir fakat bu kromozomun yalnizca
kisa kolu seks tayini i¢cin onemlidir. Testis belirleyici faktér (TDF) i¢in gerekli olan
SRY geninin, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlestigi Saptanmustir.
Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullas1 iizerinde testis belirleyici etkiye
sahiptir. Y kromozomu tarafindan diizenlenen TDF, testikiiler farklilasmay1 saglar bu
faktoriin etkisi altinda, primer seks kordonlar1 seminifer tiibiillere farklilasirlar.

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar.
e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicreleri



Vitellus kesesi duvarindaki endodermal primordial germ hiicrelerinin 3. haftada
allantoisi asarak barsagin arka kisminda mezenter kokiiniin (Radix mesenterii) saginda
ve solunda mezonefrozun medialindeki mezoteldeki gonadal kabarti (Plica genitalis)
icine girmesi ve buradaki hiicreleri indiiklemesi (5. haftanin basi) ile gonad taslaklar
gelismeye baglar. Embriyonun erkeklik veya disilik yoniinde gelismeye baslamasi 7.
haftadan itibaren gerceklesir. Erkekte veya diside primordial hiicrelerin etrafin1 plika
icindeki mezodermal hiicreler sarar. Endodermal primordial hiicrelerden germinal
hiicreler (gonositler = erkekte spermatogoniumlar, diside oogoniumlar), mezodermal
hiicrelerden ise destek hiicreleri (erkekte Sertoli hiicreleri, diside ise folikiil hiicreleri)
geligir (18). Testisler genellikle, seks kromozom kompleksinde normal bir Y
kromozomu tasiyan embriyolarda gelisir (19). Primer seks kordonlar1 uzayarak
farklilasmamis gonad medullasina kadar iner. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anastomozlar yapar ve rete testisi olustururlar. Gonad taslaklart disinda Tunica
albuginea gelistikten sonra seks kordonlari seminifer tiibiillere ve diiz tiibiillere (Tubuli
recti) farklilagirlar ( Sekil 2.2). Seminifer tiibiiller, intertisyal hiicreleri olusturan
mezensim ile ayrilmiglardir. Bu hiicreler 8. haftada mezonefrik kanallarin ve dig genital
organlarin erkeklik yoniinde farklilagsmasini uyaran androjenik hormonlar olan
testosteron ve androstenodion salgilarlar. Testosteron {iiretimi, embriyonik ve fotal
gelisimin 8 ile 12. haftalart arasindaki donemde en yiiksek miktarlara ulasan human
koryonik gonadotropin tarafindan uyarilir. Fotal testis ayrica, antimiilleriyan hormon
veya miilleriyan inhibe edici madde (MIS) olarak bilinen bir glikoprotein tiretir. Sertoli
hiicreleri, destek hiicreler olan bu hiicreler testisin yiizey epitelinden gelisir.
Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar (18). Fotal testiste seminifer epitelin biiyiik bir kismini
olusturur. Rete testis, efferent kanalciklara doniisen 15-20 kadar mesonefrik tiibiil ile
devam eder. Bu kanalciklar, duktus epididimise doniisen mezonefrik kanalla baglanti
kurar (19).
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Sekil 2.2. Farklilasmamis Gonadin Testise Dontismesi (22) .

2.1.2. Testis Anatomisi

Erkek iireme sistemi speomatozoonlarin {iretiminden sorumlu olan ve erkek cinsiyet
hormonlarin1  iireten bir ¢ift testisten, TUretilen spermatozoonlarin depolanip
iletilmesinden sorumlu olan genital kanallar, seminal siviy1 salgilayan yardimer genital
bezlerden ve spermayi disi genital kanala aktaran penisten olusur (20). Genital organlar
erkek ve kadinda; i¢ ve dis olmak iizere iki boliime ayrilir. Ureme hiicrelerini olusturan
genital bezlere ve bu hiicreleri ileten yollara i¢ genital organlar ve lireme hiicrelerinin
birlesmesini saglayan organlara da dis genital organlar adi verilir (21). Erkek tireme

sistemi anatomisi Sekil 2.3’ de gosterilmistir (22).
1) Erkek i¢ genital organlar (organa genitalia masculina interna);
1. Testis
2. Epididymis
3. Funiculus spermaticus
4. Ductus deferens
5. Vesicula seminalis
6. Ductus ejaculatorius

7. GI. bulbourethralis



8. Gl. Prostatica

2) D1s genital organlar (organa genitalia masculina externa);
1. Penis
2. Scrotum’dur (23, 24).
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Sekil 2.3. Erkek iireme sistemi (22)

Erkek iireme sisteminin temel fonksiyonu sperm iiretip, bu spermlerin disi vaginasi’na
iletilmesini saglamaktir. Bu islemi yapabilmesi i¢in 4 farkli tipte yapiya sahiptir. Bu
yapilar testisler, yardimci kanallar, yardimci bezler ve penis’tir. Testisler, sperm ve
primer erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu iiretir. Yardimei kanallar, testislerdeki
ya da yardimci bezlerdeki salgilari depolayip penis’e tasirlar. Yardimci bezler ise
spermin penis’e taginmasi i¢in uygun ortami olusturacak olan siviy1 iiretirler. Bu sivi ve

spermler semen adin1 alir ve penis, semeni vagina’ya tasimaya aracilik eder (24, 25).



Testisler, yarim ay bi¢imindeki epididymis’in eklenmis oldugu tunica albuginea adi
verilen siki1 bag dokusundan yapilmis kalin bir kapsiil ile sarili, oval sekilli bir ¢ift
organdir. Skrotum denilen deriden bir kese i¢inde funiculus spermaticus ile asili durur
(20, 27). Ureme sezonu boyunca igerisinde testisler yer aldigi icin biiyiir, fakat
nonreprodiiktif donemde rodentlerde ve diger bazi memelilerde testisler viicut
bosluguna ¢ekilir. Birgok memelide sperm hiicreleri karin igindeyken olusan yiiksek 1s1
sirasinda tam olgun degildir; sperm olusumunun son asamasi i¢in skrotumdaki biraz

daha diisiik olan sicaklik gereklidir (26).

Deri ve bag dokunun altinda, igerisinde testisi bulunduran kremaster bosluklar yer alir.
Kremaster posu duvari, govde duvart muskulus abdominis transversus’un uzantisi olan
kremaster kasindan olusur. Sicanlarda kremaster kasi testisin peritoneal bosluga geri
cekilmesinde gorev aldigi icin iyi gelismistir. Kremasterik poslarin igerisindeki bosluk
peritoneal kavitenin kaudal bir uzantisidir ve vaginal kavite olarak adlandirilir.
Kremasterik keseye (posa) ulasmak igin vaginal kavite muskuler abdominal duvar

icerisinden ge¢cmek zorundadir. Bu ge¢is inguinal kanal olarak adlandirilir.

Hilal seklindeki epididimis testisi kismen kusatir. Seminifer tiibiillerde iiretilen sperm
hiicreleri testisin kraniyal ucunda rete testis denen ag1 olusturan mikroskobik tubullere
gecer. Sicanda, testisin kraniyal ucundaki rete testis kismi epididimisin basindan testise
dogru uzanan kordon benzeri bir yapr sekillendirir. Sperm hiicreleri epididimiste
ilerlemeye devam eder ve duktus deferense (sperm kanali) girer. Bir grup aksesuar

genital bez uretraya baglanmis durumdadir.

Bunlar prostat hari¢ birer ¢ift halinde bulunan vezikiila seminalis ve bulboiiretral
bezlerdir. Bu bezlerin salgilar1 ejakulasyon boyunca sperm hiicrelerini tagiyan, aktive
eden, onlar icin baz1 besinleri saglayan ve vajinanin hafif asidik ortamini nétralize eden
maddeler igeren seminal siviy1 olusturur. Siganlarin vezikiila seminalis ve bulboiiretral

bezleri sadece ejekulasyonun sonuna dogru salgilarini birakirlar (26).
2.1.3. Testis Histolojisi

Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile
cevrilidir. Tunika albuginea'nin testisin arka yiiziinde kalinlasmasiyla mediastinum

testis ad1 verilen yap1 olusur. Buradan bezin i¢ine giren fibréz uzantilar, bezi testis



lopcuklari/bélmeleri denilen yaklasik 250 adet piramidal bélmeye ayirir. Bu uzantilar
kesintisiz degildir ve ¢cogunlukla bolmeler birbirleriyle baglantilidir. Her lobiilde gevsek
bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan
ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel hiicreleri igerir.
Seminifer tiibiiller erkek {ireme hiicreleri olan spermatozoonlari iiretirken, interstisyel

hiicreler de testis androjenlerini salgilar (29, 30).

Testiste yaklagik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik
150-250 um c¢apinda ve 30-70 cm uzunluktadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam
uzunlugu 250 metredir. Tibiiller kivrimhidir ve baslangigta kor ugludur. Her bir tiibiil
sonlanirken limeni daralir ve diiz tiibiiller ya da tibiili rekti adiyla bilinen kisa
segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen,
epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.
Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglamistir (31, 32) ve iireme yollarinin yapist Sekil 2.4

sematik olarak gosterilmistir.

duktus deferens epididimis duktuli efferentes

seminifer tiibiil
epididimis septum

tunika
albuginea

mediastinum testis

rete testis

tunika
vaginalis

tubuli rekti
epididimis

Sekil 2.4. Testis ve iireme yollarini gésteren sematik ¢izim (22)
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2.1.3.1. Seminifer tiibiiller

Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran tunika propria birkag
fibroblast katmanindan olugmustur. Bazal lamina'ya yapisik olarak bulunan en igteki
katman diiz kas 6zelliklerini gosteren yassilasmis myoid hiicrelerden olusur. Epitel iki
tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenik

seriyi olusturan hiicreler (33).
2.1.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlari bazal laminaya tutunur, apikal uglari ise
siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin
sinirlart  belirsiz olarak goriiliir, cilinkii bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini
cevreleyen ¢ok sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar kaba
endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile
lizozom igerdigi gosterilmistir. Siklikla liggen bi¢iminde olan uzamis ¢ekirdekte ¢ok
sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir.
Seminifer tiibiillerde yan yana duran Sertoli hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar
seviyesinde siki baglantilarla baglanmiglardir. Bu baglantilar seminifer epiteli bazal ve
adluminal kompartman olmak iizere iki bolmeye ayirir. Spermatogonyumlar, igine
kanda bulunan materyallerin serbestce girebildigi bazal kompartmanda yerlesirler.
Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup
gecerek adluminal kompartmana ¢ikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri sathalari,

kandan gelen iiriinlerden bir kan-testis bariyeri ile korunurlar.

Spermatidlerin flagellar kuyruklar1 gelistikge bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal
uclarindan ¢ikan piskiiller seklindeki ¢ikintilar halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri “gap
junction” denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal

aligverisi saglanir (33, 34).
Sertoli hiicre fonksiyonlari

1- Gelisen sperm hiicrelerini desteklemek, korumak ve beslemek,
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2- Spermiyogenez sonunda olusan sitoplazma artiklarini fagosite etmek,
3- Spermiasyonu yani seminifer tiibiil liimenine olgun spermin salinimini saglamak,
4- Seminifer tiibiil limenine proteinler ve iyonlardan zengin bir s1v1 salgilamak,

5-Seminifer tiibil limeninde spermatogenez icin gerekli olan testosteron

konsantrasyonunu arttiran androjen baglayici proteini (ABP) iiretmek ve salgilamak.

6-Hipofiz bezinden folikiil uyarici hormon (FSH) salinmasimi Onleyen inhibin

hormonunu salgilamak,

7-Anti-Miillerian hormonu tiretmek ve salgilamak. Bu hormon iireme organlarinin

gelisimi sirasinda Miiller kanallarinin gerilemesini saglar (33, 34).

Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince boliinmezler.
Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotli beslenme, X-1sin1 1s1nimi gibi olumsuz kosullara karst
olduk¢a dayaniklidirlar ve bu zararli etkiler karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine
gore ¢ok daha direnglidirler. Memelilerde spermatozoonlarin salinimi muhtemelen
hiicresel hareketlerin bir sonucudur. Bu hareket Sertoli hiicresinin apeksinde bulunan

mikrotiibiiller ve mikrofilamentler ile saglanir (34).
2.1.3.3. Spermatojenik hiicreler

Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tiibiil llimeni arasini dolduracak 4-8
tabaka halinde diizenlenmistir. Bu hiicreler birka¢ boliinmeden sonra farklilagir ve
spermatozoonlar1 olustururlar. Bu erkek germ hiicreleri siirekli farklilasma siirecindeki

cesitli evrelerde bulunabilirler.

Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay ii¢ faza ayrilabilir;
spermatositogenez olarak adlandirilan evrede spermatogonyumlarin bdliinmeleri
sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelir. Spermatogonyumlarin ardi
ardina iki kez boliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelir.
Spermatositlerin ardi ardina iki kez boliinme gegirerek kromozom sayilarinin ve DNA
miktarinin esit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi sonucu spermatidlerin olustugu

evre ise mayoz adin1 alir.

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siirecidir. Siireg ilkel onciil bir germ hiicresi olan

spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, yaklasik 12 um ¢apinda, bazal laminanin
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hemen {istiinde yer alan kii¢tlik bir hiicredir. Ergenlik ¢aginda spermatogonyum hiicreleri
mitoz boliinme ile ¢ogalmaya baslar. Olusan yeni hiicreler iki yol ile birbirini izlerler. A
tipi spermatogonyumlar kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da devam eden
mitotik boliinmeler sonucu farklilasarak B tipi spermatogonyumlari olustururlar (31).
Insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli
boyanan koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum
ve tip B spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok
hiicreleridir. Tip B spermatogonyum ise primer spermatositlere farklilasan Onciil

hiicrelerdir (Sekil 2.5).

Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir
spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki
iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kdpriiler
spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda 6nemli bir rol oynarlar.
Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik

cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur.

Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siire¢ yaklasik
64 giindiir. Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur ve her seminifer tiibiilde ayn1 anda
gerceklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir sathasinin izlendigi
seminifer tlibiillerin diizensiz goriiniimiinii agiklar. Ayni1 zamanda neden seminifer
tiibiillerin baz1 bolgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger bolgelerde sadece
spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. Seminifer epitelyum siklusu germinal
epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda olugan matiirasyon
degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda her bir siklus yaklagik 16+1 giin siirer ve
spermatogenez 4 siklustan sonra biter. Spermiyogenez ise spermatidlerin 6zenli bir

hiicre farklilagma siireci gecirerek spermatozoonlari olusturdugu sathadir (31).
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Sekil 2.5. Seminifer tiibiiliin bir pargasi. Seminifer epitel 2 tip hiicreden olusmustur: Spermatogenik seri
hiicreleri ve destek ya da Sertoli hiicreleri (22) .

2.1.3.4. interstisyel Alan ve Leydig hiicreleri

Testisin serminiferdz tiibiilleri arasindaki bosluklar; Leydig hiicreleri, bag dokusu
elemanlari, sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler
pencereli tiptedir ve bu kapiller kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce
gecmesine izin verirler. Interstisyel alanin, lenf damarlarindan zengin olmasi, bu
organdan alman interstisyel sivi ile lenf sivisimin Dbilesimindeki benzerligi
agiklamaktadir. Interstisyum Leydig hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar1 igermektedir. Leydig hiicre topluluklari, kan

damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinuzoidler yakininda, intertiibiiler alanda yerlesmistir
(35).

Gruplar halinde tunika albuginea, epididimis, spermatik kordon ve mediastinumda da
gosterilmistir. Testosteron hormonu {iretilmesi ve salgilanmasindan sorumludurlar.
Neuroendokrin fonksiyonlari; Leydig hiicrelerinin biiyiimesi, gelismesi ve islevleri
Liiteinize edici hormon (LH) un tropik etkisine baglidir. LH’1n yoklugu Leydig

hiicrelerinin kiigiilmesine ve testosteron iiretiminin durmasina yol acarken, LH’in
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salgilanmast Leydig hiicrelerini uyararak hipertrofiye olmalarin1 saglar. Leydig
hiicreleri testosteron tirettigi miiddet¢e LH iizerinde negatif geri bildirim ile hormonal
homeostaz siirdiiriiliir. Yiikselen testosteron seviyeleri LH iizerinde negatif geri bildirim

olusturarak LH salinimini durdurur ve takiben testosteron seviyeleri diiser (36).

Leydig hiicrelerinin hormonu olan testosteronun baslica fonksiyonlar1: normal seksiiel
davraniglarin sergilenmesi, yardimc iireme bezleri ve sekonder erkeklik karekterlerinin
gelismeleri ile fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinin baslatilmasi, spermatogenezisin
kontrolii (FSH ile birlikte), hipofiz ve hipotalamusa negatif feedback etkisi, genel
anabolik etkiler ve dogumdan 6nce wolf kanalinin varligini koruma ve onun duktus
deferens ile epididimise farklilasmasi olarak siralanabilir  (37). Parakrin olarak
oksitosin, substans-P, B-endorfin ve benzeri salgilar. Endokrin fonksiyonlarindan dolayi
kilcal damarlarla iliskili de@isen boyutlarda topluluklar yaparlar. Iki cekirdekli
olabilirler. Tipik steroid salgis1 yapan hiicrelere benzerler. Bu hiicrelerde salg1 graniilii
bulunmaz, iiretilen testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve bekletilmeden kana verilir

(39).
2.1.4. Erkek Ureme Sistemi Fizyolojisi

Erkekte iireme fonksiyonlarmin esas gorevi spermatogenezis’le spermatozoon’u
olusturmaktir ve bununla birlikte spermatogenezis igin gerekli olan testesteron
hormonunun salgilanmas: 6nemlidir. Testesteron hormonu testislerde interstial alanda
yerlesmis olan Leydig hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu hormon sperm yapimindaki
germinal hiicrelerinin béliinme ve gelisimi i¢in gereklidir. Bunun yaninda testis i¢indeki
a. testicularis ve v. testicularis’ler birbirlerine paralel bir sekilde seyir halindedirler ve
bu da ters akim halinde olup, 1s1 ve testosteron alig verisini saglar. Testislerin
skrotum’da asili olmasiyla sicak havalarda gevseyip sarkmasi ve soguk havalarda m.
cremaster kasmin kasilmasiyla viicuda yaklagsmasiyla testisin 1s1 degiskenlerinden ve
diger etkenlerden etkilenmesi Onlenmis olur. Tiim bu faktorler sperm olusumu igin

oldukc¢a 6nemlidir (39-41).

FSH hipofiz bezinden salgilanir ve Sertoli hiicrelerini uyarir. Bu uyari olmadan
spermatogenezis olayr ger¢eklesmez. Bunun yaninda ayni sekilde hipofizden salgilanan

LH, Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimini saglar (40, 42).
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Yardimct bezlerden salgilanan sivi iginde spermin beslenmesini saglayan fruktoz,
uretral ve vaginal asiditeyi ndtiirlestiren alkali ortam ve fosfolipidler semen iginde
spermin hareketini artirici etki gostermektedir. Semen 3-4 ml kadar olup, igerisinde
ortalama 300-500 milyon sperm bulunur. Semenin pH’1 yaklasik olarak 7,5
civarindadir. Yapisinda bulunan hyaluronidaz enzimi vaginanin miikéz salgisini eritip,
sperm hareketlerini artiric1 etki yapar (40, 43). Sperm akrozomunda fazla miktarda
hiyaliironidaz ve proteolitik enzimler depolanir. Hiyaliironidaz, graniiloza
hiicrelerindeki hiicreleri bir arada tutan hiyaliirinik asit polimerlerini monomerlerine
ayirir. Proteolitik enzimler ise yumurtaya bagli olan yapisal elemanlarin proteinlerini
sindirir. Ovum fallop tiiplerine atildiginda etrafinda ¢ok sayida graniiloza hiicre tabakasi
bulunur ve sperm ovuma ulagmadan 6nce bu tabakay1 ge¢cmek zorundadir. Daha sonra
ovumun ¢evresinde kalin bir ortii olan zona pellusida’yr asmalidir. iste bu enzimler
sperm’in ovuma ulagmasi i¢in dnemli enzimlerdir. Ilk sperm ovuma girdikten sonra,
oosit zarlarindan kalsiyum salinimi baglar ve buna bagli bir¢cok kortikal graniil
ekzositozla oositten perivitelin bosluguna birakilir. Bu graniiller daha fazla spermin

oosite girmesini engeller (40).
2.2. Paklitaksel

PAC, Taxus brevifolia adli pasifik porsuk agacindan ¢ikarilan énemli bir anti-timor
ajandir (44). Ilk olarak kemoterapiye direncli meme ve ovaryum kanserli hastalarda
palyatif olarak kullanilmistir ancak giiniimiizde metastatik meme kanserinin ilk

basamak tedavisi olarak kullanilmaktadir (44).

PAC, beyaz renkte kristal toz yapidadir. Oldukga lipofilik yapidadir. Erime sicakligi
216-217°C’dir. Kimyasal acgik adi ‘5B, 20-epoksi-1,2a, 4, 7B, 10B, 130-
hekzahidroksitaks-11-en-9 on 4, 10- diasetat 2-benzoat-13 ester (2R,3S)-N-benzoil-3-
fenilizoserin’dir. Molekiil formiilii C47H51NO14, molekiiler agirligi 853,9 dalton’dur
(45).

PAC' in sudaki ¢ozilinlirligii 0,3 pg/ml’dir. Ancak cesitli organik ¢oziiciilerde nispeten
daha fazla ¢ozinirlik gostermektedir. Tablo 2.1 de PAC' in g¢esitli organik

¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliik degerleri verilmistir (46).
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Tablo 2.1. Paklitakselin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirlilk degerleri (46)

Organik céziicii Coziiniirlik (ug/ml)
2-propanol 14
Asetonitril 20
Diklorometan 20
Etanol 46
Metanol 12
[zopropanol 12
Triasetin 75
Metilen klortir 19

PAC yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanmaktadir (%88-98). Ortalama dagilim
yari-omrii 0,34 saat; eliminasyon yari-omri 5,8 saattir (47). PAC oral yoldan absorbe
olmamaktadir. Yapilan ¢aligmalarla PAC’in nonlineer farmakokinetik 6zellik gosterdigi
belirlenmistir. PAC biiyiik oranda P-450 aracili mitekondriyal hepatik metabolizmaya

ugrar ve %10’undan daha az1 degismeden idrarla atilir (48).

Yapilan bir c¢aligmada, sicanlarda 6 saatlik infiizyonu takiben en yiiksek PAC
konsantrasyonu akciger, karaciger ve dalakta eser miktarda da beyin ve testislerde
biriktigi gosterilmistir  (48). PAC antitimér etkisini hiicrede mikrotiibiillerin
toplanmasini arttirmak ve depolimerizasyonunu onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklari

olusturmak suretiyle gostermektedir (49).
PAC hiicreler lizerindeki etkisini iki yolla yapmaktadir:
2.2.1.Hiicre Dongiisiinii Bloke Etmek:

PAC, kanser tedavisinde kullanilan, etkisini mikrotiibiiller {izerinde gosteren Vinca
alkoloidleri olarak bilinen vinkristin ve vinblastin’den farkli olarak tiibiilin proteinlerine
baglanarak mikrotiibiill yapilanmasini engellemek yerine stabilize ederek hiicre
bolinmesini durdurmaktadir. Paklitaksel B tubulinde N-terminal 31 amino asite
baglanarak (rao-2) hiicrelerin G2/M evresinde kalmasina neden olmaktadir. Hiicre
siklus sirasinda mitotik faza gegemeyen hiicreler boliinememekte ve G1 kontrol noktasi

tarafindan apoptozise yonlendirilmektedir (49).
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2.2.2. Apoptozis:

PAC' in apoptozis etki mekanizmasi ilk olarak 1993 yilinda insan lenfoit 16semi
hiicrelerinde gosterilmistir. Ardindan bu konuda farkli hiicre hatlarinda ve ¢esitli in vivo
hayvan modelinde ¢ok sayida aragtirma yapilmistir. Apoptozis programlanmis hiicre
Olimii olarak tanimlanir. Hiicre ve dokularin mekanik bir etki ve hasar olmaksizin
belirli molekiiler islemler ve sinyaller sonrasi hiicrelerin kendiliginden 6lmesidir. PAC'
in  hiicrelerin  mitotik  evreye  ge¢melerini  engellemesi  sonucu  hiicreler
boliinememektedir. Mitotik evrede kalan hiicre sayisindaki artis o hiicreleri apoptozise
yonlendirici sinyaller olusmasina neden olmaktadir. Ayni zamanda yapilan ¢esitli
calismalarla Paklitakselin bcl-2 adi verilen ve apoptozisi bloke eden proteine baglanarak
onu inhibe ettigini gostermektedir. Boylece apoptozisin devam etmesine izin
vermektedir. Paklitakselin ayn1 zamanda, sigan testislerinde spermatogenez, sperm
kalitesi, germ hiicreleri ve kan-testis bariyerine verdigi zararlar ile erkek bireylerde

infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (50, 51).
2.3. Resveratrol

RES, travmatik zedelenme, UV 15181na etkin birakilma ya da mantar enfeksiyona yanit
olarak bazi bitkiler tarafindan sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik bir
fitoaleksindir (52, 53). Fitoaleksinler, patojenik mikroorganizmalara karsi bitkilerce
korunma amagli sentezlenen kimyasal maddelerdir, bu maddelere bitkisel antibiyotikler
de denebilir (52-54). Stilbenlerin alt grubunda yer alan resveratrol 3,4,5-trihidroksi
stilben yapisindadir. Trans izomerlerinin biyolojik erkleri, cis izomerlerinden daha
yiiksektir (55, 56).

RES' iin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindig1 ve biiyiik oranda idrar yolu
ile atildign gosterilmistir. RES, hiicre membranlarini koruyarak yasayan hiicrelerde

oksidatif stresin zararli etkilerini azaltmaktadir (57).

RES kaspas-3 aktivasyonunu, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c salinimini ve
kaspas-9 aktivasyonunu indiikler. Resveratrol ayni zamanda proapoptotik Bax

ekspresyonunu ve onun mitokondride translokasyonunu artirir (54).
RES' iin farkli dokularda farkl: etkinligi vardir. Bu etkiler:

e Kalp Saghpg Uzerine Etkileri
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e Antioksidan Etkileri

e Antikanserojen Etkileri

e Antienflamatuar Etkileri

e Ostrojenik Etkileri

e Antitrombosit Etkileri

e Anjiyogenezis Etkileri

e Hepatoprotektif Etkileri

e Herpes Simpleks Viriisii Uzerine Etkileri

RES' iin antikansorojen etkisinin, apoptotik hiicre aktivasyonunu baskilamak seklinde
olabilecegi bildirilmistir. Apopitotik hiicre aktivasyonu; riboniikleotid rediiktaz, DNA
polimeraz, protein kinaz C, siklooksijenaz-2 aktivitelerinin baskilanmasi ile gerceklesir.

Sonug olarak kanser olusumunun engellenmesi saglanir (57).

Normal dokuda RES etkisinin arastirildigi bir ¢alismada testislerin makroskopik
goriinim ve agirhk acisindan farklilik gostermedigi, ancak RES wverilen grupta
spermatozoa sayisinin daha yiiksek bulundugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada anormal
spermatozoa oraninin daha diisiik, serum LH, FSH ve testosteron diizeylerinin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu degisikliklerin nedeninin hipotalamus-hipofiz-gonad

aksinin RES tarafindan uyarilmasi oldugu bildirilmektedir (58).

RES’iin germ hiicreleri ve spermatozoonlar iizerinde doz degerlendirilmesinin yapildig1
bir ¢alisgmada RES’iin lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gdsterdigi ve semenin
kriyopreservasyonu ya da IVF-ICSI gibi mekanik teknikler igin spermleri reaktif
oksijen tlirevlerinin (ROS) saldirilarina kars1 daha i1yi koruyabilen 6zelligi sebebiyle

yeni sperm kiiltiir mediumlarina eklenmesinin yararli olabilecegi bildirilmistir (59).



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada, her grupta 10 adet olacak sekilde Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezinde (DEKAM) yetistirilen ortalama 60 giinliikk Wistar albino cinsi
erkek siganlar kullanilmistir. Kafesler iginde tutulan si¢anlara giiniin normal diizeninde
21+ 3° C ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda bakim odalarinda izin verilen 6lctide
standart besin ve su ile yetistirildi. Deney asamasina kadar miimkiin oldugu kadar
stressiz ortamda barinmalar1 saglandi. Deneye baglamadan 6nce hayvanlarin agirliklari
Olciildii ve agirliklar birbirine yakin olacak sekilde deney gruplarinda 10’ar adet sigan
bulunduruldu (71). Bu ¢alisma Erciyes Universitesi BilimselArastirma Projeleri Birimi
(BAP) tarafindan TLY-2016-6810 nolu proje ile desteklenmistir.

Grup 1: Kontrol grubu hayvanlara 4 hafta boyunca her giin intraperitoneal (i.p.)

olarak serum fizyolojik uygulandi.

Grup 2: PAC grubu deney hayvanlarima 10 mg/kg paklitaksel haftada 1 giin ve 4 hafta
boyunca i.p. olarak uygulandi.

Grup 3: PAC+RES grubu deney hayvanlarina, 10 mg/kg tek doz paklitaksel
uygulanmasindan Onceki giinlerde 10 mg/kg/ip resveratrol verildi ve 4 hafta devam
edildi.

Grup 4: RES grubu deney hayvanlarina, 4 hafta boyunca giinde bir kez 10 mg/kg/ip

resveratrol verildi.
3.1. Deneysel Prosediir

Tim prosediirler etik kurallara uygun olacak sekilde gerceklestirildi. Grup 1'e (kontrol
grubu) 4 hafta boyunca her giin serum fizyolojik i.p. olarak verildi. Grup 2’ye haftada 1
gin PAC (10 mg/kg) tek doz i.p. olarak 4 hafta boyunca (toplam 4 doz) uygulandi.
Grup 3’c deneyin baslangicindan itibaren 4 hafta boyunca her giin RES (10mg/kg) i.p.
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olarak yapildi. Grup 4’e ise deneyin baslangicindan itibaren haftanin 6 giini RES
(10mg/kg) ve 7. gin PAC (10mg/kg) i.p. olarak 4 hafta boyunca yapildi. Deneyin
sonunda siganlar xylazin ve ketamin anestezisi altinda dekapite edilerek sol testisler
histopatolojik degerlendirmeler icin formaldehite alindi, sag testis Ornekleri ise

biyokimyasal analizlerde kullanilmak igin -80 °C 'de sakland.
3.1.1. Doku Takibi

Deneklerden elde edilen testisler %10’luk formaldehitte tespit edildikten sonra artan
alkol serilerinden gegirildi. Ksilende seffaflastirma isleminden sonra parafin bloklara

gomiildii. Yapilan bu islemler Tablo 3.1 de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 3.1. Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
Formaldehit 48 saat 8 Absolii alkol 1 saat

2 Akarsu 2 saat 9 Absolii alkol 2 saat

3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen | 30 dakika

4 %70 Alkol 1 gece 11 Ksilen I 30 dakika

5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen III 30 dakika

5 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin 1 gece

6 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

3.1.2. Hematoksilen - Eozin Boyama

Parafin bloklardan aliman 5 um’lik kesitler lamlara alindi. Hazirlanan lamlar standart
histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol
serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiy1 gérmek amaciyla kesitler
Hematoksilen&Eozin (Tablo 3.2) boyasi ile boyanarak dnce artan alkol serilerinden ve

daha sonra ksilolden gegirilerek entellan ile kapatilip 151k miskoskopunda incelendi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan Islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 13 Akarsu 5 dakika
2 Ksilen | 20 dakika 14 Eozin 5 dakika
3 Ksilen 11 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen I11 20 dakika 16 %50 Alkol 1 dakika
5 Absolu Alkol | 10 dakika 17 %70 Alkol 1 dakika
6 Absolu Alkol 11 10 dakika 18 %80 Alkol 1 dakika
7 %96 Alkol 10 dakika 19 %96 Alkol 1 dakika
8 %80 Alkol 10 dakika 20 Absolu Alkol | 1dakika

9 %70 Alkol 10 dakika 21 Absolu Alkol 11 2 dakika
10 %50 Alkol 10 dakika 22 Ksilen | 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen I 20 dakika
12 Hematoksilen 8 dakika 24 Kapatma

3.1.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, tiibiiliin
igindeki hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif bir sekilde kaybolur.
Tiibtillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skoru  (JTBS) kullanildi. Histolojik incelemelerin sonuglar1 Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda bulunan iki uzman
histolog tarafindan yapildi. Her gruptan rastgele secilmis 10 farkli preparattan 20°ser
farkli tiibiil 20’lik objektifle iki kor gozlemci tarafindan incelendi. Her grup i¢in ayri
ayr1 100 adet tiibiil Tablo 3.3'de belirtilen kriterlere gore degerlendirildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalar i¢in SPSS paket programi kullanilda.
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Tablo 3.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi.

Skor Histolojik Bulgular Skor Histolojik Bulgular

1 Tiibiiler kesitte higbir hiicre yoktur. 6 Az sayida (5/ tiibiil) spermatid mevcuttur.

Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida

2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 .
spermatid vardir.
3 Germ  hiicreleri  olarak  sadece 8 Olgun  spermatozoa  olmaksizin  geg
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.
4 Az sayida (5/ tlibiil) spermatosit vardir. 9 Az sayida (5/ tilibiil) spermatozoa vardir.
5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. 10 Fazla sayida spermatozoanin gorilldigil tam

spermatogenez mevcuttur.

3.1.4. TUNEL Yontemi

Parafin bloklardan alinan 4-5 pm’lik kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan
lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklagtirildi ve
dereceli alkol serilerinden gecirilip preparatlar distile su ile 3 defa ikiser dakika yikandi.
PBS ile iki defa 5 er dakika yikama islemi gergeklestirildi. 10 dakika asit alkolde -20 °C'
de bekletildi. Tekrardan iki defa PBS' de 5' er dakika yikandi. Equabrition buffer
soliisyonundan damlattiktan sonra karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Onceden
hazirlanan Reaktion Buffer-TDT enzim soliisyonu dokular tizerine damlatilarak karanlik
tank igerisinde 37 °C' de etiivde 1 saat bekletildi. Daha sonra preparatlar iizerine stop
buffer damlatilarak tekrar 37 °C' de 10 dakika etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikan doku
ornekleri 2 defa 5' er dakika PBS' de yikanir. Onceden hazirlanan bloking soliisyonu
preparatlar iizerine damlatip 20 dakika oda sicakliginda 10 dakika etiivde bekletilir.
Etiivden alinan dokular tekrar iki defa 5' er dakika PBS ile yikandi ve 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) ile zit boyama yapilarak Olympus BX-51 flurosan mikroskopta
450-500 nm dalga boyunda goriintiilendi. Apoptotik indeks ic¢in her kesitte on farkli
alandaki TUNEL pozitif apopitotik hiicreler sayildi.

3.1.5. Biyokimyasal Analizler
3.1.5.1. Malondialdehit (MDA) diizey tayini

Deney sonunda -80°C derecede saklanan testis doku ornekleri oda 1sisinda bir siire
bekletildikten sonra PBS i¢inde homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde
+4°C 'de 12000 rpm' de 30 dakika santrifiij edildi ve supernatantlar1 alindi. Alman
siipernatantlar MDA analizi i¢in kullanildi. Aktif Diagnostik Lab.’dan temin edilen
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ELISA Kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali1 Laboratuvari’nda ¢alisildi [Rat malondialdhehydhe (MDA) ELISA Kit.
96 plate senredbio Seri:201-11-0157]. Doku 6rneklerinin sonuglari nmol/mg protein
olarak verildi.

3.1.5.2. Siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivite tayini

Deney sonunda -80°C 'de saklanan testis doku ornekleri oda 1sisinda bir siire
bekletildikten sonra PBS iginde homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde
+4°C'de 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi ve supernatantlar1 alindi. Alinan
stipernatantlar SOD analizi i¢in kullanildi. Aktif Diagnostik Lab.’dan temin edilen
ELISA Kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda ¢alisildi [Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA
Kit. 96 plate senredbio Seri:201-11-0169]. Doku orneklerinin sonuglart nmol/mg
protein olarak verildi.

3.1.5.3. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Deney sonunda -80°C derecede saklanan testis doku érnekleri oda 1sisinda bir siire
bekletildikten sonra PBS i¢inde homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde
+4°C'de 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi ve supernatantlari alindi. Alinan
siipernatantlar CAT analizi i¢in kullanildi. Aktif Diagnostik Lab.’dan temin edilen
ELISA Kiti kullanilarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda ¢alisildi [Rat Catalase (CAT) ELISA Kit. 96 plate
senredbio Seri:201-11-5106]. Doku o6rneklerinin sonuglari nmol/mg protein olarak

verildi.
3.1.6. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 22 yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama
+standart hata olarak belirlendi. Biitiin skorlar ANOVA yontemiyle degerlendirildi. Post
hock analiz i¢in Tukey testi kullanildi. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.



4. BULGULAR

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin davranislari ¢alisma boyunca enjeksiyon
uygulamasi esnasinda takip edildi. Deneysel calismada uygulanan yontem ve
enjeksiyonlarin sicanlarin davraniglari iizerine etkilerinin olup olmadigir gézlemlendi.
Sonu¢ olarak deneyde kullanilan kimyasallarin sicanlar iizerinde herhangi bir
davranigsal degisime yol agmadigi saptandi. Kontrol ve deney grubundaki sicanlarin
giinliik su ve besin ihtiyaclarini benzer sekilde tiikettigi belirlendi. Testis dokularinda
Johnsen tiibiiler biyopsi skorlanmasi, apopitotik hiicre sayimi ve ELISA yontemi ile
biyokimyasal parametreler goz oniine alinarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Elde
edilen tiibiil goriintiileri histopatolojik olarak iki uzman histolog tarafindan yorumlandi.
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu digtan kalin bir bag dokusu olan tunika albuginea ile
cevrelenmis durumdaydi. Damardan zengin yapida olan tunika vaskiiloza organin igine
dogru bag dokusu bdlmeler gondererek intertisyel alanlari meydana getirmisti.
Seminifer tiibiiller etrafindaki bag dokusu i¢inde bol miktarda kan damar:1 ve hiicreler

gozlendi (Sekil 4.1).

Tiiblil duvart spermatojenik ve destek hiicrelerini iceren 4-8 kath epitel yapisindaydi.
Spermatojenik hiicreler tiibiil epitelinin c¢ogunlugunu olusturacak sekilde degisik
gelisim asamalarinda gozlenmekteydi. Bazal membran {izerine oturan ilk sira hiicreler
belirgin olarak segilebilen spermatogonyumlarken, daha iri yapist ve belirgin ¢ekirdegi
ile primer spermatositler seminifer tiibiil epitelinin orta hatlarinda yerlesim
gostermekteydi. Caplar1 kiigiik ve ¢ekirdekleri daha koyu boyanmis olan sekonder
spermatositler liimene daha yakin olarak belirlendi. Gelismekte olan spermatidler ise,
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 i¢ine gdmiilii koyu boyanan bag kisimlar1 ve liimene

dogru uzanan kuyruk yapisi ile dikkati cekmekteydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait testis dokusu. Spermatogoniumlar (0k) primer ve sekonder spermatositler (
ok bagt) ile ve spermatidler ( yildiz ) ile gosterilmistir. H&E boyama (x40)
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PAC grubuna ait testis dokusu kontrol grubuna benzer olarak distan kalin bir bag
dokusu olan tunika albuginea ile cevrelenmisti. Genis intertisyel bag dokusunun
cevreledigi seminifer tiibiil yapilarinda da belirgin diizensizlikler, tiibiilleri ¢cevreleyen

bazal membran yapisinda yer yer incelme alanlar1 ve ondiile benzeri kivrimlar gozlendi

(Sekil 4.3).

Seminifer tiibiilii olusturan spermatojenik hiicre serisinde interselliiler bosluklar ve
bazalden apikale dogru dizilim gosteren hiicre serilerinde kayiplar izlendi. Kontrol ve
RES grubundan farkli olarak PAC grubunda nekrotik yapida seminifer tiibiil yapilarina
rastlandi. Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiildeki yerlesimleri belirgin degildi. Bas
kisimlart ile Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina yerlesim gosteren spermatidler klasik
goriintli sergilemiyordu. Kontrol grubundan farkli olarak interstiyel alanda 6dem

gozlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. PAC grubuna ait testis dokusu. Bazal membran yapisindaki incelme ve kivrimlar ok ile
gosterilmistir. Geniglemis bag dokusu (interstisiyel) alanlar1 (yildiz) ve seminifer tiibil (ST).
H&E boyama (x20)
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Sekil 4.4. PAC grubuna ait testis dokusu. Hiicre kayiplart ve nekrotik yapilar (ok) gosterilmistir. H&E
boyama (x40)

PAC+RES' iin birlikte wverildigi gruplarda testis dokusu histopatolojik olarak
degerlendirildiginde, diger gruplarla benzer olarak kalin bir bag dokusu kapsiil olan
tunika albuginea ile ¢evrelenmisti. Intertisyel alandaki bag dokusu bdlmeleri PAC
grubundakine gore incelmis olarak belirlendi. Bazal membran yapisindaki incelme
bolgeleri ve ondiile benzeri kivrimlar gdzlenmedi. ilaveten bag dokusu ile ¢evrelenmis
olan seminifer tiibiil yapilarinda siddetli olmamakla birlikte diizensizlikler mevcuttu

(Sekil 4.5).

Seminifer tiibiil liimeninde kompartman yapisi meydana getiren spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit ve Sertoli hiicrelerinin diziliminde diizelmeler
belirlendi. Tiibiillerde gelismekte olan spermatidler kontrol grubundaki seklini tam
olarak kazanamasa da Sertoli hiicrelerinin yerlesim bolgeleri PAC grubuna gore daha
belirgindi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. PAC+RES grubuna ait testis dokusu. Genislemis bag dokusu (interstisiyel) alanlar1 (y1ldiz) ve
seminifer tiibiil (ST). H&E boyama (x20)

Sekil 4.6. PAC+RES grubuna ait testis dokusu. Hiicre kayiplari (0k) gosterilmistir H&E boyama (x40)
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RES grubuna ait testis dokusu da kontrol grubunda oldugu gibi distan kalin bir bag
dokusu olan tunika albuginea ile ¢evrelenmis durumdaydi. Damardan zengin yapida
olan tunika vaskiiloza organin i¢ine dogru bag dokusu bélmeleri géndererek kontrol
grubuna gore genislemis intertisyel alanlari meydana getirmisti. Seminifer tiibiiller

etrafindaki bag dokusu alanlarinda genislemeler ve diizensizlikler gézlendi (Sekil 4.7).

Seminifer tiibiilii olusturan spermatojenik hiicreler tiibiil epitelinin ¢ogunlugunu
olusturmasina ragmen, bazalden apikale dogru dizilim gosteren Sspermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit ve Sertoli hiicreleri arasinda olusturulan
kompartman yapisinda bozulmalar ve vakuol benzeri genisleme alanlar
gozlenmekteydi. Gelismekte olan spermatidler bas kismi1 Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmasinda ve kuyruk liimende olacak sekilde gozlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. RES grubuna ait testis dokusu. Genislemis bag dokusu (interstisiyel) alanlari (yildiz) ve

seminifertiibiil (ST) ile gosterilmistir. H&E boyama (x20)
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Sekil 4.8. RES grubuna ait testis dokusu. Spermatojenik hiicre serilerindeki doékiintii alanlari ok ile

gosterilmistir. H&E boyama (x40)
4.2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru Sonuclari

Seminifer tiibiillerdeki germinal epitelin degerlendirldigi Jonsen Tiibiiler Biopsi
sonuglarina gore kontrol, PAC, RES ve PAC+RES gruplan i¢in elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve Tablo 4.2'de gosterilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda kontrol grubu ile antioksidan olarak RES uygulanan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yokken, PAC ve PAC+RES verilen deney grubu ile
kontrol ~ grubunun  Jonsen Tiibiiler Biopsi sonuglar1 istatistiksel olarak

degerlendirildiginde anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).

Tablo 4.1: Johnsen Testikiiler Biyopsi Sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.
n:100 Kontrol RES grubu  PAC grubu PAC+RES P
grubu grubu
Johnsen biyopsi  9.16 £0.80 8.85£0.84  6.26+1,24° 6.93+1.09° 0,05
skoru

Gruplar arasindaki farkliliklar a ve b ile gosterilmistir.
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4.4. TUNEL Degerlendirmesi

Calismada PAC' in apoptoz lizerine etkisi ve antioksidan 6zellikteki RES' {in olasi
koruyucu o6zelliklerini belirlemek iizere, apoptoz caligmalarinda DNA par¢alanmasini

tespit amaciyla kullanilan TUNEL ydntemini uyguladik.

Apoptotik hiicreler genellikle spermatogenetik seriye ait hiicrelerde belirlendi. Kontrol,
RES ve PAC+RES gruplarinda apoptotik hiicreler siklikla spermatogonyum ve primer
spermatosit hizasinda gozlenirken, PAC grubunda seminifer tiibiil liimenini ¢evreleyen
hiicre serisinin tamaminda gozlendi. Apoptotik hiicre sayimi sonuglari Tablo 4.3’te
gosterilmistir. Apoptotik hiicre sayim1 sonuglarina gére kontrol grubu, PAC+RES grubu
ve RES grubu arasinda anlamli fark olmamasina ragmen PAC uygulanan gruptaki
apopitotik hiicre sayis1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis

gostermistir (p<0,05).

Tablo 4.2: Apopitotik Hiicre Sayim Sonuglari. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Kontrol RES PAC grubu  PAC+RES p
grubu grubu grubu
TUNEL pozitif 0.22+0.57 0,68+1,30 1,66+£2.08* 0.68+1,36 0,05

hiicre sayisi

Sekil 4.9: Kontrol grubuna ait testis kesitinde TUNEL boyama. TUNEL pozitif hiicreler (ok) seminifer
tiibiil epiteli iginde ayirt edilmekte.
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Sekil 4.10: PAC grubuna ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hiicreler (ok) seminifer tiibiil
epiteli icinde ayirt edilmekte.

Sekil 4.11: PAC+RES grubuna ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif hiicreler (ok) seminifer
tiibiil epiteli iginde ayirt edilmekte.
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Sekil 4.12: RES grubuna ait testis kesitinde TUNEL boyama. TUNEL pozitif hiicre(ok) seminifer tiibiil

epiteli icinde ayirt edilmekte.

4.4. Biyokimyasal Bulgular

Elde edilen testis dokusunda MDA, CAT ve SOD enzim aktiviteleri biyokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Tablo 4.2'de gorildiigii gibi, kontrol grubunun ortalama CAT
seviyesi 4,22+0,62, 4 hafta boyunca sadece resveratrol uygulamasmna maruz kalan
grubun ortalama degeri 4,43+1,61, 4 hafta boyunca haftada bir kez paklitaksel
uygulanan grupta ortalama degeri 4,40+1,29 ve her iki uygulamanin birlikte yapildig:
grupta 4,17+0,60 olarak belirlendi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05). ELISA y&ntemi
kullanirak elde edilen SOD ve MDA degerleri (Tablo 4.2) de gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05).

Tablo 4.3: Doku 6rneklerinde ortalama CAT, SOD ve MDA 6l¢iim sonuglari

Gruplar CAT SOD MDA P
Kontrol grubu 4,22+0,62 0,32+0,7 0,18+0,6

RES grubu 4,43+1,61 0,30+0,12 0,2040,06 p>0,05
PAC grubu 4,40+1,29 0,33£0,6 0,16+0,9

PAC+RES grubu 4,17+0,60 0,45+0,43 0,30+0,41




5. TARTISMA VE SONUC

Kanserli hiicrelerin normal hiicrelere gore hizli biiylimesi ve ¢ogalmasi nedeniyle cogu
kemoterapotik ilag, bu tiir 6zellik tagiyan hiicrelerin tahrip edilmesi igin gelistirilmistir.
Ancak ilag, hizli olarak boliinen malign hiicreler yaninda bagirsak ve agiz mukoza
epiteli, kemik iliginin hematopoietik hiicreleri, kil folikiilii hiicreleri, testisin germinatif
epiteli, embriyo ve fetlis hiicreleri gibi normal yapidaki hiicrelerdeki boliinmeyi de
engeller (60, 61). Ornegin erkek infertilitesi ve hatta sterilitesi kemoterapétik ilaglarin
treme sisteminde meydana getirdigi olumsuz faktorlerden birisidir (61, 62).
Spermatogenezisteki hatalar, sperm kalite parametrelerindeki bozukluklar, ejakiilasyon
bozuklugu, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenindeki fonksiyon bozuklugu, cinsel islev
bozuklugu gibi olumsuz durumlar kemoterapotiklerin lireme sisteminde meydana
getirdigi yan etkiler arasinda gosterilmektedir (60, 61, 63). Testisteki Leydig ve Sertoli
hiicreleri kismen kemoterapik ilaclara direngli iken, germinal epitel bu ilaglara
duyarlilik gostermektedir. Ancak kullanilan kemoterapinin dozu ve uygulama siirelerine
bagli olmakla birlikte, eger germinal epiteldeki kok hiicreler saglam kalirsa, tedavinin
sonlandirilmasindan sonra belirli zaman periyodunda spermatogenezisin geriye
donebildigi arastirmalar ile gosterilmistir (61, 64). Ote yandan farkli yapidaki
kemoterapoétiklerin saglikli erkeklerin tireme sistemindeki yan etkilerini tespit etmek ve
bu olumsuz etkilere karsi koruyucu onlemler almak amaciyla calismalar yapilmis ve
halen de yapilmaktadir (64). Bu ¢alismalarin pek ¢cogunda kemoterapdtiklerin genellikle
oksidatif stresle iliskili veya iliskisiz DNA hasar1 olusturma mekanizmasiyla erkek
tireme sisteminde yan etkilere sebep oldugu, dolayisiyla da farkli yapidaki bircok

antioksidan maddenin koruyucu rollere sahip oldugu bildirilmektedir (64, 65).

PAC meme, ovaryum, akciger, bas-boyun ve 6zofagus kanserleri gibi epitelyal orjinli
kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilan taksan grubu bir kemoterapotik ajandir ve

etkisini mikrotiibiillerin depolimerizasyonu saglayarak mikrotiibiil yapilarini stabil edip
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mitozu durdurarak gosterir. PAC' in ayn1 zamanda, sigan testislerinde spermatogenez,
sperm kalitesi, germ hiicreleri ve kan-testis bariyerine verdigi zararlar ile erkek

bireylerde infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (7).

Samouilidou ve ark. 4 hafta boyunca haftada bir kez 12,4 mg/kg paklitaksel
uyguladiklart siganlarin yarisini uygulama bittikten 6 giin, diger yarisin1 da 11 hafta
sonra dekapite ederek reprodiiktif parametreleri incelemislerdir. Kisa siire sonra
dekapite edilen hayvanlarda prostat bezi, epididimis ve testis agirliklar1 ile sperm
yogunlugu ve motilitesinde azalmalar, testisin histolojik yapisit incelendiginde ise
Leydig hiicrelerinde dejenerasyon, spermatogonium, spermatosit ve spermatidlerde
azalmalar oldugu tespit edilmistir. Buna ragmen uzun siire sonra dekapite edilen
hayvanlarda ise sperm yogunlugundaki azalma hari¢ diger parametrelerde Onemli

diizelmelerin ortaya ¢iktig1 gézlenmistir (65).

Bizim calismamizda da, deney hayvanlarina 10 mg/kg paklitaksel haftada bir giin i.p.
olarak uygulandiktan 4 hafta sonra dekapite edildi ve paklitaksel grubunda liimene
yakin alanlarda interselliiler bosluklar ve yer yer hiicre kayiplar izlendi. Baz: tiibiillerde
nekroz, seminifer tiibiillerin kontiirlerinde ve germinal epitelinde diizensizlik gézlendi.
Sadece PAC uygulanan siganlarin testis dokularinda germinal epitelde vakuol olusumu
ve spermatojenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler gozlendi. Gelismekte olan
spermatidler, klasik goriintiilerini kaybetmis olarak gozlendi ve Sertoli hiicrelerinin
seminifer tiibiildeki yerlesimleri belirgin degildi ve seminifer tiibiil limeninde dokiintii

alanlarma rastlandu.

Borovskaya ve ark. (68) yaptiklar1 bir ¢alismada, sicanlara 7,6 mg/kg paklitaksel
uygulamasi sonucunda epididimisten aldiklar1 smear Orneklerinde motil sperm

hiicrelerinin sayisinin kontrol grubuna gore anlamli dl¢lide azaldigini saptamislardar.

Borovskaya ve ark. (69) yine yaptiklart bir ¢alismada, sican deney baslangicindan
itibaren 3 gruba ayirarak 2, 3 ve 6 ay boyunca ip. olarak PAC uygulamiglardir. 2 ay
sonra dekapite edilen sig¢an testis dokularini kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda % 59
oraninda spermatogonyum sayisinda azalma oldugu gosterilmis ancak Sertoli
hiicrelerinde &nemli bir degisiklik gdzlenmemistir. Ug ay sonra dekapite edilen sigan
testis dokularinda spermatogonyumlarda ve olgun sperm hiicrelerinde kontrol grubu ile

kiyaslandiginda %72 oraninda azaldigi gozlemlenmistir. Alt1 ay sonra dekapite edilen
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sigan testis dokularinda ise total sperm sayisinda ciddi azalma oldugu belirlenmistir. Bu
calisma ile PAC uygulamasiin uzun siire yapildigi deney hayvan gruplarinda testis

tizerindeki olumsuz etkilerinin arttig1 gosterilmistir.

Bizim c¢alismamizda da tek doz PAC (10 mg/kg) uygulanmasi, sigan testislerinde
onemli Olciide hasar olusturmustur. Bu hasar c¢ogunlukla spermatojenik seri
hiicrelerinde dagilma seklinde gézlendi. Johnsen tiibiiler biyopsi skoru sonuglarina gore
paklitaksel grubunu diger gruplarla karsilastirdigimizda skorlamada istatiksel olarak
anlamli bir azalma goriildii( Tablo 4.2). TUNEL yo6ntemi ile pozitif apoptotik hiicre
sayimmi sonuglarina gore kontrol grubu, PAC+RES grubu ve RES grubu arasinda anlamli
fark olmamasina ragmen, PAC uygulanan gruptaki apopitotik hiicre sayisi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir (Tablo 4.3). PAC' in
seminifer tlibiil epitelinde meydana getirdigi hasarin antioksidan ozellikte olan RES
tarafindan azaltildigi gozlenmistir. Bizim elde ettigimiz deney sonuglart benzer
calismalarda sigan testis dokusunda PAC ‘in olusturdugu hasar ile paralellik

gostermektedir.

Isik ve ark. (60) sican testisi lizerinde metotreksat (MTX)' in etkilerini inceledigi bir
arastirmada 2, 4 ve 6 hafta siireyle haftada bir 0.7 mg/kg dozunda uygulanan MTX’ 1n;
Ozellikle spermatosit ve spermatidlerde oOldiiriicii hasar yarattigi, ancak; germinal
epitelin kok hiicrelerini olusturan spermatogonyumlarin en az etkilenen hiicre grubunu
olusturduklari, boylece; MTX' 1n testis dokusu lizerindeki etkilerinin geri dontisiimlii
oldugu diisiincesini ortaya koymuslardir. Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglar elde
edilmigtir. PAC uygulamasi sonucunda spermatosit ve spermatidlerde o6ldiiriicii hasar
ortaya cikarken, spermatogonyumlarin en az etkilenen hiicre grubunu meydana
getirdigi belirlenmistir. Buna baglh olarak, PAC ile RES verilen gruplarda dokunun
histolojisinde, DNA hasar tayininde PAC grubuna goére PAC+RES grubunda
lyilesmeler oldugu tespit edilmistir.

Dygai AM ve ark. PAC uyguladiklar1 sigan testis dokularinda kontrol grubu ile
kiyasladiginda spermatogonyumlarin sayilarinin azaldigini ve Sertoli hiicre sayisinin
artig gosterdigini ve total sperm sayisinin PAC uygulanan deney grubunda istatistiksel

olarak anlamli 6l¢iide azaldig1 gostermislerdir (70).
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Borovskaya T.G ve ark. 7,6 mg/kg PAC uyguladiklart si¢an testis dokularinda
morfolojik ve fonksiyonel sperm parametrelerini incelediklerinde, PAC grubunda
kontrol grubuna kiyasla total spermatozoon sayisinin azaldigini, anormal spermatozoon
sayisinin artig gosterdigini ve hareketli spermatozoon sayisinda azalma gorildiigiini
saptamiglardir (71).

Sari6zkan ve ark. PAC' in ve Dosetaksel (DTX)' in testis ve sperm hiicreleri tizerindeki
hasar olusturucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 4 mg/kg PAC uygulamasinin
sperm hareketliligi ve sperm konsantrasyonunu azalttigi, seminifer tiibiil epitelindeki
spermatojenik seri hiicrelerin bozuldugunu ve anormal sperm sayisinin artis gosterdigini

saptamiglardir (72).

Antioksidanlar ¢esitli hastaliklarin olugmasinda tetikleyici rol oynayan “oksidatif stres”
sonucu acifa cikan serbest radikallerin tretilmesini engelleyerek canli hiicrelerde
bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin

oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelerdir (73).

Resveratroliin  antioksidan aktiviteye sahip oldugu c¢alismalarla kanitlanmigtir.
Resveratrol, hiicre membranlarin1 koruyarak yasayan hiicrelerde oksidatif stresin zararl

etkilerini azaltmaktadir (74-77).

RES’in dogal antioksidan etkisi ROS artisinin azalmasi, mitokondride olusan siiperoksit
radikallerin temizlenmesi ve fenton reaksiyon f{irlinleri tarafindan indiiklenen lipid
peroksidasyonunun inhibe olmasi gibi 3 farkli mekanizma ile gerceklesir (75) . In vitro
kosullarda potansiyel antioksidan etki gdstermemesine karsin, canli organizmada RES’in
etkili bir antioksidan oldugu bildirilmistir (57). RES kalp, beyin ve bobrekteki

iskemi/reperfiizyon kosullarinda NO sentezini uyarir ve oksidatif stresi azaltir (50, 59).

Burkitt M.J ve ark. RES etkisini inceledikleri bir ¢aligmada, testislerin makroskopik
goriinim ve agirlik acisindan farklilik gostermedigini, ancak spermatozoa sayisinin
daha yiikksek bulundugunu gostermislerdir. Ayni caligmada anormal spermatozoa
oraniin daha diisiik, serum LH, FSH ve testosteron diizeylerinin daha yiiksek oldugu
da gosterilmistir. Bu degisikliklerin nedeninin hipotalamus-hipofiz-gonad aksinin RES
tarafindan uyarilmasit oldugu bildirilmektedir (61). RES’iin germ hiicreleri ve

spermatozoonlar tizerinde doz degerlendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada RES’{in lipit
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peroksidasyonuna karsi koruyucu etki gosterdigi ve semenin kriyopreservasyonu ya da
IVF-ICSI gibi mekanik teknikler i¢in spermleri reaktif oksijen tiirevleri (ROS) nin
saldirilaria  karst daha 1yi koruyabilen Ozelligi sebebiyle yeni sperm kiiltiir

mediumlarina eklenmesinin yararl olabilecegi bildirilmistir (81).

Diyabetik sicanlar lizerine yapilan baska bir calismada diizenli olarak giinliikk alinan
resveratroliin lipid peroksidasyonunu azalttigi, sigan hipokampiis ve frontal korteksinde

antioksidan 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir (82).

Siganlarda Cisplatin'in - kardiyotoksisitesi tizerinde yapilan bir ¢alismada, RES’ in
miyokardiyal hasar1 azalttigi, laktat dehidrogenaz artisini onledigi, antioksidan enzim
aktivitelerindeki azalmayr ve MDA artisin1 engelledigi gosterilmistir. Ayrica, RES’ in
kanser hiicrelerinde cisplatin ile olusan sitotoksisiteye kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir
(14). Yine baska bir ¢alismada testiste germ hiicre apoptozisini anlamli derecede azalttig

gosterilmistir (13).

2001 yilinda yapilan bir ¢alismada da RES igeren tiziim g¢ekirdegi ekstrelerinin glial
hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu gosterilmistir (12). Ayni1 zamanda RES 'in néronal
oksidatif stres ve nitrozatif stres ile beyinde noéroblastoma hiicrelerindeki mitokondriyal

hasara kars1 koruyucudur ve oksidatif stresi siipiiriicii etkiye sahip oldugu bildirilmistir (2).

Siganlarda yapilan bagka bir calismada RES’in, kadmiyum kloriiriin testislerde neden
oldugu lipid peroksidaz artigin1 azalttig1 ve azalan siiperoksid dismutaz (SOD) seviyesini
yeniden artirdig1 bildirilmistir. Ayrica RES’in antioksidan etkisi ile testiste azalmis olan
antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunu artirdigi ve artmis olan proapoptotik Bax ve p53 gen

ekspresyonunu azalttig1 belirtilmistir (80).

Jang ve ark. kanserin ii¢ Onemli evresi olan baglatma (initiation), yiikseltme
(promotion), ilerleme (progression) evreleri ile ilgili olaylarin inhibisyonuna ve in vitro
olarak birgok farkli kanser hiicre tipinde apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunu ve

hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini tanimlamiglardir (81).

Tiiredi ve ark. (82) 21 giinliikk bir ¢alismalarinda erkek sicanlara antikanserojen ilag
olarak kullanilan Doxorubicin (DOX) tek doz 10 mg/kg intraperitoneal olarak
uygulamis ve antioksidan olarak giinliik 20 mg/kg RES ip uygulayarak testis dokularini
incelemislerdir. RES ve DOX birlikte uygulanan gruplarda seminifer tiibiil

epitellerindeki hasarin sadece DOX verilen gruba oranla anlamli olarak azaldigi
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goriilmiistiir. TUNEL yontemi sonucunda DOX grubu ile karsilagtirildiginda RES ve
DOX birlikte uygulanan grupta anlamli olarak apopitotik pozitif hiicrelerin azaldigi

gosterilmistir.

Forgacs ve ark. fare primer Leydig hiicre Kkiiltlirliniin testosteron iiretimine
Resveratrol“iin etkisini incelemislerdir. Primer Leydig hiicre kiiltiirleri, 48 saat
stiresince 1,56-200 uM konsantrasyonda Resveratrol* e maruz birakilmistir. Sonucta

12,5-50 uM Resveratrol"* un testosteron iiretimini arttirdigi belirlenmistir (82).

Zhao Y. ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada diabetik siganlara antioksidan olarak RES
vermis ve testis dokulart TUNEL metodu ile degerlendirildiginde diabetik kontrol grubu
sicanlarla diabetik sicanlara RES uygulanan deney grubu kiyaslandiginda, pozitif
apoptotik hiicre sayisinin RES verilen diabetik siganlarda azaldigi gosterilmistir (83).

Eleawa SM ve ark. cisplatin toksisitesi ile testis dokusunda olusturduklari hasarin RES
ile engellenmesinin inceledikleri bir c¢alismada cisplatin ve resveratroliin birlikte
uygulandiginda sperm parametrelerinde artis, seminifer tiibiil epitelinde cisplatin

grubuna gore diizelmeler saptamiglardir (84).

Mendes TB, Paccola CC ve ark. varikosel olgulu sican testis dokularina resveratrol
uygulayarak sperm motilitesinde artis, TUNEL pozitif hiicre sayisinda azalma
belirlemislerdir (85).

Biz de yaptigimiz c¢alismada PAC ile olusturulan hasari engellemek icin deney
gruplarina 10 mg/kg RES uyguladik. PAC ile birlikte RES uygulanan siganlarin testis
dokularindaki seminifer tiibiillerin, PAC uygulanan gruba kiyasla kismen normal
morfolojiye sahip oldugunu godzlemledik. Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde
sayica artis ve morfolojik olarak diizelme isaretleri gozlendi. Tubuli seminiferi kontorti
kesitleri normale olduk¢a yakindi ve Sertoli hiicrelerinde diizelme belirgin olarak
izlendi. Bazal membran ve spermatojenik seri hiicrelerinin de normale yakin oldugu
gozlendi. JTBS skorlamasia gore PAC ile RES verilen grupta sadece PAC verilen
gruba gore diizelme oldugu gozlendi ve RES uygulamasinin seminifer tiibiillerde
istatistiksel olarak anlamli bir koruma sagladigi gosterildi. Ayrica PAC uygulanan
gruptaki apopitotik pozitif hiicre sayist RES ve PAC’in birlikte uygulandigi grup ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (Tablo 4.3).
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Sonu¢ olarak PAC birgok organi etkiledigi gibi testis dokusunda da c¢ok ciddi
histopatolojik hasarlar olusturmaktadir. Bu hasar1 engellemek icin koruyucu amach
olarak verilen RES’lin testiste koruyucu ve diizeltici olabilecegi ¢alismamizda
gosterildi. Her ne kadar uzun zamandir kanser tedavisinde PAC' in {ireme organlari
tizerindeki etkisi konusunda farkli ¢calismalar yapilmis olsa da, testiste meydana gelen pek
¢ok karmasik olayin daha iyi anlasilabilmesi ve antioksidanlarin PAC ile kullaniminin hasta
sagligl agisindan faydalarinin daha iyi anlasilabilmesi igin, elde edilen bulgura ek olarak;
immunofluoresan ¢alismalar ve Western blot analizlerinden elde edilecek verilerle birlikte

ele alinmasinin literatiir bilgilerine daha ¢ok katki saglayacagi kanisindayiz.
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