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OZET

TESTIiS UZERINE CISPLATININ APOPTOTIK ETKIiSINE KARSI
TiIMOKINONUN KORUYUCU ETKISI

Nurcan SAHAN
Yiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Damsmam Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARACOR
Agustos 2020, 79 Sayfa

Bu tez caligmasiyla, biyolojik etkileri oldugu bilinen ve son yillarda yapilan
arastirmalarda 6nemi artan timokinon ile bir antitimor ilag olan Cisplatinin testis
dokusu tizerindeki olumsuz etkilerini ortadan kaldirmayir veya en aza indirmeyi
amagcladik. Bu amagla 29 adet, Wistar albino rat rastgele 1. Kontrol (n = 4), 2. Sham
(n = 4), 3. Cisplatin (n = 7), 4. Cisplatin + Timokinon (n = 7), 5. Timokinon
(n = 7), gruplarma ayrildi. 2. grup Sham grubuna 10 giin boyunca gavaj yoluyla misir
yag1 (500 ul) verildi. 3. Cisplatin grubuna 1.5 mg / kg / giin Cisplatin 3, 5 ve 7. giinlerde
intraperitoneal enjeksiyonla uygulandi. 4. Timokinon + Cisplatin grubuna; gavaj yolu
ile misir yagi (500 pl) + timokinon 50 mg / kg / giin ve cisplatin 3, 5 ve 7. giinlerde 1.5
mg / kg / giin intraperitoneal olarak uygulandi. 5.grup Timokinon grubuna 10 giin
boyunca gavaj yoluyla timokinon (50 mg / kg / giin + misir yagi (500 pl)) verildi.
Deneyin ilk asamasinda ratlarin viicut agirliklart 6lgtildii. Deneyin 10. giinde anestezi
altinda deneklerin testisleri alindi, histopatolojik incelemeler i¢in alinan testisler rutin
islemlere tabi tutuldu. Epididimisten alinan Orneklerden sperm sayimlart yapildi.
Spermler hemotoksilen eozin ile boyandi. Testisler HE, Gomori trikrom ve PAS
boyalar1 ile boyandi. Cleaved Caspase - 3 antikoru ile immunohistokimyasal boyama
yapildi. Isik mikroskobik inceleme sonucunda; timokinonun cisplatinin neden oldugu

testikiiler hasar1 ve germ hiicre apoptozisini azalttig: tespit edildi.

Anahtar Sozciikler; Antioxidant, Cisplatin, Cleaved Caspase—3, Timokinon, Apoptozis.



ABSTRACT

AGAINST APOPTOTIC EFFECT OF CISPLATIN ON TESTIS
PROTECTIVE EFFECT OF THYMOKINONE

Nurcan SAHAN
Master Thesis, Department of Histology and Embryology

Supervisor Asst. Prof. Kaythan KARACOR
August 2020, 79 Page

With this thesis, we aimed to eliminate or minimize the adverse effects of Cisplatin, an
antitumor drug, Cisplatin, on the testicular tissue with thymoquinone, which is known to
have biological effects and has increased in recent years. For this purpose, 29 Wistar
albino rats randomly 1. Control (n = 4), 2. Sham (n = 4), 3. Cisplatin (n = 7), 4.
Cisplatin + (n = 7), 5. Thymoquinone (n = 7) was divided into groups. Corn oil (500 pul )
was administered to the second group of Sham group by gavage for 10 days. 3.
Cisplatin group 1.5 mg / kg / day cisplatin 3, 5 and 7. days were administered by
intraperitoneal injection. 4. Thymoquinone + Cisplatin group; corn oil (500 ul) by gavaj
+ thymoquinone 50 mg / kg / day and cisplatin 3, 5 and 7. on days, 1.5 mg / kg / day
was administered intraperitoneally. The 5th group of Timokinon group was given
thymocinone 50 mg / kg / day + corn oil (500 ul) by gavage for 10 days. In the first
stage of the experiment, the body weights of the rats were measured. On the 10th day of
the experiment, testes of the subjects were taken under anesthesia, and the testicles
taken for histopathological examinations were routinely processed. Sperm counts were
performed from samples taken from the epididymis. Sperms were stained with
hematoxylin eosin. The testicles were stained with HE, Gomori trichrome and PAS
paints. Immuno histochemical staining was performed with Cleaved Caspase - 3
antibody. As a result of light microscopic examination; It was found that thymoquinone

reduced testicular damage and germ cell apoptosis caused by cisplatin.

Keywords: Antioxidant, Cisplatin, Cleaved Caspase - 3, Thymoquinone, Apoptosis.



1.GIRIS VE AMAC

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum 1), testis, yumurtalik, gastrik, pulmoner,
prostat, bas ve boyun, mesane ve servikal kanserler, lenfoma ve osteosarkom gibi birgok
kanser tiirtiniin tedavisinde basariyla kullanilan etkili bir antineoplastik ajandir. Bununla
birlikte, ototoksisite, nefrotoksisite, miyelotoksisite, gastrointestinal toksisite ve
norolojik, hematolojik ve tireme sistemini de iceren ciddi yan etkileri cisplatinin klinik
kullanimin1 ~ kisitlamaktadir. Cok sayida ¢alisma, cisplatin'in  tireme sistemi
toksisitesinde reaktif oksijen radikallerinin (ROS) ve oksidatif stresin (OS) roliinii

gdstermistir L.

Kemoterapik ilaglar tiimor hiicrelerinin biiyiime ve iiremesini durdurarak hiicreleri yok
ederken, tiimér ile saglikli hiicre arasindaki benzerliklerden dolay: saglikli hiicrelere de

zarar verebilmektedir 2,

Nigella sativa L. Ranunculacea (Diigiin ¢igegigiller) familyasindan yillik bir bitkidir.
Ulkemizde siyah tohumu “cérek otu” olarak bilinir. Corek otunun besinlere eklenerek
veya farmasotik olarak da kullanimi yaygindir. Yapilan arastirmalarda ¢orek otu
tohumunun % 36 - 38’in ¢esitli yaglardan olustugu gosterilmistir. Ugucu yag

boliimiiniin temel igeriginin ise timokinon (TQ) oldugu tespit edilmistir 3*.

Kanserin uzun siiren kemoterapik tedavisi masraflidir ve yan etkilerinden dolay
arastirmalar yoniinii, dogal olarak bulunan, yiiksek etkiye sahip, daha az yan etkiye
neden olan dogal iiriinlere ¢evirmistir. Diinyanin birgok yerinde besin maddesi olarak
kullanilan dogal {iriinlerin, tireme sistemi {izerine koruyucu etkileri yaninda kanser gibi
birgok hastaliklarin tedavisinde ve dnlenmesinde de kullanildig: belirtilmektedir. Corek
otu yagmin temel maddesi olan timokinonun antioksidan, antitimdr, antidiyabetik,
antihistaminik, antiinflamatuvar ve ireme sistemi iizerinde olumlu etkileri

raporlanmustir °.



Biz de timokinonun bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak cisplatinin testis dokusunda yaptigi
harabiyetin  timokinon kullamimiyla en aza indirilebilecegini veya ortadan

kaldirilabilecegini diisiinmekteyiz.

Kanser tedavisi sonrasinda hastalarda infertilite oraninin gittik¢e artmasi sebebiyle bu
konuyla ilgili yeni tedavi ve koruma yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bizde
bu calismamizda bu sorunun temelini olusturan etkenlerden biri olan testis dokusu
hasarinda ¢orek otunun etken maddesi timokinonun koruyucu etkinligi olup olmadigini
gostermeyi amagladik. Bu g¢alismayla 1sik mikroskobik inceleme igin histokimyasal
boyama yontemlerinin yanisira ve cleaved caspase - 3 kullanilarak yapilan immuno
histokimyasal boyama ile cisplatinin testis dokusu tizerindeki apoptotik etkilerini ve bu

apoptotik etkiler tizerinde timokinonun koruyucu etkisini bir arada gostermeye galistik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Testis Anatomisi

Testisler erkek tireme organi olup; penisin arka alt kisminda bulunan, symphysis pubica
altinda yer alir. Testisler funniculus spermaticusa ile asili bulunan, sagli sollu bir ¢iftir.
Skrotum denilen bir kese igerisinde bulunurlar. Distan scrotomu ikiye ayiran deri
kabartisina raphe scroti denir. Testisler yanlardan basik olup, oval sekillidir. Testislerin
boyutlar1 ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm kalinhginda ve genisligindedir.
Ortalama agirliklari ise 10-14 gramdir. Testisler ayn1 biiyiikliikte olmalarina ragmen sol
testis daha asagida yer alirken, sag testis ise sol testise gore % 10 daha agirdir. Agir
olmasinin sebebi ise sol taraftaki funiculus spermaticus‘un sag tarafa goére daha uzun
olmasidir. Testislerin 1sis1, viicut 1sisindan 3-4 °C daha diistiktiir. Scrotum derisi
lizerinde ince killar, ter bezleri ve yag bezleri bulunur ®’. Testisin iki yiizii facies
medialis ve facies lateralis diye adlandirilir. Margo anterior ve margo posterior olmak
tizere iki kenari; extremitas superior ve extremitas inferior olmak tizerede iki ucu

bulunmaktadir 8.

Testislerin scrotum igerisindeki yonii diiz degildir. Ust ucu disa ve one, alt ucu ise
arkaya ve ice dogru olarak bulunur. Konveks 6n kenari biraz da disa - asag1 dogru, daha
diizgiin olan arka kenar1 da, biraz yukari - ice dogru bakar. Testisin alt ucu yani
extremitas inferior, kisminda cauda epididymis bulunur. Testisin iist ucu olan extremitas
superiora, kisminda ise caput epidiymis bulunur. Epididymis ise testislerin arka
kenarmin dis kismina baglanmustir 8. Testis distan ice dogru tunika vaginalis, tunika

albuginea ve tunika vaskulosa olmak iizere ti¢ kilif ile gevrilidir.

Tunica vaginalis; dista lamina pariyetalis ve igte lamina visceralis (epiorchium) olmak
tizere iki tabakadir. Lamina visceralis testisi ve epididymisi birbirine baglarken lamina

pariyetalis dis yiizii diiz olup mezotelle kaplidir 8.

Tunika albuginea; olarak adlandirilan siki, fibroz bag yapi testis yiizeyini orterek ve
testisin arka bolgesinde ice dogru kalinlasarak mediastinum testisi meydana getirir.
Fibroz bag doku igerisinde bulunan diiz kas hiicreleri, kasilarak spermin efferent

duktuslara dogru ilerletilmesine ve sonu¢ olarak ejekiilasyona yardimci olurlar.



Mediastinum testisten kdken alan bag doku uzantilarina septula testis denir ve testisi
200 - 300’den fazla lobuluslere ayirir ve lobuli testis adin1 alir. Lobuli testis i¢inde
tibiili seminiferi contorti adi verilen kanalciklar vardir ve bunlarin tamami testis
parankimini olusturur. Seminiferi contortiler mediastinum testise yakin bir yerde tiibiili
rekti olarak isim verilen diiz kanalcikla devam eder. Tiibiili rekti mediastinum testise
girdikten sonra burada rete testis olarak adlandirilan bir ag olusturur. Rete testisler

6 - 12 adet efferent kanalla epididimin bas kismma baglamr 8° ( Sekil 1.).

ductuli efferentes

juctuli aberrantes (vestigial mesonephric tubuli)
ductus i

deferens ‘[ 1 rete testis (mediastinum testis'de)
eptula testis
caput tunica albuginea

epididymis < corpus lobuli testis

ductus epididymis
caud

ductuli aberrantes

Onden goriiniis

ductus deferens

ductuli efferentes

ductus epididymis

rete testis (mediastinum testis'de)
ductuli aberrantes

tubuli seminiferi concorti

Sekil 2. Testis, Epididymis ile Ductus Deferens ° .

Tunika vaskiiloza; ise kan damarlarini i¢eren gevsek bir bag dokudan olusur. Tunika

albugineann i¢ kisminda bulunur ve testis igindeki tiim yiizeyi kaplar 8°1°,



Skrotumun arterleri; skrotumun 6n tarafin1 arteria pudenta externa, arka tarafini ise
arteria pudenta interna besler. Ayrica aortdan c¢ikan arteria testicularis ve arteria
cremastericadan da besleyici dallar alir. Skrotumun venleri olan vena scrotalisler
arterlere eslik eder ve vena pudenda externa ile birlesir 1! (Sekil 2.). Testis’in lenfatik

drenaji ise, nodi lymphatici lumbales ve nodi lymphatici preaortici’ye gerceklesir 8.

Testis ve epididimisin venleri 6nce pleksus pampiniformis denilen kivrintili bir ven
pleksusunu olustururlar. Pleksus pampiniformis, spermatik kordun iginde anterior ve
posterior gruplara ayrilan 10 - 12 adet venden meydana gelir. Her grup internal inguinal
halkanin proksimalinde iki ven olusturacak sekilde ti¢ veya dort ven tarafindan drene
edilir. Bu venler ekstraperitoneal bosluga testikiiler arterin iki yanindan girerler.

Sagdaki ven vena cava inferiora, soldaki ise renal vene dokiiliir %191,
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Sekil 3. Scrotum ve Testis °.



Testisin innervasyonu, superior mezenterik ve renal arter bolgesindeki aortik pleksuslar
ile iligkili genel viseral duyu lifleri ve sempatik lifler ile saglanir. Bu lifler testise
testikiiler arterler ile  birlikte gelir ve testise sempatik ve  duyusal

innervasyon tagrlar %1011.12,

2.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomu ve genetik cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da
cinsiyet karakteristikleri embriyogenezin 7. haftasina kadar gelisme gostermez. Genital
sistem her iki cinste de erken donemde benzer ozellikler gosterir >4 Gonadlar

(overler ve testisler) ti¢ kaynaktan olusurlar;
1. Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)
2. Altindaki mezensim (embriyonik bag doku)

3. Primordiyal germ hiicreleri (erken  donemdeki  farklilanmamis  seks

hiicreleri ) 134,

Gonadlar karin arka duvarinda intermedier mezodermden mezonefrozun medialinde
olusan gonadal kabartidan geligirler. Epitel alttaki mezensim igerisine prolifere olarak
primer seks kordonlarini olusturur. Germ hiicreleri 3. hafta sonunda allantoise yakin son
bagirsak epiteli i¢inde olusur ve 5. haftadan itibaren gonadlara gog etmeye baslar. 6.
haftada ise gonadlari isgal ederler (Sekil 3.). Primordiyal germ hiicreleri genital
kabartilara ulasamazlarsa gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya testise
farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir **. Primordiyal
germ hiicreleri gonadlara ulagsmadan 6nce ve ulagmasi takibinde genital kabart1 epiteli
prolifere olur ve mezensim igerisindeki yilizeyle baglantili kordonlar (primitif cinsiyet
kordonlari) olustururlar. Her iki cinste de embriyolarda kordonlar yiizey epiteline
baglidir. Bu donemde gonadlarin ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Bu evredeki

gonada; farklanmamis gonad denilmektedir 1314,
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Sekil 4. Primordial Germ Hiicrelerinin Genital Kabartiya Gogii 3.

Gelisimin 7. haftasina kadar her iki cinsiyet i¢in genel tek bir gonad tipi vardir. Bu
donem gonadal gelisimin farklanmamis evresidir. Testis belirleyici faktor (TBF) igin
lizumlu olan SRY geni, Y kromozomunun kisa kolu tizerinde yer alir. Testis belirleyici
faktor etkisi altindaki gonadal kordonlar, seminiferéz kordonlara (seminiferdz tiibiil
primordiyumlar1) farklanirlar. Seminifer6z kordonlarin olusumu SOX9 ve FGF9

genlerinin ekspresyonlari ile saglanir 1314

Testis Gelisimi

Testis belirleyici faktor, gonadal kordonlari etkileyerek, onlarin farklanmamis gonadin
medulla derinliklerine dogru uzamasina sebep olur. Kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle agizlagir ve rete testisi olusturur. Gonadal kordonlar yiizey epiteliyle
iliskilerini Vyitirirler, organ tunika albugenia ile epitelden ayrilir ve puberteye kadar
gonodal kordonlar kapali bir sekilde kalirlar. Genigleyen testis dejenere olmus
mezonefrozdan ayrilir. Kendi mezenteri olan, mezorsiyum ile asili hale geger. Seminifer

kordonlar, seminiferz tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise doniisiirler 34,

Seminifer tiibiiller interstisyel hiicreleri olusturan mezensim ile ayrilirlar. 8. haftadan
itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedion)
tiretmeye baslar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis genital organlarin

gelismesini ve farklanmasini uyarirlar.



Seminifer tiibiller ise puberteye kadar solid halde bulunur. Tibiillerin liimeni,
pubertede agilir. Insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu ise testosteron
tretimini saglayarak 8 - 12 haftada en vyiiksek degerine ulagir. Fetal testisler
Antimiilleriyan hormon (AMH) veya Miilleriyan Inhibitér Faktér (MiM) adi
verilen hormonu da salgilar. AMH sertoli hiicrelerinden salgilanir. Seminiferoz
tiibtillerin; Pubertede liimenleri agilarak seminifer tiibiiliisleri olusturur. Seminifer

tiibiillerin duvarinda ise iki tip hiicre bulunmaktadir 34,

-Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden
gelisirler.

-Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal germ

hiicrelerinden meydana gelirler 34,

Fetal gelisim sirasinda, testislerin yiizey epiteli diizleserek testisin dis yiiziindeki
mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuliyi olusturan 15-20 adet mezonefrik
tubtller ile devam etmektedir. Efferent duktuli, mezonefrik kanalindan olusan duktus

epididimisi ile baglamr .

Genital Kanallarin Gelisimi

Genital kanallarin farklanmasi hormonlarin etkisiyle gerceklesir. Mezonefroz dejenere
oldugunda, mezonefrik tiibiillerden bazilar1 duktuli efferentesleri olustururlar. Sertoli
hiicrelerinden salgilanan Miilleriyan Inhibitér Faktor (MiM) paramezonefrik kanalin
regresyonuna neden olurken, 8. haftada leydig hiicrelerinden salgilanmaya baslayan
testosteron mezonefrik kanalin erkek genital kanallari olusturmasint saglar. Mezonefrik
kanalin (Wolf kanali) proksimal kisimlari kivrmntilt bir hal alir ve duktus epididimisi
olusturur. Mezonefrik kanal duktus epididimisten ¢iktiktan sonra kalin bir kas
tabakastyla sarilarak vesikula seminalise kadar duktus defferensi olusturur 34,
Mezonefrik kanallarin kaudal uglarinin lateralinden disa dogru seminal bezler olusur.
Seminal bezlerin kanali ile iiretra arasinda kalan mezonefrik kanal kismi ejakulatuar

kanal olarak adlandirilir.

26. haftada pelvisdeki biiyiime ve embriyodaki boyut artisi ile birlikte testisler inguinal

kanalda ilerler ve skrotuma inmeye baslar =,



Testislerin biiylimesi, batin i¢inde biiyiiyen organlarm olusturdugu intraabdominal
basingta artisa ve gerileyen mezonefroz, testislerin karin arka duvar1 boyunca hareketine
yardimci olur. Bu siireg testisten skrotuma uzanan gubernakulum testis esliginde ve
androjen hormonlarin kontroliinde gelisir. Testisler fetal hayatin 3.ayindan itibaren
skrotuma inmeye baslar. Term dogmus bebeklerin % 97’sinden fazlasinda testisler
skrotum igerisindedir. Genellikle dogumda inmemis testis olan bebeklerin ¢ogunda

testisler bir yasma kadar skrotuma iner 131415,

2.3. Testis Histolojisi

Testisler, bir ¢ift skrotum igine yerlesmis olan, testosteron ve spermatozoonlarin
tiretiminden sorumlu olan organlardir. Skrotum da asili sekilde yer alan testisler distan

kapsiil ile ¢evrelenmistir. Bu kapsiil ise 3 tabakadan olusmaktadir.

1. Tunika Vaginalis: Testisin en disinda bulunur. Diizlesmis mezotelyal
hiicrelerinden olusan katmandir. Kapali ser6z kesenin visseral tabakasi
peritondan koken alir. Testisin 6n ve yan yiizeylerini sarar ve ayrica yiizeyde
skrotum {izerinden tunika vaginalisin paryetal tabakasimi olusturur. Tunika
vajinalis; dista paryetal tabaka, icte visseral tabakadan olusur ve testisin yan ve
on kisimlarinda tunika albugineay: orter 16171819

2. Tunika albuginea: En kalin ve belirgin tabakasi olup, testise giren - ¢ikan kan ve
lenf damarlar1 bu tabakada bulunur. Yogun bir fibroelastik bag doku yapisinda
diiz kas hiicreleri yer alir 16171819

3. Tunika vaskiiloza: En i¢ tabaka olan tunika vaskiiloza ise damardan zengin

gevsek bag dokusudur 16171819

Tunika albuginea testisin arka yiiziinden kalinlagarak mediastinum testisi olusturur.
Mediastinum kapsiile dogru ince, fibroz uzantilarla testisin 250 - 300 kadar piramidal
kompartmanlara boler bunlara lobuli testis (testis lobiilleri) denir. Her bir lobiilde
sayilart 1 - 4 arasinda degisen kivrintili seminifer tiibiiller bulunur. Seminifer tiibiillerin
mediastinum testiste bulunan diiz kisimlarina ise tubulus recti (diiz tiibiiller) denir.
Tubulus rectiler ise mediastinum testis i¢inde anastomozlasan kanallar sistemi olan rete
testislere agilirlar. Stroma gevsek bag dokusu, damarlar, sinirler ve interstisyel

hiicrelerden (Leydig hiicreleri) olusur 81°,



2.3.1. Seminifer tiibiiller

Testis hacminin biiyiik bir bolimiinii olusturan seminifer tiibiiller her testiste ortalama
250-1000 adet bulunur ve bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik olarak 250
metredir. Her tiibtil 150-250 um (mikrometre) ¢apindadir. Tiibiiller kivrimli ve uglarina
dogru limeni daralarak tubuli rekti (diiz tiibiil) olarak adlandirilan kisa segmentler
halinde devam eden kanallar seklinde uzanirlar. Rete testis kanallar1 anastomozlasarak,
yaklagik 10 - 20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismia baglanir 31° Seminifer
tiibtiller; sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler olmak {izere iki hiicre igeren
ozellesmis germinal ya da seminifer epitel ile doselidir. Epitel bazal laminasinin altinda
fibroz bag dokusu bulunur. Bazal lamina altinda miyoid hiicre bulunur. Miyoid hiicreler
tibiillerin zayif bir sekilde kasilmasini saglarlar. Seminifer tiibiiller arasindaki
interstisiyel dokuda, lenf damarlari, makrofajlar, mast hiicreleri ve androjen iireten
Leydig hiicreleri bulunur 8. Germinal epitelde iki tip hiicre bulunur: Biiyiik-
boliinmeyen; sertoli (destek hiicreleri) hiicreleri ve bdliinebilen; spermatogenik seri

hiicreleri 181920,

2.3.1.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiller i¢inde spermatogenik serinin hiicreleri ile bagh
bulunurlar. Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve aralarindaki
bosluklar1 dolduran genis apikal ve lateral yiizeyleri bulunan hiicredir 181920 (Sekil 4.).
Seminifer tiibiillerin bazal laminasina oturan sertoli hiicreleri, uzun prizmatik
hiicreleridir. Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri oluklu, oval ya da ii¢gen seklinde olup
okromotik boyanirken, ¢ekirdekgikleri ise heterokromatinler ile iliskili ve belirgindir.
Sitoplazmalarinda bol miktarda graniilsiiz, az miktarda granillii endoplazmik retikulum
bulunmaktadir. Bunun yaninda golgi kompleksleri iyi gelismis olup, mitokondri ve
lizozom igerir. Hiicreler birbirleriyle zonula okludens tipi baglant1 kurarlar. Bu baglant:
seminifer tiibiil limenini ¢epegevre sararak kesintisiz hiicre tabakasi olustur. Bu tabaka
kan-testis bariyeri olarak fonksiyon goriir. Spermatogonyumlardan sirasiyla spermatosit
ve spermatid adi verilen hiicreler olusur. Bu hiicreler sertoli hiicrelerinin yan duvarlari
boyunca limene dogru gog ederler. Spermatositler sertoli hiicrelerinin yan duvarlarinda,

spermatidler ise apikal duvarlarindaki oyuklar igerisine yerlesirler *3:%

Sertoli hiicrelerinin gorevleri sunlardir;
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e Spermatozoonlar destekler, korur ve besler 1819

e Spermiyogenez esnasinda olusan artik cisimcikleri fagosite eder 81°,
e Follikiil stimule edici hormon (FSH) kontrolii altinda androjen-baglayici-protein
(ABP) sekresyonu yaparlar. Bu protein, testosteronu baglayarak seminifer tiibiil

igerisinde birikmesine neden olur. Ayrica, Follikiil stimule edici hormon (FSH)

salinim ve sentezini baskilayan inhibin salgilar 81°,
e Kan- testis bariyerini olugturur 81°,
e Fetal gelisim doneminde antimiillerian hormon sentez ve

sekresyonunu yapar 1819,

Ge¢ spermiyogenez

Geng spermatidler

Spermiyogenez

baslangici Sekonder spermatositler
Mayoz
bélinme

Primer spermatosit
Bazal Spermatogonyum
lamina

interstisyel hiicreler

Sekil 5. Seminifer tiibiil pargas1 8,

2.3.1.2. Leydig hiicreleri

Intersitisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicreleri yuvarlak ya da poligonal,
merkezi c¢ekirdekli, ¢ekirdeke¢igi belirgin, lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik
sitoplazmali  hiicrelerdir. Golgi kompleksi cekirdege yakin konumdadir.
Salgisini, testosteron ihtiyacina gore  sentezler ve  biriktirmeden  salgilar.
Dikkat c¢ekici oOzelligi genis graniilsiz endoplazmik retikulumlaridir. Graniilsiiz
endoplazmik retikulumda androjenik stereoidlerin biyosentezi icin gerekli enzimler

bulunur.
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Sitoplazmalarinda bu enzimlerin yaninda peroksizom, lizozomlar ve mitokondriler,
golgi kompleksi, lipid damlaciklar1 ve lipofuksin pigment graniilleri bulunur.
Testosteron; mitokondri ve graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce
sentezlenmektedir. Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen testosteronun salinimu,
hipofizden salgilanan bir gonadotropin olan luteinizan hormon (LH) tarafindan stimiile

edilir 1819,

2.3.1.3. Kan-testis bariyeri

Sertoli hiicreleri bazolateral kisimlarinda, zonula okludens baglantilar1 ile seminifer
epitelde kan testis bariyerini olusturur. Bu fiziksel bariyer sayesinde spermatogenik
hiicreler, viicudun otoimmiin saldirilarindan korunur. Spermatogonyumlar, tiibiillerin
bazalinde kan testis bariyerinin hemen altinda yer alir, lenfositleri ve diger bagisiklik
hiicrelerini i¢eren damarli interstisiyel dokudan yalitilmamis halde bulunurlar. Primer
spermatositler gecici olarak bu siki baglantilari bolgesel olarak ayirir ve tiibiiliin
adluminal boélmesine ulasir. Bu sirada spermatositler, sertoli hiicrelerine tutunmus halde
bulunur. Spermatogonyumlar gibi biitiin spermatositler ve spermatidler sertoli
hiicrelerinin yiizey katlanmalarmin arasindadir. Adluminal gog, kan testis bariyerinin
islevinde herhangi bir aksamaya sebep olmaksizin gergeklesir, bu durum germ
hiicrelerinin birbiri ile hiicreler arasi kopriilerle baglantili oldugu diisiiniildiigiinde daha
da etkili olmaktadir Sertoli hiicreleri de aralarinda iyon degisimini saglayan gap
junctionlar ile birbirine baglanmislardir. Bu baglantilar, siki baglanti noktalarindaki
gecici degisikliklerin diizenlenmesine ve spermatogenik serinin uyumlu bir sekilde
yuritiilmesine yardimci olur. Spermatidlerde flagellum igeren kuyruk gelisirken, bu

yapilar sertoli hiicrelerinin apikalinden uzanan partikiiller olarak goriiliir 181,

2.3.2. Spermatogenik hiicreler ve spermatogenez

Spermatogenez, spermatagonyumlardan sperm olusum asamasidir. Primordiyal germ
hiicrelerinden koken alan spermatogenik hiicreler ¢ogalip farklilasarak olgun spermleri

meydana getirir. Bu hiicreler seminifer epitelde sirali halde bulunur.
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Hipofiz bezinde gonadotropinlerin seviyesinin artmasi puberteden dnce baslar ve yasam
boyunca devam eder 81°, Seminifer tiibiiliin bazal laminasinin iizerinde diploid yapida
spermatogonyum hiicreleri vardir. Kiigiik, yuvarlak, caplari 12 mikrometre olan
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin siki baglantilarinin altinda oldugu igin bu hiicreler kan
testis bariyerinin disindadir. Puberteye kadar spermatogenetik hiicrelerden sadece
spermatogonyumlar mevcutken, puberteden sonra hormonal etki ile bu hiicreler mitozla

7 Koyu renkli ve oval sekilli

¢ogalarak diger tip hiicreleri olustururlar
spermatogonyum kok hiicre olarak hareket eder ve nadir boliniir. Bu hiicrenin
boliinmesinin ardindan iki tip hiicre meydana gelir. Birincisi kok hiicreye benzer. Digeri
daha soluk boyanan, oval ¢ekirdekli ve daha hizli boliinebilen 6zelliklere sahip

hiicrelerdir * ;

Tip A hiicre (Ana hiicre) koyu spermatogonyumlar: Oval bir ¢ekirdege ve ince
graniillii kromatine sahip hiicrelerdir. Mitoz ile ardisik boliinmeler gegirerek yarisi Tip

A olarak kalirken, geri kalan kismu biiyiiyerek Tip B hiicresine doniisiir 181°,

Tip A agik spermatogonyumlar: Agik renkli ince graniillii hiicrelerdir. Bu hiicreler
sperm olusumu farklilasma siirecinde yer alirlar. Ardisik birkag mitoz bolinme ile

sayilari artar 1819,

Tip B spermatogonyumlar: Tip A’dan biiyiik hiicrelerdir. Mitozla c¢ogalan bu

hiicrelerden primer spermatositler olusur 829,

Primer spermatositler okromatik ¢ekirdekli, hacmi en biiyiik yuvarlak hiicrelerdir.
Olustuktan hemen sonra mayoz bdliinmenin profaz safhasmna girerler. Primer
spermatositler spermatogonyumlardan iki kat daha fazla DNA miktarma sahiptir. Tlk
olarak primer spermatositler sekonder spermatositleri olusturmak igin birinci mayozu
gerceklestirirler. Daha sonra sekonder spermatositler ikinci mayozu gergeklestirerek
haploid (1N) spermatidleri olusturur. Sekonder spermatositler interfaz evresinde ¢ok
kisa siire kalir, hizli bir sekilde ikinci mayozu gergeklestirdigi icin Kesitlerde

goriilmeleri zordur ve kisa émiirlii olarak tanimlanr 81920,

Ikinci mayozda kromatidlerin birbirinden ayrilmasiyla haploid yapida bulunan
spermatidler, sertoli hiicrelerinin kriptalar1 i¢inde gomili halde bulunurlar ve

spermiyogenez olarak adlandirilan farklilagsma ile spermiyumlar1 olustururlar.
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Spermatositlerde 1 ve 2. mayoz boéliinmeler arasinda S fazi (DNA sentezi) olmadigi
icin, ikinci boliinmenin ardindan hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid (1N)
yapida spermatositler olusur 8% (Sekil 5.). Déllenme ile birlikte, mayoz boliinme
sonucu olusan bir haploid ovum ve sperm birlesir ve normal diploid kromozom sayisi

korunur .

S — Tip A (koyu) spermatogonyum
- Tip A (acik) spermatogonyum

{2

@ Tip A (agik) spermatogonyum
@5@“ Tip A (agik) spermatogonyvum

>S5 >\ Tip A (acik)
spermatogonyum
: ‘“\“\\ Tip B

spermatogonyum
‘-: :"‘ MW Primer spermatosit

= g 22
£ ) - Q-9 -8

Sekil 6. Spermatogenez 2.

2.3.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez son basamak olup spermatidlerin, erkek DNA’sin1 ovuma aktarmak igin
Ozellesmis hiicreler olan olgun spermlere doniisme siirecidir.  Spermiyogenez,
spermatogenezin son asamasidir. ikinci mayoz béliinme sonunda her bir spermatid 22
otozomal kromozoma ve bir X veya Y kromozomuna sahiptir. DNA igerigi haploiddir
ve boliinme gergeklesmez. Haploid spermatidler farklilasarak olgun spermleri olusturur.
Haploid spermatidler  kiigiiktiirler ve  hiicreler seminifer  tiibiil  limenine

yakin bulunurlar 181920,
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Spermiyogenez 4 faza ayrilir:

Golgi Fazi: Bu fazda spermatid sitoplazmasi, niikleusun yakininda bulunan oldukga
belirginlesmis olan golgi kompleksi, mitokondriyonlar, bir c¢ift sentriyol, serbest
ribozomlar ile dER (Diiz endoplazmik retikulum) tiibiillerini icerir. Golgi kompleksinde
sentezlenen litik enzimler proakrozomal vezikiilleri olusturur ve ardindan birleserek
akrozomal vezikiil olustururlar.

Sentriyoller akrozomal vezikiilden en uzaga gog¢ eder, bir tanesi bazal cisimcik olarak

hareket eder ve Flagella aksonemini olusturmaya baslar 819,

Kep Fazi: Bu fazda akrozomal vezikiil, yogunlagan niikleusun 6n yarisini1 kaplayacak
sekilde dagilir ve akrozom adimi alir. Akrozom, hiyaliironidaz, ndraminidaz, asit
fosfataz hidrolitik enzimlerini igerir. Oositi g¢evreleyen zona pellusiday: sindirir. Bu

isleme, akrozomal reaksiyon denir ve déllenmenin ilk basamaklarindan biridir 8%

Akrozomal Faz: Bu fazda niikleus uzar ve daha yogun hale doniiserek, belirgin sekil
degisikligine ugrayan spermatidin bas kismu sertoli hiicresinin i¢ine gomiilerek bazal
laminaya dogru yonelir. Sentriollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur.
Mitokondriler de flagellumun proksimal kismi c¢evresinde toplanarak orta parcayi

olusturur. Bu bdlge spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagim olusturur 819 |

Maturasyon Fazi: Spermin sekillendigi fazdir. Geride kalan artik sitoplazma, sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar seminifer tiibiiliin liimenine
salinirlar. Spermatozoonlar, epididimise sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan
tiretilen testis sivisi ile aktarilir. Bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla

iliskili androjen baglayici proteinleri igerir *81° (Sekil 6.).

2.3.4. Spermin yapisi

Spermatogenez sonunda meydana gelen olgun sperm hiicreleri, ortalama 60 um
uzunlugundadir. Bas, boyun ve kuyruk olmak tizere ii¢ pargadan olusur. Plazmalemma
ile cevrili bag kismi, 4 - 5 um uzunlugunda, 2.5 - 3.5 pm genisliginde olup 1 um
kalinligina sahiptir. Akrozom kismi ile niikleusu igerir. Akrozom, niikleusun 6n yarisini
orter ve hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler ise daha sonra, oositi saran korona
radiyata ve zona pellusidadan spermin gecisini kolaylastirmak igin fertilizasyon

sirasinda salinirlar.
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Distal sentriyol, baglanti parcasinda yer alir, sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan
aksoneme kaynaklik yapar. Kuyruk ise; orta, esas ve son parga olmak {izere 3 boliim
olarak adlandirilir 281920 (Sekil 6.). Sarmal olarak bulunan mitokondriyonlarin
olusturdugu kisim olan orta parga, 9 + 2 mikrotiibiiler yapidaki aksonem ile yogun dis

fibrilleri igerir. Kuyrugun en uzun kismi olan esas parga, yedi dis yogun fibril ile sarili

bir aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur. Son parca ise sadece aksonemi igerir 202,
Spermatid Golgi Fazi Akrozom Fazi Erken Orta
Maturasyon Maturasyon
Kuyruk Fazi Fazi

Akrozomal Mitokondri
granul

Nikleus
Akrozomal vezikul Akrozoéal
kep
s - o -
Son parca Esas parca

Orta parga
Boyun
Basg

Sekil 7. Spermiyogenez 2.

2.3.5. Testis i¢i kanallar
Testis i¢i genital kanallar; tubuli rekti, rete testis ve duktuli eferentestir. Bu kanallar,

Seminifer tiibiillerden gelen siviy1 ve spermatozoonlart duktus epididimise tasir.
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e Tubuli rekti: Baslangici sertoli hiicrelerinden olusur. Sonra siki bag dokusu ile
saritli prizmatik epitele dontisiir. Tubuli rekti 10 - 20 adet rete testisle
devam eder 181,

e Rete testis: Tunika albugenianin kalinlasmasiyla olusan mediastinum iginde yer
alir. Prizmatik epitel ile doseli anastomozlasan kanallar sistemidir 1829,

e Duktuli eferentes: Rete testisten epididimise uzanan 10 — 20 adet kanaldir.

Epiteli silyali ve silyasiz kiibik hiicrelerden olusur ve tarak seklindedir. Bazal
hiicreler limene ulasmaz ve kok hiicrelerdir. Silyasiz hiicreler seminifer
tiibtillerden salgilanan sivinin ¢ogunu absorbe eder. Silyali hiicreler epididimise
dogru hareketi saglar. Bazal laminanin altinda ise ince bir sirkiiler kas tabakasi

vardir 18,19,20,21_

2.3.6. Epididimis histolojisi

Epididimis, testisin iist ve arka yiizeyleri boyunca uzanan hilal seklinde, uzunlugu
yaklasik 7.5 cm kadar, kanal1 ise 4 - 6 cm uzunlugunda bir tiiptiir. Epididimis kanals;
yuvarlak bazal hiicreler ve sterosilyalara sahip yalanci ¢ok kath silindirik epitel ile
doselidir. Bu hiicreler peristaltik kasilmalariyla spermin kanallar boyunca ilerlemesini
saglayan diiz kas hiicreleri ve kapiller damarlardan zengin bag dokusu ile ¢evrelenmis
bazal lamina iizerine oturur. Epididimis; kaput (bas), korpus (govde) ve kauda
(kuyruk) olarak ti¢ kisma ayrilir. Testisten epididimise giren yeni iretilmis spermler,
duktus epididimis boyunca gegisleri sirasinda motilite ve oositi fertilize etme yetenegi
kazanarak olgun hale gelirler 8192021 Epitel hiicrelerinin yiizeyleri sterosilya adi
verilen, uzun dallanmis diizensiz mikrovilluslar ile kaplanmigtir. Duktus epididimis
epiteli spermatogenezde olusan artik cisimciklerin ortadan kaldirilmasina ve

sindirilmesine katilir *#1°. Duktus epididimis iki tip hiicre icermektedir:
Esas Hiicreler; liimene dogru uzanan, sterosilyalara sahip, uzun prizmatik hiicrelerdir.

Bazal Hiicreler; bazal laminanin iizerinde bulunan, kii¢iik yuvarlak hiicrelerdir. Bu

hiicreler, kanal epitelinin kok hiicreleridir 42,

2.4. Testis Fizyolojisi

Testisler viicudun disinda skrotum denilen torba seklindeki yapinin iginde, endokrin ve
ekzokrin olarak gorev alan bir ¢ift bezdir. Endokrin gorevi testosteron hormonu iiretimi

iken; ekzokrin gorevi erkek gamet hiicresi olan spermatozoonu olusturmaktir 2324,
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Embriyonal donemin baslangicinda viicut boslugunda bulunan testisler, dogumdan 6nce
yaklasik 7-8. aylarda skrotuma inerler ve yaslandik¢a hacmi azalir. Testislerin karin
boslugunun disinda bulunmasinin nedeni spermatogenez icin daha diisiik sicaklik
degerinin (32-35 °C) gerekli olmasidir. Skrotum sicakligi viicut sicakliginin yaklasik
3 - 4°C altindadir. Bu diistik sicakligi saglayan, spermatik arterler ve venler arasindaki
z1it akimdir. Saglanmasi gereken sicaklik ¢ok Onemlidir ¢linkii testislerdeki sicaklik
artigi, seminifer tiiblil hiicrelerine zarar vererek spermatogenezi etkileyebilir. Isi
dengesini saglayan diger mekanizma ise; zengin vendz pleksusu olan pampiniform
pleksusun her testikiiler arterin etrafin1 sararak zit yonli 1s1 akimu ile testikiiler 1simnin
sirdirilmesinde etkin olmasidir. Skrotumdan buharlasma ile uzaklasan ter de 1s1
kaybina katkida bulunur. Skrotumun ince dartos kasinin ve spermatik kordonlarin
kremaster kaslarinin kasilmasi veya gevsemesiyle, testislerin viicuda yaklastirilmasi
veya uzaklastirilmasi ayarlanarak testis sicakligi kontrol altinda tutulur 24?5, Birgok

sekilde skrotum, testislere 6zgii sicakligr diisiirme mekanizmasinda gorev yapmaktadir.

Testisler; spermlerin iiretiminden, depolanmasindan, salgilanmasindan ve testosteron
tiretiminden sorumludur. Testislerin yapisinda bulunan seminifer tiibiiller spermlerin
tiretim yapildig1 yerdir. Seminifer tiibiiller bazal membran ve peritiibiiler hiicre tabakasi
ile gevrilidirler. Peritiibiiler hiicreler, peristaltik hareketten sorumlu hiicrelerdir. Bu

hiicrelerin kasilmas1 spermlerin epididime dogru iletilmesini saglar 242,

Spermler ilk olarak seminifer tiibiillerden epididime geger, sonra epididim vaz deferense
acilir daha sonra ise prostat bezine girmeden hemen 6nce genislemeye baslar. Prostatin
her iki tarafinda yer alan seminal vezikiiller, ampullanin prostat girisine agilir ve hem
ampulle hem de seminal vezikiil icerikleri ortak bir ejakiilator kanalla prostat

govdesinden gecerek internal iiretraya bosalir %
Spermatogenez hormonlarin etkisiyle gergeklesir. Bu hormonlar;

Testosteron:

Testosteron iiretimi adenohipofizden salgilanan Luteinizan hormon (LH) etkisiyle
gerceklemektedir. Adenohipofizden LH salgisi siirekli degildir. Salgilanmasi geceleri
doksan dakikalik araliklar seklinde gerceklesir.
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Testosteronun yiikselmesi ise LH salgisimi durdurur. Luteinizan hormon disinda
spermatogenezin baslatilmasi ile adenohipofizden salgilanan diger bir hormon ise
Folikiil Uyarici Hormon (FSH) dur 2%, Leyding hiicreleri tarafindan
Testosteron salimimi yapilir ve spermatogenik hiicrelerin  gelismesinde gereklidir.
Testosteron testislerin ana androjeni olup spesifik testosteron baglayici globiilin ve
diger plazma proteinleri ile kanda tasinir. Erkek iireme organlarmin farklilasmasini
baslatarak islevlerinin devam ettirilmesini ve erkek ikincil cinsiyet karakterlerinin

olusmasini saglar 242,

Folikiil Uyarict Hormon ( FSH )

Hipotalamustan salgilanan Gonodotropin salgilatict hormon (GnRH) hipofizin 6n
lobundan salgilanan FSH salinimimi stimiile eder. Folikiil uyarict hormon sertoli
hiicrelerinden salgilanan inhibin ve aktivini uyarir. FSH ayrica sertoli hiicrelerinden
Androjen baglayici protein (ABP)’in salgilanmasini da stimiile ederek, spermatogenez
icin gerekli olan testestoronun seminifer tiibiil liimenine tasinmasini saglar.
Spermatogenez Gstrojen ve progesteronlarla inhibe edilirken testosteron hormonu ile
stimiile edilir. Spermatozoonlar epididimiste, testikiiler sivi i¢inde yer alirlar. Sertoli
hiicreleri ile rete testiste {iretilen testikiiler sivida (proteinler, steroidler, iyonlar)
testosteronla birlesen ABP de bulunur. Androjen baglayict protein testosterona
baglanarak seminifer tiibiil limeninde yer alir ve bdylece spermatogenez uyarilmis

olur 225,

Inhibin:
Sertoli hiicrelerinde sentezlenen bir proteindir ve hipofizden FSH salinimini inhibe eder.

Inhibin devamli salinirsa FSH’1 baskilar. Ureme hiicresi sayis1 azalinca da FSH artar 2.

Luteinlestirici Hormon ( LH ):

Hipotalamustan salgilanan GnRH hipofizin 6n lobundan salgilanan LH‘1 uyarir.
Luteinizan hormon da leydig hiicrelerinde testosteronun sentez ve salinimini uyarir.
Luteinizan hormon prolaktin ile birlikte Leydig hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde
de gorev alir. Prolaktin artisi, Leydig hiicrelerinden androjenlerin sentezini azaltarak

spermatogenezi zayiflatabilir ve bu da infertiliteye neden olur 242,
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Testosteron, Hipotalamo-hipofizer kontrol ile negatif geri bildirimde bulunarak LH

sekresyonunu iki yolla baskilar 242°,

1. Testosteron; On hipofize etki ederek, gonadotropik hiicrelerin GnRH’a cevap
olarak daha az salgi1 yapmalarina neden olur 24?°,
2. Hipotalamusu etkileyerek GNRH noéronlarinin salgilanmasini azaltir ve bu da

gonadotropinlerin sekresyonunu azaltir 2425,

2.5. Apoptozis

Programlanmuis hiicre 6limii terimi olarak ilk defa 1965 yillinda kullanilmis daha sonra
ise ilk defa 1972 yillinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan  Apoptozis  terimi
bulunmustur 2?7, Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii
apoptozis ile benzer anlamda kullanilan kelimelerdir 2”8 . Apoptozis, hiicrede meydana
gelen bir dizi morfolojik ve biyokimyasal farkliliklara neden olan hiicre 6limii seklidir
2829 Apoptozis siireci sirasinda, hiicrede birgok morfolojik degisiklikler olusur. Bu
degisiklikler; siras1 ile hiicrelerin kiiglilmesi, biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi,
niiklear piknoz ve pargalanma, sitoplazmik tomurcuklanma ve apoptotik cisimciklerin
olusumu siirecidir. Niikleozomlar arast DNA yikimi gdriiliir 2%°

Apoptotik cisimcikler fagosite olduklarindan dolayr dokularda enflamasyon goriilmez.

Apoptotik siiregte gdzlenen asamalar su sekilde meydana gelir 282

1. Apoptozis’in baslatilmasi,

2. Hiicre i¢i proteazlarin aktive edilmesi,

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler,
4

Fagositoz 22,

Apoptozis’in Baslatilmasi

Apoptotik siirecin baslamasinda, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sebepler ile 6liim sinyalleri
olusur. Bu sinyallere maruz kalan hiicrelerde, genetik mekanizma uyarilmig olur ve
apoptozis baslar 2°. Hiicre disindan gelen sinyaller, hipoksi, 1s1 - sicaklik degisimleri,
ultraviole 1sinlari, antitiimor ilaglar ve zararli maddelerdir. Dis kaynakli olan sinyaller

DNA ’ya zarar vererek apoptozise neden olmaktadir %,
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Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu

Hiicre i¢i veya hiicre disindan gelen apoptotik sinyaller, hiicre igerisinde bulunan
proteazlar1 aktive eder. Bu proteazlara ise caspaz adi verilir (caspase: cysteine
containing aspartate specific proteases) 2°%° . Bilinen 14 caspaz vardir. Bu caspazlar
baslatic1 caspazlar (caspaz 2, caspaz 8, caspaz 9, caspaz 10), oldiiriicti caspazlar (caspaz
3, caspaz 6, caspaz 7) ve sitokin olgunlasmasindan (capsaz 1, caspaz 4, caspaz 5, caspaz
11, caspaz 12, caspaz 13, caspaz 14) sorumlu caspazlar olmak iizere 3’e ayrilir. Caspaz
ailesi, apoptozisin baslatilmas1 ve uygulanmasinda 6nemli goreve sahiptirler 3%,
Apoptozisde, mitokondri 6nemli rol oynar. Mitokondrial yol, sitotoksik ajanlar ve
oksidatif bask1 gibi gesitli nedenlerle intraseliiler ve extraseliiler etkiler sonucu aktive
olur. Apoptotik sinyaller, mitokondriye ait i¢ ve dis membranlar arasindaki bosluktan
sitoplazmaya dogru sitokrom C salinmasina sebep olur. Sitoplazmaya salinan
sitokrom C ise burada apoptotik proteaz aktive edici faktor 1’¢  (Apaf-1)
tutunur. Apaf-1’¢ tutunan sitokrom C sitoplazmada apoptozom olusumuna sebep olur.
Meydana gelen apoptozomlar ise, caspazlar aktive eder. Caspazlarin aktivasyonu da

sonug olarak apoptozise neden olur 3132,

Caspazlar, sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunmaktadir. Ancak proteolitik
parcalanmanin ardindan aktif hale gelerek caspaz aktivasyonu baslamis olur. Ilk etapta
caspazlar mitokondride membran hasar1 meydana getirirken bunun sonucu olarak
zardaki degisimler hiicre iskeleti ve g¢ekirdek degisimine neden olan dejenerasyona
sebep olurlar. Caspazlar, sitokrom C’nin prokaspaz zimojenlerini de aktif hale

getirmektedir .

Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler

Apoptotik siirecin sonlarina dogru, caspazlar DNA kirilmalarina neden olurlar. Aktin
filamaninin yikimina bagli olarak hiicre normal seklini kaybeder. Hiicre su kaybederek
biiziiliir ve ardindan hiicre yiizeyinde kraterler olusur. Cekirdek de biiziilerek pargalanir.

Hiicrenin pargalanmasi ile apoptotik cisimcikler meydana gelir 2°.

21



Fagositoz
Olusan apoptotik cisimcikler, ¢cevredeki parankim hiicreleri ve makrofajlar tarafindan

fagosite edilir. Apoptozis sirasinda inflamasyon olusmaz .

2.5.1. Testiste apoptozis’in rolii

Testisteki germ hiicre dejenerasyonu gelisimde ve eriskinde oldukga sik karsilasilan bir
durumdur. Si¢anlarda dogum zamanina kadar testisteki hiicrelerin yarisinin 6ldigi
bilinmektedir. Bu dejenerasyon sirasinda apoptozis yoluyla 6lim en sik goriilen
mekanizmadir. Bu mekanizmanin igerisinde Bcl - 2 ailesi, caspazlar, 6liim reseptorleri
ve protein 53 (p53) gibi faktorler yer alir. Doku canliliginda ve devaminda, hasarli
hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal ortamin korunmasinda etkin olan

apoptozis, testis dokusunda da goriilen bir durumdur .

Spermatogenezde genellikle spermatositler ile spermatogonyumlar fizyolojik hiicre
Oliimiine ugrarlar. Germ hiicrelerindeki bu 6lim spermatozoanin normal gelisimi igin
mutlaka gereklidir 3%, Kerr tarafindan yapilan bir arastirmada testiste siirekli olarak

%, Testiste, germ hiicrelerinin yok

fizyolojik apoptozis gerceklestigi bildirilmistir
edilmesine yonelik olarak erkek germ hiicrelerinin % 75'i apoptozise maruz kalir. Dogal
bir siire¢ olarak apoptozisin normal spermatogenez sirasinda sperm tiretimini % 25 ile

% 75 arasinda degisen oranda azalttig1 bilinmektedir 3437

Erken gelisimsel donemde baslayan apoptotik hiicre eliminasyonu, olgunlagsmakta olan
germ hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik
fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir. Azoospermik ya da oligospermik vakalarda
androjen eksikliginde, deneysel kriptorsidizm olusturulan deney hayvanlarinda, 1s1
artisinin oldugu vakalarda, testislerde programli hiicre oOliimlerinde artis goriilebilir.
Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisinin, hormonal kontrol altinda

gerceklestigi bildirilmistir 3% .
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2.6. Timokinon

Tibbi ve 1tri bitkiler yilizyillar boyunca birgok hastaligin tedavisinin yani sira lezzet ve
aroma amach olarak da kullanilmaktadir. Gliniimiizde de antioksidan etkileri ile birlikte
cok genis spektrumdaki tedavi edici 6zelliklerinden dolay1 eczacilik, gida endiistrisi ve

kozmetik gibi bir¢ok alanda yaygi bir bigimde kullanilmaktadir 4° .

Nigella sativa L., Ranunculacea (Diigiin ¢igegigiller) familyasinda yer alir, Giiney Bati
Asya, Avrupa ve Kuzey Afrika’da yetisir. Ulkemizde Nigella sativa L. genellikle
Afyon, Burdur, Isparta ve Konya yorelerinde yetistirilen ¢orek otu olarak bilinen ¢igekli
yillik bir bitkidir 142, Dik govdeli, mizrak seklinde yapraklara sahip olan ¢rek otunun
hassas ¢icekleri genellikle 8 yapraktan olusur. Siyah meyveleri bol tohumludur ve 3 - 7
adet birlesik folikiilden olusan, her biri birden ¢ok tohum igeren kapsiil formundadir.
Siyah renkleriyle karakterize bu tohumlar yassi, ii¢ yiizeyli ve huni bi¢iminde olup 0.2

cm uzunlukta, 0.1 cm genisliktedirler “%* (Sekil 7.).

Sekil 8. Nigella sativa L. bitkisi ve tohumu #2 .

Tohumlart hem baharat olarak hem de geleneksel tipta farkli sekillerde cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir *3. Orta Dogu ve Uzak Dogu iilkelerinde
geleneksel tipta; astim, Oksiiriik, bronsit ve inflamatuvar hastaliklar gibi ates, agri, bas
donmesi, bobrek ve karaciger islev bozukluklarinda, sinir sistemi hastaliklari, diyabet,
egzema ve mide-bagirsak sistemi problemlerinde, hipertansiyon, kanser de dahil gesitli
semptomlarin ve hastaliklar tedavisi igin kullamlmaktadir *. Timokinonun kanser
hastalarinda kemoterapiyle birlikte tamamlayic1 ve alternatif olarak da kullanilabilecegi

bildirilmektedir *2 .
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Corek otu tohumunun besin degeri yiiksek olup ¢esitli aktif kimyasal bilesenler igerir.
Corek otu tohumlari, ugucu yag (% 0. 38 - 0. 49), sabit yag (% 30 — 40), protein
(% 20 - 30), karbonhidratlar gibi kiil, lif ile nem ve saponin icerir * (Tablo 1.) . Corek
otu tohumunun kimyasal igerigi, triiniin hasat zamanina, ¢esidine ve yetistirildigi
bolgenin iklim ozelliklerine gore farklilik gosterir. Misir yakinlarinda yetistirilen ¢orek
otu tohumu analizinde elde edilen ugucu yagin, 67 bilesik ihtiva ettigi belirlenmistir. Bu
bilesenlerin ise miktarca en oOnemlilerinin timokinon, p-simen, a-pinen oldugu
belirtilmistir *°. Corek otu tohumunun yapisinda baslica doymus ve doymamus sabit
yaglar (% 31 - 35.5), ugucu yaglar (% 0.4 - 0.45), karbonhidratlar (% 33 — 34),
proteinler (% 16 - 19.9), amino asitler, alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler,
mineraller (kalsiyum, c¢inko, fosfat), ve vitaminler (askorbik asit, tiamin, niasin,

pridoksin ve folik asit) bulunmaktadir “.

Tablo 1. Nigella sativa L. tohumunun genel icerigi *°.

ICERIK % Bulunan oran (a/ a)
Yag 31-35.5
Protein 16-19.9
Karbonhidrat 33-35
Lif 4.5-6.5
Saponin 0.013
Nem 5-7
Kl 3.7-7

Doymamig yag asitleri (~% 85); linolenik asit (omega — 6), oleik asit, arasidonik asit,
palmitoleik asit ve eikozadienoik asittir. Doymus yag asitleri (~% 18); palmitik asit,
stearik asit ve miristik asittir 447, Coérek otu tohumundaki ugucu yaglarin cesitli
farmakolojik aktif kimyasal bilesenleri baslica timokinon, ditimokinon, timohidrokinon
ve timoldiir, ayrica p-simen, d-limonen, o ve B-pinen, trans-anetol, karvakrol ve

nigellon da igerir 43 ( Tablo 2.).
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Tablo 2. Nigella sativa L. tohumu ugucu yaginin kimyasal bilesenleri “,

Ucucu sekonder metabolit % Alan

a-Tuyen 5.09

a- Pinen 1.00

Sabinen 0.44

B-Pinen 1.31

Terpinolen 0.56

p-Simen 27.80

a-Terpinen 5.23

cis-4-Metoksituyan 044

trans-4-Metoksituyan 3.62

2E,4Z-Dekadienal 0.14

Terpinen-4-ol 0.21

(+)-Dihidrokarvon 0.58

Timokinon 28.70

Karvakrol 2.44

Asetamid, N-(2-hidroksi-3-pentenil) 0.61

Longifolen 3.24

Timohidrokinon 2.40

Nonil allil okzalat 0.24

Sulforuz asit, 2-etilhekzil izohekzil 0.32

ester

1. 2,3-epoksi-gerianial 0.45

2-metil hekzanoik asit 0.16

4-Tridesen 0.92

Sitronellil n-biitirat 0.88

cis-11,14-Eikosaienoik sit metil ester 0.81

9-Undekenal, 2,10-dimetil 11.54

2,6,11,15-Tetrametil-hekzadeka-2,8,8,10,14- 0.47
pentaen

2,4-Oktadienal, (E,E), 0.15
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2.6.1. Timokinonun fizikokimyasal 6zellikleri

Corek otu tohumunun farmakolojik etkilerinin birgogundan, igerdigi Kinin bilesenleri,
ozellikle de timokinon sorumludur #4243, Timokinon ilk olarak Nigella sativa L.’den
1963 yilinda El-Dakhakhany tarafindan ekstre edilen monoterpen bir bilesiktir. Molekiil
formiili Ci10H1202 ve molar agirligi 164. 20 g / mol olan timokinon (2—izopropil-5-
metilbenzo-1,4-kinon), tohumun ugucu yaginin en biyoaktif oncii bilesenidir . Enol,
keto ve karisik formlardan olusur (Sekil 8.). Hidrofobik 6zelligi; biyoyararlanimini ve

ila¢ formiilasyonlarinda kullanimim kisitlamaktadur 4°0,

O

CHs

HsC

CHs O

Sekil 9. Timokinonun kimyasal yapis1 *°.

Enol ve keto form dahil tautomerik formlarda bulunur. Keto formu biiyiik kismini
olusturur (yaklasik % 90) ve bilesigin farmakolojik 6zelliklerinden sorumludur.
Timokinon 1s18a karsi yiiksek duyarliliga sahiptir ve isiga maruziyette yikima ugrar.
Timokinonun artan pH’larda kararliligi azalir, asidik pH’da ise minimum olsada

pargalanma goriiliir 4.

2.6.2. Timokinonun molekiiler etki mekanizmalari

Timokinonun etki mekanizmasi karmagiktir. Timokinonun patofizyolojik durumlarda
birden ¢ok faktorii hedef aldigi yapilan arastirmalar ile gOsterilmistir. Yapilan
aragtirmalarda ortaya ¢ikan molekiiler etki mekanizmalari; inflamasyon aracilar1 ve
oksidatif parametreler, peroksizom proliferator aktiflenmis reseptorler (PPARS),

apoptoz, transkripsiyon faktorleri iizerine etkileri seklinde ortaya ¢ikmaktadir >,
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2.6.2.1. inflamasyon aracilar iizerine etKisi

COX-1 ve COX-2, prostanoid yapiminda rol alan sikloosigenaz (COX) enzim tipidir.
Akciger, mide, meme ve pankreas gibi birgok kanser c¢esitinde COX-2’nin fazla
ekspresyonu goriilen bir durumdur 5. Bu durum prostaglandinin (PG) anjiyogenezisi
up-regiile etmesi ve apoptoza olan direnci arttiracagindan yiiksek bir éneme sahiptir.
COX-2 inhibisyonu saglikli diger dokular tizerinde bazi yan etkilere neden oldugundan;
son yillarda COX-2 inhibisyon mekanizmasiyla kanser koruyuculugu tizerindeki etkisi
ile dogal iiriinlere ilgi artmistir 2% Inflamasyon, siklooksijenaz (COX) ve
lipooksijenaz (LO) olmak {izere baslica iki enzim tarafindan diizenlenmektedir. COX
yolunda prostaglandinler (PG) sentezlenirken, LO yolunda ise l6kotrienler (LT)
sentezlenmektedir. Timokinon, hem COX hem de LO yollarin1 inhibe etmektedir;
tromboksan B2 ve LT-B4 olarak adlandirilan eikosanoid iiretimi giiglii bir sekilde
inhibe edilir **. COX - 2, interlokin ( IL ) - 1 beta, TNF — a sentezini azalttig1 ve NF-xB

(niikleer faktor kappa beta) inhibisyonuna paralel olarak aktiviteye sahiptir *

2.6.2.2. Peroksizom proliferator aktiflenmis reseptorler iizerine etkisi

Timokinon; PPARs (Peroksizom proliferator aktiflenmis reseptor) ligandlari,
PPARSs’lerin aktivasyonu ve reseptor sayisindaki artis sebebi ile gesitli genetik yolaklari
diizenleyerek potansiyel kanser koruyucu etki gostermistir. Yapilan son calismalarda,
Timokinon tedavisi uygulanan meme karsinoma hiicrelerinde Bcl-2 protein ekspresyon
diizeyinde azalma, Bax protein ekspresyon diizeyinde artma meydana gelmistir 3%
Ayrica Peroksizom proliferator aktif reseptor y aktivitesinde artis saglamasiyla meme

kanser hiicrelerinde apoptozu tetikler *°.

2.6.2.3. Apoptoz iizerindeki etkisi

Apoptozis morfolojik olarak 6zel bir hiicre 6liim sekli olup, ekstrensenk ve intrensenk
olmak iizere molekiiler mekanizmalarca denetlenirler. Apoptozis okaryot canlilarda
genetik olarak kontrol edilen, gelisim ve doku dengesinde énemli rol sahibi olan normal
bir siirectir. Apoptozis mekanizmalarindaki diizensizlikler aralarinda kanserin de

bulundugu ¢esitli hastaliklara yol agarlar °’.
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Timokinon, p53 (protein 53), p21 (protein 21) ve p27 (protein 27) gibi timor supresor
genlerin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar 68, Timokinonun p53 kaynakli yolak
araciligr ile insan kolon kanser hiicreleri ve hayvan modellerinde apoptozu tesvik ettigi
gosterilmistir °°. Timokinon tedavisi aym1 zamanda DNA’min parcalanmasi, caspazin

uyarilmasi ve PARP klevaji (siipiiriilme) ile apoptozu diizenlemektedir *° .

2.6.2.4. Transkripsiyon faktorleri iizerindeki etkisi

Transkripsiyon faktorii Nrf - 2 (niikleer faktor eritroid 2) , glutatyon - S- transferaz
(GST), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi hiicre koruyucu antioksidan

enzimlerin isleyisini diizenleyen bir hiicre sinyal transkript faktoriidiir .

Timokinonun, katalaz (CAT) aktivitesini arttirdigi  gosterilmistir ve timokinon
tedavisinin iskemi-reperfuzyon (I / R) yaralanmasmna karsi karaciger dokusunu
koruyabilecegi ileri siiriilmiistiir . Timokinon uygulanan ratlarda bleomisinin
tetikledigi pulmoner fibroz ilerleyisini azalttigi, alveollerde amfizemi, inflamatuvar
hiicre infiltrasyonunu, brons c¢evresindeki lenfoid hiicre sayisindaki artisin hiicre
aktivasyonunu, akciger dokusunda NF-kB nin aktivasyonunu onledigi, glutatyon-S-
transferaz (GST) ve siiperoksit dismutaz (SOD) antioksidan enzim aktivitesini normal

degerlere cevirdigi bildirilmistir ©2.

Streptozotosin (STZ) uygulayarak diyabet modeli olusturulan ratlarda kalp ve beyindeki
oksidatif stres arastirllmig ve diyabetlilerde glutatyon-S-transferaz  (GST),
glutatyon (GSH) ve katalaz (CAT)’daki belirgin azalma ile oksidatif stresin olustugu,
bu diisiik seviyelerin ¢orek otu yagi ile beraber timokinon (TQ) uygulanmasi ile

iyilestirildigi belirtilmektedir ®.

Bir arastirmada lipopolisakkarit ile indiiklenen rat bazofil hiicresinde timokinonun
TNFa (timor nekrozu faktorii alfa ) mRNA ekspresyonunu ve protein iiretimini dnemli
Olgiide inhibe ettigi ve NF-xB (niikleer faktor kappa beta)’nin niikleer

transaktivasyonunu modiile ederek proinflamatuar yanitlar1 azalttig1 belirtilmektedir %4,
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2.6.3. Timokinonun farmakolojik etkileri

Yapilan ¢esitli arastirmalarda timokinonun farmakolojik olarak birgok farkli aktiviteye

sahip oldugu gosterilmektedir.

2.6.3.1. Anti-kanserojen etkisi

Timokinon farkli kanser hiicrelerinde ¢esitli molekiiler hedefleri diizenlemektedir.
Antikanser tedavisinde c¢esitli mekanizmalar ileri siiriilmektedir. Kanserde oksidatif
stres, nitrosatif stres ve inflamasyon baslica sorumlu olaylardir %87, Timokinon hem
antioksidan ve antiinflamatuar etki ile oksidatif stresi azaltarak ve antioksidan
enzimlerin aktivitesinin artirarak ve koruyarak hem de apoptozu indiikleyerek
kanserlesmeden korur 8567 Timokinonun NF-xB (Niiklear faktor kappa beta)’yi, Akt
(Protein kinaz B) aktivasyonunu ve hiicre dist kinaz sinyal yollarini baskilayarak tiimor
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Timokinonun anjiyogenez, invazyon ve
metastaz dahil olmak tizere diger tiimorojenik siireglerle de baglantili oldugu ortaya

konulmustur %8, Timokinonun antikanser mekanizmalar:

1. Kanserli dokulardaki apoptotik hiicre 6limiinii, apoptotik gen ekspresyonunu

artirarak ve anti-apoptotik gen ekspresyonunu azaltarak,

2. Kanserli hiicrenin sagkalimmi engellemek igin akt (Protein kinaz B)

aktivasyonunu baskilayarak,

3. Onkojenik ekspresyonu kontrol etmek igin Nf-Kappa B yolagmi deaktive

ederek,
4. Antioksidan enzimlerin etkinligini arttirarak,
5. Kanser tedavisinde saglikli hiicreleri koruyarak,

6. Timokinon cyp450 enzimlerini  tahribattan  koruyarak  gergeklestirdigi
belirtilmistir ®° (Sekil 9.).

Pek ¢ok invivo ve invitro arastirmalar ile ¢érek otu tohumlarinin ve aktif elementlerinin
antitimoral  etkileri  gosterilmistir.  Arastirmalar TQ’nun meme ve yumurtalik
adenokarsinomu ', kolorektal kanser, osteosarkoma !, fibrosarkoma, akciger
karsinomu, prostat kanseri 2 gibi pek cok kanser gesidinde hiicrelerin proliferasyonu

tizerine durdurucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Timokinon ve ditimokinon, sitotoksik etkiyi hiicre G1 fazinda iken apopitozisi
tetikleyerek durdurmaktadir. Hiicre biiyiimesinin durdurulmasi ise p53’tn gen
ekspresyonu ile protein ekspresyonunun arttirilmasi ve anti-apoptotik Bcl - 2 proteininin

inhibe edilmesi ile saglanmaktadir.

Kansere kars

hiicre korumasi Kansere karst
i hiicre korumasi Kansere karst
P450 enzimlerinin cevresel T hiere konumas,
hasardan korunmasi Radyasyona kars: T
hiicresel koruma SOD, CAT,

GPx aktiviteleri

II.-6 & 8 firetimi I-
kappa B-alfa
indirgenmesi

\1 Jl [\_2__/] - l

Kaspaz-3, 8, 9. bcl-2 ve diger anti - NF-kappa B
bax apoptotikc genler

Omnkojen ekspresyon
kontrolii

Rier oy e

Sekil 10. Timokinonun kansere kars1 mekanizmalar1 .

Farelerde TQ’nun benzopirenin neden oldugu mide karsinomunu ve kemik iligi
hiicrelerindeki ~ kromozomal bozukluklari, dejenere hiicreleri ve kromozom
bozukluklarinin frekansmi belirgin olarak azalttig: bildirilmistir . Ek olarak TQ’nun
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerini, yogunluguna bagl olarak 6nemli dlgiide azalttigi
ve hepatoselliller karsinom tedavisinde timit verici bir antikanser bilesik oldugu

belirtilmistir "47°,

2.6.3.2. Antiinflamatuvar etkisi

Timokinonun antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu yapilan gesitli arastirmalarda
raporlanmistir. Siklooksijenazi ve lipooksijenazi engellemesi, ROS olusumunu ve
sitokin  iretimini  azaltmasi baslica antiinflamatuvar etkisine neden olan
mekanizmalardir. COX ‘da prostaglandinler (PG) sentezlenirken, lipooksigenazda
(LO) ise 16kotrienler (LT) sentezlenmektedir.
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Inflamasyona aracilik eden COX ve LO enzimlerinin arakidonat yolaklarini inhibe
ederek; proinflamatuvar sitokinlerin serbest birakilmasini, reaktif oksijen ve nitrojen

tiirlerinin iiretilmesini engelleyerek etki gosterdigi bildirilmistir '®7 .

Timokinon, deneysel olarak olusturulan hayvan modellerinde alerjik ensefalomiyelit,
kolit ve artriti igeren ¢esitli inflamatuvar hastaliklarda antiinflamatuvar etki
gostermistir.  Timokinonun koruyucu etkisinin  IL-18 ve tiimér nekroz faktori
(TNF - o) azaltarak, NF-kB ’yi baskilayarak gosterdigi bildirilmistir "7,

2.6.3.3. Antioksidan etkisi

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlari nedeni ile oldukg¢a kararsiz bir yapiya
sahiptir. Serbest radikallerin biyolojik yapilarda meydana getirdigi oksitleyici hasarlar,
ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarla iliski gostermektedir.
Serbest radikaller elektriksel olarak yiiklii olup, hiicre membrani i¢inden gegerek hiicre
bilesikleri olan niikleik asitler, proteinler ve enzimler ile reaksiyona girer ve yikim
olustururlar . Cesitli mekanizmalar ile antioksidan ozellik gosteren timokinonun
stiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikallerini igeren farkli reaktif oksijen
tiirlerinin  siipliriiciisii oldugu ve 5-hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz
sentezini engelledigi bildirilmektedir 8. Timokinonun antioksidan etki potansiyelinin,
molekiil yapisindaki kinonun redoks 6zellikleriyle ve fizyolojik bariyerlerden subseliiler
bolime kolay gegcmesi ile baglantili olabilecegi bildirilmistir. Timokinon ile serbest
radikallerin azaltilmasinin, bu radikallerin DNA’ya hasar verme olasiligi nedeni ile bazi

kanserlerin olusmasini azaltabilecegi belirtilmistir 82,

2.6.4. Timokinonun toksisitesinin ve giivenliliginin degerlendirilmesi

Timokinonun antitiimér, antiinflamatuvar, analjezik, hipoglisemik, bagisiklik sistemini
giiclendirici gibi ¢esitli yararli etkileri ileri siiriilmektedir ve giivenli oldugu
bildirilmektedir. Timokinon toksisitesi {izerine yapilan caligmalarda, toksik etkileri
ancak 2 g / kg dozda goriilmiistiir. Timokinon yiiksek dozlarinda secici sitotoksik etki
gosterir. Timokinonun insan akciger fibroblastlari, osteoblast, fare bobrek hiicreleri ve
Vero (Maymun hiicrelerinden hazirlanan ve viroloji ¢alismalarinda kullanilan bobrek

hiicre hatt1) hiicreleri gibi saglikli hiicrelerde sitotoksik etki gostermeden timor
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hiicrelerini etkili bir sekilde yok ettigi bildirilmistir *°. Cérek otu tohumu ve yagi az
toksik ozellige sahiptir. Uygulama yolu timokinonun toksisite sonuglarini etkiler.
Timokinonun fazla dozlarinin in vivo olarak yapilan arastirmalarda karacigere zarar
verdigi belirtilmektedir 8. Oral ve dermal yolla maruziyetinde giivenliligine dair bilgi
olmadigindan hamilelikte ve emzirme doéneminde kullanimi giivenli degildir. Uterus
diiz kas kasilmasmi rat ve kobaylarda konsantrasyona bagimli olarak inhibe ettigi
goriilmiistiir ®. Timokinonun anti-anjiojenik etkisi sebebi ile hamilelikte kullaniminin

zararl oldugu ileri siiriilmiistiir ®.

2.7. Cisplatin

Cisplatin, cis-[ Pt (11)(NJ3)(2)CI(2)], [ PtCl2 (NHs)2, CDDP ], 1845 yilinda sentezlenmis
ve 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan ilk olarak CDDP yapisina indirgenmistir.
Cisplatinin diger adi CDDP olarak da kullanilmaktadir 8.

Cisplatin bir anti-kanser (antineoplastik veya sitotoksik) kemoterapi ilacidir. Cisplatin,
metastatik, non-seminomatdz germ hiicreli karsinom, primer veya ileri evredeki
tedaviye cevap vermeyen over kanserleri, ileri evredeki yanitsiz mesane kanserleri ve
bas-boyunun skuaméz hiicreli kanserlerinde endikedir. Hodgkin ve non-Hodgkin
lenfoma, noroblastoma ve sarkoma, mide, akciger, Osofagus, serviks ve prostat
kanserlerinde, miyeloma, melanoma, kiicik hiicreli akciger Kkanserleri ve

osteosarkomanin tedavisinde kullanilmaktadir 8788,

1971 yilinda ilk kez kanser hastalarimin tedavisinde uygulanmis ve 1978’de Once
Kanada, kisa bir zaman sonra Birlesik Devletler’de ardindan ise tiim diinyada klinik
kullanimina baslanmistir. 1978 yilinda FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan
platinyum grubu tasiyan kemoterapétiklerin kanser tedavisinde kullanimi onaylanmistir.
Cisplatin (CP) agir bir metal olan platinyum (kapboplatin ve oksaplatin) Pt i¢ceren giiglii
bir antineoplastik ilagtir. Platinyumda iginde bulundugu VIII. grup metallerin nétral
kompleksleri antitimor etki giiciine sahiptir. Aralarinda en etkili olan platinyum (Pt)
kompleksleridir ve cisplatin de (CP) bunlardan bir tanesidir. Bu bilesikler segici ve
spesifik olarak hiicre ¢ogalmasini durdururlar. Ayrica antibakteriyel o6zellikleri de

bulunmaktadir 8%,
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Kanser tedavisinde genis bir kullanim alan1 olan en giiglii kemoterapi ilaglarindan biri
olarak cisplatinin kesfedilmesi, platinyum (I1) ve diger metal icerikli bilesiklerin varlig

antikanser ilag olarak kullanilmalarma olan ilginin artmasima neden olmustur 8%,

Cisplatin, beyaz ya da sar1 kristal bir toz olup suda az ¢oziliirken, dimetilpirimidin ve
N, N-dimetilformidte ise tam olarak ¢oziiniir. Molekiil agirligi 301.1 g / mol, yogunlugu
3.74 g / cm?® ve kaynama noktas1 270 °C dir ve kare olusturacak bicimde platin iyonuna
baghdir. 1ki amin grubu ve iki klor grubundan olusan nétr bir organik molekiildiir #°

(Sekil 10.).

HaN Cl
Pt
HaN Cl

Sekil 11. Cisplatinin molekiiler yapisi .

2.7.1. Cisplatinin farmakokinetik ézellikleri

Cisplatin suda ¢oziinebilen ve niikleofilik bir ajandir. Yapisindaki kovalent baglar
sayesinde kolaylikla su dahil olmak tizere bagka molekiillere baglanabilir. Cisplatinin
gastrointestinal kanaldan emilimi ¢ok zayiftir ve bu nedenle sadece paranteral olarak
intravendz veya intraperitonel (i.v. veya i.p.) olarak uygulanir %, Cisplatin, plazma
proteinine yiiksek baglanma ozelligine sahiptir ve intravendz infiizyon sonrasinda

ortalama % 90 oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir %% .

Suda ¢oziinmesi kolay oldugundan viicut iginde dagilimi oldukga iyidir; en ¢ok bobrek,
karaciger ve prostatta biriktigi tespit edilmistir. Anne siitiinde bulunabilir ve plasentayi
gegebilir. Asit sivist ve plevral sivi gibi bosluklara dagilir. Kan beyin bariyerinden
gecisi yavas, beyin omurilik sivisinda ise ¢ok diisiik yogunluklarda bulunur. Primer
atihm yeri bobreklerdir (% 90). Cisplatin bobreklerde, glomerular filtrasyon ve tiibiiler
sekresyon ile temizlenir. Bobreklerdeki cisplatin yogunlugu, kana gore fazladir, bu da

renal parankimal hiicrelerde ilacin aktif olarak birikimini gostermektedir.
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Platin dokularda 180 giine kadar tespit edilebilir. Cisplatinin yarilanma zamani 30
dakika iken, kanda olusan komplekslerinin 6mrii 5 giinden uzundur °>°*. Cisplatinin
intraseliiler transportu agik olmamakla beraber hiicreden hiicreye degisiklik gosterebilir.
Yakin zamanda, kanserli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan g¢aligmalarda cisplatinin
yarisinin plazma membranlar1 araciligi ile pasif difiizyonla, diger yarisinin bilinmeyen

tastyicilarla alindig1 bildirilmistir %.

2.7.2. Cisplatinin etki mekanizmalari

Cisplatinin (CP) antikanser aktivitesi; DNA ¢ifte sarmalinda, sarmal i¢i ¢apraz baglar
olusturarak DNA sentezini engelleyen bir komplekse doniismesinden %, yani DNA ¢ift-
zincirinde c¢apraz baglanma yapmasindan ileri gelir. Boylece cisplatin  timor
hiicresinde DNA biyosentezini baskilar °. Cisplatinin etkiledigi DNA, yeterince
yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasari apoptozisi baglatir. Bu hasar, hiicre

tarafindan tolere edilemezse hiicre dliimiine neden olur %,

2.7.2.1. Cisplatinin sitotoksik etki mekanizmasi

Sitotoksik etki mekanizmasi; Niikleer DNA’ya baglanmasi1 ve transkripsiyonu ya da
DNA replikasyon mekanizmasina etki etmesi ile agiklanmaktadir. Cisplatin, farkli
mekanizmalar ile mitokondriyal gecirgenligi artirarak kalsiyum ve O2 ¢ikisini arttirir.
Bununla birlikte ATPaz aktivitesini engeller. Tim bu olaylar hiicre olimi ile
sonuglanir. Makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda artis gézlenir ve fibrogenezise neden
olarak apoptozu tetikler. Ayni apoptotik etki cisplatinin toksisitesinde de rol

oynamaktadir .

Cisplatin ilk olarak apoptoz ile hiicre 6liimiine neden olur ve apoptoz sinyali cisplatin
direncinin olusmasina neden olur. Ekstrinsik ve intrinsik olmak {izere apoptotik hiicre
oliim yolag1 bulunur. Ekstrinsik yolak, indiiklemis sinyal kompleksi olusturmak tizere
lingandlarin TNF-a reseptdriine baglanmasi, bunu takiben adaptdr molekdl aracilig ile
prokaspaz-8’in oligomerizasyonu ile baslar. Intrinsik yolak ise, DNA hasar1 gibi
nedenlerle hiicresel stres ile baslar ve prokaspaz-9’un aktivasyonu ile sonuglanan
mitokondriden  sitokrom-c  salinmasi1 ile sonuglanir.  Apoptozun, cisplatinin

tetiklemesinden mi kaynaklandig1 sorusuna halen cevap verilememistir.
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Cisplatin ile tetiklenmis apoptoz i¢in iki yolak onerilmistir. Bunlardan birincisi timor
baskilayict protein 53 (p53)’i igerir; digeri ise protein 73 (p73) proteinidir. p53,
cisplatin ile indiiklenmis hiicre 6liimiindeki en biiyiik arac1 olarak belirtilmistir. Protein
53 tiimor baskilayicisi, hiicre dongiistinii durdurarak veya DNA hasar1 ile onkogen

aktivasyonunu aktive ederek hipoksi ile apoptozise neden olur 1%,

Cisplatin, timorlerin pek ¢ok ¢esidinde kullanilabilen, etkin bir kemoterapotik olmasina
karsin, basta nefrotoksisite olmak iizere, hepatotoksisite, miyelosupresyon,
norotoksisite, gegici 1okopeni, trombositopeni ve anemi gibi doz bagimli belirgin yan
etkileri klinik kullanimim kisitlamaktadir 1. Cisplatin ile kanser tedavisinde klinik
bakimdan 6nemli olan, yan etkilere karsi korunmanin saglanmasidir. Cisplatin, timor
nekroz alfa’nin (TNF - a) ekspresyonunu arttirir ve TNF- a hiicrede inflamasyona neden
olarak apoptozisi tetikler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS ) iretimine katkida

bulunur 19,

2.7.2.2. Cisplatinin iireme sistemine etkisi

Alkilleyici ajan olan Cisplatin, DNA’da i¢ ve dis zincirlere capraz baglanir. Normal
yapis1 bozularak biikiilmiis DNA zinciri anlamina gelen ‘adduct’ formlar1 olusturur. Bu
mekanizma boyunca spermler etkilenir ve testis yapisi zarar goriir. Cisplatin, spermin

103104 Daha onceki galismalarda yetiskin

kromatin biitiinligiini de bozmaktadir
kemirgenlerde, CP tarafindan {ireme organinda spermatogenezde ve steroidogenezde
hasar olusturdugu rapor edilmistir 1° Cisplatin germ hiicrelerinde niikleik asit sentezini
inhibe etmekte ve farkli asamalardaki spermatogenik hiicrelerin Oliimiine neden
olmakta, sertoli hiicre morfolojisini etkileyerek, leydig hiicre fonksiyonlarina ve sperm
tiretimine zarar verebilmektedir. Bu yiizden intratestikiiler testosteron ve serum seviyesi
azalmaktadir. Spermatogonyumlarin kendilerini yenileme 6zelligi bulunur. Bu yiizden
yetigskin hastalarin %50 - 80’i ozellikle cisplatin tedavisinden sonra iki ile bes yil
igerisinde tekrar fertil hale gelebilmektedir. Spermatogenezisin diizelmesi, sertoli
hiicresi ve tip A spermatogonyumlardan kaynaklanan hasar  derecesine  gore
degisebilir 1%

Cisplatin, hiicreler tizerinde oldukca etkili bir ilagtir. Cisplatine maruz kalan 15 - 35
yaslarindaki erkeklerin testislerinde spermatogenezi durdurma, infertilite gibi geri

dontisii olmayan ciddi hasarlara sebep olmaktadir.
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Cisplatin uygulamasi iireme organlariin agirliklarinin azalmasina, sperm kalitesinde ve
testosteron salgilanmasinin inhibisyonuna yol a¢maktadir. Ayrica Cisplatin testisde
sperm konsantrasyonu ve sperm hareketliliginin azalmasina, toplam anormal sperm
sayis1 ve anormal basli sperm yiizdesinin artmasma neden olmaktadir %1%, Cisplatin
testisde dejenerasyona, nekroza ve intersitiyal 6deme de neden olmaktadir 1% Yapilan
bir arastirmada CP’in sertoli hiicrelerinin arasinda bulunan zonula okludens tipi baglanti

komplekslerini etkiledigi belirlenmistir 120,
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2018 / 5/ 4 nolu
karar ile onay alinarak (Bkz: EK - 1) Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama
ve Arastirma Merkezinde vyiiriitiilmiistiir. Ayrica Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan 2019 . 04. 01. 904 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Deney hayvanlar1 Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi (DUTF) Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu izni alindiktan sonra, Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Laboratuarda 22 - 25 °C oda 1sisinda, 60 + 5 %
nem ve 12:12 saatlik aydinlik / karanlik dongiisiinde optimal degerlerde tutulan,
havalandirma ve iyi hijyen sartlarinda, gida ve suya serbest erisime sahip olan, 2 - 3
aylik ve 350 - 400 gr agirhginda 29 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar
rastgele 5 gruba ayrildi. Kullanilan ratlar Kontrol ve Sham Kontrol gruplarina 4’er,

Cisplatin , Cisplatin + Timokinon ve Timokinon gruplarina ise 7’serli olarak dagitildi.

3.2. Maddeler ve Dozlar

Calismada, Cisplatin 1.5 mg / kg intraperitoneal ( i.p.) olarak uygulandi. Misir yagi +
Timokinon 50 mg / kg / giin dozunda gavajla 10 giin boyunca uygulandi. Anestezik
olarak ketamin 90 mg / kg / xylazine 10 mg / kg intraperitoneal ( i.p.) olarak uygulandi.
(Timokinon lot numarasi: 8-SYQ-135-1. Cisplatin 10 mg / 20 ml Kogak Farma. Antikor
Cleaved Caspase - 3 lot numarasi: 2344628).

3.3. Cerrahi Prosediir

Tim gruplarda, her bir hayvan anesteziye alindiktan sonra testislere ve epididimise,
skrotum katman katman kesilerek ulasildi. Daha sonra testis ve epididimi dikkatlice

cikarildi.
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3.4. Deney Gruplari, Maddeler ve Verilis Yollar:

29 adet Wistar albino rat rastgele 5 gruba ayrildi. Gruplar,

1.grup Kontrol grubu (n = 4) , olarak belirlendi.

2.grup Kontrol Sham grubu olarak belirlendi (n = 4), 10 giin boyunca gavajla
musir yagi (500 ul) verildi.

3.grup Cisplatin olarak belirlendi. Cisplatin (1.5 mg / kg / giin) intraperitoneal
yolla 3, 5 ve 7. glinlerde birer doz olarak uygulandi ( n = 7, cisplatin: 1.5 mg / kg
/ giin ).

4.grup Timokinon + Cisplatin olarak belirlendi. Gavaj yolu ile misir yagi (500
pul ) + timokinon (50 mg / kg / giin) ve cisplatin (1.5 mg / kg / giin)
intraperitoneal olarak uygulandi (n = 7, timokinon: 50 mg / kg / giin;
cisplatin: 1.5 mg / kg / giin). Timokinon + Cisplatin grubuna 3, 5 ve 7. giinlerde
birer doz uygulandi.

5.grup Timokinon grubu olarak belirlendi (n = 7), timokinon musir yag: ile 10
giin boyunca gavajla (timokinon (50 mg / kg/ giin) + musir yagi (500 ul)) verildi
( Tablo 3.).

Tablo 3. Deney gruplari, maddeler ve verilis yollari.

o VERILEN HAYVAN
GRUP NO GRUP ADI VERILIN MADDE MIKTAR SAYISI
1 Kontrol Salin (10 giin) 1 ml/Kkg 4
2 Sham Misir yagi (10giin) 500 pl 4
3 Cisplatin Cisplatin ( 1.5 mg/ kg/giin) | 1.5 mg/kg/ giin 7
(3,5 ve 7 giinler)
4 Cisplatin + Cisplatin (1.5 mg /kg/giin)+ | 1.5 mg/kg/ giin 7
Timokinon | Timokinon (50 mg /kg /giin) Ve
(3,5 ve 7 giinler) 500 pl +50
mg/kg /gitin
5 Timokinon Misir yag1 (500 ul ) + 500 pl +50 7
Timokinon (50 mg / kg/giin) mg/kg / giin
(10 giin )

Gruplara ayrilan hayvanlara 10 giin boyunca 08.00 - 12.00 saatleri arasinda Tablo 3’de

belirtilen maddeler uygulandi. 10 giin sonunda ratlar 90 mg / kg ketamin / 10 mg / kg
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xylazine enjeksiyonu ile anesteziye alindi. Enjeksiyondan sonra testisler ve epididimis

dokular1 dikkatli bir sekilde ¢ikarildi, tartildi, boyutlari, rengi, dokusu gézlemlendi ve

onceden 37°C’ye sitilmis 1 ml’lik % 0.9 izotonik ¢ozeltisine daldirildi. Kauda

epididim, 1 ml % 0.9 izotonik iginde tiftiklenerek pargalandi. Bdylece kauda

epididimisdeki spermler agiga ¢ikarildi ve homojen hale getirildi. Lam tizerine 10 ul’lik

bir sperm siispansiyon 6rnegi eklendi ve Makler Sayim Kamarasi altinda sperm sayisi

analiz edildi. Sperm yaymasi hazirlandi. Testisler fiksasyon i¢in bouin soliisyonuna

konuldu.

3.5. Isik Mikroskobik inceleme

Uygulama prosediirii asagida belirtilen sirayla yapildi.

a.
b.

Dokular bouin i¢inde yaklasik 24 saat fikse edildi.
Kasetleme islemi yapildi. Her bir doku kendi grubuna 6zgii sekilde kasetlendi.

Bu islemlerden sonra sirastyla asagidaki islemlerden gegirildi.

© ©o N o g bk~ w D

10.

11.

% 70’lik etil alkolde 15 dakika

% 80’lik etil alkolde 15 dakika

% 90°1lik etil alkolde 30 dakika

% 90’11k etil alkolde 30 dakika

% 96’11k etil alkolde 30 dakika

% 96’11k etil alkolde 30 dakika

% 96’11k etil alkolde 45 dakika bekletildi.

Asetonda 45 dakika bekletildi.

Ksilende 30 dakika bekletildi. Boylece dealkolizasyon ve dokularin
seffaflagtirllmast saglanmis oldu. Bu asamadan sonra dokular etiivdeki sivi
parafin igine alindi.

Parafin asamasi: Dokular 75 °C sicakliktaki etiiv igerisindeki siv1 parafin iginde
60 dakika bekletildi.

Dokiim asamasi: Dokular etiiv igerisindeki parafinde bekletildikten sonra iginde
parafin bulunan metal gémme kaplarinin igerisine yerlestirildi ve sertlesmesi

icin sogumaya birakildi. Boylece dokularimiz parafin blok haline getirildi.

39



Parafine gomiilii doku bloklart mikrotom ile kesit almak igin hazirlandi. Bloklar Leica

RM mikrotom cihazina yerlestirildi ve 4 - 5 mikron kalinliginda Kkesitler alindu.

Bu kesitler ilk once sicak su havuzuna alinarak diizlestirildi, daha sonra lam {izerine
alinarak boyamaya hazir hale getirildi. Lam {izerine alinan bu dokularin bir kism1 genel
histolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen - Eozin (HE), bir kismi da Gomori -Trikrom
ve Periyodic acid schiff (PAS) boyasi ile boyandi. Ayrica Cleaved Caspase - 3 antikoru

ile immiinohistokimyasal boyama yapildi.

3.5.1. Hematoksilen-Eozin boyama prosediirii

Normal lamlara alinan Kesitler rutin inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin boyama yontemi
ile boyandi. Boyama oncesi kesitler etiiv igerisinde 75°C’de 45 dakika bekletildi.
Lamlar ilk olarak ksilende 15 dakika 2. ksilende ise 15 dakika boyunca bekletildi. Bu
stire bitiminde lamlar sirayla % 96°’lik etil alkol, % 80’lik etil alkol ve % 70’lik etil
alkollerden 10’ar dip gegirildikten sonra ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra Harris
hematoksilende lamlar 2 dakika bekletildi ve bu siirenin sonunda ¢esme suyu olan kapta
10 defa daldirilarak yikandi. Bu asamadan sonra asit alkole 2 defa daldirilip daha sonra
tekrar ¢esme suyunda yikandi. Yikanan lamlar amonyakli suya 2 defa daldirilip tekrar
¢esme suyunda yikandi. Yikanan lamlar daha sonra % 70°lik alkole 10 defa daldirildi ve
daha sonra alkolik eozin boyasina alinip burada 30 saniye bekletildi. Eozin boyasinda
bekleyen lamlar daha sonra ¢esme suyunda yikandi. Yikanan lamlar sirayla % 70°lik etil
alkol, % 80’lik etil alkol ve % 96°lik etil alkollere 10’ar defa daldirildiktan sonra 75°C
sicakliktaki etiivde 2 dakika bekletilip kurumalari sagland1 ve daha sonra ksilende 10

dakika bekletildikten sonra lamlarin iizerleri entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

3.5.2. Gomori-Trikrom boyama prosediirii

Boyama oncesi Kesitler etiiv igerisinde 45 dakika 75°C’lik etiivde bekletildi. Lamlar ilk
olarak 30 dakika ksilende bekletildi. Daha sonra lamlar sira ile sirayla % 96’lik etil
alkol, % 80’lik etil alkol ve % 70’lik etil alkollere 10’ar defa daldirilarak hidrate edildi.
Sonra ¢esme suyunda yikandi. Lamlar Boin soliisyonunda etiivde 75°C’de 30 dakika
bekletildi. Ug ayr1 kapta bol ¢esme suyunda 10’ar defa daldirilarak yikandi. Daha sonra
lamlar Haris Hemoksilende 1 dk tutuldu. 3 ayr1 kapta bol ¢esme suyunda 10’ar defa

daldirilarak yikanda.
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Daha sonra trikrom soliisyonunda alinip burada 45 dakika bekletildi. % 0.5’lik asetik
asitle diferansiyel edildi. Lamlar bol ¢esme suyunda 10’ar defa daldirilarak yikandi.
Yikanan lamlar % 70’lik etil alkol , % 80’lik etil alkol ve % 96’lik etil alkollerden
10’ar defa daldirilarak dehidrate edildi. Lamlar 75°C’lik etiivde 2 dakika bekletilerek
kurutuldu. Kurutulan lamlar 10 dakika ksilende bekletildi. Daha sonra pastor pipeti ile

entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

3.5.3. Periyodik Asit Schiff boyama prosediirii ( PAS )

Ik olarak lamlar 75°C’lik etiivde 40 dakika bekletildi. Daha sonra lamlar 2 farkl
kaptaki ksilenlerde 15’er dakika bekletildi. Sirayla % 96°lik etil alkol, % 80’lik etil
alkol ve % 70’lik etil alkollerden 10’ar defa daldirilarak hidrate edildi. Sonra 3 ayri
kapta ¢cesme suyunda yikandi. Yikanan lamlar tekrar distile su ile yikandi. Yikanan
lamlar schiff bazinda 10 dakika bekletildi. Lamlar akan ¢esme suyunda 10 dakika
yikandi. Makroskopik goriintiisii pembeye donen Kesitler Harris hematoksilende 5
dakika bekletildi. Lamlar bol ¢esme suyunda 10’ar defa daldirilarak yikandi. Yikanan
lamlar % 70’lik etil alkol, % 80’lik etil alkol ve % 96’lik etil alkollerden 10’ar defa
daldirilarak dehidrate edildi. Lamlar 75°C’lik etiivde 2 dakika bekletilerek kurutuldu.
Kurutulan lamlar 10 dakika ksilende bekletildi. Daha sonra pastor pipeti ile entellan

damlatilarak lamelle kapatild.

3.6. Immiinohistokimya Protokolii

3.6.1. Immiinohistokimyasal boyama asamalar1

1. Bir gece onceden 56°C’lik etiivde bekletilen kesitler ertesi sabah
deparafinizasyon igin iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildi. Her birinde 5
dakika olmak sart1 ile % 100, % 90, % 80 ve % 70’lik etil alkol serilerinden
gegirilerek dehidrate edildi.

2. Lamlar 7 dakika ile distile suda galkalandi.

3. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat
tamponuna (pH: 6.0) konularak mikrodalga firinda 4 ve 3’er dakika 750 Watt’ta

kaynatildiktan sonra 20 dakika boyunca oda isisinda sogumaya birakild.
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Ardindan fosfat tamponlu tuz tamponunda (PBS; pH: 7.2 - 7.4) 2 x 5 dakika
yikandi.

4. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi sebebi ile kesitler % 3’liik hidrojen
peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi.

5. 3 x5 dakika PBS ile yikandi.

6. Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen) ¢izildi.

7. Kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin
(Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika muamele
edildi.

8. Serumun fazlasi alinarak kesitler, Cleaved Caspase - 3 antikoru ile 1:100
diliisyonda + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine primer antikor
yerine uygun izotip kontrol uygulandi.

9. Ertesi giin kesitler PBS ile 3 x 5’er dakika yikandi. Daha sonra sirasiyla, 30
dakika biyotinlenmis sekonder antikor ve 20 dakika HRP - konjuge streptavidin
kompleksi ile oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. Her iki uygulama
sonrasinda da PBS ile 3 x 5’er dakika yikama yapildi.

10. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 5 dakika Di Amino Benzidin (DAB)
kromojeni ile muamele edildi ve musluk suyunda yikandi.

11. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildu.

12. Akan suda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla % 70, % 80, %
90’11k etil alkol serilerinden gegcirildi.

13. % 100’liik etil alkolde 4 dakika tutularak dehidrate edildi.

14. Her iki ksilolde 10’ar dakika bekletildi.

15. Lamlar entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi.

3.6.1.1. PBS hazirlamis1

2.85 gr di sodyum hidrojen fosfat.
16 gr sodyum kloriir.

0.8 gr potasyum dihidrofosfat .

2 litre dH20 ile hazirlandi. (PH: 7.2 - 7.4)

3.6.1.2. 0.1 M Sitrat tamponu hazirlanis1

2.10 gr Sitrik Asit ve 900 ml dH20 ile hazirlandi. NaOH (sodyum hidroksit) ile
ph: 6’ ya ayarlandi.
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3.6.1.3.1. molar NaOH (sodyum hidroksit ) hazirlanis1

8 gr sodyum hidroksit ve 100 ml dH20 ile hazirlandi.

3.6.1.4. % 3 Hidrojen Peroksit hazirlanis
6 ml hidrojen peroksit ve 64 ml metanol ile hazirlandi.
3.7. Spermiyogram

Ratlar anesteziye alindiktan sonra testis ve epididimis dokular1 dikkatli bir sekilde
¢ikarildi, tartildi, boyutlari, rengi, dokusu gozlemlendi ve onceden 37°C’ye 1sitilmig
1 ml’lik normal tuzlu su ¢ozeltisine daldirildi. Epididim, spermin ¢ozelti igerisine
birakilmasi igin pargalar halinde kesildi. 1 cc izotonik ile kiigiik doku pargalar1 sperm
soliisyonu elde edildikten sonra toplandi. Homojen hale getirildi. Lam {izerine 10 ul’lik
bir sperm siispansiyon ornegi eklenerek ve Makler Sayim Kamarasi altinda sperm

sayimi1 yapildi. Spermler hareketlerine gore;
a) Ileri hareketli

b) Yavas hareketli

¢) Yerinde hareketli

d) Hareketsiz olmak iizere siiflandirildi.

3.8. Sperm Boyamasi

Hazirlanan sperm yaymalar1 daha sonra metanol ile fiske edilip hematoksilen - eozin ile
boyandi. Daha sonra lamlarin iizerleri entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Daha
sonra bu lameller mikroskop altinda 100 liik objektifte incelenerek gruplarin sperm

morfolojileri degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tstatistiksel Bulgular

Apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla Cleaved Caspase - 3 immun isaretleme yapilan
testis dokularinda, apoptotik hiicreler koyu kahverengi olarak gézlemlendi ve her grup
igin istatistiksel analiz yapildi. Ttim gruplardaki hayvanlarin, sperm sayisi indeksi, testis
agirlik indeksi, immunreaksiyonunun istatistiksel olarak degerlendirmesinde GraphPad
InStat (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) programi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosterdiginden degerlerin karsilastirilmasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA ve gruplar aras1 farklilikta mixed-effect analysis testi kullanildi.

Anlamlilik seviyesi ise p < 0.05 olarak segildi.

4.1.1. Testis agirh@ina ait bulgular

Sakrifiye islemi sonrasi tiim gruplarda bulunan deneklere ait testis dokularinin
agirhiklar1 hasas terazide olgiildii ve kayit edildi. Testis agirliklar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, Timokinon ve Timokinon + Cisplatin gruplarinda diger gruplara

gore anlamli fark bulundu. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamadi.

Testis Agirliklari

8-
]

6= a,b
= a,b,c
9 — —
= 4+
=
tle))
<

2-
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KONTROL SHAM cis Cis+TQ TQ

Sekil 11. Kontrol ve deney gruplarma ait testis agirlik degerlerinin grafigi. a kontrol grubuna gore, b
sham grubuna gore, ¢ cisplatin grubuna gore, timokinon ve timokinon + cisplatin gruplarinin istatistiksel

anlamlilig1 goriilmektedir. Diger gruplar arasinda bir anlaml fark bulunamadi (p <0.05).
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4.2.Histolojik Degerlendirme

Tim gruplardaki ratlarin testis kesitleri hematoksilen-eozin, gomori trikrom ve
periyodic acid schiff ile boyandi. Cisplatine maruziyet sonucunda, testiste meydana
gelen histopatolojik degisikliklere karsi, timokinonun etkilerini gostermek igin rat

testisleri asagidaki kriterlere gore degerlendirildi;
- Dokiilme (germ hiicrelerinin seminifer epitelden ayrilmast),
-Ayrilma (spermatosit hiicre kiimesinin seminifer epitelden kopmasi),

-Vakuolizasyon (seminifer tiibiiller i¢inde bosluklar olusmasi) 1,

Kontol grubu bulgulari: Seminifer tiibiillerin epitelinde, aktif spermatogenezin bir
gostergesi olarak diizenli dizilim saglayan germinal hiicreler tanimlandi. Seminifer
tiibiiller spermatogenezin farkli asamasina gore sirasiyla bazale yakin yerlesimli
spermatogonyumlari, mitozu ile gogalan spermatidleri ve liimene atilmis spermleri

icermekteydi.

Cisplatin grubu bulgular: intraperitoneal olarak 3, 5 ve 7. Giinlerde 1.5 mg / kg / giin
cisplatin uygulandiktan sonra 10. giinde sakrifiye edilen ratlarin testis kesitleri 1s1k
mikroskobunda incelendiginde, ince tunika albuginea ile gevrili testislerin farkli ¢cap ve
sekillerde hasarli tiibiillerinin varligi goézlendi. Hasarlanmig tiibiillerin duvarinda,
germinal hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalari sonucu meydana gelen hiicre kayiplar

nedeni ile yer yer vakuolizasyon olustugu goriildii.

Timokinon + Cisplatin grubu bulgulari: Alinan testis kesitleri 1s1k mikroskobunda

incelendiginde, seminifer tiibiillerde cisplatin grubuna kiyasla ayrilma ve dokiilmelerin
neden oldugu germinal hiicre kayiplarina bagli olarak goriilen seminifer epiteldeki

bosluk ve ayrilmalar ile limende g6zlenen hiicresel dokiintiilerin azaldig1 gozlemlendi.
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Sekil 12. Kontrol grubuna ait testis dokusu normal histolojik goriintiisii. Diizenli spermatogenezin
izlendigi diizenli spermatogenezin gozlendigi ince bazal lamina @ ile cevrili seminifer tiibiillerde
spermatidler (™ ) cengel seklinde bas kisimlari ile fark edilen spermler (<) dikkati gekmektedir.
(' ) sertoli hiicresi ( HE X 400 ).

Sekil 13. Cisplatin grubuna ait testis dokusu histolojik goriintiisii. Dejerene bazal lamina ile ¢evrili hasarl
seminifer tiibiillerde spermatidler ( \) vakuolizasyonlar ( ===e-) gériilmekte ( HE X 400 ).
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Sekil 14. Timokinon + Cisplatin grubuna ait testis dokusu histolojik gériintiisii. Deney grubunda etkin
spermatogenezin gozlemlenen seminifer tiibiillerinde, ayrilma ile dokiilmelerin azaldig1 gériilmekte ( HE
X 400).

Sekil 15. Timokinon grubuna ait testis dokusu histolojik gortntiisii. Testisde, diizenli spermatogenezin
izlendigi seminifer tiibiillerde spermatidler =P ve bas kisimlar1 ile fark edilen spermler~y )
gozlenmektedir ( HE X 400 ).
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Sekil 16. Sham grubuna ait testis dokusu histolojik goriintiisii. Diizenli spermatogenezin izlendigi diizenli
seminifer tiibiller ( Gomori-Trikrom X 400).

Sekil 17. Cisplatin grubuna ait testis dokusu histolojik goriintiisii. Hasara ugramis tiibiillerde germ
hiicrelerinin birbirleri ile bazal membrandan ayrilmalarindan dolayr seminifer epitelde bosluklarin
meydana geldigi ( — ) vakuolizasyon ( =) goriilmektedir ( Gomori-Trikrom X 400 ).
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TIMOKINON + CISPLATIN GRUBU TIMOKINON GRUBU
Sekil 18. Timokinon + Cisplatin ve Timokinon grublarina ait testis dokusu histolojik goriintiisi.

Timokinon grubu seminifer tiibtil duvarinda, diizenli dagihm gosteren germinal hiicreler ile ayrilma ve

dokiilmelerin azaldigi gozlenmekte ( Gomori-Trikrom X 400 ).

; { " ~
A S AT
e 8

KONTROL GRUBU CISPLATIN GRUBU

Sekil 19. Kontrol ve Cisplatin grublarma ait testis dokusu histolojik goriintiisii. Liimeni olgun spermlerin
(—») bulundugu diizenli germinal epitele sahip seminifer tiibiil ile spermatogonlumlar (e ), gorillmekte

(PAS X 400).
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20 ym

TIMOKINON + CiSPLATIN GRUBU TiIMOKINON GRUBU

Sekil 20. Timokinon + Cisplatin ve Timokinon gruplarina ait testis dokusu histolojik goriintiisii.
Timokinon + Cisplatin grubu seminifer tiibiil duvarinda, diizenli dagilim gosteren germinal hiicreler ile

ayrilma ve dokiilmelerin azaldig1 gézlenmekte ( PAS X 400).

4.2.1. Sperm sayisi ( Spermiyogram ) ait bulgular

Plazma igerisindeki sperm yogunlugunu bulabilmek igin Manuel yontemle Makler
Sayim Kamarasi ile semen incelemesi yapildi. Kayit altina alinip sonuglari istatistiksel
olarak degerlendirildi. Cisplatin grubuna ait ratlarin sperm sayilar1 diger gruplara gore

anlamli derecede daha distiktii.

SPERMiYOGRAM
250 =

200 -

150 -

100 -

50=-

Sperm Sayisi (10°

| |
KONTROL SHAM cis cis+TQ TOQ

Sekil 21. Kontrol ve deney gruplarina ait spermiyogram degerlerinin grafigi. a kontrol grubuna gore, b
sham grubuna gore, d timokinon + cisplatin grubuna gore, e timokinon grubuna gore ¢ cisplatin
grubu,diger grublara gore istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir. Diger gruplar arasinda anlaml
bir fark bulunamad1 (p <0.05).
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10 um 10 um

KONTROL GRUBU SHAM GRUBU

Sekil 22. Kontrol ve Sham grubuna ait sperm histolojik gériintiisii. Spermlerin normal morfolojide oldugu
goriilmektedir ( HE X 1000 ).

10 pum 10um

CISPLATIN GRUBU TIMOKINON + CiSPLATIN GRUBU

Sekil 23. Cisplatin ve Timokinon + Cisplatin grublarina ait sperm histolojik goriintisi. Cisplatin
grubuna ait deneklerin normal goriiniime sahip spermlerin ( —» ) yogunlugu daha az olarak dikkati
cekmektedir. Timokinon + Cisplatin grubunda ise alanda yogun normal morfolojiye sahip spermler
gozlenmekte ( HE X 1000) .
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10 um

TIMOKINON GRUBU

Sekil 24. Timokinon grubuna ait sperm histolojik goriintisii.  Spermlerin

normal morfolojide oldugu goriilmektedir ( HE X 1000).

4.3. immiinohistokimyasal Degerlendirme

4.3.1. Cleaved Caspase - 3 immiin isaretleme

yogun Ve

Cleaved Caspase - 3 ile pozitif boyanan hiicre sayilar1 degerlerine gore Timokinon,

Cisplatin, Timokinon + Cisplatin gruplar1 arasinda anlamli bir fark vardi. Cisplatin

grubunda spermatidler de apoptoz goriildii. Timokinon + Cisplatin grubunda Cleaved

Caspase - 3 ile boyanan hiicre sayisinin Cisplatin grubuna kiyasla anlamli bir sekilde

azalmasi, Cisplatin hasar1 sirasinda timokinonun apoptozu engelledigini gosterdi.
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immiinohistokimyasal Boyama

Cleaved Caspase - 3 Negatif Kontrol

KONTROL

SHAM

CISPLATIN

CISPLATIN
+

TIMOKINON

TIMOKINON

Sekil 25. immuohistokimyasal boyama ve deney gruplarinin negatif ve pozitifleri ( Cleaved-Caspase -3
x 400).
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KONTROL GRUBU

Sekil 26. Kontrol grublarma ait testis dokusu Cleaved Caspase - 3 ile immunohistokimyasal boyama.
Liimeni olgun spermlerin §%) doldurdugu goriildii. Diizenli epitele sahip seminifer tibiil TN ve
spermatidler (= ) gosterilmekte ( Cleaved-Caspase- 3 x 400 ).

CISPLATIN GRUBU CISPLATIN GRUBU

Sekil 27. Cisplatin grubuna ait testisin seminifer tiibiil epitelinde Cleaved Caspase - 3 ile
immunohistokimyasal boyama. Spermatidlerin ( “jaolusturdugu ¢ok sayida apoptotik hiicre dizilimi
goriilmekte. Sertoli hiicresi ( ') ( Cleaved-Caspase -3 x 400 ).
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AR

TIMOKINON + CiSPLATIN GRUBU (B)

Sekil 28. Timokinon + Cisplatin grubuna ait testis dokusu Cleaved Caspase - 3 ile immunohistokimyasal
boyama. Spermatidlerin (=) olusturdugu cok sayida apoptotik hiicre dizilimi goriilmekte. A resminde

ise erken spermatidler de hafif boyanmalar izlenmekte ( Cleaved- Caspase - 3 x 400 ).

—

TIMOKINON GRUBU

Sekil 29. Timokinon grublarina ait testis dokusu Cleaved Caspase - 3 ile immunohistokimyasal boyama.
Liimeni olgun spermlerin (y9 doldurdugu goriildii. Diizenli epitele sahip seminifer tiibiilNg ) ve

spermatidler (=> ) gosterilmekte ( Cleaved-Caspase- 3 x 400 ).
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4.4.Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, apoptozisin varligin1 ortaya koymak icin Cleaved Caspase - 3 ile pozitif
boyanan bolgeler image) programinda otomatik olarak sayildi. Elde elden veriler
GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) programi ile
degerlendirildi. Gruplar aras1 farklilikta mixed-effect analysis testi kullanildi.

Anlamlilik seviyesi p < 0.05 olarak segildi.

Cleaved Caspase 3

S fm
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=

c

)3) 3=

o
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£

c 27 a,b,c.e

g —1

(o]

S 14 a,c,d

c

=

S

E 0= | T
KONTROL SHAM cis cis+TQ TQ

Sekil 120. Kontrol ve deney gruplarmma ait Cleaved Caspase - 3 e ait apoptotik degerlerinin grafigi. a
kontrol grubuna gore, b sham grubuna gore, ¢ cisplatin grubuna gore, d timokinon + cisplatin grubuna

gore, e timokinon grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p <0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Corek otu ranunculacea (Diigiin ¢icegigiller) ailesinde yer alir. Ulkemizde ¢érek otu
tohumu olarak bilinen Nigella sativa tohumlar1 besinlere ilave edilerek kullanildig: gibi
geleneksel olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde de yillardir kullanildigi bilinmektedir.
Corek otu tohumu ugucu yaginin yapisinda bulunan etkin baslica temel bilesik
timokinondur. Yapilan arastirmalarda timokinonun oksidatif hasara karsi bobrek,
karaciger, kalp, akciger ve mide iizerinde koruyucu etkilere neden oldugu ve ¢orek otu
tohumunun antikarsinojenik, analjezik ve hipoglisemik etkisi ile bagisiklik sistemini
giiclendirici etkilerinin oldugu raporlanmistir *. Yapilan ¢alismalarda timokinonun cok
genis bir koruyucu ya da tedavi edici Ozellige sahip oldugu bildirilmektedir.
Timokinonun genis etkilerine ragmen, s6z konusu etkilerin mekanizmalar1 {izerine

yapilan calismalar yeterli degildir.

Erkek tireme sisteminde spermatozoonlarin yapimindan sorumlu olan testis yapi ve
fonksiyonlarinin bilinmeyen yonlerinin agiklia kavusturulmasina yonelik ¢alismalar
yillar Oncesinde baglamis ve giiniimiizde de devam etmektedir. Spermatogenik seri
hiicreleri toksik ajanlara karst duyarlidirlar. Bu hiicrelerde genetik degisikliklerin
meydana gelme olasilig1 yiiksektir. Eriskinlerde ¢ogalmayan Leydig ve Sertoli hiicreleri
ise en direngli hiicreler olup, ¢ogu sitotoksik ilag sonrasinda bile varliklarini siirdiiriirler.

Ancak bu hiicreler fonksiyonel zarara ugrayabilir 103112,

Apoptozis, bir dizi morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle ayirt edilen okaryotik
hiicre 6limii bigimidir. Hayvan modelleri {izerindeki galigmalar, apoptozisin normal
spermatogenez esnasinda germ hiicre oliimiine neden olan bir mekanizma oldugunu

gostermistir 113114,

Cisplatin uzun yillardir basarili sekilde kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen etki
mekanizmasi iizerinde calismalar devam etmektedir. Ilacin toksik etkilerinin; niikleer

DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA replikasyonuna zarar vererek ve gesitli sinyal
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yolaklarini aktiflestirerek olustugu diistiniilmektedir. Cisplatin hiicre mitokondrisine
zarar vererek, hiicre dongisiinii yavaslatir ve ardindan ATPaz aktivitesini engeller,
hiicresel transport sistemlerini degistirir. Sonug olarak apoptoz, inflamasyon, nekroz ve
son olarak da hiicre dliimiine sebep olur 3, Cisplatin, hiicreye girdiginde aktive olur.
Sitoplazmada cisplatin {izerindeki kloriir atomlar1 su molekiilleri ile yer degistirir.
Hidrolize edilmis triin, proteinler tizerindeki siilthidril gruplar1 ve niikleik asitler dahil
olmak tizere herhangi bir niikleofil ile reaksiyona girebilen giglii bir elektrofildir.
Cisplatin, piirin kalintilar1 iizerindeki N7 reaktif merkezine baglanir ve bu nedenle
kanser hiicrelerinde DNA hasarina neden olabilir, hicre bolinmesini bloke eder ve
apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilir. Pirin bazlarmin cisplatin ile 1,2-intrastrand
capraz baglantilari, DNA'daki degisiklikler arasinda en Kritik olanlardir. Bunlar arasinda
1,2-intrastrandd(GpG) eklentileri 1,2-intrastrandd(ApG) eklentilerin sirasiyla yaklasik
% 90 ve % 10'unu temsil eden eklentiler. 1,3-intrastrandd(GpXpG) eklentileri ve
iplikgikler arasi gapraz baglar ve fonksiyonel olmayan eklentiler gibi diger eklentilerin
cisplatin toksisitesine katkida bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle, bir¢ok arastirma

DNA’y1 cisplatin sitotoksisitesi i¢in Kritik bir hedef olarak tanimlamgtir 11°.

Oksidatif stres, sisplatin toksisitesinde yer alan en 6nemli mekanizmalardan biridir.
Normal fizyolojik kosullar altinda, hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini,
(glutatyon (GSH ), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)) eliminasyonlari ile
dengeleyerek reaktif oksijen tiirleri diizeylerini kontrol eder. Ancak, oksidatif stres
kosullar1 altinda, artan reaktif oksijen radikalleri hiicresel proteinlere, lipitlere ve
DNA'ya zarar verebilir, bu da kansere neden olan 6liimciil lezyonlara yol agabilir.
Kanser hiicreleri, kismen onkojenik stimiilasyon, artan metabolik aktivite ve
mitokondriyal nedenle normal hiicrelere gore daha fazla oksidatif strese neden olurlar.
Mitokondri, cisplatin kaynakli oksidatif stres icin birincil hedef olup, mitokondriyal

protein siilfhidril grubunun kaybiyla sonuglanir 1,

Oksidatif strese maruz kalmak diizenli biyolojik fonksiyonlari bozabilir. Cisplatin
ayrica DNA hasarmin yani sira hiicre 6liimiinii tetikleyen reaktif oksijen tiirlerini de
indiikler. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, cis-diamminedikloro platin  (11)

konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine baglidir 17,
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Hiicre i¢i redoks homeostazi, tiyol grubu (- SH) iceren molekiiller tarafindan korunur.
Belirli kosullar altinda bir tiyol grubu, molekiiler oksijen ile etkilesime girebilen ve

boylece reaktif oksijen tiirleri iireten tiyil radikallerinin olusumuna yol agabilir 8,

Cisplatinin diger organlar tizerindeki zararl etkisine karsi timokinonun koruyuculuguna
ait calismalar mevcutken, cisplatinin testis tlizerindeki toksisistesi iizerine timokinonun

etkisini gosteren pek galisma yoktur.

Awadalla ve arkadaslar1 2012 de yapmis olduklar1 ¢alismada ratlarda Nigella sativa
yaginin (¢orekotu yagi) cisplatin kaynakli testis hasarina karsi koruyucu aktivitesini
biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelemislerdir. Bu deneyde ii¢ hayvan grubu
kullanilmistir (kontrol, CP ve CP + NS (Nigella sativa) yagi). Erkek yetiskin siganlara
21 giin boyunca CP grubuna: 1 mg / kg / giin CP, CP + NS grubuna: 1 mg / kg / giin
CP + 0.5 ml / kg ¢orek otu yagi verilmistir. CP uygulamasinin, malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunun yani sira testislerin kontrol siganlarina kiyasla histolojik yapisini
olumsuz etkiledigi ve NS (Nigella sativa) yagiin uygulanmasinin, MDA'nin degisimini
ve ayrica testislerin histopatolojik degisikliklerini neredeyse kontrol grubundakilere
yakin sekilde korudugu goériilmiistiir. Bize gore bu ¢aligmada Cisplatinin toksik etkisine
kars1 bu koruyuculuk ¢érekotu yagindaki timokinona baglidir ve bizim ¢alismamizdaki

bulgular1 desteklemektedir 11

Cisplatinin testis dokusuna verdigi hasarin baska antioksidanlar ile azaltilabilmesi ile

ilgili cok sayida ¢aligma mevcuttur.

Kaya ve arkadaglarinin yaptigi bir aragtirmada tek doz 7 mg / kg intrapeitoneal (i.p)
cisplatin uygulanmasmin ardindan 14 giin boyunca 50 mg / kg gavaj ile hesperidin
uygulanmig. Cisplatinin neden oldugu dusik sperm motilitesi epididimal sperm
konsantrasyonu, artmig sperm anomalilerini ve olusan spermatogenik hiicrelerde
ayrilma ve dokiilmeler gibi histopatolojik hasarlar gézlenmis. Histopatolojik hasarin
hesperidin ile 6nemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir. Caspase -3 antikoru ile boyanan
apoptotik hiicre sayilarinda ise Cisplatin + Hesperidin grubunda Cisplatin grubuna gore

anlamli bir azalma gozlemlenmistir 12,

Carver ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada; Cisplatin, giinde 1 defa, 1, 3 ve 5.
giinlerde 3 mg / kg intraperitoneal olarak uygulanmis. 45 giin boyunca 10 umol / kg
CAPE (Kafeik Asit Fenetil Ester) intraperitoneal olarak verilmis.
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Yapilan incelemede cisplatin grubuna ait testis dokularinda intertiibiiler alanlarda
konjesyon, 6dem, seminifer tiibiil yapilarinda bozulma, vakuolizasyon ve germinal
epitel de diizensizlik limenlerinde ise hiicre dokiintiileri mevcut iken Cisplatin + CAPE
(Kafeik Asit Fenetil Ester) grubundaki yapisal bozukluklar, cisplatin grubuna gore daha
az seviyelerde gozlenmis. Cleaved Caspase - 3 antikoru ile boyanan apoptotik hiicre
sayilarinda ise Cisplatin + CAPE grubunda cisplatin grubuna gore anlamli bir azalma

gbzlemlenmistir 12,

Tiirk ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada tek doz 7 mg / kg intrapeitoneal (i.p)
cisplatin uygulamasimim ardindan 10 giin boyunca gavaj ile giinde 10 mg / kg ellajik asit
uygulanmistir. Calismanin sonucunda cisplatinin testis agirhgmni, epididimal sperm
konsantrasyonunu ve motiliteyi azalttigi, sperm morfolojisinde anomalileri artirdigi ve
bu degisikliklerin ellajik asit uygulanmasinin ardindan diizeldigi g6zlenmistir.
Cisplatinin testis dokusunda 6dem, nekroz ve dejenerasyon olusturdugu, germinal hiicre
epitelinde incelme ve bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik aktivitede diisiis
meydana getirdigi ve bu histopatolojik hasarm ellajik asit ile 6nemli dlgiide azaltildig

belirlenmistir 122,

Bizim c¢alismamizda da Cisplatin grubunun testis dokusunda, seminifer tiibiilde
vakuolizasyon, seminifer epitelde bozulma ve hiicre dokiintileri gozlendi. Cleave
Caspase - 3 antikoru ile boyanan apoptotik hiicre sayisinin cisplatin grubuna gore

cisplatin + timokinon grubunda azaldig: tespit edildi.

Coskun ve arkadaslari yaptiklari baska bir calismada; cisplatin (13 mg / kg, i.p)
uygulanarak testis hasar1 olusturulmus, ayn1 dozda cisplatin uygulanmadan 30 dakika
once 200 mg / kg asetil-L-karnitin intraperitoneal olarak uygulanmistir. Deney
hayvanlar1 cisplatin uygulandiktan 72 saat sonra sakrifiye edilmislerdir. Cisplatin
grubunda testis agirhiginda ve seminifer tiibiil ¢apinda diisiis, seminifer tiibiillerde
dejeneratif goriiniim, spermatogenik hiicre serilerinde ayrilma, liimende hiicre

dokiintiisii, sperm morfolojisinde anomali ve interstisyel 6dem goriilmiistiir 123,

60



Giiltekin ve arkadagslari tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada; 30 giinliik deneyde
cisplatin grubuna (CP); ilk 20 giin izotonik salin soliisyonu, diger 5 giin ise cisplatin 2
mg / kg / giin, son 5 giinde ise izotonik salin soliisyonu intraperitoneal yolla
uygulanmig. Cinko grubuna (Zn); ¢inko siilfat (3 mg / kg) intraperitoneal olarak,
cisplatint¢inko grubuna (CP + Zn) ise; 20 giin boyunca ¢inko siilfat (3 mg / kg ) sonraki
5 giin de cisplatin (2 mg / kg) ve ginko siilfat (3 mg / kg) intraperitoneal olarak verilmis.
Calismanin sonunda; cisplatinin testis tizerindeki zararli etkilerine karsi ¢inkonun
koruyucu etkisi gosterilmistir. Cisplatin uygulanan grupta; germ hiicrelerinde siralama
bozuklugu, sertoli ve spermatogonyumlarin bazal membrandan ayrilma, tiim epitel
duvar1 boyunca hiicreler arasi1 mesafede artig, limene yakin spermatidlerde kromatin

yogunlasmas1 ve parcalanmasi goriildii 124,

Yukarida bahsedilen calismalarda uygulanan cisplatin gruplarmin testis agirliklarinin
azalmasmmi1 bu c¢alismalarda uygulanan cisplatin dozunun yiiksek olmasina, bizim
calisgmamizda testis agirliklarindaki artis sebebinin ise cisplatinin testis dokusunda
meydana getirdigi 6deme bagh oldugunu diisiinmekteyiz. Yaman ve arkadaslari da

benzer sekilde cisplatin grubunda testis agirliklarinda artis tespit etmislerdir 11,

Cisplatinin doza bagh etkisi ile ilgili Zhang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada
ratlara tek doz 1. giin 1 mg / kg, 3. giin 5 mg / kg ve 7. giin 10 mg / kg intraperitonal
cisplatin uygulanmasi sonunda 1, 3 ve 7. giiniin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilmistir.
Deney sonunda gruplardaki testislerde spermatidlerin ve spermatozoanin sayilarini not
etmiglerdir. Zaman ve doza bagli apoptotik hiicre sayilarini not etmisler. Doza bagh
cisplatin ile uyarilmis apoptotik germ hiicresinin artmasi sadece 7. giinde
gozlemlemislerdir. Ayrica; zamanin ilerlemesine bagl olarak cisplatin  indikli
apoptotik germ hiicrelerinde artmasi sadece 10 mg / kg cisplatin uygulanan grupta
izlemigler.  Ayrica  seminifer  tiibilldeki ~ spermatidler,  spermatositler  ve
spermatogonyumda apoptotik hiicreler oldugunu gormiisler. Sonug olarak, cisplatin
indiiklenmesiyle olusan germ hiicre apoptozisinde dejerenerasyon oraninin doz ve

zamana bagimli olarak degisebilecegini gostermislerdir 125,
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Bizim galismamizda apoptozis spermatidler tizerinde goriildi. Cisplatinin olusturdugu
testikiiler morfolojik hasar ve sperm yapimindaki azalma, germ hiicrelerinde
apoptoziste artisa neden oldugu gosterilmistir. Fakat yukaridaki calismalardan farkli
olarak bizim c¢alismamizda uygulanan cisplatinin 1.5 mg/ kg uygulanan dozun az
olmasi ve deney siiresinin daha kisa olmast nedeni ile spermatogonyum ve primer
spermatosidlerde boyanma olmamasi, Zhang ve arkadaslarinin yaptigi g¢alismadaki
apoptozun doz ve zamana bagmmli olarak degisiklik gostermesini desteklemektedir.
Diger ¢alismalarda oldugu gibi calismamizda da cisplatin uygulanan grupta normal
goriiniime sahip spermlerin yogunlugu azdi.Bizim g¢alismamizda sperm hiicrelerinin
morfolojisi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulamadik .Bunun nedeninin de
yine uygulanan doz ve deney siiresinin daha az olmasmna bagli oldugunu

diisiinmekteyiz.

45 giinlik bir deneyde ise Favareto ve arkadaslart prepubertal donemde, {i¢ hafta
boyunca haftada 5 giin olmak kayd: ile giinde 1 mg / kg cisplatin uygulanan deneklerin,
erigkin sperm parametrelerinde kontrol grubu ile karsilastiginda farkliligin olmadigini,
gecen zaman igerisinde testis dokusunun yenilenerek sperm parametreleri agisindan bir
iyilesmenin oldugunu gérmiislerdir 2. Bunun nedeni prepubertal donemde bu dozda
uygulanan cisplatinin spermatogonyum, sertoli ve leydig hiicrelerini olumsuz olarak

fazla etkilememesi olabilir.

Timokinonun testise toksik etkisi olabilecek maddelere kars1 koruyucu etkisini gésteren

caligmalar da mevcuttur.

Hassan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; 56 giinliik deneyde Pb (Kursun)
20 mg / kg, igme suyunda oral olarak, TQ (musir yag1 + oral olarak 5 mg / kg) ve Pb ve
TQ gruplarma ayrilmistir. Pb  (Kursun) uygulanan grupta, testis ve epididim
agirliklarinda azalma, sperm sayisinda azalma ve sperm anormallikleri goriilmiis,
seminifer tibiillerde dejeneratif goriiniim izlenmistir. TQ’nun Pb (Kursun) ile
uygulanmasiyla sperm sayisi, testis histolojisindeki histopatolojik degisikliklerde

azalma oldugu goriilmistiir.
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Pb (Kursun) ile TQ nun birlikte uygulandig1 grupta, boyama yogunlugunda ve Bax ve

Caspase - 3 immiino-ekspresyon alaninda 6nemli dlgiide azalma gozlemlenmistir 127

Tiifek ve arkadaslarinin yaptigi baska bir ¢calismada; Obezite modeli olusturulacak obez
kontrol (OK), obez timokinon (OT) ve obez indol (OI) gruplar1 % 40 yag iceren ozel
bir diyetle, non-obez kontrol (NK), non-obez timokinon (NT) ve non-obez indol (NI)
gruplar1 ise standart yem ile 9 hafta boyunca beslenmistir. Non — Obez - Timokinon
grubu (NT) ve Obez - Timokinon grubu (OT) giinde bir kez 10 mg / kg intraperitoneal
olarak timokinon uygulanmistir. Non-Obez-indol grubu (NI) ve Obez-indol grubu (OI),
haftada ti¢ kez olmak tizere 5 mg / Kkg intraperitoneal olarak indol-3-karbinol
enjeksiyonu yapilmistir. NT ve NI gruplarinda ise spermatosit ve spermatid sayisinda
onemli artiglar gdzlenmistir. OT ve OI gruplarinda seminifer tiibiil duvarinda hasarlarin
onemli oOl¢iide azaldigi, germ hiicre sayisiin arttigr  goézlenmistir.  TUNEL
degerlendirmesinde Obez  kontrol grubunda spermatogonyumlardaki apoptoz
gozlenmistir. OT grubu ve OI grubunda ise apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu
gozlenmistir. Timokinon ve indol — 3 - karbinol tedavisiyle sperm sayisinin arttigi ve
anomalilerin azaldig1 goriilmiistiir. Timokinon uygulamasi ile obez siganlardaki sperm
anomalilerinin yiiksek oranlarda azaldigi, indol gruplarina kiyasla timokinonun sperm
kalitesi iizerindeki olumlu etkilerinin daha fazla oldugu gozlenmistir 128, Bundan dolay:
Timokinonun, radikal stipiiriicii aktivite gosterdigini antioksidan ézelliklerinin oksidatif
hasar tizerindeki etkilerini siiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikalleri de dahil
olmak tizere gesitli oksijen tiirleri iizerinde radikal siipiiriicti etkisi oldugundan kaynakl

oldugunu diisiiniiyoruz.

Karakaya ve arkadaslarmin yaptiklarni bir calisgmada da Pentilentetrazol {in testis

lizerindeki toksik etkisine kars1 timokinonun koruyucu etkisi gosterilmistir 1%°,

Timokinonun testis dokusuna zararli olan maddelere kars1 koruyucu oldugunu gosteren
cok sayida calisma olmasina ragmen timokinonun koruyucu olmadigina yonelik az da

olsa deneysel ¢alismalar da mevcuttur.
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Bunlardan birisi Altindag ve arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alismadir. Bu
calismada Diklofenak sodyum ve timokinon ile maternal tedavinin sigcan yavrularinda
testikiiler parametreler tizerine etkisine bakilmistir. Calismada; Anne gebe sicanlar bes
gruba ayrilmis:  kontrol, salin, DS  (Diklofenak  sodyum) TQ ve
DS (Diklofenak sodyum) + TQ ve her grupta dort sigan vardi. Daha sonra gestasyonun
5. ve 15. giinleri arasinda asagidaki gibi tedavi edildi. Salin grubuna: 1 mg/ kg / giin
(i. p) salin, DS ( Diklofenak sodyum) grubuna: 6.1 mg / kg / giin DS intramiiskiiler,
TQ grubuna: 5 mg / kg / giin TQ ve DS + TQ grubuna: 6.1 mg / kg / giin DS ve 5 mg /
kg / giin TQ verildi. Kontrol grubuna herhangi bir tedavi verilmedi. Dogumdan dort
hafta sonra yavru erkek siganlarin testis dokulari alindi. Sonuglara gore DS
(Diklofenak sodyum) grubundaki 4 haftalik si¢anlarda toplam Sertoli ve Leydig hiicre
sayisinda 6nemli bir diigiis oldugu goriilmiis (p < 0.05) ve TQ, DS'nin bu olumsuz
etkisine kars1 bir koruma saglamamistir. Bize gére bunun nedeni uygulanan timokinon
dozunun diisiik olmasidan olabilir. Bu deneyde oral yolla giinliikk verilen timokinon
miktart 5 mg / kg iken, bizim ¢alismamizda oral yolla verdigimiz giinliik timokinon
miktar1 50 mg / kg di1 ¥,

Baska ¢alismalarda cisplatinin testis disindaki diger organlarda yapmis oldugu olumsuz

etkilere kars1 timokinonun koruyuculugu gosterilmistir 131132133134135

Calismamizda cisplatin uygulamasi sonrasi testis dokusunun isik mikroskobik olarak
incelenmesinde; cisplatin grubunda seminifer epitel kalmliginda azalma, tiibiil
epitelinde dejenerasyon, spermatogenik hiicrelerde dokiilme, liimende azalmisg
spermatozoonlar, seminifer epitel bazal membraninda yer yer ayrilmalar, interstisyel
alanda bozulma meydana geldi. Apoptozisi gostermek igin Cleaved Caspase - 3
antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal boyamada cisplatin grubunda diger
gruplardan daha fazla immiin pozitif hiicre tespit edildi. Cisplatin + Timokinon
uygulanan tedavi grubunda ise histolojik hasarin ve apoptotik hiicre 6liimiiniin hem 151k
mikroskobik hem de immunohistokimyasal diizeyde azaldig1 goriildii. Testis cisplatin
hasarinda Cleaved Caspase - 3 aktivasyonunda anlamli bir artis, timokinon+cisplatin

grubunda ise anlamli bir azalma tespit edildi.

64



6. SONUC VE ONERI

Bu calisma cisplatin hasarma karsi timokinonun koruyucu etki gosterdigi ortaya
cikmistir. Infertiliteye neden olabilecegini diisiindiigiimiiz cisplatin kaynakli testis
hasarinda timokinonun koruyucu oldugunu ve tedavide kullanilabilecegini, bunun igin

de daha fazla deneysel ¢alismalarla desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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