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1.GIRIS

Infertilite genetik, ailevi, hormonal nedenler, dogumsal anormallikler, ¢evresel ve
kimyasal nedenlerle giiniimiizde artmakta olan 6nemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Bu hastalikla ilgili medikal tedaviler yaninda alternatif tip ile koruyucu
veya tedavi edici etkileri konusunda degisik arastirmalar mevcuttur. Panax Ginseng
(Korean red ginseng) Dogu Asya’ da 2000 yildan daha fazla siiredir kullanilan bir
bitkidir (Baeg ve So., 2013). Panax Ginseng’in (P.G) bir¢ok hastaliklara karsi
koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir. Bu ilacin hipertansiyona, diabetes mellitusa,
kansere ve zayifliga kars1 etkili farmakolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Jung
ve Jin, 1996; Ko., 1998).Ginseng, ginsenosidler, polisakkaritler, peptidler, yag
asitleri ve mineral yaglar gibi bir ¢ok aktif bilesen igermektedir (Kim ve ark., 2005;
Kang ve Min, 2012). P.G’le ilgili bircok makale olmasina karsin yaptigimiz
caligmada testis hasar1 olusmadan once 4 hafta siireyle koruyucu olarak degisik
dozlarda bitki Oziitii verilmesinin testis hasarimi hangi diizeyde koruyabildigi
incelenmistir. Bu bakimdan diger ¢alismalar daha ¢ok tedavi yoniinde olmasina
karsin bizim c¢alismamiz orijinal olarak daha az c¢alisilmis koruyucu etki
degerlendirme iizerine olmustur. Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak,
anormal ve Kkontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile yaygin Ozellik kazanip, uzak
organlara kan veya lenf yolu ile yayilmasi (metastaz) sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik
olarak bilinmektedir (Brooks ve ark.,2009). Kanser; ¢esidine ve gelisim evresine
bagl olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin tek basma ya da
kombineli sekilde uygulanmalariyla tedavi edilmektedir (Rang ve Dale, 1993).

Kemoterapdtik ajanlar cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmakta olup;
alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik inhibitorler, antibiyotikler, enzimler,
hormonlar ve hormon antagonistleri gibi ¢esitli gruplara ayrilirlar. Bu ajanlarin etki
mekanizmalar1 birbirinden farklilik gosterir (Kayaalp, 1994).

Antineoplastik kemoterapi, tiimor hiicrelerinin bliyiime ve c¢ogalmasini

durdurarak tamamen yok edebilen bir tedavi yontemi olmasina ragmen, normal hiicre



ile timor hiicresi arasindaki yapisal benzerlikler sebebiyle normal hiicrelere de zarar
verebilmektedir (Kayaalp, 1998).

Cisplatin (CP), testis, bagirsak, mide, kafa, boyun, servikal, yumurtalik, germ
hiicreli timorler gibi gesitli kanserlere kars1 dnleyici olarak kullanilmakta olan platin
tiirevi bir anti-neoplastik, DNA alkilasyon maddesidir (Yildirim ve ark., 2011). CP’
nin testis kanseri tedavisinde, ileri asamalardaki kullanimi bile olumlu sonuglar
verirken, istenmeyen etkileri testikiiler agirlik, azospermi ve gecici veya kalic1 erkek

tireme yeterliligindeki azalmadir (Schilsky ve ark., 1980; Tiirk ve ark., 2008).

CP’e bagh testikiiler hasar, direkt olarak spermatogenik hiicreler ve Sertoli
hiicreleri tlizerinde goriilmektedir. CP Leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozuklugu

yaratmaktadir (Dilek, 2010).

Infertilite oraninin gittikce artmasi sebebiyle bu konuyla ilgili yeni tedavi ve
koruma yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir. Aksi takdirde insan neslinin iiremesi
ciddi sorunlarla karsi karsiya kalacaktir. Bu nedenle toplumda olusacak sosyal,
psikolojik sorunlar toplum huzurunun dahada bozulmasina neden olarak daha ciddi
toplumsal sorunlar olusmasina neden olabilecektir. Bizde bu c¢alismamizda bu
sorunun temelini olusturan etkenlerden biri olan testis hasarinda alternatif tip tirlinii

olan Panax Ginseng’in koruyucu etkinligini belirmeyi amagladik.

1.1. Testis Anatomisi

Testis skrotum iginde yer alan, erkek iireme hiicrelerinin tiretildigi bir ¢ift organdir.
Testisler oval sekilli olup skrotumun ig¢inde oblik pozisyonda dururlar. Alt ucu
arkaya ve iceri dogru, iist ucu ise 6ne ve disariya dogru bakar. Testisler funikulus
spermatikus araciligiyla skrotum iginde asili olarak bulunurlar. Bir ¢ift testisin her
biri yaklasgik 10-15 g agirlikta, 4.5-5 cm uzunlugunda ve 2.5 cm enindedir.
Testislerden sol taraftaki testis saga gore genellikle 1 cm daha asagida bulunur.
Testislerin temel fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in karin boslugundan

skrotuma inmeleri zorunludur. Testisler bu inisleri sirasinda karmm 6n duvar



tabakalarmi da beraberinde siiriiklerler (Arinci ve Elhan, 2006; Aktimsek, 2012;
Sancak ve Cumhur, 2004 ).

Bu yiizden su tabakalarla kaphdirlar: (Sekil 1.1).

a. Skrotum (Deri)

b. Tunika dartos

c. Fasia spermatika eksterna

d. Fasia kremasterika

e. Fasia spermatika interna

f. Tunika vajinalis testis (Arinci ve Elhan, 2006).

,_C————Funiculus spermaticus

Plexus pampiniformis

/
Fassia — |

spermatica intera (iten Ductus deferens Iéoit:!uigymi A
tunica vaginalis'in lamina P .
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Ortiilmektedir) ' efferentes

. Append Rete testis
Tunica va- testis N —
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ve testi;) i Epididymis  corpus recti
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X2\ Tunica vaginalis
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Sinus Al Cavum scrofi
epididymidis {
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scrofi

Sekil 1.1 Testisin Anatomik Yapisi. http://anatomytopics.wordpress.com/2009/01/04/the-
anatomy-histology-and-development-of-the-testis-epididymis-and-ductus-deferens/)
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Her bir testisin facies medialis ve facies lateralis olmak tizere iki yiizli; margo
anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenari, extremitas superior ve extremitas

inferior olmak tizere de iki ucu vardir (Cumhur, 2001; Hatipoglu, 2006; Usta, 2005).

Testis; lamina visseralis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak iizere
distan i¢e dogru li¢ tabaka ile sarilidir. Tunika vajinalis testis, fasia spermatika
internanin ig, testisin de dis yiiziinli saran ser6z bir zardir. Embriyolojik donemde
karm boslugunu doseyen parietal periton skrotuma dogru bir cep seklinde Tunika
vajinalis denilen ¢ikinti gonderir. Bu ¢ikinti, skrotumun tabakalarindan en igte
bulunan fasia spermatika internaya gevsek olarak yapisir. Daha sonra periton
kesesinin disinda skrotuma inen testis, sakkus vajinalis’e arka kismindan gomiilerek
peritonla kaplanir. Boylece Tunika vajinalisin, bir testisi Orten lamina visseralis
kismi, bir de fasia spermatika interna’ya yapisan lamina parietalis kismi olusur.
Eriskinlerde bulunan bu iki yapraga “tunika vajinalis” testis denir. Sinus vajinalisde
bulunan az miktardaki sivi parietal ve visseral yapraklari birbirinden ayirarak testisin
skrotum iginde serbest¢e hareket etmesini saglar (Arinct ve Elhan, 2006; Hatipoglu,
2006).

Tunika albuginea, testisleri Orten kalin, fibroz bir tabakadan olusmaktadir.
Elastikiyet ve genisleme 6zelligi bulunmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine
dogru sokularak vertikal bir bélme olusturur Bu bdlmeye mediastinum testis
denilmektedir. Mediastinum testis, testisin extremitas superiorundan ekstremitas
inferior yakinina kadar uzanir. Mediastinum testisin 6n ve yan kismindan ¢ikan
uzantilar septula testis adin1 alir. Bu uzantilar, testis parankiminden gegerek tunika
albugineanin i¢ yliziine kadar ulasir ve testisi koni bi¢iminde lobuluslara ayirir.
Testis parankimini, lobuli testis iginde bulunan ve kivrimli yapisindan dolay1 tubuli
seminiferi kontorti denilen kanalciklart meydana getirir. Her bir testis kanalcigi,
mediastinum testis yakininda tubuli seminiferi rekti adi verilen diiz bir kanalcikla
uzanir. Biitiin lobuluslardan gelen bu kanalciklar mediastinuma sokulur ve burada
rete testis denilen ag1 olusturur. Lobuli testislerde yapilan spermiumlar rete testisden
duktus efferent testis adi verilen kanallar aracilifiyla epididimise gelir (Arinct ve

Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur 2004).



Testisin Damarlari, Lenf Dolasim ve Sinirleri

Tunika vaskulosa, damar agindan olusan ve tunika albugineanin i¢ yiiziinii saran
testis tabakasidir. Bu tabaka, tunika albugineanin uzantisi olan septula testislerin i¢
yiiziinii sardig1 icin lobuli testislerin etrafinda bir tabaka meydana getirir (Arinci ve
Elhan, 2006; Hatipoglu,2006) Epididimis ve testis, aortanin dali olan arteria
testikiilaristen beslenirler. Testis ve epididimisin venleri, Once funiculus
spermatikusu saran bir ag pleksus pampiniformisi, sonra da birbirleriyle bir araya
gelerek vena testikiilarisi meydana getirirler. Bunlar da sag tarafta vena cava inferior,
sol tarafta ise vena renalis sinistraya acilir (Hartley ve ark., 1983; Masuzawa ve ark.,
2003). Yiizeyel lenf damarlar1 tunika vajinalis testisin altinda, derin lenf damarlar
ise testis ve epididimis igerisinde bulunur. Bu damarlar ise funikulus spermatikus ile
beraber karin bosluguna gecer (Sadler, 2005). Testis ve epididimisin sinirleri arteria
testikiilarisin gevresindeki plexus testikiilaristen gelir. Sempatik sinirler ise testise

torakal 10-11 den gelir ve bu yapilarin duyusunu tasirlar (More ve ark., 2007).

1.2. Testislerin Histolojisi

Erkek iireme sistemi; sperm Tlreten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan,
testislerden, disariya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan, dis kanallar sistemini
olusturan; epididimis, vazdeferens, ejakiilatuar kanal ve erkek diretrasinin bir
parcasindan, salgilari semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler
saglayan aksesuar bezler; seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbo iiretral bezlerden ve
erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi olan penisten olusmaktadir (Abraham, 2006;
Ovalle ve Nahirney, 2009). (Sekil 1.2).

Testisler hem endokrin, hem de ekzokrin fonksiyon yapan bir ¢ift bezdir.
Endokrin olarak testosteron hormonu iretirken, ekzokrin olarak ise erkek olgun
gamet hiicresi olan spermatozoonu iiretir (Ovalle ve Nahirney, 2009). Testisler karin
boslugunun disinda skrotum i¢inde yer alan ¢ift organlardir. Bu yerlesimleri
testislerin viicut 1sisindan 2-3°C derece diisiik bir 1sida olmalarini saglar. Normal

spermatogenez i¢in 34-35° C gereklidir. Testisler canlida beyaz goriiniim sergilemesi



nedeniyle tunika albuginea ad1 verilen siki fibroelastik bag dokusundan olusan kalin
bir kapsiille sarilmistir. Daha dis kisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis
kapstilii distan sarar. Testisin arka kenarinda kapsiil kalin bir katlanma seklinde
iceriye dogru uzanir, bu kistm mediastinum testis adin1 alir (Abraham, 2006; Ovalle
ve Nahirney, 2009).

Olgun testisin posteriyor yiizii epididimis ile iliskilidir. Hem testis hem de epididimis
skrotal kese igerisinde vaz deferens, spermatik arter, venéz ve lenfatik pleksuslari
iceren spermatik kordon ile asili haldedir. Testis rete testisin yer aldigi yerde
kalinlasarak  mediastinumu  olusturan tunika albuginea ile c¢evrelenir.
Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanan fibréz septumlar dokuyu 250 ile 300
lopguga boler. Herbir lopguk bir ile dort seminifer tiibiili igermektedir. Her bir
seminifer tiibiil yaklagik 150 pum capta ve 80 cm uzunluktadir; iki ucu U seklinde
olup, rete testise acilan tiiplerdir. Rete testis, seminifer epitelyumun iiriinlerini
(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (Ovalle ve

Nahirney, 2009; Junguiera, 2006).
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Sekil 1.2 Erkek Genital Organlar1 (Ross ve Pawlina, 2011).



1.2.1. Seminifer Tiibiil

Spermatozoidler, seminifer tiibiillerde iiretilir ve eriskindeki yapim hizi giinde
yaklasik 2x10%dir. Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her
seminifer tiibiil karmasik yapida ¢ok katli bir epitel ile doseli olup, caplar1 yaklasik
150-250 um ve boylar1 30-70 cm‘dir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu 250
m’dir. Tibiiller kivrimhidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller ya da
tubuli rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kanallar seklinde
uzanirlar. Bu diiz tiibiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari,
yaklagik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanir (Gartner
ve Hiatt, 2003; Jungueira ve Carneiro, 2003; Kierszenbaum, 2002). Seminifer
tiibtiller Sertoli hiicreleri ve Spermatogenik hiicreler olmak tizere iki belirgin hiicre
popiilasyonunu igeren Ozellesmis seminifer epitelyum ile doseli merkezi bir
limenden olugmaktadir. Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla cevrelenmistir.
Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma
aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan gectikten sonra ileri
motilite 6zelliklerini kazanirlar. Seminifer tiibiiller arasindaki bosluk kan damarlari,
lenfatik kanallar veya siniizoidler, makrofajlar ve androjen lireten Leydig hiicre

gruplar tarafindan doldurulmustur (Gartner ve Hiatt, 2007). (Resim 1.1).

Sertoli Hiicreleri;

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiller i¢inde spermatosit serisinin degisik hiicreleri ile

sik1 sikiya bagli hiicrelerdir (Resim 1.1). Gorevleri arasinda;

o Gelisen spermatozoonlar1 destekler, korur ve besler.

o Spermatidlerin olgunlasmasinda ortaya c¢ikan fazla stoplazma pargalarini
fagozite eder.

o Seminifer tiibiillerden genital kanallar boyunca spermatazoonlarin taginmasini

kolaylastiran ve besleyen fruktozca zengin olan salgiy1 liimene salgilar.



FSH’nmn etkisi altinda Androjen Baglayic1 Protein (ABP) sentezlerler. ABP
ise seminifer tiibiilde gerekli testesteron konsantrasyonunu saglayarak
spermatogenezin ilerlemesine yardimeci olur.

Onhipofiz tarafindan salgilanan FSH’ 1n sentezini ve salmimim durduran
inhibin hormonu salgilar. Ayn1 zamanda 6n hipofizden FSH hormonunu
yiiksek miktarda salgilatan aktivin sekresyonu yaparlar.

Kan- testis bariyerini olusturur.

Fetal gelisim doneminde antimiillerian hormon sentez ve sekresyonu yaparak
erkek ozelliklerin belirmesini saglar.

Spermatogenik  hiicreleri  olgunlastirmak  ilizere = demirin  Serum
transferrininden taginimini kolaylastirici protein olan testikiiler transferrini

tiretir ve salgilar (Gartner ve Hiatt, 2016).
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Resim 1.1 Seminifer Tibiiliin Genel Histolojik Gorlintiisii (Gartner ve Hiatt, 2009)

Spermatogonyumlar;

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iligkide olan
diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin
altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar.

Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve pubertede



baslayan basarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler (Abraham, 2006; Junguiera,

2006).

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gdzlenmektedir;

1) Tip A spermatogonyum (insan testislerinde koyu A ve agik A olarak
gozlenir)

2)  Tip B spermatogonyum (Abraham, 2006).

Spermatositler, basarili mitotik boliinmeler gegirdikten sonra, tip B
spermatogonyumlar, son S fazin1 (DNA sentezi) tamamlandiktan sonra mayoz
boliinmenin profaz sathasina girerler. Spermatogenik hiicrelerin yasam siiresindeki
esas DNA sentez aktivitesinin bu son turu, mayozun profaz-1 asamasina baglayan bir
primer spermatositin spermatogonyuma gore iki kat DNA miktarina sahip olacagini
belirler. Primer spermatosit 4C DNA miktarina sahiptir. Spermatositler iki basarili
mayoz hiicre boliinmesi gecirdikten sonra sertoli hiicreleri arasindaki tikayici
baglantilarin iizerinde, seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda yer alirlar.
Dolayisiyla, mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gerceklesmektedir (Ross

ve Pawlina, 2011; Gartner ve Hiatt, 2007).

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olugturmak igin birinci
mayoz boliinmeye (rediiksiyon boliinmesi) gider. Sekonder spermatositler hizli bir
sekilde interfaz agamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan (sadece tamir DNA
sentezi meydana gelir) ikinci mayoz bdliinmeye (esitleme boliinmesi) giderler. Her
bir sekonder spermatosit hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlagan iki
adet spermatid meydana getirmektedir. Birinci mayoz bdliinmenin sonunda, primer
spermatositin 4C DNA miktar1 sekonder spermatositte 2C’ye diiser.ikinci mayoz
bolinmenin sonunda 2C DNA miktar1 1C’ye diiser ve meydana gelen spermatidler
haploid spermatidlerdir ve spermiyogenez denilen karmasik bir farklilasma siirecini

baslatirlar.



Birinci mayoz boliinme uzun bir siirede olup, ikinci mayoz boliinme ¢ok kisa
stirede oldugundan primer spermatositler seminifer tiibiillerde en bol gbézlemlenen
hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2011; Gartner ve Hiatt, 2007). Birinci mayoz boliinme,
yaklasik 10 giin siiren uzun bir profaz evresi ile karakterizedir. Birinci mayoz
bolinmenin profazinin alt evreleri; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez
evreleridir (Abraham, 2006).

Bu alt evrelerde dort temel olay gergeklesir.

1) Zigoten-Pakiten evresinde, homolog kromozomlarin eslesmesini ya da
sinapsini kolaylastiran sinaptonemal kompleks olugumu.

2) Homolog kromozomlarin eslesmesi (sinapsis).

3) Kross over (homolog kromozomlarm kardes olmayan kromatidleri
arasinda genetik bilgi degisimi).

4)  Ayrilma (disjunction) (eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi).

Uzamis profaz evresinden sonra, kardes kromatid c¢iftleri metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerinden geger ve yavru hiicrelere sekonder spermatositlere dagilirlar.
Ikinci mayoz boliinme sirasinda profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri kardes

kromatidleri yavru hiicrelere (spermatidlere) dagitirlar (Abraham, 2006).

1.2.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, kivrimli seminifer tiibiiller arasindaki tiggenlerde yerlesmislerdir.
Ergenlik sirasinda belirgin hale gelen, yuvarlak, poligonal sekilli merkezi bir
niikleuslar1 vardir. Kiigiik lipid damlaciklarindan olusan zengin eozinofilik bir
sitoplazmasi bulunmaktadir. Golgi kompleksi ¢ekirdege yakin konumdadir. Salgisini,
testosteron ihtiyacina gore sentezler ve biriktirmeden salgilar. Daha sonra
bekletilmeden kana verildiginden salgi graniilleri bulunmaz. Cok sayida tiibiiler
kristali mitokondriyonlara sahiptir ve asidofil sitoplazmalarinda yag damlaciklari
icerirler. Dikkat cekici Ozelligi genis graniilsiiz endoplazmik retikulumlaridir.
Graniilsiiz endoplazmik retikulumun sitoplazmasinda androjenik stereoidlerin

biyosentezi i¢in gerekli enzimler bulunur. Sitoplazmalarinda bu enzimlerin yaninda
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peroksizom, lizozomlar ve yagla artan miktarlarda lipokrom pigment birikintileri de
bununur. Leydig hiicreleri bu 06zellikleri ile steroid salgisi yapan hiicrelere
benzemektedirler (Fawcett ve Jensh, 2002; Jungueira ve Carneiro, 2009; Moore,
2003). Leydig hiicreleri, ikincil seks hareketlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu iireterek spermatogenezisin devam etmesini saglar.
Testosteron, mitokondri ve graniilsiiz endoplazma retikulumunda bulunan enzimlerce

sentezlenmektedir.

Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri, hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara
baglhidir. Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon anne
kanindan fetusa gecer, androjenik hormonlar1 iireten fetal testikiiler interstisyel
hiicreleri uyarir. Hormonlar, embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin
geligsmesi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler insan hamileliginin 4,5
ayma kadar farklilasmis olarak kalirlar. Daha sonra ise testosteron sentezindeki
azalmaya bagl olarak gerilerler. Hiicreler, gebelik boyunca ve hipofizden salinan
luteinizan hormon (LH) uyarimi altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya
bagladiklart ergenlik 6ncesi doneme kadar dinlenmede kalirlar (Guyton ve Hall,
1996; Kierzenbaum, 2006).

Myoid Hiicreler

Seminifer tiibiil epitelini gevreleyen lamina propriya bag dokusundan olusur. Myoid
hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreleri) ve kollajen lifler seminifer epitelin dis
bazal laminasinda yer almaktadir. Myoid hiicreler ultrastriiktiirel olarak
incelendiginde, sitoplazmasinda aktin filamentlerini icerdigi ve bazal zarinin
olmasindan dolayr diiz kas hiicrelerine benzedigi gosterilmistir. Fibroblastlarda
bulunan graniillii endoplazma retikulumlar1 sayesinde kollajen sentezinde gorev
almaktadirlar (Ross ve ark., 2003). Myoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete testise
ilerleten ritmik kasilma hareketlerini yaparlar. Spermler bu sayede duktus

epididimise ulasir ve buray: gectikten sonra hareket etme 6zelliklerini kazanirlar.
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Spermatogenez:

Spermatozoon iiretim siirecine Spermatogenez denir (Jungueiro ve Carneiro, 2009).
Bu islem, hipofiz gonodotropinleri etkisiyle ergenlikten hemen 6nce baslayip, biitiin
yasam boyunca devam etmektedir (Hassa, 2003; Zhengwei ve ark., 1997; Zhengwei
ve ark.,1990). Spermatogenez olayi, spermatogonyumdan sperm olusumu sirasindaki
¢ogalma ve hiicresel degisiklerden meydana gelir. Bu 3 donemde incelenir (Atabenli,

2002). (Sekil 1.3).

1) Spermatositogenez

Spermatogonyumlarin mitozlarla ¢ogalarak, primer spermatosite farklilagsmasidir
(Atabenli, 2002).ilkel Tip A spermatogonyumlar, 4 kez mitoz bdliinme gecirir ve 16
adet daha ileri farklilasmis Tip B spermatogonyumlart meydana getirir. Bu evrede
spermatongonya Sertoli hiicrelerine dogru ilerler, Sertoli hiicreleriyle birlikte taban
ve yan yiizlerinden siki bir bariyer olustururlar. 24 giin sonra, Sertoli bariyerinden
gecen her spermatogonyum biliylir ve daha biiylik yuvarlak hiicreler olan primer
spermatositler halini alir. Tip B spermatogonyumdan olusan primer spermatositler,
birinci mayozun profaz safhasina girerler ( Ross ve ark. .2003; Cheng ve Dolares,
1997).

2) Mayoz Boliinme

Primer spermotisitin birinci mayoz bdlinmesini tamamladiktan sonra iki sekonder
spermatosit olusur. Bu sirada diploid sayida kromozom igeren primer
spermatositlerden haploid sayida kromozom igeren sekonder spermatositler meydana
gelir. Sekonder spermatositlerden ise mayozun ikinci boliinmesiyle spermatidler
meydana gelir. Boylece olusan hiicreler haploid sayida kromozom ve haploid DNA
icerigine sahip olurlar. Bu da doéllenme olursa yeni olusacak olan zigotta tiire 6zgii
kromozom sayisinin korunmasini saglar ( Ross ve ark. .2003; Cheng ve Dolares,
1997).
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3) Spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiiblil liimenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesmis durumdadir. Spermatidler Sertoli hiicre sitoplazma kriptalari iginde
gomiilii vaziyettedirler. Spermatidler, spermiyogenez adi verilen oldukga farklilagmis
bir hiicre isleminden gegerler. Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir
(Abraham, 2006).

Spermiyogenez ii¢ ana olay ile karakterizedir.

o Flagellumun gelismesi; flagellum, distal sentriyolden gelismektedir.
Keratin igeren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile c¢evrili bir
aksonemden meydana gelir. Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal
boliimii (orta parga) ¢evresinde sarmalimsi bir kilif olusturur.

o Akrozom gelismesi; Dollenme igin gerekli olan hidrolitik enzimlerin
depolanmas1 ve siirekli sentezinin gergeklestigi akrozomal keseyi
icermektedir. Akrozomun gelisimi dort ardisik evreden olusur: Golgi
evresi, kep/sapka evresi, akrozomal evre ve olgunlagma evresi.

. Niiklear yogunlagsma; Somatik histonlar (H1, H2A, H2B, ve H4) lizin ve
arjinin zengin protaminlerle yer degistirdiginde niiklear yogunlasma

olusur (Abraham, 2006).

Bu somatik histonlar protaminlere doniisdiikten sonra, niikleozomlar kaybolur
ve c¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilirler.
Spermiyogenezin olgunlagsma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi goriilmez

(Abraham, 2006; Burukoglu ve Baycu, 2007).

Spermiyogenez tamamlanirken; Spermatid olgunlasma evresi sirasinda
mitokondriyonlar gelisen flagellum boyunca dizilimlerini tamamlarlar. Flagellum
keratin i¢eren dis yogun liflerle sarili bulunan merkezi bir aksonemden meydana
gelir. Cekirdek uzar ve yogunlasir. Olgunlagsma islemi, ¢ekirdegin son uzamus,
yogunlagsmis seklini aldiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda

tamamlanir. Kuyruk iki ana parcadan olusmaktadir. Biri mitokondriyonlarin
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bulundugu orta pargadir digeri ise kuyrugun fibréz bir kilifla sarili oldugu, esas
pargadir (Abraham, 2006). Bir annulus (son halka) sperm kuyrugunun orta parca ana
parga gecisinin siirlarini belirler. Olgun spermatidden bir sitoplazma artig1 olan
artik cisimcik, spermlesme olusurken, spermiyogenez sonunda Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilmektedir. Somatik histonlarin arjininin ve lizin gibi zengin
protaminlerle yer degismesi olayi, ¢ekirdek yogunlagmasi, spermiyogenezin son
basamagini olusturur. Bu yer degistirme sperm genomik DNA’sin1 stabilize eder ve

korur (Abraham, 2006; Burukoglu ve Baycu, 2007).

Tip A (koyu) spermatogonyum
Tip A (acik) spermatogonyum

> Tip A (agik) spermatogonyum

P )

Sekil 1.3 Spermatogenezin Semasi (Ross ve ark., 2011).
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1.3. Testis Embriyolojisi

1.3.1. Gonadlarin Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti, daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina ragmen,
gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar disi veya erkek morfolojik 6zelliklerine sahip
degildirler. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine benzer 6zellikler
gosterir. Bu nedenle genital sistemin gelismesinin baslangi¢ donemine sekstiel

gelisimin farklanmamis evresi olarak adlandirilir (Moore, 2002).

Gonadlar (testisler ve overler) li¢ kaynaktan koken alirlar;
. Posterior abdominal duvar1 ddseyen mezotel (mezodermal epitel)
o Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

o Primordiyal germ hiicreleri (Moore, 2002).

Gonadlarin ortaya ¢ikist bir ¢ift uzunlamasina genital veya gonadal kabarti
seklindedir. Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla
olusurlar. Gelisimin 6. Haftasina gelene kadar genital kabartilar iginde germ
hiicreleri bulunmaz. Primordiyal germ hiicreleri, epiblasttan kdken alir, primitif ¢izgi
boyunca go¢ eder ve {liciincli haftada yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki
endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler (Sekil 1.4). Son bagirsagin mezenterinin
dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif
gonadlara ulasirlar.6. haftada ise genital kabartilar1 isgal ederler. Primordiyal germ
hiicrelerinin bu gogii, stella, fragilis genleri ve BMP-4 tarafindan diizenlenir. Bu
hiicreler genital kabartilara ulasamadiklar1 takdirde gonadlar gelisemez. Gonadlarin
over veya testise farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi
vardir (Moore, 2002).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagmadan 6nce ve ulastiklar
sirada, genital kabartida epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensimin
icine gomiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlari denilen diizensiz
kordonlar1 olustururlar. Hem disi hem de erkek embriyolarda bu kordonlar yiizey

epiteline baghdir. Bu donemde erkek veya disi gonadlarini birbirinden ayirt
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edilebilmek miimkiin degildir. Bu evredeki gonada farklanmamis gonad
denilmektedir (Moore, 2002).

Foregut Hindgut

Allantois Genital
ridge

Hindgut

“N-Primordial
: \ germ
Heart : cells

Cloaca ~ W Mesonephros

Yolk sac

A B

Sekil 1.4 Primordial Germ Hiicrelerinin Genital Kabrtiya Gocti (Sadler, 2005).

Kromozomal ve genetik cinsiyet, X kromozomuna sahip ovumun X veya Y
kromozomu tasiyan sperm ile fertilizasyonuna bagli olarak olusur. 7. haftadan 6nce
gonadlarin gériiniimi her iki cinste de birbirine benzerdir, dolayisiyla ‘farklanmamis
gonadlar’ olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir Y kromozomu
gerekirken, Testis belirleyici faktor (TBF) igin gerekli olan SRY geninin, Y
kromozomunun kisa kolunda, cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesmis durumdadir.
Y kromozomu tarafindan diizenlenen, testis belirleyici faktor, testikiiler farklilasmay1
saglar. Bu organizatoriin etkisi altinda gonadal kordonlar, seminiferdz kordonlara
(seminiferdz tiibiil primordiyumlarina) farklanirlar. Seminifer6z kordonlarin olusumu
SOX9 ve FGF9 ekspresyonlari ile saglanir. Y kromozomunun yoklugunda ise over
gelisimi goriiliir (Sadler, 2005; Moore, 2002).
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1.3.2. Testis Gelisimi

Y kromozomunun kisa kolu tizerinde bulunan testis belirleyici faktor (TBF) igin
SRY geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu
gorir. Transkripsiyon faktéri SOX9 da testikiiler farklilasma icin esas rol oynar.
Testis belirleyici faktor, gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin farklanmamis gonadin
medulla derinlerine dogru uzamasina neden olmaktadir. Kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anostomoz yapar ve boylece rete testis olusur. Gonadal kordonlarin kalin
bir fibroz kapsiil olan, tunika albuginea gelistikten sonra ylizey epiteli ile olan
baglantilart  kaybolur. Genisleyen testis kademeli olarak dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan, mezor¢iyum ile asili hale geger.
Seminifer6z kordonlar, seminifer6z tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar

(Sadler, 2005).

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensim ile
ayrilirlar.8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlari (testosteron ve
androstenedion) salgilamaya baslar ve bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis
genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarirlar. Testosteron iiretimini, insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile etmektedir. Hormonun miktari, 8-12
haftalik donemde en yiiksek degerine ulasir. Testosterona ek olarak, fetal testisler,
glikoprotein bir hormon olan antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan
inhibitér madde (MIM) ad1 verilen bir hormonu da salgilar. Antimiilleriyan hormon,
Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir ve hormonun salinmasi puperteye kadar devam
etmektedir. Daha sonra seviyesi azalir. Antimiilleriyan hormon, uterus ve tuba
uterinalara  farklanan, paramezonefrik (miilleriyen) kanallarin  gelisimini

baskilamaktadir (Sadler, 2005; Moore, 2002).

Seminiferdz tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar (liimensiz). Puberteden

itibaren ise liimen gelisir. Seminiferoz tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunmaktadir;
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-Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden

gelisirler.

-Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal
germ hiicrelerinden farklanirlar (Sadler, 2005; Moore, 2002).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olustururlar.
Daha sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin ylizey epiteli diizleserek yetiskin testisin
dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuliyi olusturan 15-20
adet mezonefrik tiibiiller ile devam etmektedir. Bu duktuli, duktus epididimisi

olusturan mezonefrik kanal ile baglanir (Sadler, 2005).

1.3.3. Genital Kanallarin Gelisimi

Mezonefroz gerilerken epigenital tiibiiller ad1 verilen birka¢ bosaltim kanali rete
testis kordonlariyla iliski kurar ve duktuli efferentesleri olustururlar. Testisin kaudal
kutbundaki bosaltim kanallar1 ve paragenital tiibiiller, rete testis kordonlariyla
birlesmezler. Bunlarin kalintilar1 topluca paradidimis olarak adlandirilir (Moore,
2002). Mezonefrik kanallar, apendiks epididim adiyla bilinen en kranial parcasi
disinda seyrederek, ana genital kanallar1 olustururlar. Mezonefrik kanallar efferent
duktuslarin giris kismimin hemen altindan itibaren uzayip, kivrintili bir hal alarak
epididimi meydana getirir. Mezonefrik kanal, epididimin kaynagindan seminal
vezikiil tomurcuguna kadar kalin bir kas kilifina biiriinerek duktus deferensi
olusturur. Duktus deferensin seminal vezikiilden sonraki parcasina ejakulatuar kanal
ad1 verilir. Paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial uglarindaki kiiglik bir kisim

harig¢ (appendiks testis) dejenere olurlar (Moore, 2002).

1.4. Testisin Histofizyolojisi
Spermatogenezin  diizenlenmesinde  sicakliin  rolii  olduk¢a  Onemlidir.

Spermatogenez, 37°C olan viicut i¢ sicakligmin altindaki sicakliklarda meydana

gelmektedir. Testis sicakligi yaklasik olarak 35°C‘dir. Zengin bir vendz ag olan
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pampiniform pleksus testis arterlerinin etrafin1 sarar ve bu aglar testis sicakliginin
stirdiiriilmesinde Onemlidir. Sicakligi dagitmak i¢in ters yonli akimla sicaklik
degisimini ayarlamaktadir. Soguk giinlerde, skrotum kasi refleks olarak kasilarak
testisleri yukar1 dogru ¢eker, testislerin viicuda yaklastirilmasi ile 2°C‘lik farkin
stirekliligi saglanmaktadir. Bu sekilde, skrotum teorik olarak, testislere 0zgiil
sogutma mekanizmasi olarak gorev yapmaktadir (Ganong, 1995; Seeley ve
ark.,1999).

Spermatogenez tlizerinde etkin endokrin faktorler igerisinde baslica hormonlar

gelmektedir. Bu hormonlar;

Testosteron: Testosteron iiretimi adenohipofizden salgilanan LH etkisiyle
gerceklesmektedir. LH, Leydig hiicrelerinde kendisine ait reseptorlere baglanarak
etkisini gostermektedir. Her ne kadar Leydig hiicreleri testisin genel hacminde kiigiik
bir yer kaplasa da steroidojenik potansiyelleri olduk¢a yiiksektir. Adenohipofizden
LH salgisi siirekli degildir. Esas olarak geceleri 90 dakikalik araliklar seklinde olur.
LH disinda prolaktin ve LH-RH (LH-releasing hormon) da dogrudan Leydig
hiicrelerini etkiler ve testosteron salgilanmasina etki eder. Testosteronun yiikselmesi
LH salgisini durdurur. LH disinda spermatogenezin baglamasi1 ve devam etmesinde
adenohipofizden salgilanan bir diger hormon olan FSH da etki eder (Armnc1 ve Elhan,
2006; Ganong, 1995).

Testosteren salinimi Leydig hiicreleri tarafindan yapilir ve spermatogenik
hiicrelerin gelismesi igin gereklidir. Testosteron testislerin ana androjeni olup
spesifik testosteron baglayict globiilin ve ayni zamanda diger plazma proteinleri ile
kanda tagimir. Erkek tireme organlarinin farklilagsmasini baslatarak islevlerinin devam
ettirilmesini saglar. Erkek ikincil cinsiyet karakterlerinin olusmasini saglar. Meme
dokusu {izerine Ostrojene zit yonde etki gosterir. Aymi zamanda protein
metabolizmasini ve kemik gelisiminide uyarir (Ackerman, 2006). Testosteron bazal
membrandan sizar ve Sertoli hiicrelerine girer. Bu hiicreler yiiksek derisimde
androjen almaglarina sahiptirler. Spermatogenezin tamamlanabilmesi igin Sertoli

hiicrelerinin iizerinde testosteronun etkisi yiiksektir (Ackerman, 2006).
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Folikiil Uyarict Hormon (FSH): On hipofizden salgilanan FSH, Sertoli
hiicrelerini etkiler. Adenil siklaz yapimini, dongiisel adenozin trifosfat (CAMP)
artisin1 uyarir. Bununla birlikte ABP‘nin (androjen baglayici protein) sentez ve
salgilanmasini uyarir. Daha sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu
seminifer tiibiill limenine tasir. BoOylece spermatogenez uyarilmis olur. Germ
hiicrelerinin azalmast FSH salgisin1 uyarmaktadir. FSH salgilanmasi, Sertoli
hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonuyla durdurulur. Ostrojenler, kadin cinsiyet

hormonlar1 ABP‘i baglayarak spermatogenezisi azaltici etki gosterir.

Ostrojen: FSH sonucunda uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan

yapilmaktadir.

Luteinlestirici Hormon (LH): Leydig hiicreleri iizerine etki eder ve normal
spermatogenik hiicrelerin  gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini
uyarmaktadir. Hipofizden LH salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir.

Testosteron sentezinin artmasi LH salinimini baskilar.

Inhibin: Bu hormon Sertoli hiicrelerinde yapilir ve FSH salmimini geri
besleme mekanizmasiyla diizenler. Inhibin siirekli salmirsa FSH baskilanir ve iireme

hiicresi sayist azalinca da FSH artar.

Testisin dis salgt islevi, kivrintili seminifer tiibiillerin holokrin salgi iirlinii
spermatozoondur. Giinlilk ortalama spermatozoon yapimi insanda iki testisten
ortalama 200 milyon kadardir. Bu biiyiik bir miktar gibi goriinse de diger tiirlerle
karsilastinlldiginda diisiik bir sayidir. Olusan ejakulat miktar1 ise 2-5 ml’dir. Bu
ejakulat 40-100 milyon/ml spermatozoon i¢ermektedir. Bu say1 20 milyonun altina
diistiigiinde kisirhiktan (infertilite) s6z edilir (Ackerman, 2006; Bloom ve Fawcett,
1994).
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1.5. Kanser ve Kemoterapi

Tarih boyunca kanser insan ve hayvanlarda sik goriilen bir problem haline gelmistir.
Kanser hakkinda bilinen en eski veriler MO 3000 yilina kadar uzanmaktadir. Kanser
kelimesi Latince yenge¢ anlamina gelen “canker’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden
tiiremektedir. Tiimor terimi ise ilk defa MO 3. yiizyilda tiimériin etrafindaki sismis
damarlar1 bir yengecin bacaklarina benzettigi i¢in Hippokrat tarafindan kullanilmas,
daha sonra Yunan doktor Galen tarafindan sisme anlamina gelen “oncos” terimini

kullanmistir (Baykara, O., 2016).

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, anormal ve kontrolsiiz bir
sekilde cogalmasi ile yaygin 6zellik kazanip, uzak organlara kan veya lenf yolu ile
yayilmasi (metastaz) sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik olarak bilinmektedir (Brooks
ve ark.2009). Kanser hiicreleri kaynaklandiklari normal hiicrelere gore daha kisa
stirede 6lmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizli olur ki, sonugta hiicreler
devamli olarak birikme gosterir. Bu asir1 hiicre birikimi, hem kanser hiicrelerindeki
genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok
etmedeki gii¢liigiinden kaynaklanmaktadir (Barry ve ark.; Cabadak, 2008; Gartner ve
Hialth, 2007).

Kanserin olusumunda en biiyiik role sahip 3 gen grubu bulunmaktadir. Bunlar
onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA tamir genleridir. Hiicre biiyiimesini ve
farklilasmasini saglayan normal genler olan proto-onkogenler, mutasyonlar, artmis
gen ifadesi, gen duplikasyonlar1 ve/veya kromozal yeniden diizenlemeler nedeniyle
etkin hale gecip onkogen haline doniisebilmektedirler. En ¢ok bilinen onkogenlere
ornek ise RAS, Erk, MYC gibi genler 6rnek verilebilir. Hiicrenin béliinmesini ve
¢ogalmasimi kontrol eden, hasar durumunda ise DNA tamirini baslatan, tamir
girsiminin basarisiz olmas1 durumunda apoptozu tetikleyen gen gruplarina ise timor
baskilayici genler denir. Bunlardan en sik rastlanani ve en ¢ok calisilant TP53
genidir. Delesyonlar, nokta mutasyonlari, epigenetik susturmalar, kromozomlarin
diizgiin ayrilamamas1 ve mitotik rekombinasyonlar tiimor baskilayici genin islevinin

kaybolmasina yol acar ve hiicre dongiisiindeki kontrol kaybolmasina ve sonucgta da
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karsinogeneze neden olabilirler. Bir diger 6nemli gen grubuda, hasarli DNA’y1 tamir
ederek gerekli proteinleri o bolgeye ¢eken ve boylece genin islevini yeniden
kazanmasini saglayan DNA tamir genleridir. DNA tamir genlerinin bir diger 6nemli
gbrevi ise tamirin basarisiz oldugu durumlarda hiicrenin apoptotik veya nekrotik
yolak yok edilmesini saglamaktir. Ancak bu 6nemli gen grubundaki iglev kayiplari
hiicrenin kanserlesmesinde siklikla karsilasilan bir problemdir. En ¢ok bilinen DNA
tamir genlerinden biri olan, islevinin bozulmasi nedeniyle meme kanserinin

olusmasina neden olan BRCA (breast cancer) genidir (Baykara, O., 2016).

Kanserin ortaya ¢ikmasinda tiitiin ve tiitiin iirlinlerinin kullanimi, alkol, koti
beslenme, obezite, virlisler, iyonizan isinlara maruziyet, mesleki hastaliklar ve
cevresel kirleticiler gosterilebilir. Hepatit B, Hepatit C ve HPV (Human Papilloma
Virus) gibi viriisler karsinogenezde ¢ok ¢alisilan viriislerdendir (Blackadar, 2016).
Hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik goriilen ve 6liime neden olan kanser tiirii
akciger kanseridir. 2. sirada ise erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda ise meme

kanseri gelmektedir (Siegel ve ark. 2015).

Kanser tedavisinde kullanilmakta olan belli bash tedavi yontemleri sunlardir;
cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve yeni tedavi yontemleri (hormon tedavisi,
immiinoterapi- biyolojik tedavi, anjiogenez inhibitdrleri, sinyal ileti sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi, kemik iligi transplantasyonu) dir. Bu yontemlerden biri ya
da birkac1 birlikte uygulanarakta kanser tedavisi yapilmaktadir (Tirker ve Kayaalp,
2002; Akyol, 2004). Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapinin
temelinde; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden 6zellikle kontrolsiiz ¢ogalan
hiicrelere karst secici Oldiiriici etkileri olan, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini,
cogalmasimi durdurmak veya yok etmek amaci ile dogal veya sentetik kimyasal
maddeler, biyolojik ajanlar veya hormonlarla yapilan tedavilerin timi yer alir
(Akyol, 2004). Son yillarda kanser tedavisinde meydana gelen geligsmelerle birlikte,
kanser tedavisinin temelini olusturan ¢ok sayida kemoterapétik ajan kesfedilmis olup
kullamima girmistir (Bysal ve Criss, 2004). Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlar sayesinde kansere bagli 6lim oranlarinda azalma goriilse de,

uzun doénemler sonunda, biiyiime problemleri, kardiovaskiiler problemler, ikincil
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malign timdrler gibi yasam kalitesini olumsuz etkileyen ¢ok ciddi endikasyonlar
gozlenmistir. Folikiilleri depolayan overler ve sperm {ireten testisler, kemoterapotik
ilaglara kars1 son derece duyarlilik gosterirler. Tedavi sonrasinda goriilen reprodiiktif
yetmezlik oranlarmin artis;, lreme saghgini etkileyen komplikasyonlar1 da
beraberinde getirmektedir. Yiiksek kemoterapi ve radyoterapi ya da kemik iligi
transplantasyonuna bagli sitotoksik tedaviler over rezervini ve testikiiler sperm
tretimini baskilayan ya da geri doniisimsiiz hasara sebep olan tedavi
secencklerindendir (Familiari ve ark.,1993; Sonmezer ve Oktay, 2004). Kemoterapi
sonrast testislerde spermatosit, spermatogonyum ve spermatitlerde goriilen apoptoz,
gonadal islevi ve fertiliteyi etkiler. Siklofosfamid, chlorambucil, melphalan,
busulfan, nitrogen mustard, procarbazin, ifosfamid ve thiotepa gibi bazi
kemoterapoétik ajanlar ¢ogunlukla geri doniisiimsiiz fertiliteye sebep olurken, CP ve
adriamisin kismen, bleomisin, actinomisin D, vincristin, methotreksate ve 5-
fluorouracil ise daha az oranda gonadotoksik etki géstermektedir (Kutluk ve Kars,
1992; Gengelen, 2002; Tiirkiye Istatistik Yilligi, 2004). Keméteropotik ajanlar,
hiicredeki islevleri ve kimyasal yapilarina gore; antimetobolitler, alkilleyiciler,
antitimor antibiyotikler, enzimler, alkoloidler, kortikosteroidler olmak Tizere
birbirinden farkli etkilere sahip 6 sinifa ayrilmaktadir (Akyol, 2004). CP alkilleyici
ajanlar arasinda yer alir. Alkilleyiciler; hizli ¢ogalan hiicrelere etki ederek, yapisinda
bulundurduklar1 alkil kokii ile makromolekiillerin niikleofilik kisimlarina geri
doniisiimsiiz olarak baglanirlar. DNA zincirlerinde ¢apraz baglarin kirilmasina neden

olduklarindan DNA’y1 etkilerler (Akyol, 2004).

1.6. Cisplatin (CDDP)

CP, tek basma veya diger antineoplastik ajanlar ile (siklofosfamid, bleomisin,
etoposid) beraber sik goriilen agiz, bas, boyun, endometriyum, akciger kanserlerinde
kullanildig1 kadar ileri over ve testis kanserlerinde de sik kullanilmaktadir (Bogin ve
ark.,1994; Florea ve Bisselberg, 2009). Ayn1 zamanda 6zofagus, lokalize servikal
kanser ve bag-boyun kanserlerinde radyoterapiyle beraber kullanilir. CP’in terapotik
etkisi doz artisiyla bariz derecede artis gostermektedir (Hanigan ve Devarajan, 2003).

Fakat, nefrotoksisite basta olmak {izere, yan etkileri klinik kullaniminda sorunlara
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neden olmaktadir. Bu yilizden, CP ile yapilan kanser kemoterapisinde
nefrotoksisitenin engellenmesi klinikte hasta yararina olacaktir (Bompart, 1990;
Borch ve Pleasants, 1979; Sadzuka ve ark.,1991; Theneshkumar ve ark.,2009). CP
nefrotoksisitesinin isleyis mekanizmasi tam olarak aydinlanmasada, CP’in neden
oldugu siiperoksit ve hidroksil radikali gibi serbest oksijen radikalleri olusumu,
nefrotoksisitesini agiklayan mekanizmalardan biri olarak gosterilmistir. Bu goriisten
yola ¢ikarak, antioksidanlarin CP nefrotoksisitesine karsi koruyuculugu arastilip,
gergekten bazi antioksidanlarin bobrek dokusunu CP’e bagli nefrotoksisiteden
korudugu goriilmiistiir (Sheikh ve ark., 2004; Appenroth ve ark.,1997; Atessahin ve
ark., 2005). Giiniimiizde ise daha az toksik ve daha etkin olan CP’in anologlari
arastirilmaktadir (Uehara ve ark., 2005). CP’in doz kisitlayici nefrotoksisitesi
nedeniyle karboplatin gibi platin kokenli ve nefrotoksik olmayan tiirevleri
gelistirilmistir. Ancak, CP platin iceren ajanlar arasinda en sik tercih edilen ve
kullanilan kemdoterapotiklerden olmaya devam etmektedir. Karboplatin de CP’in
oldugu gibi DNA’ya baglanir ve c¢ogalmakta olan tiimor hiicresini 6ldiirtir.
Karboplatin, CP’in nefrotoksisite ve norotoksisite gosterdigi terdpatik dozdan bes kat
daha fazla dozda kullanilabilmektedir. Ancak, karboplatin kemik iligi depresyonu ve
anemiye yol agabilir (Goyer ve ark., 2001).

1.6.1. Cisplatin’in Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

CP, hiicre DNA‘sinda olusturdugu sitotoksik etkilerle birlikte hiicre mitokondrion
islevi lizerinde de etki gostermektedir. Mitokondriondan kalsiyum O, ¢ikigini arttirir,
ayni1 zamanda oksijen taginmasini da arttirarak solunum hizinda artigsa, dolayisi ile
hipoksiye sebep olur. Bununla birlikte ATPaz aktivitesini engeller. Tiim bu olaylar
hiicre 6liimii ile sonuglanir. Makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda ilacin etkisi ile
artis gozlenir ve fibrozise neden olur (Wang ve Lippart, 2005). CP, timér nekroz
alfa’nin (TNF-a)) ekspresyonunu arttirir ve TNF-o hiicrede inflamasyona yol agarak
apoptozis‘i indiikler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine katkida bulunur
(Aksit ve Bildik, 2008). CP’in hiicre igine alinisina yonelik mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir. Yapilan ilk ¢alismalarda CP’in pasif diflizyon ile hiicre igine

girdigi one siirlilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ise bakir transport
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proteini olan copper transporter 1 ‘in (CTR1) CP’in hiicre igine aktif olarak

alinmasinda etkili oldugunu gostermektedir (Wang ve Lipport, 2005; Holzer ve ark.,
2004).

1.6.2. Cisplatin’e Ait Farmokinetik Ozellikler

CP’in oral emilimi kétii olup, mide barsak kanalindan absorbe olmadigindan sadece
intravendz veya intraperitoneal olarak kullanilmaktadir. ilacin % 90°dan fazla bir
kismi1 plazma proteinlerine baglanir. Hidrofilik olmasi nedeniyle viicut ig¢indeki
dagilim1 oldukga iyidir. En ¢ok karaciger, bobrek ve prostatta birikir. Anne siitline
geger, asit, plevral sivi gibi ti¢iincii bosluk sivilarina gecer. Plasentay:r geger fakat

kan-beyin bariyerinden gecisi iyi olmayip eser miktardadir.

Enzimatik olmayan yollarla aktif ve inaktif metabolitlere doniistiiriilebilir.
Cogunlukla bobreklerden idrarla birlikte (%90) atilir. ilk alt1 saatte ilacin ¢ok az bir
kismi bobreklerden atilirken, yirmidort saate kadar %25°i elimine olur. Bes giine
kadar ise alinan dozun %43 kadari idrarda bulunabilir. Ilag enjeksiyon yerine
infiizyon seklinde verilirse, plazma yarilanma 6mrii kisa olup, elimine edilen ilag
miktar1 daha fazla olur. Platin dokuda 180 giine kadar gorilebilir (http://
www.cancercare.on.ca./pdf drugs/Cisplatin; Chabner ve ark., 2001 ).

1.6.3. Cisplatin’in Toksisitesi

CP, organizma iizerinde bir¢ok toksik etkilere neden olmaktadir. CP’in neden oldugu

bu etkiler tablo1.1 de gosterilmektedir.
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Tablo 1.1. CPe Bagh Istenmeyen Etkiler (http:// www.cancercare.on.ca./pdf
drugs/Cisplatin).

ORGAN YAN ETKI
Bradikardi, hipertansiyon, serebral arterit,
Kardiyovaskiiler serebrovaskiiler olay (nadir)

Isitme kaybu, tinnitus * (%31), vertigo
otonomik ndropati (nadir), ndbet (nadir),
Norolojik arka kolon noropatisi (nadir), higkirik,
periferik ndropati, optik norit, gérme
bulanikligy, renk algisinda degisiklik, akut
ensefalopati (nadir)

Bulant1 ve kusma*, diyare/ishal*,

Gastrointestinal anoreksi/istahsizhk™*, tat duyusunda
bozukluk
Miyelosiipresyon * (%25-30, nadir dénemi
Hematolojik 18-23 giin) anemi, hemolitik anemi

(Coombs pozitif), trombositik
mikroanjiyopati (nadir)
Neoplastik Akut 16semi

Dermatolojik Alopesi/sag¢ dokiilmesi, dokiintii

Karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme,

Hepatik bilirubin yiiksekligi (gecici, nadir)

Tip 1 (anafilaktik)
Hipersensitivite Tip 2 (hemolitik anemi)

Toksik nefropati * (%28-36),
Renal/metabolik hipomagnezemi, hipokalsemi, hipokalemi,

hiponatremi, hipofosfatemi, hiperiirisemi,
uygunsuz ADH sendromu

Infertilite
Reprodiiktif

Kas kramplar1, serum demir diizeyinde
Diger yiikselme

Antineoplastik ilaglarin kemoterapide kullanilmasi sonucunda, hizli bir bigimde
cogalmakta olan gastrointestinal, hematopoietik sistem hiicreleri ve testiste dnemli
toksik etkilerin olustugu bilinmektedir (Kantar ve ark., 2007). Testis germinal epitel
hiicreleri, yliksek mitotik aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle sitotoksik
kemoterapétiklere duyarhidirlar. Hematolojik malignitelerin tedavisi sirasinda
gonad fonksiyonlar1 hastanin yasi, kiimiilatif doz ve kullanilan her bir ajana bagh
olarak degisik bicimlerde etkilenir. Kemoterapdtikler gonadal hormon kaybina,
germ hiicrelerinde mutojenik degisikliklere ve fetus iizerine teratojen etkiye sebep
olabilirler (Dilek, 2010). Gonadlari en ¢ok suprese eden kemoterapétik ilaglar alkile
ediciler (mekloretamin gibi, prokarbazin hari¢) ve CP’dir. ilag kombinasyonlar1 da

degisik oranda gonadal toksisite gostermektedir. Kiimiilatif doz sperm iiretiminin
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yeniden baslayip baslamayacagi agisindan olduk¢a Onemlidir. Klorambusil ve
siklofosfamid tek basma verildiklerinde uzamis azospermiye sebep olmaktadir.

Prokarbazin ve CP ise yiiksek dozlarda steriliteye neden olur (Dilek, 2010).

CP’e bagl testikiiler hasar direkt olarak spermatogenik hiicrelere ve Sertoli
hiicrelerine olmaktadir ve Leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir (Azu ve ark., 2010). CP uygulanan siganlarda sperm iiretiminin, seminifer
tiibiil ¢capinin ve intratestikiiler testosteronun azaldig1 ve seminifer tiibiillde TUNEL
pozitif hiicrelerde artis oldugu belirtilmistir (Favareto ve ark., 2011). Testikiiler
hasarin birgok belirtisi bulunmasina ragmen, uzun siireli sonuglari; kalici testikiiler
atrofi gelismesi ve buna bagl infertilitedir (Azu ve ark., 2010). Tam olarak etki
mekanizmasi belirsiz olsada, artmis olan serbest radikal olusmasi ve antioksidanlarin

azalmasi buna sebep olabilir (Azu ve ark., 2010).

CP ve karboplatin spermatotoksiktir. Leydig hiicrelerine olas1 direkt etkisinden
dolayr CP kullanimi serum testosteron ve intratestikiiler P-450 seviyelerinde
azalmaya sebep olmaktadir. CP temelli kemoterapide hastalarin ¢ogu azospermik
olmakla birlikte bunlarin ¢ogunda spermatogenez 4 yil i¢cinde geri donmektedir (Perk
ve ark., 2005).

1.7. Apoptotik Hiicre Oliimii

Biitiin hiicreler yasami boyunca dogar, ¢ogalir, farklilasir ve oliir (apoptozis). Biitiin
bu olaylar dogal bir denge halinde devam etmektedir. Dokudaki yapim ve yikim
olaylarmmin belli bir diizen etrafinda islemesi apoptozis/proliferasyon dengesinin
kusursuz bir sekilde isleyisine baglidir (Erdogan, 2003; Hikim ve ark., 1995).
Organizmada hasar goren veya organizma i¢in hasar olusturabilecek hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda da apoptozis goérev {lstlenir. Viriisle enfekte hiicrelerin
ortadan kaldirilmasi, hasarli DNA’nin ortadan kaldirilmasida yine bu yolla olur

(Nagata, 1997).
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Apoptozis onceden hazir olan hiicrelerde primer olarak baslatilabilirken, bir uyaran
sonucu sekonder olarakta gergeklesebilmektedir. Hiicre digi uyaranlar arasinda;
tiimor nekroz faktorii (TNF), néron biiyiime faktérii (NGF), koloni uyarici faktorler
(CSF), insiilin benzeri biliyiime faktorii (IGF 14), IL-2 gibi maddelerin ortamda
azalmasi, radyasyon, ilaglar, glukokortikoidler, ¢esitli antijenler 5nemli yere sahiptir.
Otoimmiin hastalik gelisiminde rol {istlendigi bilinen Fas/FasL (3) sFas proteinleri,
viriisler de (HIV gpl120 proteini, mfluenza viriisi TNF resoptorii iizerinden;
adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak) hiicreyi apoptozise gotiiriir (Erdogan,
2003). Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen bir¢ok genin bulundugu

bilinmektedir (Oktem ve ark., 2001).

Apoptozisi etkileyen hiicre igi uyaranlar ise, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum
miktarindaki artig, timor nekroz faktor, timor silipressor gen olan p53°lin aktive
olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, onkojenler ve glukokortikoidlerdir.
Apoptozda hiicre 6limii ¢evreyi rahatsiz etmeden gelissede bazen apoptozis dolayli
olarak cevredeki dokuda nekrozu baslatabilir veya nekroz apoptozis gelismesine

neden olabilir (Oktem ve ark., 2001). (Sekil 1.5).

IO CRPMS

LAy

Sekil 1.5 Apoptotik Hiicre Oliimii Ana Yolaklar1 (Nature
Reviews/Molecular Cell Biology)
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Apoptozis siireci; DNA hasaria genlerin yaniti, hiicre membrani trafindan 6liim
sinyallerinin alinmasi, (Fas ligandi), hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi
(granzim) olarak 3 farkli sekilde olabilir (Roshal ve ark., 2001). Apoptoz siirecinde
gorev alan 3 temel bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve

Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir (Staley ve ark., 1977).

1.7.1. Spermatogenezde Apoptozisin Rolii

Spermatogenez sirasinda, hiicre gelisimi ve farklilasmasina ek olarak germ hiicre
Olimii de gorilir ve bu sperm olusumunda &nemli bir rol oynar. Apoptozis,
spermatogenezde ¢ogunlukla spermatositler ve spermatogonyada hiicre 6liimiine yol
acmaktadir. Germ hiicrelerindeki bu 6lim spermatozoanin gelisimi i¢in kesin
gerekmektedir. Testiste siirekli olarak kendiliginden apoptozis gerceklestigi
belirlenmistir (Y1lmaz, 2005).

Apoptozisin, spermatogenez sirasinda bilinen iki gorevi vardir; germ hiicre
sayisint Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayida tutmak ve olusabilecek
anormal spermatozoonlar1 azaltmaktir (Sakkas ve ark., 2003). Fakat hasarli apoptotik
germ hiicrelerinin uzaklastirilmasinda bir sorun olusursa semen igerisinde anormal
sperm sayisi yiikselir ve bu da diisiik fertiliteye sebep olur (Anzar ve ark.,2002).
Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisinin hormonal kontrol altinda
gerceklestigi  bildirilmistir (Tapanainen ve ark., 1993; Yin ve ark., 1997).
Gonadotropin  ya da testosteron eksikligi disinda maturasyon arresti ve
hipospermatogeneze neden olan tim klinik durumlarda da apoptozis meydana
gelebilir (Lin ve ark., 1999). Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon, kemoterapi
veya sogutma gibi faktorlere karsi olan hassasligida germ hiicrelerinin
programlanmis hiicre 6liimlerini artiran diger bir faktoérdiir (Blanco-Rodriguez ve
ark, 1998). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen uyaricilarin varliginda

fizyolojik olmayan diizeyde apoptozis gergeklesir ve klinik olarak spermatogenezde
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bozulma ve infertilite goriilebilir (Cohen, 1993; Kerr ve ark., 1972; Korsmeyer,
1995).

1.8. Antioksidanlar

Insan viicudunun serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi yok
etmek icin en dnemli silah1 antioksidanlardir. insanda bulunan antioksidanlar viicut
tarafindan iretilebilir ya da disaridan takviye olarak alinirlar. Hem eksojen hemde
endojen antioksidanlar serbest radikalleri siipiiriicii olarak etki gosterirler.Bu sebeple
savunma sisteminin etkisini artirarak, hastalik rizkini de azaltmis olurlar (Shinde ve
ark., 2012). Antioksidanlar, hiicre metabolizmasinin toksik yan {iriinii olan serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek, koruyuculuk saglarlar (Sen ve ark., 2010). Reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddenin olusturdugu hasari
engellemek ve detoksifikasyonu saglamak igin viicutta gbrev yapan savunma
sistemine “antioksidan savunma sistemleri” yada ‘“antioksidanlar”denir (Sener ve
Yegen Berrak, 2009). Antioksidanlar, radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilermesine engelleyen maddelerdir (Diindar ve
Aslan, 1999). Antioksidanlarin etkileri arasinda serbest radikallerin fazlasini etkisiz
hale getirmek, serbest radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve
hastaliklar1 6nlemede katki saglamak bulunur (Pham-Huy ve ark., 2008).
Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Aydemir ve
Karadag, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011). Endojen ve eksojen antioksidanlar,
oksidan/antioksidan dengesini korumak i¢in serbest radikallerden viicudu koruyarak,
serbest radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in kullanilirlar (Sen ve Chakraborty, 2011).
Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karsi dokular1 veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri g6z oniline alindiginda, yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar ile

zehirlenmeye karsi koruyucu ajanlar olarak gosterilebilirler (Ito ve Hirose, 1989).
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1.9. Panax Ginseng

Ginseng, Dogu Asya'da 2000 yili agkin bir siiredir ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Diinyada popiiler bir bitkidir ve 35'ten fazla iilkede gida, saglik takviyesi ve dogal
ilag olarak kullanilmaktadir (Baeg ve So, 2013). Ginseng'in iireme, kardiyovaskiiler,
endokrin ve bagisiklik sistemleri {izerinde genis bir alanda farmakolojik etkileri
oldugu gosterilmistir. Bazi iilkelerde yorgunlugu azaltma, kan dolasimini arttirma,
menopoz semptomlarma yardimci olma, immiin fonksiyonunu artirma ve
konsantrasyonu arttirma 6zelligi ispatlanmigtir (Park ve ark., 2012). Ginsenosidler,
polisakaritler, peptitler, poliasetilenik alkoller ve yag asitleri gibi bir ¢ok ginseng
bileseni izole edilerek karakterize olmustur (Kim ve ark., 2005; Kang ve Min,
2012). Cin’de P.G’in “her seyi iyilestiren insan otu” olarak kabul edildigi
bilinmektedir (Chan ve ark., 2011). Halk arasinda kanserden korunmak iginde bitki
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bacanli ve ark., 2012; Izzo ve ark., 2005).

Ginseng’in, fiziksel performansi arttirarak, stres ve yaglanmaya karsi1 direng
olusturan, dolayisiyla yasam kalitesini arttiran adaptojen bir madde oldugu
bilinmektedir (O’hara ve ark., 1998). Nonspesifik olarak viicudun direncini arttiran
maddelere adaptojenik madde adi verilir (Barkhe ve Morgan, 1994). Adaptojenler
viicuda zarar1 olmayan, fizyolojik bozuklulara yol agmayan ¢esitli fiziksel, kimyasal
ve biyolojik faktorlerin yan etkilerine karsi nonspesifik dayanikliligi arttiricr etki
gosterirler. Boylece kisinin fiziksel ve zihinsel kapasitesisinin arttirilmasinda 6nemli
katki saglamaktadirlar (Courth, 1975). Ginseng’in 6zellikle stresli durumlar altinda
adrenal ve tiroid foksiyonlarmni onardigi diisliniilmektedir (Siegel, 1979). P.G
hiperglisemi, hiperlipidemi ve hepatosteatoz gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2017). Ginseng’in etkileri kisinin
saglik durumuyla yakindan ilgi gostermektedir (Barkhe ve Morgan, 2000). Ginseg’in
etkilerinin  bireysel farkliliklardan dolayr  degisiklik  gosterebilecegi  de
belirtilmektedir. Bunun diyet, egzersiz, yasam tarzi, bireyin kullandig: ilaglarla ilgili
olabilecegi belirtilmistir (Fulder, 1981). Liu ve Xiao (1992), ginsengin merkezi sinir
sisteminin merkezlerini etkileyerek viicut metabolizmasi iizerinde diizenleyici

etkilerinin oldugunu ve bdylece mental ve fiziksel aktiviteleri kolaylastirdigini
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bildirmislerdir (Liu ve ark 1992). In vitro calismalar ve hayvan calismalar1 ginsengin
bagisiklik sistemi ve endokrin foksiyonlar iizerinde faydali etkilerinin olmasina
ragmen insanlar lizerindeki etkileri ile ilgili caligmalar sinirli ve tartismalidir (O’hara
ve ark., 1998).

Ginsengin bagisiklik sistemi iizerinde de etkili oldugu ve bu sistemi
kuvvetlendirdigi belirtilmistir (Shin ve ark., 2006). Sadece antibiyotik ve
antibiyotikle karistirilarak ginseng ile tedavi edilen agir kronik bronsitli 75 hastanin
ginseng grubunda daha hizli iyilesme gorildiigi, ginsengin bagisiklik sistemini
giiclendirdigi ve viicudun savunma direncini arttirdigir vurgulanmistir (Scaglione ve
ark., 2001). Brekhan ve Dardymoy, ginseng’in glikojen ve yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin sentezini artirdigini belirterek, ginsengin bu fonksiyonlarinin 6zellikle
fiziksel stres sartlarinda daha belirgin oldugunu vurgulamaktadirlar. Egzersiz
sirasinda ginsengin hipotalamus-hipofiz sistemi araciligi ile adrenokortikotropik
hormon dolayisiyla stres hormonu olan kortizol miktarint arttirdigi, adrenal
medullada da adrenalin salgilamasin1 tetikleyerek fiziksel giicli arttirdigi
kaydedilmektedir. Bunun yani sira Humphreys, ginsengin adaptojen olarak,
maksimal oksijen tiiketimine neden olan egzersiz stresi altindaki kisilerde daha

belirgin oldugunu bildirmistir (Humphreys, 2001).

Bu bulgular g6zoniine alindiginda ¢aligmamizda panax ginseng’in cisplatin
kemoterapisi alan hastalarda meydana gelebilecek testikiiler hasar1 ne diizeyde
azaltabilecegini veya engelleyebilecegini ortaya koymak amaclanmistir. Bu
caligmada ginseng’in tedavi yoniinden etkisi degil koruyucu bakimdan etkisi

incelendigi i¢in bu konularla ilgili ¢alismalara farkli bir bakis agis1 getirilecektir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Kurul

Calismamiz kapsaminda Oncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik
Kurulu'ndan (AKUHADYEK) 23.08.2017 tarihli, 268-17 referans numarali etik kurul

onay1 alindi.

2.2. Kimyasallar

Cisplatin, (LRAB7778, Sigma )

Panax Ginseng, (Aksu Vital Dogal Uriinler Gida SANAYI ve TIC. A.S’ nin %99,9
safliktaki 2018040200019 lot numarali toz tirtinii)

Hydrogen Peroxide % 35, (Merck Millipore, Almanya)

Hydrophobic PAP PEN, (Japonya)
PBS, (Sigma, USA)
Hematoksilen, (Sigma, USA)
Eozin, (Thermo, USA)

TUNEL Kit( Millipore, Apop Tag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit)

2.3. Deney Hayvanlan

Calismamizda 35 adet eriskin, erkek Wistar-Albino tiirii rat (250-300 g) kullanilmustir.
Hayvanlar 12 saat aydmlik 12 saat karanlik ortamda Afyon Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlart Unitesi laboratuvarinda uygun kafesler iginde barmdirilarak
standart sican pelleti ve ¢esme suyu ile serbestge beslendi. Deney 6ncesi her hayvanin

viicut agirliklart tek tek tartildi ve kaydedildi.
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Deneyde kullanilacak ratlar rastgele her grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba

ayrildi. Bu gruplar ve deney boyunca uygulanan islemler asagida verilmistir.

Grup:1 Kontrol grubu; Bu gruba 4 hafta boyunca giinde birkez ratlarin viicut
agirliklarina gore hacmi hesaplanarak (kg basina 1 cc) belirlenen dozda serum
fizyolojik (Panax ginseng’i ¢ozmek i¢in kullanidigimiz sivi) oral yolla
uygulanda.

Grup:2 P.G grubu; Bu gruba 4 hafta boyunca giinde 1 kez 200 mg/kg PG oral
yolla uygulandi. (Jung ve ark., 2015; Lee ve ark., 2007).

Grup:3 CP_grubu; Bu gruba g¢alismanin son giiniinde, CP(CDDP) tek doz (7
mg/kg) intraperitoneal (i.p) uygulandi. (Fallahzadeh ve ark., 2017; Atessahin
ve ark.).

Grup:4 CP+P.G (dozl); Bu gruba 4 hafta boyunca giinde 1 kez 200 mg/kg PG
oral yolla, son giin CP (CDDP) tek doz(7mg/kg) intraperitoneal (i.p)

uygulandi.
Grup:5 CP+P.G (doz 2); Bu gruba 4 hafta boyunca giinde 1 kez 300 mg/kg PG
oral yolla, son giin CP(CDDP) tek doz(7mg/kg) intraperitoneal (i.p) uygulandi.

Deney uygulamasi tamamlandiktan sonra tiim hayvanlar 4. hafta sonunda
tartildi. Cerrahi islemden 12 saat 6ncesinden itibaren ag¢ birakilan hayvanlar, 5 mg/kg
Xylazine ve ketamin flakon 40 mg/kg intramuskuler (im) yoldan verilerek uyutuldu
ve hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi (Resim 2.1, 2.2). Ayrica
sakrifikasyon Oncesi ratlarin kalplerinden biyokimyasal degerlendirme i¢in kan
ornekleri alindi ve hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvanlardan arta
kalan viicut pargalar1 Deney hayvanlari Unitesi kurallarina gore ortadan kaldirilda.

Cevre dokularindan temizlenen testislerin her biri hassas terazide tartildi. Testis
agirliklart her sigan igin sag ve sol olmak iizere ayr1 ayri tartildiktan sonra, testisler
Bouin tespitine alindi (Russel ve ark., 1990; Sahintiirk ve ark., 2007 ). (Resim 2.3,
2.4). Bu oOrneklerde sol testisler ¢alismada kullanilirken sag testisler ilerleyen
donemde gereksinim duyulabilecegi diisiiniilerek arsive kaldirildi. Calismada sadece

sol testislerin kullanilma nedeni her ne kadar her iki testis histomorfolojik 6zellikleri
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benzer olsa da su an i¢in bilinmedik olas1 farkliliklarin ortaya konmasi durumunda

calismamizin sonuclarinin uzun donemdeki giivenilirligini saglamak ve c¢alisma

materyallerini homojenize etmek i¢indi.

Resim 2.1.Ratlarin Aneztezi Altinda Resim 2.2.Ratlardan Testis Dokusunun
Uyutulup Karm Boélgesinin A¢ilmasi Cikarilmasi

2.4. Histolojik Doku Takibi

Operasyon sonucu ¢ikarilan sol testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde enjektor
ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikl birkag delik acild1 ve Bouin tespit soliisyonuna
konuldu. Bu sekilde 2 giin fikse edilen testisler daha sonra transvers eksende dnce
ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu parcalar da yeniden ikiye bdliinerek
kasetlendi ve otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1050) histolojik olarak takip
edilerek parafin bloklara gomiildii. Bu bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindu.
Kesitler hematoksilen eozin boyama i¢in normal lam iizerine, apoptotik hiicreleri

gozlemlemek amaciyla polilizinli lamlar tizerine alind1.
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Resim 2.3 Ratlara Ait Sag ve Sol Testis Resim 2.4.Testislerin Fiksatif igerisine
Agirliklarimin Olgiilmesi Alinmasi

2.5. Dokularin Boyanmasi

2.5.1. Histokimyasal Boyama

Bu amagla normal lam iizerine alinan kesitler Hematoksilen Eozin boyama ile

boyandi. Bu boyama i¢in asagidaki islemler uygulandi.

Deparafinizasyon

Dokular parafinden temizlenmeleri igin bir gece 65 °C lik etiivde bekletildi.
2 saat Xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar temizlendi.
Rehidratasyon

Saf alkolde 1 dakika

%390 alkolde 1 dakika

%80 alkolde 1 dakika

%70 alkolde 1 dakika

Cesme suyunda yikama

Boyama

Hematoksilen 4 dakika
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Akarsuda bolca yikandi.

Eozin 1,5 dakika

Dehidratasyon

%70 alkolde yikama

%80 alkolde yikama

%090 alkolde yikama

Saf alkolde yikama

Xylene soliisyonunda bekletildi.
Entellan ile kapatildi.

2.5.2. immunohistokimyasal Boyama

Seminifer tiibiillerdeki apoptotik hiicreleri tespit etmek amaciyla ticari TUNEL kiti
alinarak boyama yapildi. Boyamada firmanin tavsiye ettigi prosediir uygulandi.

Buna gore;

1. Ornekler deparafinize edildi ve 5 dk PBS’te yikandi.
2. Ornekler taze hazirlanmis Proteinase K (20 pg / mL) ile 15 dakika muamele
edildi.
3. Ornekler 2x 2 dk dH20'da yikandh.
4. PBS i¢inde hazirlanmis % 3’liikk hidrojen peroksit(H202) ile oda sicakliginda 5
dakika stireyle endojen preoksidaz blokaji yapildi.
5.Ornekler 2 x 5 dk. PBS ile yikandh.
6. Ardindan dengeleme tamponu uygulandi.
7. Kesitin etrafindaki fazla sivi hafifge ¢ekildi
8. Ornegin iizerine 75 uL EQUILIBRATION BUFFER uygulandi.
9. Oda sicakliginda en az 10 saniye inkiibe edildi.
10. Kesitlerin tizerine 55 pL TdT ENZYME damlatild1.
11. 37 ° C' de nemli bir etiiv igerisinde 1 saat inkiibe edildi.
12. Durdurma/ Yikama Tamponu Uygulandi.15 saniye calkalandi ve 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.
13. Istenen sayida drnegi islemek icin yeterli miktarda ANTI-DIGOXIGNENIN
CONJUGATE c¢ikarilip, oda sicakliginda 1sitildu.
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14. Anti-Digoksigenin Konjugati uygulandi. Kesitler 3x1 dk PBS ile yikandi.

15. Fazla s1v1 hafif¢e cekildi ve etrafi dikkatlice kurutuldu.

16. Herbir kesite 65 pLL ANTI-DIGOXIGNENIN CONJUGATE uygulandi.

17. Oda sicakliginda 30 dakika nemli bir odada inkiibe edildi.

18. 4 x 2 dk PBS ile yikandu.

19. Kesitler yikanirken PEROXIDASE SUBSTRATE hazirlandi.

20. Ornekleri tamamen kaplayacak kadar PEROXIDASE SUBSTRATE
uygulandi (75 puL /5 cm?).

21. Oda sicakliginda 3 ila 6 dakika boyunca beklendi.

22. Optimum boyama siiresini belirlemek i¢in mikroskop altindaki slayta bakarak
renk gelisimi izlendi.

23. 3x1 dk dH20 su ile ile yikandi.

24. Oda sicakliginda 10 dakika boyunca metil yesili ile zit boyama yapildi.

25.Saf alkolde 10 dip yapildi ardindan Xyleneden gecirilerek kapatma
sollisyonuyla kapatildi.

2.6. Goriuntu Analizi

Boyamalar sonunda tiim kesitler 151k mikroskobu (Nikon Eclipse E600) altinda
degerlendirildi. Her bir hayvana ait kesitlerden Hematoksilen Eozin Boyamasi
yapilarak 50 farkli seminifer tiibiil ¢ap1 dl¢iimii yapildi. Olgiimler yapilirken Nikon
NIS Elements. 4.2 Goriintii Analiz programi kullanildi. Ayrica yine her kesitten 25
farkli tiibiil segilerek Johnsen skorlamasi uygulandi. Daha sonra elde edilen bu
veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Goriinti. Analizi  swrasinda  kesitlerdeki  testikiiler  yaralanma  ve
spermatogenezis, Johnsen'in ortalama testikiiler biyopsi skoru (MTBS) kriterleri
kullanilarak histopatolojik olarak degerlendirildi (S.G., Johnsen, 1970). Johnson
skorlamas1 spermatogenetik siirecin degerlendirilmesinde kullanilan gilivenilirligi

yiiksek bir skorlamadir. Bu skorlamaya gore;
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10: Tiibiiller miikkemmel ve tam spermatogenez.
: Cok sayida spermatozoa var, diizensiz spermatogenez.
: Sadece birkag sperm var.
: Spermatozoa yok, fakat birgok spermatid var.

: Sadece birkag spermatid.

9
8
7
6
5: Spermatozoa veya spermatid yok, ancak bir¢ok spermatosit var.
4: Sadece birka¢ spermatosit mevcut.

3: Sadece spermatogonia mevcut.

2: Hig germ hiicresi yok.

1: Ne germ hiicreleri nede sertoli hiicreleri yok.

Diger yandan TUNEL metodu ile boyanan preparatlar yine 151k mikroskobu altinda
incelendi. Her bir rata ait testis dokularina tunel boyamasi yapilarak her bir preperat
icin 20 farkli seminifer tiibiil icerisinde tunel pozitif boyanan spermatogenik seri

hiicreleri sayildi. Koyu kahverengi boyanan hiicreler pozitif olarak kabul edildi.

2.7. Biyokimyasal Yontemler

2.7.1. Total ve Serbest Testosteron Ol¢iimii

Deneyin sonunda ratlardan alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumun ayrilmasi
saglandi. Serumda total testesteron diizeyleri, Afyon Saglik Bilimleri Universitesi
Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda kemiluminesans yontemi ile serbest testesteron

diizeyleri ise, DiaMetra marka kit ile ELISA ydntemi ile 6lgiildii.

2.7.2. TAS-TOS Ol¢iimii

Toplam antioksidan seviye (TAS) serumdaki antioksidan durumunun tiim aktivitesini
gosterir (Lebel ve Bondy., 1991). Biz de ¢alismamizda Cisplatin’in yarattigi oksidan
etkiye kars1 Panax’in antioksidan 6zelliginden faydalandigimiz i¢in TAS, TOS ve
OSI &lgiimlerinin yapilmasmi uygun bulduk. Ratlardan alman kan oOrnekleri

serumlarina ayrilip, biont’un (YLA1389RA) katolog nolu iiriinii ile TAS 6l¢iimii ve
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yine biont marka (YLA1392RA) katolog nolu iiriinii ile TOS ol¢timleri Erel’in
gelistirdigi metoda gore gerceklestirilmistir.

TAS ve TOS olgtimleri yapildiktan sonra, oksidan ve antioksidan dengeye
iliskin daha net yorum yapilmasina olanak veren oksidatif stres indeksi (OSI) kit (rel

assay diagnostics) katalogunda belirtilen agsagidaki formiile gére hesaplanmistir.

OSI = [(TOS, umol/L)/ (TAS, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]

2.8. istatistiksel Analiz

Tim veriler SPSS for Windows 21.0 ticari istatistik analiz yazilimi ile analiz edildi.
Tiim verilerin degerlendirilmesinde verilerin normal dagilima sahip olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in Kolmogorov-smirnov testi uygulandi. Normal dagilim tespit
edilmedigi i¢in gruplar aras1 farkliligin belirlenmesinde Kruskal Wallis testi, Kruskal
Wallis testi sonucunda farklilif1 yaratan grup ya da gruplarin belirlenmesinde ise
coklu karsilagtirma testlerinden Dunn testi kullanildi. Gruplarin kendi i¢inde deney
Oncesi ve sonrast viicut agirliklarinin karsilagtirilmasinda Wilcoxon testi kullanildi. P

<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Viicut ve Testis Agirhg Ol¢iimleri

Gruplara ait viicut ve testis agirlik 6l¢timleri tabloda gosterilmistir (Tablo 3.1.). En
yiiksek viicut agirligimin CP grubunda oldugu gozlendi. Bununla beraber higbir grup
arasinda hem viicut agirligi hem de testis agirliklar1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0,05). Grup i¢i deney oncesi ve sonrasi
viicut agirliklart karsilastirildiginda; istatistiksel olarak kontrol grubunda anlamli fark
olmadig1 (p=0,128), CP ve panax grubunda anlamli artiglar oldugu (sirasiyla
p=0,018, p=0,028), doz 1 grubunda anlami degisim olmadigi (p=0,176), doz 2
grubunda ise anlamli bir artis oldugu (p=0,018) saptandu.

Tablo 3.1. Gruplarin Deney Oncesi Viicut Agirhig (DOVA), Deney Sonrasi Viicut Agirligi
(DSVA), Sag Testis Agirligi, Sol Testis Agirligi Degerleri (Degerler ortalamatstandart
sapma (median) degeri seklinde verilmistir. n: Gruplardaki toplam hayvan sayisi. Her satirda
ayn1 harflere sahip gruplar arasindaki fark anlamlidir).

GRUPLAR
Kontrol CP Panax Doz 1 Doz 2
(n:?) (n:?) (n:?) (n:?) (n:7)
DOVA 254,85+30, 291,57+38,5 227,14+37,7 267,85+37,5 262,045
@) 44(268,00) 0 (302,00) 2 (210,00)* 3(282,00) ,28(269,0
0)?
DSVA 297,0£51,0 355,0£37,59 299,57+39,7 307,71240,7 312,85+5
)] 7(329,00) (362,00) ° 7(293,00)" 9 (324,00) 1,07(316,
b
00)
Sag
Testis 3,44£0,56 3,57£0,47 3,407+0,14 3,78+0,46 3,43+0,7
Agirh@ (3.50) (3.37) (3.42) (3,91) 9 (3,15)
(9
Sol
Testis 3,24£0,61 3,76+0,35 3,72+0,70 4,04+0,61 3,18+0,5
Agirh@ (3,30) (3.83) (3,52) (4,30) 8(3,12)
(9
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400

350

300

250

200

150

100

50

mDOVA
mDSVA

kontrol cisplatin panax doz1 doz2

Sekil 3.1 Gruplarm Deney Oncesi ve Deney Sonrasi Viicut Agirlik Ortalamalar:

(Degerler gram olarak verilmistir).

4,5

3,5

3,44

2,5 4

1,5

'

0,5 -

’

N
&%

W Sag testis agirhg

M Sol testis agirhg

kontrol cisplatin panax doz 1 doz2

Sekil 3.2 Gruplarin Sag Testis ve Sol Testis Agirlik Ortalamalar1 (Degerler gram

olarak verilmistir).

42




3.2. Johnsen Skorlama Sonuclar:

Testikiiler yaralanma ve spermatogenezis, Johnsen'in ortalama testikiiler biyopsi
skoru (MTBS) kriterleri kullanilarak histopatolojik olarak degerlendirildi (S.G.,
Johnsen, 1970). Her gruba ait ratlardan elde edilen kesitlerden her preparat igin 25
farkli tiibiil Johnsen skorlamasina dahil edildi.

Yapilan analiz sonucu kontrol grubunun ¢ogunda skor sonucu 10 olarak tespit
edildi. CP grubunda skor ortalama 7 olarak tespit edildi ve spermatozoa olmadigi
fakat spermatid bulundugu goézlendi. CP grubunun Johnsen skorunun diger tiim
gruplardan (kontrol, panax, doz 1 ve doz 2) istatiksel olarak anlamli diistikliik
gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Panax grubu skorlamasi, diger tiim gruplardan
yiiksek olarak degerlendirildi (Tablo 3.2.) ve bu degerin diger tiim gruplardan
anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,05). Doz 1 ve doz 2 gruplarinda
kontrol grubuna yakin skorlamalar tespit edildi. Kontrol, doz 1 ve doz 2 gruplar

arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05).(Tablo 3.3, Resim 3.1, 3.2.).

3.3.Seminifer Tiibiil Cap1 Sonuclar:

Her gruptan elde edilen kesitlerden preparat basina 50 farkli seminifer tiibiil ¢ap1
oOlgiildii. Gruplara ait ortalama ve standart sapmalar tabloda verilmistir (Tablo 3.2.).
CP grubunun seminifer tiibiil caplarinda artis oldugu ve bu artisin diger tiim gruplarla
karsilastirildiginda anlamli oldugu tespit edildi.(p<0,05). Panax grubundaki seminifer
tiibiil ¢aplar1 da artmis olup diger tiim gruplardan anlamli bir farklilik olustugu tespit
edildi (p<0,05).(Tablo 3.3). Doz 1 grubunun seminifer tiibiil ¢apinin kontrol ve doz 2
gruplarina gore anlamli olarak genis oldugu tespit edildi.(p<0,05). Kontrol grubu ve

doz 2 arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi.(p>0,05).(Resim 3.1, 3.2.).
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Tablo 3.2 Gruplarin Johnsen Skoru ve Seminifer Tibiil Cap1 Degerleri (Degerler
ortalamatstandart sapma (median) degeri seklinde verilmistir. n: Gruplardaki toplam
hayvan sayisi. Her satirda ayni harflere sahip gruplar arasindaki fark anlamlidir).

GRUPLAR
Kontrol (n=7) CP (n=7) Panax (n=7) Doz 1 (n=7) Doz 2 (n=7)
Johnsen 9,58+0,49 7,14+0,98 9,98+0,130 9,66+0,64 9,59+0,802
Skoru (10,00) »° (7,00) * (10,00) " (10,00) © (10,00) ¢
Seminifer | 143,15+£30,10 | 161,81£26,69 | 160,31+£32,19 | 154,49+29,73 | 140,11£19,5
tiibiil capr | (137,04) *°° | (160,67) *%" | (152,05) ®@™ | (149,31) “®¢" | (137,36) "o
(nm)
Seminifer Tiibiil Capi
165 161 160
160
154

155

150

145 143 o o

140 W Seminifer tubul capi

140

135

130

125 T T T T

kontrol cisplatin panax dozl doz2

Sekil 3.3. Gruplarin Seminifer Tiibiil Cap Ortalamalar1 (Degerler
mikrometre olarak verilmistir).

Tablo 3.3. Gruplararas1 Karsilagtirmalar Sonucu Elde Edilen Johnson Skoru,
STC p Degerleri.(p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis olup, anlaml
fark cikanlar * isareti ile gosterilmistir).

Kontr | Kontr | Kontr | Kontr CP- CP- CP Doz 1- | Doz 1- | Doz 2-
ol ol ol ol Panax | Dozl Doz2 Doz 2 Panax | Panax
CP Panax | Dozl Doz2
Johns 0, 0, - - 0, 0, 0, - 0, 0,
en 00 00 00 00 00 00 00
Skoru * * * * * * *
STC 0,00* | 0,00* | 0,00* - 0,044 | 0,00* | 0,00* | 0,00* | 0,033 | 0,00*
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Resim 3.1 Kontrol Grubuna Ait Testis Dokusu.X200,H-E.(Siyah oklar spermatogonyum,
beyaz oklar primer spermatositleri gostermektedir).
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Resim 3.2 Gruplardan Alinan Testis Dokularinin Histolojik Goriintiisii, X200,H-E.
A:Panax grubu, B:CP grubu, C: Doz 1 grubu, D:Doz 2 grubu. (Siyah oklar
spermatogonyum, beyaz oklar primer spermatositleri gostermektedir).

3.4. Apoptotik Hiicre Oliimii Boyama Sonuclari

Bu amacgla TUNEL metoduyla apoptotik hiicre 6liimiinii gdsteren ticari kit kullanildi.

3.4.1. Spermatogenetik Hiicre Sayimi

Kontrol grubunda boyanan hiicre sayist ¢ok az olarak tespit edildi. Panax grubunda
da kontrol grubuna benzer sekilde ¢ok az boyanmis hiicre goriildii. Kontrol ve Panax
grubu arasinda tunel pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05).CP
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verilen grupta yogun boyanma oldugu tespit edildi. Boyanma genel olarak
spermatogonyumlarda belirgin olarak tespit edildi. Nadiren de olsa spermatosit,
spermatid ve spermlerde de pozitifliklere rastlandi. CP grubunda hem kontrol hem de
panax grubu arasinda tunel pozitif hiicreler agisindan anlamli bir artis tespit edildi

(p<0,05).

Tunel Pozitif Spermatogenetik Hiicre
Sayisi
500 443
400
300 239 B Tunel Pozitif
200 156 Spermatogenetik Hiicre
Sayisi

100

8 9

0]
Kontrol Cisplatin  Panax Doz 1 Doz 2

Sekil 3.4 Gruplararast TUNEL Pozitif Spermatogenetik Seri Hiicre
Sayilar1.

Dozl ve doz 2 gruplarinda pozitif boyanan hiicre sayisinda CP grubuna
gore bir azalma oldugu tespit edildi. Bu azalma doz 1 ve CP grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli degil iken (p>0,05), doz 2 ve CP grubu arasinda anlamli
olarak tespit edildi (p<0,05). Bununla beraber doz 1 ve doz 2 gruplar1 arasinda
anlaml bir farklilik tespit edilemedi (p>0,05). Hem Doz 1 hemde doz 2 gruplari
kontrol grubuna gore anlaml bir artis sergilerken (p<0,05), doz 1 grubundaki artig
panax grubuna gore anlamli (p<0,05), doz 2 grubundaki artis anlamli degildir
(p>0,05).(Resim 3.3, 3.4.).
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Tablo 3.4 TUNEL pozitif Spermatogenik Seri Hiicrelerinin Ikili
Karsilagtirma Sonuglari.

GRUPLAR p Degeri
Kontrol-doz1 ,001
Kontrol-cis ,000
Panax-doz 1 ,002
Panax-cis ,000

Resim 3.3 A: Kontrol, B: Panax Gruplarinin Tunel Boyamalari, X200.

48



Resim 3.4 Gruplardan Alinan Testis Dokularinin Tunel Boyamalari. A: CP x100, B: CP
x200, C: Doz 1 x200, D: Doz2 x200 (Koyu kahverengi boyanan hiicreler pozitif kabul
edilmistir).

3.4.2. Leydig Hiicre Sayimm

Tunel boyamas: sonucunda her preparattan 10 farkli alanda tunel pozitif boyanmis
olan leydig hiicreleri sayildi. Kontrol ve panax grubunda az sayida leydig hiicresinin
apoptozise gittigi tespit edildi. CP grubunda apoptozise giden hiicre sayisinin
oldukga arttig1 goriildii. Kontrol ve panax gruplari arasinda anlamli bir fark tespit
edilemezken (p>0,05), CP grubunda tunel pozitif leydig hiicre sayisinin bu iki gruba
gore anlamli bir artig gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Doz 1 grubunda apoptozise
giden leydig hiicre sayisinin azaldigi ve bu azalmanin CP grubuna goére anlaml
oldugu tespit edildi.(p<0,05).Yine doz 1 grubunun, kontrol grubu ile arasinda anlaml
bir fark olugsmadig1 (p>0,05) fakat panax grubuna oranla anlamli bir artig oldugu
gozlendi (p<0,05). Doz 2 grubunda tunel pozitif boyanan leydig hiicre sayis1 CP
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grubuna gore azalmis olsada bu azalmanin anlamli bir fark olusturmadigi gozlendi
(p>0,05). Doz 2 de bulunan pozitif boyanmis leydig hiicre sayis1 panax ve kontrol
gruplarindan anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Fakat doz 2 grubu ile
doz 1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 3.5 Gruplarin Spermatogenetik Seri Hiicreleri, Leydig Hiicreleri Degerleri
(Degerler ortalamatstandart sapma (median) degeri seklinde verilmistir. n: Gruplardaki
toplam hayvan sayisi. Her satirda ayni harflere sahip gruplar arasindaki fark anlamlidir).

Tunel Pozitif Kontrol CP Panax Dozl Doz2
Hiicre Sayisi (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
SPermatogen | ¢ 11549 | 462854594 | 8424113 | 2387144244 | 159£20.73
Hiicreleri
3,424+0,53 32,57+3,64 3,28+0,48 12,85+2,67 24,28+2,28
Leydig (3) ¢ (32) ¢ (3)*° (13) (25) *°
Hiicreleri
Tunel Pozitif Leydig Hiicre Sayisi
35 37
30
25
25
20
M Tunel Pozitif Leydig Hiicre
15 13 Sayisi
10
5 3 3
o | I - |
Kontrol Cisplatin Panax Dozl Doz?2

Sekil 3.5 Gruplarim TUNEL Pozitif Leydig Hiicre Sayilari.
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Tablo 3.6. TUNEL Pozitif Leydig Hiicrelerinin Ikili Karsilastirma

Sonuglart.
GRUPLAR p Degeri
Panax-doz 2 ,001
Panax-cis ,000
Kontrol-doz 2 ,002
Kontrol-cis ,000

Resim 3.5 Gruplara Ait Leydig Hiicre Boyamalar1. A:Kontrol Grubu, B:CP
Grubu.X200.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Testosteron Ol¢iimleri

Ratlardan alinan kanlarin serumu ayrilarak total ve serbest testosteron Olgiimleri

yapildi. Sonug¢ olarak total testosteron seviyesi, CP grubunda kontrol ve panax
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grubuna gore anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Doz 2 grubunda da kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3.7) (Sekil 3.6).

Serbest testosteron seviyelerinin CP ve doz 2 gruplarinda kontrol ve panax
gruplarina goére anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3.7) (Sekil
3.6). Gruplarin ortalama ve standart sapmalari tabloda verilmistir (Tablo 3.7).

Total Testosteron Diizeyi Ortalamalari

400

350
350

300 -

250

1467 Ortalamalar

230
200 - M Total Testosteron Duzeyi
140,3

150 -
100 ~

45,36
S

0 T T T T

Kontrol Cisplatin  Panax Dozl Doz 2

Serbest Testosteron Diizeyi
Ortalamalari

18
16
14
12
10
g . m Serbest Testosteron
6 . Diizeyi Ortalamalar
4 .
2 <
O . T - T T T

Kontrol Cisplatin ~ Panax Dozl Doz 2

Sekil 3.6 Gruplarin Serbest Testosteron ve Total Testosteron Diizeyi Ortalamalari.
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Tablo 3.7 Gruplarin Total Testosteron, Serbest Testosteron Degerleri (Degerler
ortalamatstandart sapma (median) degeri seklinde verilmistir. n: Gruplardaki
toplam hayvan sayisi. Her satirda ayni harflere sahip gruplar arasindaki fark

anlamlidr).
GRUPLAR
Kontrol CP Panax Doz 1 Doz 2
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
334,95+41,4 | 37,14+£24,88 | 355,39+200, | 286,76+414, | 169,36+113,
T.testosteron abc ad d b c
(350,00) ** (45,36) * 48(230,09) “ | 91(140,30)° | 8 (146,70)
11,66+1,94 1,82+2,33 14,38+9,65 16,54+33,21 4,93+4,74
S.testosteron ab ac cd b.d
(12,45) * (0,74)® (9,61) © (3,92) (3,16)

Tablo 3.7 Gruplararas1 Karsilastirmalar Sonucu Elde Edilen Total Testosteron ve Serbest
Testosteron p Degerleri (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis olup anlaml fark

cikanlar * igareti ile gosterilmistir.)

Kontr | Kontr | Kontr | Kontr | CP- CP- CP- Dozl- | Dozl- | Doz2-
ol ol- ol- ol- Panax | Dozl Doz2 | Doz 2 | Pana | Pana
CP Panax | Dozl Doz2 X X

T. 0,00* - 0,05* | 0,047* | 0,00* - - - - -

Testost

eron

S. 0,001* - - 0,032* | 0,001* - - - - 10,042

Testost *

eron

3.5.2.TAS-TOS Olciimleri

Ratlardan alinan kan serumundan elisa yontemiyle TAS ve TOS o6lglimleri yapildi ve

OSI hesaplandi. TAS seviyesinin en yiiksek CP grubunda oldugu ve bu grubun TAS

seviyesinin kontrol, panax, doz 2 gruplarindan anlamli olarak yiiksek oldugu, Panax

ve Doz 1 gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli bir artis oldugu tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 3.9)

Kontrol grubunun en diisiik TOS seviyesine sahip oldugu tespit edildi. CP ve

panax grubunun TOS seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu fakat
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istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo 3.9). Doz 1
grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0,05).
Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilemedi (p>0,05).

CP grubunun OSI degerinin; kontrol, panax ve doz 2 gruplarinin
degerlerinden anlamli olarak diisiik oldugu, doz 1 degerinin de kontrol grubunun

degerinden anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3.9).

Tablo 3.8 Gruplarin TAS, TOS, OSI Degerleri (Degerler ortalama+standart sapma
(median) degeri seklinde verilmistir. n: Gruplardaki toplam hayvan sayisi. Her satirda ayn
harflere sahip gruplar arasindaki fark anlamlidir).

Gruplar
Kontrol CP Panax Doz 1 Doz 2
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
13,17+2,27 27,70+4,72 19,71+2,59 23,99+8,95 17,89+3,23
TAS ab,c ad.e b,d c e
(13,12) *® (17,25) *¢ (19,71) > (25,30) (16,69)
Tl 2,020,507 2,820,786 2,65+0,288 3,16+0,507 2,62+0,449
(1,94)° (2,35) (2,65) (2,99)* (2,52)
. 1,53+0,296 1,02+0,219 1,35+0,204 1,03+0,529 1,50+0,282
OSI a,b a,.c,d c b d
(1,68) " (1,13) ™ (1,33) (1,17) (1,58)

54



30

25,3
25

19,71
20

17,25 16,69
mTAS

15

mTOS

10 mOosl

kontrol cisplatin panax dozl doz2

Sekil 3.7 Gruplari TAS, TOS ve OSI Degerlerinin Ortalamalar.

Tablo 3.9. Gruplararasi Karsilastirmalar Sonucu Elde Edilen TAS, TOS ve OSI p
Degerleri (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis olup anlamli fark ¢ikanlar *
isareti ile gosterilmistir.)

Kont | Kont | Kont | Kont | CP- | CP- | CP- Doz Doz Doz
rol rol- rol- rol- Pana | Dozl | Doz2 | 1- 1- 2-
CP Pana | Dozl | Doz2 | x Doz Pana | Pana
X 2 X X
TAS | 0,00* | 0,047 | 0,001 | - 0,027 - 0,006 - - -
* * * *
TOS | - - 0,001 | - - - - - - -
*
OSi | 0,002 | - 0,031 | - 0,043 - 0,009 - - -
* * * *
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4. TARTISMA

Infertilite genetik, ailevi, hormonal nedenler, dogumsal anormallikler, cevresel ve
kimyasal nedenlerle glinlimiizde artmakta olan Onemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Bu hastalikla ilgili medikal tedaviler yaninda alternatif tip ile koruyucu
veya tedavi edici etkileri konusunda degisik arastirmalar mevcuttur. Ginseng, Dogu
Asya'da 2000 y1l1 askin bir siiredir ila¢ olarak kullanilmaktadir. Diinyada popiiler bir
bitkidir ve 35'ten fazla iilkede gida, saglik takviyesi ve dogal ilag olarak
kullanilmaktadir (Baeg ve So, 2013). Ginseng'in iireme, kardiyovaskiiler, endokrin
ve bagisiklik sistemleri lizerinde genis bir alanda farmakolojik etkileri oldugu
gosterilmistir. Bazi lilkelerde yorgunlugu azaltma, kan dolagimini artirma, menopoz
semptomlarina yardimci olma, immiin fonksiyonunu artirma ve konsantrasyonu
arttirma Ozelligi ispatlanmistir (Park ve ark., 2012). Ginsenosidler, polisakkaritler,
peptitler, poliasetilenik alkoller ve yag asitleri gibi bir ¢ok ginseng bileseni izole
edilerek karakterize olmustur (Kim ve ark., 2005; Kang ve Min, 2012). P. ginseng'in
cinsel fonksiyon tizerinde giiclii etkileri oldugu bilinmekte ve erektil disfonksiyonu
(Choi ve ark.,1995), senil testikiiler fonksiyon bozuklugunu (Kopalli ve ark.,2015;
Hwang ve ark., 2010) ve dioksin kaynakli testikiiler hasar1 (Hwang ve ark.,) azalttigi

One siirilmistiir.

Erkek {ireme sisteminin spermatozoonlarin iretilmesinden sorumlu olan
testislerin yap1 ve islevlerinin bilinmeyen taraflarin1 agiklia kavusturmak igin
yapilan ¢aligmalar ¢cok uzun yillar 6ncesinde baslamis ve giiniimiizde de devam
etmektedir. Insanlarda spermatazoon iiretiminin pndmoni sebebiyle durdugunun
tespit edilmesiyle ¢ok sayida arastirmaci farkli toksik ajanlarin testiste olusturdugu

degisiklik ve hasar1 aragtirmaya baglamislardir (Mills, 1919).

Apoptozis, bir takim morfolojik ve biyokimyasal degisiklerle karakterize olmusg
Okaryotik hiicre oliimiidiir. Spermatogenez sirasinda apoptozisin bilinen iki gorevi
vardir; germ hiicre sayisin1 Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayida tutmak ve
olusabilecek anormal spermatozoonlar1 azaltmaktir (Sakkas ve ark., 2003). Fakat

hasarli apoptotik germ hiicrelerinin uzaklastirilmasinda bir sorun olusursa semen

56



icerisinde anormal sperm sayisi ylikselir ve buda diisiik fertiliteye sebep olur (Anzar

ve ark., 2002).

CP tek basma veya diger antineoplastik ajanlar ile (siklofosfamid, bleomisin,
etoposid) beraber sik goriilen agiz, bas, boyun, endometriyum, akciger kanserlerinde
kullanildig: kadar ileri over ve testis kanserlerinde de sik kullanilmaktadir (Goren,
2003; Hanneman ve Baumann, 1988; Zunino ve ark.,1989). CP, ayn1 zamanda
0zofagus, lokalize servikal kanser ve bas-boyun kanserlerinde radyoterapiyle beraber
kullanilir. CP’in terapdtik etkisi doz artisiyla bariz derecede artis gostermektedir

(Florea ve Bisselberg, 2009).

CP uzun yillardir kanser tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmasina ragmen
biyokimyasal etki mekanizmas1 heniiz kesin olarak aydmlatilamamistir. Ilacin
sitotoksik  Ozelliklerini niikleer DNA‘ya baglanip transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu bozdugu ve cesitli sinyal iletim yolaklarmi aktive ederek sagladigi
diistiniilmektedir. CP hiicrede mitokondrilere zarar vererek, hiicre siklusunu
duraklatir, ATP’az aktivitesini engeller, hiicrede transport sistemini degistirerek,

apoptoz, nekroz, inflamasyon ve hiicre 6liimiine neden olur (Mansour ve ark.,).

P.G ile ilgili bircok makale olmasina ragmen bizim calismamizda testis hasari
olusmadan Once Panax verilmesinin testis hasarmi hangi diizeyde koruyabilecegi
incelenmigstir. Diger ¢alismalar daha ¢ok tedaviye yonelik iken, bizim calismamiz

daha az ¢alisilmis koruyucu etkiyi degerlendirme iizerine yapilmistir.

O’ Hara ve ark., Ginseng’in fiziksel performansi arttiran, stres ve yaslanmaya
kars1 direng saglayan, buna bagl olarak yasam Xkalitesini yiikselten bir madde
oldugunu bildirmiglerdir (O’Hara ve ark.1998). Siegel (1979), ginseng’in ozellikle

stresli durumlarda adrenal ve tiroid fonksiyonlarini diizelttigini bildirmistir.
Liu ve Xiao ginseng’in merkezi sinir sistemini etkileyerek metabolizma tizerinde

diizenleyici etki gosterdigini ve mental ve fiziksel aktiviteleri kolaylastirdigini
bildirmislerdir ( Liu ve Xiao 1992).
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Kim ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptigr bir ¢alismada siganlarda 2, 3, 7, 8
tetrachlorodibenzo-p-dioxin’inin olusturdugu testikiiler hasara kars1 P.G’in koruyucu
etkisini arastirilmistir. Calismada 28 giin boyunca haftada bir defa P.G gruplara 100
mg/kg ve 200 mg/kg verilmistir. Bunun sonucunda gruplarin viicut agirliklari
karsilastirildiginda P.G verilen grupta kontrol grubuna gore viicut agirligi artisi tespit
edilmistir. Testis hasarina sebep olan grup ile P.G’in birlikte verildigi gruptaki viicut
agirhg ise; tek basma zarar veren madde uygulanan gruptaki hayvanlarin
agirliklarina goére normale yakin sonuglar goriilmiistiir. Testis agirliklar
karsilastirildiginda yalniz P.G verilen gruplardaki deney hayvanlariin agirliklarinin
kontrol grubundaki deney hayvanlarinin agirliklarina gére anlamli diizeyde artis
gosterdigi gorillmistiir. Zararli madde ile birlikte verildiginde ise agirliklar1 kontrole
yakin seyretmistir. Zararli grubun anlamli diizeyde testis agirliginda azalma meydana
gelmistir. Testis/viicut agirliklar karsilagtirildiginda istatiksel agidan anlamli bir fark
ortaya ¢ikmistir. Calismamizda sadece panax verilen ve CP’e ek olarak panax verilen

(doz 2) grubunda deney sonunda deney Oncesine gore anlamli artiglar oldugu tespit

edildi.

Deney hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda CP’nin viicut agirlig lizerinde
hicbir etki olugturmadigi, fakat germ hiicre tiiketimine bagl olarak, testis agirliginda
onemli derecede bir azalma goriildiigiini bildirmislerdir (Agarwal ve Said 2003;
Otalla ve ark., 2004). Yeon ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis oldugu bir diger
calismada, siganlarda 2, 3, 7, 8 tetrachlorodibenzo-p-dioxin’in (TCDD) sperm
kalitesine olan etkisi ve P.G’in koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada 40 giin
stireyle tek doz verilen TCDD’nin 6ncesinde giinliilk 200 mg/kg ve 100 mg/kg lik
P.G uygulanan gruplar olusturulmustur. Calismada sperm sayimi yapildiginda P.G
uygulanan gruplarda spermlerin motilitesi ve hareket yiizdesinin, TCDD ve kontrol

gruplarindaki spermlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.Testis agirliklar
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karsilagtirildiginda ise anlamli bir fark goriillmemistir (Yeon ve ark.,2004). Bizim
calismamizda hem viicut agirligt hem testis agirligt bakimindan bir farklilik

olusmadig1 goriildii.

Shin ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptig1 bir diger calismada torsiyon sonrasi
testis dokusunda P.G in etkisi arastirmiglardir. Siganlarda torsiyon sonrasi 4 hafta
boyunca giinliik 100 mg/kg P.G oral olarak uygulanmistir. Calismanin sonucunda
P.G uygulanan grup ile Kontrol grubu ve P.G ile torsiyon grubu ve sadece torsiyon
grubu arasinda testis agirliklarinda farkliliklar oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte
histolojik bulgular incelendiginde torsiyon grubunda diizensiz tiibiil yapilari,
bagimsiz hiicre azligi, germinal hiicrenin dejenarasyonu goriiliirken torsiyon sonrasi
P.G uygulanan grupta testikiiler hiicrelerin normale yakin goriinimli oldugu
gozlemlenmistir (Shin ve ark., 2010). Kim ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir toksisite
calismasinda 1s1k mikroskobik incelemeleri sonucunda toksik grubun spermatozoa
olusumunu durdurdugunu ve seminifer tiibiil gapinin diger gruplara oranla azaldigini
tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da Cisplatin ile P.G beraber uygulanan grupta
olgun sperm yapilar1 gézlenirken, piknotik hiicre goriilmemistir. Cisplatin ile birlikte
P.G uygulandiginda ise; olgun sperm sayisinin arttig1 tespit edilmistir (Kim ve ark.,
1999). Yapilan bir ¢alismada CP maruziyetinden sonra sertoli hiicresinin yapisinda
degisiklikler meydana gelmis, bu da hiicrelerin toksisite i¢in hedef hiicre haline
geldigini gostermistir. 5 giinliik 2 mg/kg intraperitonal CP enjeksiyonundan 24 saat
sonra kan-testis bariyerinde par¢alanmalar izlenmeye baslanmis ve bu etki en az 40
giin devam etmistir (Pogach ve ark., 1989; Gotoh ve ark., 1990). Spermatogenez
sertoli hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Sertoli hiicrelerinin 6nemli
gorevlerinden biri de germ hiicrelerinin farklilagsmasi igin kan-testis bariyerini
olusturmaktir. Yapilan bir ¢alismada, CP’nin sertoli hiicreleri arasindaki zonula
okludens tipi baglantilara etki ettigi gosterilmistir. Bu da CP’nin kan-testis bariyerini
bozdugunu gostermektedir (Erdemli ve ark., 1999). Calismamizda CP verilen
gruptaki seminifer tiibiillerde goriilen daginik goériintiiniin hiicreler aras1 baglantiya
hasar verme sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegini diisiinmekteyiz ve ¢alismamizin bir
sonraki basamaginda bu kriterlerin degerlendirilmesi gerekliligini planlamis

bulunmaktay1z.
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Lirdi ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 30 giinliik si¢anlarin CP’e
maruz kalmalar1 sonucunda, seminifer epitelde bulunan germ hiicrelerinde
dejenerasyon goriildiigiinii, liimendeki hiicrelerde dokiilmelerin meydana geldigini
ve peritiibiiler dokuda yer alan hiicrelerin de anormal niikleer morfolojiye sahip
oldugunu gostermislerdir (Lirdi ve ark., 2008). Favareto ve ark.’nin 2011°de yaptig1
baska bir calismada yine CP uygulamasinin, testislerde hiicre kayiplarina ve
dokiilmelere yol actifi, germ hiicrelerinin olgunlagsmadan liimene birakildig
bildirilmistir (Favareto ve ark., 2011). Yapilan ¢ogu ¢alismada, eriskin donemde CP
uygulamasinin, sperm sayisi ve hareketinde azalmaya sebep olurken, anormal
morfolojiye sahip sperm sayisinin arttigi bildirilmistir (Atessahin ve ark., 2006; Tiirk
ve ark., 2008; Rezvanfar ve ark., 2013; Salem ve ark.,2012). Wahhab ve arkadaslari
2008 yilinda yaptigi bir calismada EDTA uygulanmis erkek sicanlarin testis
dokusunda P.G’in etkisini arastirmislardir. Caligmada 1 hafta boyunca 20 mg/kg lik
doz giinliik olarak siganlara uygulanmistir. Calismanin sonunda EDTA uygulanan
grubun  testis  histolojisi  incelendiginde  seminifer  tiibiill  igerisinde
spermatogonyumlarin ve Sertoli hiicrelerinin dejenarasyona ugradigi, seminifer tiibiil
duvarinin inceldigi ve dokiintiiler goriilmiistiir. Tek basina P.G uygulanan grupta ve
EDTA ile beraber P.G uygulanan gurupta testisin histolojik goriiniimi
incelendiginde normal yapinin bozulmadigi gézlemlenmistir (Wahhab ve ark., 2008).
Calismamizda da CP grubunda Johnsen skorlamasi diisiik bulunmus olmasina karsin
panax verilen gruplarda da normal yapiya yakin goriintiiler tespit edilmis olmasi

panaxin testis dokusu iizerine toksik olmadigin1 géstermektedir.

Yapilan ¢aligmalar CP’nin kok hiicrelerde total dldiiriicti etki yaratmadigin
gostermektedir. CP’nin B spermatogonyumlar1 ve liimene komsu olan germ
hiicrelerini etkiledigi gosterilmistir. Bu da CP’nin liimene girebilme yetenegine bagl
ilag etkisi olabilecegi gibi, ilacin sertoli hiicrelerine verdigi zarardan dolay1
olusabilecegini gostermiglerdir (Russel, 1991; Nonomura ve ark., 1991).Bizim
calismamizda apoptozisin daha ¢ok spermatogonyumlar {izerinde etkili oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte, CP uygulanan gruptaki hayvanlarin testislerinde Johnsen
skoru ortalamasinin 7 civarinda olmasi beklenenden daha diisiik bir toksisiteye neden

oldugunu gostermektedir.
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Amin ve ark.’nin CP hasarinin sebep oldugu hiicre 6liimii iizerinde, bitki
Ozlerinin etkilerinin arastirdigt calismada ise, CP’in TUNEL (+) germ hiicre
sayisinda 6nemli Ol¢iide artisa neden oldugu bildirilmistir (Amin ve ark., 2008).
CP’in olusturdugu testikiiler morfolojik hasar ve sperm yapimindaki azalma, ilacin
germ hiicrelerinde apoptoza yol agtigini dogrular niteliktedir (Lee ve ark., 1999).Lin
ve ark. germ hiicre apoptozunun infertiliteye olan etkisini arastirdigi hastalarda,
artmis seminifer tiibiil apoptozisi ile infertilite arasinda dogrudan bir baglanti oldugu

bildirilmistir (Lin ve ark., 1999).

Testislerde, germ hiicrelerinin gelisimi esnasinda, homeostazisin saglanmasi
ve hasarli germ hiicrelerinin yok edilmesi amaciyla apoptoz kompensatuvar olarak
gerceklesmektedir. Kemoterapi, radyoterapi, hormon uygulamalarida apoptoza neden
olan dis etmenlerdendir (Majino, 1995). Lirdi ve ark. 30 giinliik erkek ratlara CP
uygulamasinin germ hiicre apoptozisini belirlemek amaciyla uyguladiklart TUNEL
yontemi sonucunda, CP grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin kontrol ve tedavi
grubuna kiyasla artmis oldugunu gozlemlemislerdir (Lirdi ve ark., 2008). Zhang ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise, CP maruziyeti sirasinda, doza bagl olarak germ
hiicrelerinde apoptozun indiikklendigi bildirmislerdir (Zhang ve ark.,, 2001).
Bulgularimiz, onceki ¢aligmalarla benzer olup, CP grubunda apoptozisin oldukca
fazla arttigi, bununla birlikte panax ile birlikte CP verilen rat testislerinde
apoptozisin, sadece CP verilen gruba gore azaldig: tespit edildi. Bu bulgu panax’m

CP toksisitesine karsin koruyucu etkisini gosteren bir bulgu olarak yorumlandi.

Yang ve arkadaslariin 2011 yilinda yapmis oldugu bir diger ¢alismada P.G’in
spermatogenezis iizerindeki etkisi arastirilmistir. Siganlara 56 giin boyunca 1gr/kg
giinliik gavaj ile P.G uygulanmistir. Deney sonrasi viicut agirliklarinda kontrol grubu
ile P.G uygulanan grup arasinda az bir degisiklik gozlemlenmistir. Testis
agirliklarinda ise P.G uygulanan grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda anlaml
diizeyde artig goriilmiistiir. Sperm sayimi yapildiginda ise kontrol grubuna kiyasla
P.G  uygulanan grubun sperm  sayisinin  anlamhi  diizeyde  arttig1
goriilmistiir.Serumdaki testosteron seviyelerine bakildiginda ise kontrol grubuna

oranla P.G uygulanan grubun testosteron seviyesinin daha yiiksek oldugu
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goriilmiistiir (Yang ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda ise testis agirliklar1 agisindan

gruplar arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edildi.

Aydiner ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada CP’in testisin morfolojik
yapisinda meydana getirdigi degisiklikler ile hormon seviyeleri arasindaki iligki
arasgtirtlmis, tek doz 5 mg/kg CP uygulamasinin, eriskin sicanlarda 3.ve 21. giinlerde,
testikiiler hasar ve serum testosteron diizeyinde belirgin bir diismeye sebep oldugu
bildirilmistir (Aydmner ve ark., 1995). Bizim ¢alismamizda da hem total hem de
serbest testosteron diizeylerinin CP verilen grupta belirgin diislis gosterdigi tespit
edildi.

Maines ve ark. CP maruziyetinin erigkin sigcanlarda serum testosteron diizeyinde
neden oldugu azalmaya, Leydig hiicre LH reseptor sayisindaki azalmanin neden
oldugunu ve gonadotropin-salgilatict hormon (GNRH) uygulamasi ile bu etkinin geri
doniisimlii olabilecegini bildirmislerdir (Maines ve ark., 1990). Yine aym
arastirmacilar, CP’in neden oldugu serum testosteron diisiikliiglintin, LH reseptorleri
ve stokrom P-450 bagimli steroid biyosentezinin baskilanmasiyla ilgili oldugunu
gostermiglerdir (Maines ve ark., 1985). Azouri ve arkadaslari, Leydig hiicrelerinde
mikrozomal  P-450  konsantrasyonundaki  azalmanin, serum  testosteron
diizeylerindeki azalmayla paralel oldugunu bildirmislerdir (Azouri ve ark.,1989).
Calisgmamizda CP grubunda Leydig hiicrelerinde goriilen yiiksek apoptozis oraninin
CP verilen gruplardaki testosteron disiikliiglinlin  sebebi  olabilecegini
diistinmekteyiz. CP verilen grupta apoptotik Leydig hiicre sayisinin oldukga fazla
oldugu, bunun yanmi sira Doz 1’de daha belirgin olmak iizere Doz 1 ve Doz 2
gruplarinda apoptotik Leydig hiicre sayisinda kismen de olsa bir azalma oldugu tespit
edilmistir ki bu bulgular panax’m hiicre 6limiine kars1 koruyucu etkisinin oldugunu
bize gosterdigi seklinde yorumlandi. Viicuda bir oksidan madde olan ozon
verildiginde super oksit dismutaz , GSH- peroksidaz, GSH —rediiktaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin {iretimi artar (Snyder ve ark., 2001). Yapilan bir ¢alismada da
yine bir kemoterapo6tik ajan olan Metotreksat ile olusturulan testis hasarinda serumda
bakilan TAS ve TOS seviyelerinin ¢alismamiza benzer sekilde hasar olusturulan
grupta arttig1 tespit edilmistir (Pinar, N.ve ark., 2018). Calismamizda CP verilen
grupta TAS miktarinin artma sebebinin bu antioksidan mekanizmalarin aktif hale

gelmesi olabilecegini diisiiniiyoruz. CP ile birlikte Panax verilen doz 1 grubunda
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antioksidan mekanizma yine etkili ¢alismis ve TAS diizeyleri CP grubuna yakin
degerler olarak bulunmustur. Bu da Panaxin 6zellikle 1. dozunda oksidan ajanlara

kars1 daha etkin korunma sagladigini gostermektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Calismamizda uygulanan CP, testis dokusunda 6nemli hasarlar olusturmustur.
Olusan hasara bagli olarak seminifer tiibiil ¢aplar1 genislemistir. Apoptotik hiicre
sayist hem spermatogenik seri hem de Leydig hiicrelerinde oldukga artis
gostermistir. Total ve serbest testosteron seviyeleri de bu grupta azalmistir.
Panax verilip, CP uygulanan gruplarda ise ozellikle Doz 1 grubunda hem
apoptozisin azaldigi, hem de testosteron seviyesinin arttigi gézlenmistir. Doz 2
grubunda spermatogenik seri hiicrelerinde apoptozis belirgin olarak azalmasina
ragmen Leydig hiicrelerinde apoptozis Doz 1 deki kadar belirgin olarak
azalmamistir. Ayrica testosteron seviyeleri de kismi olarak bir artig gostermistir.

TAS seviyeleri de Doz 1 de, Doz 2 den daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak; ¢alismamizda Panax’in CP’ne bagl olusan hasar1 belirli bir
doz esigine kadar belirgin sekilde korudugu belirlenmis olmakla birlikte bu
antioksidan maddenin 6zellikle koruyucu etkisinin arastirilmasi i¢in daha genis

vaka gruplu ve molekiiler diizeyde ¢aligmalara gereksinim vardir.
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OZET

Cisplatin ile Testis Hasari Olusturulan Yetiskin Erkek Sicanlarda Panax

Ginseng’in Hiicre Oliimii Uzerine EtKisi

Infertilite genetik, ailevi, hormonal nedenler, dogumsal anormallikler, cevresel ve

kimyasal nedenlerle giinlimiizde artmakta olan 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir.

Biz calismamizda cisplatin tarafindan olusturulan testis hasarinin degisik panax
dozlarinda hangi diizeyde korunabildigini degerlendirmeyi amagladik. Caligmada toplam
35 rat kullanilmis olup, Gruplar; Kontrol grubu, CP grubu (7mg/kg), Panax grubu (200
mg/kg), Doz:1 (CP+Panax (200mg/kg)), Doz:2 (CP+Panax (300mg/kg)) olmak iizere, her
grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir.

Deney sonunda, gruplara ait viicut ve testis agirlig1 6lgtimleri yapildi. Histopatolojik
olarak, Johnsen skorlamasi yapildi ve seminifer tiibiil ¢aplar 6l¢iildii. TUNEL boyamasi
yapilarak, apoptotik hiicreler isaretlendi. Biyokimyasal olarak, serbest testosteron, total

testosteron, TAS, TOS seviyeleri dl¢iildii ve OSI hesaplandi.

Sonug olarak, CP testis dokusunda onemli hasarlar olusturmustur. Olusan hasara
bagl olarak seminifer tiibiil ¢aplari genislemis, apoptotik hiicre sayisi oldukca artig
gostermistir. Total ve serbest testosteron seviyeleri de bu grupta azalmistir. Panax verilip,
CP uygulanan gruplarda ise 6zellikle Doz 1 grubunda hem apoptozisin azaldigi, hem de
testosteron seviyesinin arttif1 gozlenmistir. Doz 2 grubunda spermatogenik seri
hiicrelerinde apoptozis belirgin olarak azalmasina ragmen Leydig hiicrelerinde apoptozis
Doz 1 deki kadar belirgin olarak azalmamustir. Ayrica testosteron seviyeleri de kismi
olarak bir artig gostermistir. TAS seviyeleri de Doz 1 de, Doz 2’ den daha yiiksek olarak

tespit edilmistir.

Calismamizda Panax’in CP’ne bagli olusan hasari belirli bir doz esigine kadar
belirgin sekilde korudugu belirlenmis olmakla birlikte bu antioksidan maddenin

Ozellikle koruyucu etkisinin arastirilmasi i¢in ileri diizey ¢alismalara gereksinim vardir.
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SUMMARY

The Effect of Panax Ginseng on Cell Death in Adult Male Rats with Testis
Injury with Cisplatin

Infertility has become an important health problem which is increasing due to
genetic, familial, hormonal causes, congenital abnormalities, environmental and

chemical reasons.

In our study, we aimed to evaluate the degree of preservation of testicular
damage induced by cisplatin in different panax doses. A total of 35 rats were used in
the study. Control group, CP group (7 mg / kg), Panax group (200 mg / kg), Dose: 1
(CP + panax (200 mg / kg)), Dose: 2 (CP + panax (300 mg / kg)), in each group 7

animals were divided into 5 groups.

At the end of the experiment, body and testis weight measurements of the
groups were performed. Histopathologically, Johnsen scoring was performed and
seminiferous tubule diameters were measured. Apoptotic cells were stained by
TUNEL staining. Biochemical test, free testosterone, total testosterone, TAS, TOS

levels were measured and OSI was calculated.

As a result, CP has caused significant damage to the testicular tissue.
Seminiferous tubule diameters were enlarged and the number of apoptotic cells
increased. Total and free testosterone levels were also decreased in this group. Panax
administration and CP administered groups showed that both apoptosis decreased
and testosterone level increased especially in the Dose 1 group. Apoptosis was
significantly decreased in spermatogenic series cells in dose 2 group, but apoptosis in
Leydig cells was not significantly decreased as in dose 1. Testosterone levels also

increased partially. TAS levels were also higher in Dose 1 than Dose 2.
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In our study, it is determined that Panax significantly protects CP related
damage up to a certain dose threshold, but further studies are needed to investigate

the protective effect of this antioxidant.

Keywords:

* Antioxidant, Cisplatin, Testicular Toxicity, Panax Ginseng.
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