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OZET

GIRIS VE AMAC: Sisplatin, birgok kanserde kullanilan platin bazli bir
kemoterapotiktir ve testislerde dogrudan toksisite ve oksidatif stresle hasar olusturarak
infertiliteye yol agabilir. Bu hasar ¢ogu zaman geri doniisiimliidiir. Calismamizda, bu
hasarin antioksidan 6zellikli Viburnum Opulus ile Onlenip Onlenemeyecegini
aragtirdik. Amacimiz, sisplatin tedavisi sonrast genc erkeklerde goriilen infertilite

riskini azaltmaktir.

YONTEM: Caligmamizda 32 adet 241426 gr agirhginda Wistar Albino cins eriskin
erkek rat kullanildi. Ratlar rastgele 8’er adetten 4 farkli deney grubuna ayrildi. Kontrol
grubuna islem yapilmadi. ikinci gruba 12 giin boyunca 100mg/kg oral Viburnum
Opulus verildi. Ugiincii gruba tek doz 7mg/kg sisplatin (i.p) uygulandi. Dérdiincii
gruba 7mg/kg sisplatin (i.p) uygulamasinin ardindan 12 giin boyunca 100mg/kg oral
Viburnum Opulus verildi. Tiim ratlara 12 giiniin sonunda 40mg/kg %10 ketamin
hidrokloriir ve 8mg/kg ksilazin yapilarak anestezi uygulandi. Cerrahi olarak testisler

cikarildi, kan 6rnekleri alind1 ve ratlar sakrifiye edildi.

BULGULAR: Gruplar aras1 johnsen skorlamasi, germinal epitel kalinlig1 ve seminifer
tiibiil cap1 6l¢timii yapildi. CIS grubunda digerlerine gore istatistiksel anlamli (p<<0,05)
diisiis saptanirken CIS+V.O gruplarinda digerlerine gore istatistiksel anlamli (p<0,05)
yukselme goriildii. Semen analizinde toplam sperm konsantrasyonu, ileri hareket
yiizdeleri ve normal morfoloji yiizdeleri karsilastirildi. CIS grubunda her 3 degerde
anlaml sekilde (p<0,05) diisiis saptanirken CIS+V.O grubunda CIS grubuna gore 3
degerde de anlamli (p<0,05) yiikselis izlendi. Biyokimyasal analizde total testosteron,
inhibin-b, CAT, SOD, GPx, 8-OHdG, MPO, MDA, TAS ve TOS ol¢timleri yapildi.
GPx diginda (p>0,05) tiim bulgularda gruplar arast anlamli farklilik (p<0,05) saptandi.

SONUC: Sisplatinin testikiiler dokuda hasar yaptigina ve bircok molekiiliin bu hasari
onlemede etkili olup olmadigina dair literatiirde calismalar mevcut. Calismamizda,
sisplatine bagli olusan histometrik hasarin ve artan oksidatif stresin Viburnum Opulus

ile dnlenebildigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, testis, Viburnum Opulus
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ABSTRACT

Histological and biochemical investigation of the possible effect of Viburnum

Opulus on cisplatin-induced testicular damage in rats

AIM: Cisplatin is a platinum-based chemotherapeutic used in many cancers and can
cause infertility by inducing testicular damage through direct toxicity and oxidative
stress. This damage is often reversible. In our study, we investigated whether this
damage can be prevented with the antioxidant Viburnum Opulus. Our aim was to

reduce the risk of infertility seen in young men after cisplatin treatment.

MATERIALS AND METHODS: Thirty-two adult male Wistar Albino rats (241 +
26 g) were randomly allocated into four groups (n=8). The control group received no
treatment. Group 2 received 100 mg/kg oral Viburnum opulus for 12 days. Group 3
received a single intraperitoneal dose of cisplatin (7 mg/kg). Group 4 received cisplatin
(7 mg/kg, i.p.) followed by oral Viburnum opulus (100 mg/kg) for 12 days. At the end
of the experimental period, anesthesia was achieved with ketamine (40 mg/kg) and
xylazine (8 mg/kg). Testes were surgically removed, blood samples were collected,

and the animals were sacrificed.

RESULTS: Histometric evaluations (Johnsen score, germinal epithelium thickness,
and seminiferous tubule diameter) revealed significant reductions in the cisplatin
group (p<0.05), whereas the cisplatin + Viburnum Opulus group demonstrated
significant improvement (p<0.05). Semen parameters, including total sperm
concentration, progressive motility, and normal morphology, were significantly
decreased in the cisplatin group and significantly restored in the cisplatin + Viburnum
Opulus group (p<0.05). Biochemical analyses showed significant intergroup
differences in testosterone, inhibin-B, CAT, SOD, 8-OHdG, MPO, MDA, TAS, and
TOS, with no significant change in GPx.

CONCLUSION: Our findings indicate that Viburnum Opulus effectively reduces
cisplatin-induced testicular damage and oxidative stress, suggesting its potential as a

protective agent against chemotherapy-related male infertility.

Key Words: Cisplatin, testis, Viburnum Opulus
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1. GIRIS VE AMAC

Sisplatin testis, yumurtalik, mesane ve bas-boyun kanseri gibi cesitli kanser
tedavilerinde kullanilan platin tiirevi bir ilactir. Ilk olarak 1960’larda sitotoksik oldugu
kesfedilmis ve 1970’lerden itibaren germ hiicreli tiimorlerin tedavisinin ana bileseni

olmustur (Kelland, 2007).

Sisplatinin etki mekanizmasi, DNA hasar1 yaparak kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve

DNA sentezlerini engellemektir (Basu ve Krishnamurthy, 2010).

Sisplatinin nefrotoksite, ototoksite, norotoksite, gastrointestinal toksite ve gonadal
hasar yaptig1 bilinmektedir (Barabas ve ark., 2008). Yapilan ¢aligmalar sisplatinin,
testislerde sertoli ve leydig hiicreleri lizerine hasar yaptigi, doza bagimli olarak
seminifer tlibiillerde hasar yaptigi ve apoptozisi artirarak oligo-azospermiye yol
actigim gostermistir (Howell, 2005; Meistrich, 2013). Sisplatin dogrudan toksitesinin
yaninda, ayrica asir1 reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini de artirir. Sisplatine bagli agiri
artan oksidatif stres, hiicrenin antioksidan kapasitesini asmakta olup, sperm sayisini,
hareketliligini ve seklini bozarak infertiliteye sebep olmaktadir. Testislerde enzimatik
antioksidan mekanizma i¢in Glutatyon Peroksidaz (GPx), Siiperoksit Dismutaz (SOD)
ve Katalaz (CAT) o6zellikle biiyiik 6neme sahiptir (Bansal ve Bilaspuri, 2011; Kao ve
ark., 2008; Sies, 2015).

Sisplatinin testis hasarinin 6nlenmesinde antioksidan ajanlarin etkinligi ile ilgili
birtakim c¢alismalar mevcuttur. Ornek olarak bir antioksidan ajan olan Kuversetin ile
yapilan bir ¢alismada sisplatinin testis dokularinda hasar meydana getirdigi ve

Kuversetinin bu hasar1 6nledigi gosterilmistir (Bostancieri ve ark., 2022).

Viburnum Opulus (gilaburu) dogu Avrupa’da ve iilkemiz cografyasinda yetisen,
antioksidan igerigi kanitlanmig bir meyve tiiriidiir. Yapilan ¢alismalarda bu meyvenin

oksidadif stres yiikiinii azaltti§1 gézlenmistir (Rop ve ark., 2010a).

Biz c¢alismamizda, sisplatinin testis iizerine olan etkisine, Viburnum Opulusun

koruyucu etkisini gdstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis

2.1.1. Testis anatomisi

Insan testisi, skrotum igerisinde, birbirleriyle septa ile ayrilmis 2 adet oval sekilli,
endokrin ve ekzokrin gorevi olan organdir. Genel olarak fasiilye benzeri sekli, Scm
uzunlugu, 3cm genisligi ve 2cm kalinligi vardir. Skrotum cildinden palpe edildiginde
yumusak kivamli ve diizgiin sekilli ele gelir. Inferiorunda gubernaculum denilen bir
skrotal bag ile skrotuma baglidir. Siiperiorunda ise epididim ve onun devami seklinde
vas deferens vardir. Sag testise kiyasla sol testis genel olarak daha inferior

yerlesimlidir. (Sekil 2.1.) (Tiwana ve Leslie, 2023).

Sekil 2.1 Testis ve Epididimis anatomisi (Utiger, t.y.)

2.1.1.1. Epididimis anatomisi ve histolojisi

Epididim, testisin siiperioruna komsudur ve bas, gévde ve kuyruktan olusur. Kivriml
yapisindan 6tiirli epididimin boyu yaklasik 6 metre uzunluga erismektedir. Bu yapisi
sayesinde testiste {retilen spermlerin depolanmasi ve olgunlasmasinda goérev
almaktadir (Tiwana ve Leslie, 2023). Epididim yalanc1 ¢ok katl silindirik epitel ile

doseli olup, hiicre ylizeylerinde uzun, dallanmis stereosilyalar bulunur. Bu hiicreler,



peristaltik kasilmalarla spermin ilerlemesini saglar. Ayrica, artik cisimciklerin ortadan
kaldirilmasina katilir. Duktus epididimisin devaminda duktus deferens vardir. Duktus
deferens, kalin kas tabakali bir kanal olup, uzunlamasina ve sirkiiler kas
katmanlarindan olusur. Bu kas tabakasi, ejakiilasyon sirasinda spermatozoonlari

fiskirtan peristaltik kasilmalar saglar (Resim 2.1.) (Sullivan ve ark., 2019).

(C)

Cbm

VD

2N

(D)

Resim 2.1 Epididimin anatomik yapis1 ve testisle iliskisi (A), epididimin testisten
parsiyel diseksiyon ile ayirlmasi (B), epididimin komplet ayrilmis hali (C), epididimin
tunikadan siyrilmis tam hali (D). ED, efferent duktus; Te, testis; Ca, kaput; Co, korpus;
Cd, kauda epididimis; VD, vas deferens. Epididimal septalar oklar ile gosterilmekte
(Sullivan ve ark., 2019)

2.1.2. Testis histolojisi

Histolojik olarak testis incelendiginde, distan i¢e dogru ii¢ tabaka halinde organize
oldugu goriiliir: tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza. Tunika
albuginea, testisin arka yiizlinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur.
Mediastinumdan bezin i¢ine uzanan fibroz trabekiiller, testisi lobiillere ayirir ve her
testiste yaklagik 250 lobiil bulunur. Her lobiil, gevsek bag dokusu ile c¢evrili 1-4
seminifer tiibilil icerir. Bu bag dokusunda interstisyel (Leydig) hiicreler ve kan
damarlar1 yer alir. Seminifer tiibiiller spermatozoa tiretiminden sorumluyken, Leydig

hiicreleri testikiiler androjen salgilar. Seminifer tiibiiller, fibroz bir bag dokusu kilift,



belirgin bir bazal lamina ve seminifer epitelden olusur. Seminifer epitelde iki ana hiicre
tipi bulunur: germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri. Sertoli hiicreleri, kan-testis bariyerini
olustururken, germ hiicreleri spermatogenez siirecinde rol oynar (Sekil 2.2.) (Trainer,

1987).
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Sekil 2.2. Testis histolojisi ve kan-testis bariyeri (Junqueira 2006)

2.1.2.1 Sertoli hiicresi

Sertoli hiicreleri, testiste spermatogenez siirecinin diizenlenmesinde kritik bir rol
uistlenir. Sitoplazmik kopriilerle birbirine baglanarak fiziksel destek saglar. Elektron
mikroskobu incelemeleri, sertoli hiicrelerinin yogun endoplazmik retikulum (ER), az
graniilli ER, 1yi gelismis golgi kompleksi, mitokondri ve lizozom igerdigini ortaya
koymaktadir. Hiicrelerin niikleer yapilari liggen sekilli olup, belirgin niikleolus ve

heterokromatin igeren girintili yapilar gosterir.

Sertoli hiicreleri, spermatogenez siirecinde germ hiicrelerini besler, korur ve
immiinolojik saldirilara kars1 bariyer islevi goriir (Resim 2.2.). Spermatogenez
sirasinda, fazlalik sitoplazmasi olan spermatidler, sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilip sindirilir. Ayrica, sertoli hiicreleri seminifer tiibiillerinde bulunan s1viy1 salgilar;
bu s1v1, spermatogenez i¢in gerekli testosteronun yogunlastirilmasinda ve spermlerin
taginmasinda rol oynar. Sertoli hiicreleri, folikiil uyarict hormon (FUH) ve testosteron
etkisiyle androjen-baglayici protein (ABP) iiretir, boylece intratestikiiler testosteron

yogunlugunu artirir.



Sertoli hiicreleri ayni zamanda Ostradiol iiretiminde gorev alir ve testosteronu
ostradiole doniistiirebilir. Inhibin salgilayarak hipofizden FUH iiretimini negatif geri
besleme mekanizmasiyla diizenler. Ayrica, Sertoli hiicreleri testislerdeki kan-testis
bariyerinin olusumunda kritik rol oynar; bu bariyer, germ hiicrelerini kan yoluyla
tasinan zararli maddelerden korur. Hiicreler arasindaki siki baglantilar, biiyilik
molekiillerin gecisini engelleyerek gelismekte olan germ hiicrelerini dis etkenlerden

izole eder.

Sertoli hiicreleri, embriyonik dénemde anti-miillerian hormon (AMH) iiretir ve bu
hormon, erkek fetusunda miiller (paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglar.
Sertoli hiicreleri, testisin lireme fonksiyonlarini siirdiiriirken, enfeksiyon, kotii
beslenme veya iyonize radyasyona karsi yiliksek direng gosterir (Junqueira ve

Carneiro, 2006).

Geng spermatidier

Primer spermatositler

Sertoli hilcresi

Spermalogonyum

Resim 2.2. Sertoli hiicresi (Junqueira 2006)

2.1.2.2. interstisyel doku ve leydig hiicresi

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimini gerceklestiren leydig hiicreleri ve bag
dokusu, kan ve lenf damarlar1 ile doludur (Resim 2.3.). Bu bag dokusu seminifer
tiibiillerin arasindaki bosluklar1 doldurur. Testikiiler kapillerler pencereli olup,

makromolekiillerin gecisine izin verir. Interstisyel alanda leydig hiicreleri bulunur; bu



hiicreler testosteron iiretir ve sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumludur.
Testosteron sentezi, mitokondriler ve diiz ER’deki enzimlerle gerceklesir. Leydig
hiicrelerinin sayist ve fonksiyonu, hormonal uyarilara baglidir. Hamilelikte,
gonadotropik hormonlar fetal testikiiler hiicreleri uyararak erkek genital organlarinin
embriyonik farklilasmasini saglar. Bu hiicreler, gebeligin 4. ayinda gerileyip puberteye

kadar dinlenme donemine girer (Junqueira ve Carneiro, 2006).
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Resim 2.3. Isitk mikroskobunda testis histolojisi (Southern Illinois University

arsivinden degistirilerek kullanilmistir)

2.2. Spermatogenez

2.2.1. Spermatid olusum siireci

Spermatogenez, primordiyal germ hiicresinden olgun sperm hiicresinin (spermatid)
olusumunu ifade eder. Spermiyogenez ise olgun sperm hiicresinin hareket kazanarak
islevsel hale gelmesini tanimlar. Olgun sperm hiicresinin olusumu ortalama 74 giin

siirer (Médkeld ve Toppari, 2017).

Spermatogonyum, yaklasik 12 um capinda ve bazal laminanin hemen {istiinde
konumlanan goérece kiiciik hiicredir. Mitoz boliinme ile ¢ogalarak 2 farkli hiicreye
dontisiir. Bunlar; A tipi spermatogonyum ve B tipi spermatogonyumdur. A tipi
spermatogonyumlar boliinme yetenegine sahip kok hiicreler iken, B tipi

spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan Onciil hiicrelerdir. Primer



spermatosit 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA icerir ve spermatogenezis siirecinin
en bliylik hiicreleridir. Olugmalarindan hemen sonra 1.mayoz bdliinmenin profaz
evresine girerler. Primer spermatosit, 1.mayoz bdliinme sonucu 23 kromozomlu
(22+X veya 22+Y)) daha kiiclik olan sekonder spermatositlere doniisiir. Kromozomda
bu azalmaya her hiicredeki DNA sayisinin eksilmesi (2N) eslik eder. Sonug olarak 23
kromozomlu 2N diploid hiicreler olusur. Ikinci mayoz boliinme sonucu DNA miktart
yariya iner ve haploid (N) hiicreler meydana gelir. Olusan bu 23 kromozomlu haploid

hiicreler spermatid adin1 alir (Sekil 2.3.) (Maynard ve Downes, 2019).

Sekil 2.3. Spermatogenez asamalar1 (Encyclopaedia Britannica, Inc. 2013)

2.2.2 Spermiyogenez

Spermatogenezin son agamasi olan spermiyogenez kisminda, olusan olgun spermatid
hareket ve dolleme yetenegi kazanarak olgun spermatozooya doniisiir. Bu asama 3
fazdan olusur. Golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi (Nishimura ve L’Hernault,

2017).

2.2.2.1 Golgi faz1
Olusan spermatid hiicresi, sitoplazma, golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift

sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz ER tiibiillerinden olusur. Proakrozomal graniiller



golgi kompleksinde birlesir ve akrozomal graniilii olusturur. Sentriyoller, akrozomun
kars1 tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma go¢ eder. Flagellar aksonem
gelismeye baslarken, sentriyoller niikleusa dogru hareket eder ve bu esnada aksonemal
bilesenlerin etrafin1 sarar (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.2.2.2 Akrozomal faz

Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n kismini kaplayarak akrozom
adin1 alir. Akrozom, hidrolitik enzimler i¢erir ve bu enzimler, dollenme sirasinda oositi
cevreleyen korona radyata ve zona pellusida katmanlarini pargalayarak sperm
hiicresinin yumurtaya ulagsmasini saglar. Bu siire¢, akrozom reaksiyonu olarak
tanimlanir ve fertilizasyonun ilk asamalarindan biridir. Spermiyogenez sirasinda
spermatid, seminifer tiibiiliin tabanina yonelirken, uzayan niikleus yogunlasir ve
sentriyollerden biri flagellumu meydana getirir. Flagellumun proksimalinde toplanan
mitokondriler enerji iireten orta par¢ayi olusturur. Sperm hareketi, mikrotiibiiller, ATP

ve dinein proteini etkilesimi ile saglanir (Sekil 2.4) (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.2.2.3. Maturasyon fazi

Sertoli hiicreleri artik stoplazmalar1 fagosite eder ve olgunlasan spermatozoonlar

seminifer tiibiil limenine salinir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
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Sekil 2.4. Spermatidin olgunlagma stireci ve akrozom fazi (Junqueira 2006)



2.2.3. Spermatogenezin hormonal kontrolii

Spermatogenez, hipotalamus-hipofiz-testis aksi tarafindan diizenlenen hormonal
sinyallerin kontrolii altindadir. Bu siicrecte gonadotropin-salgilatict hormon (GnRH),
luteinizan hormon (LH), folikiil uyarict hormon (FUH), testosteron ve inhibin B gibi

hormonlar temel rol oynar (Sekil 2.5)(Oduwole ve ark., 2021).
2.2.3.1. Hipotalamus ve hipofiz diizeyinde diizenleme

GnRH; hipotalamustan pulsatil olarak salgilanir ve hipofiz 6n lobundaki gonadotrop
hiicrelerini LH ve FUH salinimi i¢in uyarir. LH; leydig hiicrelerinde bulunan LH
reseptorlerine baglanarak testosteron sentezini stimiille eder. FUH; sertoli
hiicrelerindeki FUH reseptorlerine baglanarak, spermatogenez igin gerekli hiicresel

destegi saglar ve testosteron etkilerini artirir (Oduwole ve ark., 2021).
2.2.3.2. Testis diizeyinde diizenleme

Testosteron; LH tarafindan uyarilan leydig hiicreleri tarafindan iiretilir. Sertoli
hiicrelerindeki androjen reseptdriine baglanarak spermatogenezi destekler. Inhibin B;
sertoli hiicrelerinden salgilanarak FUH sekresyonunu baskilar, boylece GnRH ve

gonadotropinlerin negatif geri bildirimi saglanir (Oduwole ve ark., 2021).

Erkekletien etidles Spermatojenez

Sekil 2.5. Hipotalamik-hipofizer-gonadal aks (Guyton ve Hall 2013)
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2.2.3.3 Geri bildirim mekanizmasi

Testosteron; hipotalamus ve hipofiz ilizerine negatif geri bildirimde bulunarak GnRH,
LH ve FUH salmmmini baskilar. Inhibin B; FUH salinimim spesifik olarak inhibe

ederek sertoli hiicre aktivitesinin optimal seviyede tutulmasini saglar.

Bu hormonal diizenleme, spermatogenezin siirekliligini ve homeostazini koruyarak,
sperm Uretiminin kantitatif ve kalitatif olarak optimal seviyede kalmasini saglar

(Oduwole ve ark., 2021).
2.3. Testikiiler Hasar Mekanizmalari

Testikiiler hasar mekanizmalari, 6zellikle oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyon
stiregleriyle yakindan iliskilidir. Bu siiregler, testis dokusunun yapisal ve fonksiyonel

biitiinliiglinli bozarak spermatogenezi olumsuz etkileyebilir (Wang ve ark., 2022).
2.3.1. Oksidatif stres ve testikiiler hasar

Oksidatif stres, testis fonksiyonlari ve spermatogenez lizerinde ciddi etkilere sahip
olan biyokimyasal bir siirectir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 tiretimi, testikiiler
hiicreler iizerinde toksik etkilere yol agarak hiicresel yap:1 ve islevlerin bozulmasina
neden olur. Testislerde oksidatif stresin artmasi, 6zellikle lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi mekanizmalar yoluyla hiicresel hasara sebep olur. Bu
durum, leydig hiicrelerinin testosteron iiretim kapasitesini azaltarak hormonal
dengenin bozulmasina neden olabilir. Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarinin zarar
gormesi, kan-testis bariyerinin gegirgenligini artirabilir ve germ hiicrelerinin
korunmasini engelleyebilir. Spermatogenezin devamliligi i¢in optimal hiicresel ¢evre
bliylik Onem tasir. Ancak oksidatif stres, spermatositlerin apoptotik yikimim
hizlandirarak sperm {iretiminin azalmasina yol agar. Spermatozoalarin motilitesi ve
morfolojisi, ROS seviyelerinin artist nedeniyle bozulabilir, bu da fertilizasyon
kapasitesini dogrudan etkileyebilir. Ayrica, testis mikrogevresinde inflamatuar
sitokinlerin artisi, germ hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak spermatogenez

siirecini daha da =zayiflatir. Testikiiler oksidatif stresin kroniklesmesi, sperm
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kalitesinde diisiise ve erkek infertilitesinin gelismesine katkida bulunabilir (Turner ve

Lysiak, 2008).

2.3.2. Apoptoz

Apoptoz, testikiiler oksidatif stresin énemli bir sonucu olup, germ hiicre kaybina ve
spermatogenezin bozulmasina yol agmaktadir. Oksidatif stresin tetikledigi apoptoz
mekanizmasi, hiicresel redoks dengesizligi nedeniyle mitokondriyal ve hiicre ylizeyi

reseptorleri araciligiyla iki temel yol tizerinden gerceklesir (Sekil 2.6).

Mitokondriyal yol, oksidatif stresin dogrudan mitokondriyal membran biitiinligilinii
bozmasiyla baslar. Bu siirecte ROS, Bax/Bcl-2 dengesini bozarak proapoptotik bax’in
mitokondriyal dis membrana translokasyonuna neden olur. Bax’in aktivasyonu,
sitokrom c¢ salinimini tetikleyerek apoptozom olusumuna ve kaspaz-9 aktivasyonuna
yol agar. Sonug olarak, kaspaz-3 aktivasyonu gergeklesir ve DNA fragmantasyonu gibi

apoptoz ile iligkili olaylar tetiklenir.

Hiicre yiizeyi reseptor yolunda, 6zellikle Fas/FasL sistemi devreye girer. Oksidatif
stres, testikiiler hiicrelerde FasL ekspresyonunu artirarak Fas aracili 6liim reseptor
sinyallerini aktive eder. Bu siire¢, kaspaz-8 aktivasyonu ile sonuglanarak
mitokondriyal yolu da tetikleyebilir veya dogrudan kaspaz-3’ii aktive ederek hiicre

6liimiine yol agar (Turner ve Lysiak, 2008).
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Sekil 2.6. Apoptoz yolagi (Zimmermann ve Green, 2001°den degistirilerek
kullanilmistir)

2.3.3. Antioksidan mekanizmalar

Testisleri oksidatif stresten koruyan antioksidan sistemler, enzimatik ve non-enzimatik
olarak ikiye ayrilir. Enzimatik olarak SOD, GPx ve CAT rol oynar. SOD, siiperoksit
anyonlarmi hidrojen perokside (H202) ¢evirerek oksidatif hasar1 6nler. Olusan H202,
GPx ve CAT araciligiyla suya ve oksijene doniistiiriilerek hiicre zarlari ve DNA
tizerindeki olumsuz etkileri azaltir. Glutatyon-S-transferaz ise oksidatif stres kaynakli

toksik bilesikleri detoksifiye ederek hiicresel dengeyi korur.
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Non-enzimatik olarak ise C vitamini, E vitamini, melatonin, ¢inko ve flavonoidler rol
oynar. Vitamin E, sperm zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidatif hasardan
koruyarak lipit peroksidasyonunu engeller. Vitamin C, serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek E vitamininin aktif kalmasii saglar ve antioksidan savunmay1 destekler.
Melatonin, mitokondrilerde ROS iiretimini azaltirken, ¢inko SOD aktivitesini artirarak

DNA hasarina kars1 koruyucu bir rol oynar (Sekil 2.7) (Aitken ve Roman, 2009).

0O,
NAD(P)H Ksantin Oksidaz
Nadph Oksidaz
NAD(P)* Mitokondrial elektron tasuma zinciri

O,

H* Siiperoksit Dismutaz

Glutatyon Peroksidaz

H,0 */N H,0
‘ZGSH GSSG |

N/

Glutatyon Redilktaz

Sekil 2.7. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve metabolizmasinin ana
yollari(Aitken ve Roman, 2009’dan degistirilerek kullanilmistir)

2.4. Sisplatin

Sisplatin, platin bazli antineoplastik bir ajandir. Ilk defa 1844’te Michele Peyrone
tarafindan iiretilmis, ancak antikanser 6zellikleri 1960'1 yillarda Barnett Rosenberg ve
ekibi tarafindan kesfedilmistir. Bu kesif, platin bilesiklerinin hiicre béliinmesini inhibe

edebilecegini gostermis ve 1978’de FDA (Food and drug administration) tarafindan
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onaylanarak testis ve over kanseri tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Sisplatin,
kare diizlemsel bir geometriye sahip olup, merkezi platin atomuna iki klor ve iki
amonyak grubu baghdir (Sekil 2.8). Molekiiler agirligi 301.1 g/mol olup, suda
¢Ozlinlirligl oldukca diisiiktiir. Etki mekanizmasi, hiicre i¢ine girdikten sonra klor
gruplariin yerini su molekiillerinin almas1 ve DNA ile etkilesime girerek 6zellikle
guanin bazlartyla c¢apraz baglar olusturmasidir. Bu g¢apraz baglar, DNA
replikasyonunu engelleyerek hiicre boliinmesini  durdurur ve DNA tamir
mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda hiicre apoptoza yonlendirilir. Ayrica,
ROS {iretimini artirarak oksidatif strese neden olur ve mitokondriyal disfonksiyonu
tetikler. Sisplatin, basta testis, over, mesane, akciger, bas ve boyun kanserleri olmak
izere birgok solid tiimdriin tedavisinde kullanilir ve diger kemoterapdtik ajanlarla
kombinasyon tedavilerinde de 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, sisplatinin
kullanimina bagh c¢esitli yan etkiler gozlenmektedir. En 6nemli yan etkileri arasinda
nefrotoksisite, ototoksisite, gastrointestinal toksisite, miyelosupresyon, gonadal hasar

ve norotoksisite yer almaktadir (Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014a).

Sekil 2.8. Sisplatinin kimyasal konfigiirasyonu (Dasari ve Bernard Tchounwou,
2014b)
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2.4.1. DNA hasari olusturma mekanizmasi

Sisplatin, intraseliiler alana girmesinin ardindan, klor ligandlarin1 kaybederek
aktiflesir ve DNA'nin plirin bazlarinin N7 pozisyonuna baglanir. Bu baglanma,
DNA'da intra-zincir (6zellikle guanin-guanine [1,2-GpG] ve adenin-guanin [1,2-
ApG]) ve inter-zincir ¢apraz baglarinin olusumuna yol agar (Sekil 2.9). Bu capraz
baglar, DNA'nin ii¢ boyutlu yapisini bozar ve replikasyon ve transkripsiyon siire¢lerini
engeller. Sonug¢ olarak, hiicrede DNA hasar yaniti mekanizmalari tetiklenir; bu
mekanizmalar hiicre dongiisiiniin durmasina, DNA onarim siire¢lerinin baglamasina

veya hasarin onarilamamas1 durumunda apoptoza yol agabilir (Zhu ve ark., 2015).

Tu (fl
H20 '
NHs—TxWHs > NHG_T_NH3

Cl OH2

Cisplatin [Pt(NH3)2CI(OH2)]+

Sekil 2.9. Sisplatinin 06zellikle Adenin-Guanin ve Guanin-Guanin zincirlerine

baglanarak capraz baglar olusturmasi (Zhu ve ark., 2015)
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Sekil 2.10. Sisplatinin yaptig1 oksidatif hasar ve apoptoz siireci (Dasari ve Bernard

Tchounwou, 2014b’den degistirilerek kullanilmistir)

2.4.2. ROS iiretimi ve oksidatif stres

Sisplatinin hiicre i¢ine girmesiyle birlikte mitokondriyal membranlarla etkilesime
girmesi ve mitokondriyal DNA'ya zarar vermesi, enerji metabolizmasii olumsuz
etkiler. Elektron tagima sisteminde kompleks I ve kompleks III seviyesinde elektron
kagaklart meydana gelir ve bu durum siiperoksit birikimine yol acar. Olusan siiperoksit
molekiilleri, SOD tarafindan H202’ye doniistiiriiliir fakat antioksidan savunma
elemanlarinin yetersiz kalmasi halinde oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi kaginilmaz

olur.

Mitokondriyal membranda oksidatif stresin artmasi, lipit peroksidasyonuna ve
mitokondri membran potansiyelinin hasarlanmasina neden olur. Bu siire¢, Bax/Bcl-2
dengesini degistirerek proapoptotik Bax proteininin mitokondriyal dis membrana
translokasyonuna yol acar. Bax’in aktivasyonu, sitokrom c’nin mitokondriyal

matriksten sitozole salinmasini tetikleyerek apoptozom olusumuna ve kaspaz-9’un

16



aktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda kaspaz-3 aktivasyonu gerceklesir ve

DNA fragmantasyonu gibi apoptoza 6zgii hiicresel degisiklikler meydana gelir.

Sisplatinin yol a¢tig1 ROS artis1 yalnizca mitokondriyal DNA'y1 hedef almakla kalmaz,
ayn1 zamanda hiicre membranlarindaki lipitleri ve proteinleri okside ederek sitozolik
stres mekanizmalarin1 da aktive eder. Mitokondriyal disfonksiyonun ilerlemesiyle
birlikte glutatyon (GSH) seviyelerinde ciddi diisiis meydana gelir. Bu diisiis, hiicresel
redoks dengesini bozarak hiicre i¢i kalsiyum dengesizligi ve mitokondriyal
permeabilite artisina yol agar. Sonug olarak, hiicresel biitiinliik kaybolur ve sisplatinin
neden oldugu mitokondriyal hasar, hiicre 6liimiine neden olan temel mekanizmalardan

biri haline gelir (Sekil 2.10)(Marullo ve ark., 2013).

2.5 Viburnum Opulus
2.5.1. Genel tanim

Viburnum Opulus, L. Caprifoliaceae ailesine ait yaprak doken bir ¢ali olup, Avrupa,
Kuzey Afrika ve Kuzey Asya kokenlidir. Bununla birlikte, Bati Rusya’nin orta
bolgelerinde de dogal yayilim gdstermektedir. Farmakolojik ve besinsel agidan degerli
olan bu bitki, diinya genelinde siis bitkisi olarak da yetistirilmekte olup, farklh
bolgelerde European cranberrybush, guelder rose, snowball bush ve crampbark tree
gibi ¢esitli isimlerle anilmaktadir. Sonbaharin ilerleyen donemlerinde salkim seklinde
kirmiz1 renkli meyveler vermekte olup, bu meyveler tek bir ¢ekirdek icermektedir

(Resim 2.4).

Viburnum Opulus’un kabuklari ve meyveleri asirlardir tamamlayic1 tip alaninda
birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Avrupa, Asya ve Amerika'da bagimsiz
olarak antispazmodik oOzellikleri kesfedilmis olup, bu 6zellikleri nedeniyle astim,
soguk alginhigi, ates, 6dem, Oksiirlik, gastrointestinal spazmlar, dismenore, uterus
enfeksiyonlari, hipertansiyon ve infertilite gibi ¢esitli patofizyolojik durumlarin
yonetiminde destekleyici ajan olarak kullanildig: bildirilmistir. Ayrica, yapilan
fitokimyasal analizler ve in vitro ¢aligmalar, meyve 6zleri ve tohum yaglarinin belirgin

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur (Kajszczak ve ark., 2020).
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Tiirkiye’de “Gilaburu” olarak bilinen ve ozellikle Kayseri ili ¢evresinde yetisen
Viburnum Opulus meyveleri, geleneksel olarak fermente edilerek tiiketilmektedir.
Sonbaharin sonlarina dogru toplanan meyveler, yikandiktan sonra su dolu plastik
kaplara yerlestirilerek oda sicakliginda {i¢ ila bes ay boyunca spontan fermantasyona
birakilmaktadir. Fermantasyon siireci tamamlandiktan sonra meyveler ezilerek meyve
suyu elde edilmekte olup, karakteristik buruk ve eksi tadi nedeniyle genellikle su
ve/veya seker eklenerek tiiketilmektedir. Uzun siireli fermantasyonun organoleptik
ozellikleri iyilestirdigi ve biyoyararlanimi artirdigi one stiriilmektedir (Sagdic vd.,

2014).

Resim 2.4. Viburnum Opulus’a ait (A) Yaprak (B-C) Cicek (D) Meyve E) Kabuk
formu (Kajszczak vd., 2020)
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2.5.2. Kimyasal bileseni

Viburnum Opulus, biyolojik aktiviteye sahip bircok sekonder metabolit icermekte
olup, bu bilesenler farmakolojik etkilerinden sorumludur. Bitkinin igerdigi baslica
biyoaktif bilesenler arasinda fenolik bilesikler, flavonoidler, iridoid glikozitler,
karotenoidler, tanenler ve esansiyel yaglar bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, 6zellikle
klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit icerigi ile antioksidan,
antiinflamatuar ve antimutajenik etkilere sahiptir. Flavonoidler, kersetin, luteolin,
apigenin ve kaempferol gibi bilesenlerden olusur ve serbest radikalleri temizleyerek
inflamasyon siirecini diizenler. Iridoid glikozitler arasinda bulunan viburnin, swerosid
ve loganin, kas gevsetici ve analjezik etkilere sahip olup, spazmlarin azaltilmasinda
rol oynar. Karotenoidler, B-karoten, likopen ve lutein igererek lipid peroksidasyonunu
inhibe eder ve hiicre zarlarini oksidatif strese karsi korur. Tanenler, antioksidan ve
antiinflamatuar o6zellikleriyle bag dokusunu giiclendiren etkilere sahiptir. Esansiyel
yaglar ise terpenoidler ve monoterpenler bakimindan zengin olup, antimikrobiyal ve

kas gevsetici etkilere sahiptir (Kajszczak ve ark., 2020)(Yang ve ark., 2018).

2.5.3. Farmakolojik etkileri

Viburnum Opulus’un farmakolojik etkileri genis bir yelpazeye yayilmaktadir.
Antioksidan etkisi, fenolik bilesenler ve flavonoidler araciligiyla SOD, CAT ve GPx
gibi enzimleri aktive ederek oksidatif stresin baskilanmasini saglar. Antiinflamatuar
etkisi, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile inflamatuar yanitin
baskilanmasimni saglar ve niikleer faktdor kappa B yolaklarin1 diizenleyerek
proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltir. Kas gevsetici ve analjezik etkisi, iridoid
glikozitler ve flavonoidler tarafindan saglanarak diiz kas tonusunu azaltir ve opioid
reseptorleri lizerinden analjezik etki gosterir. Diiiretik etkisi, renin-anjiyotensin-
aldosteron sistemini modiile ederek bobrek fonksiyonlarini destekler ve sivi-elektrolit
dengesini diizenler. Noroprotektif etkisi, oksidatif strese bagli noronal hasar
onleyerek Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini
yavaglatabilir. Bu biyolojik etkiler, Viburnum Opulus’u farmakolojik agidan degerli
bir fitoterapotik ajan haline getirmektedir (Rop ve ark., 2010b).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu tez ¢alismasi, Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
19.02.2024 tarihinde 14 numarali karar ile etik ilkelere uygun bulunarak

onaylanmustir.

3.2. Deney Protokolii
3.2.1. Deney gruplar

Ormneklem biiyiikliigii igin literatiir taranmis olup, calismamiz ile iliskili benzer effect
size degerinin goriildiigii “Apocynin alleviates cisplatin-induced testicular cytotoxicity
by regulating oxidative stress and apoptosis in rats” adli calisma referans alinmistir

(Koroglu ve ark., 2019).

Deneyimizde 32 adet yaklasik agirliklart 250-300 gr arasi degisen, ortalama 10
haftalik, yetiskin Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar rastgele olmak iizere 4 esit
gruba ayrildi; Kontrol (KON), Viburnum Opulus (V.0), Sisplatin (CIS) ve Sisplatin +
Viburnum Opulus (CIS+V.0O).

3.2.2. ila¢ hazirlama

Viburnum Opulus dozu i¢in Sariézkan ve arkadaslarinin (2017) deneysel modeli esas
alinarak, hayvanlara 100 mg/kg dozunda ve her giin oral gavaj yoluyla uygulama
yapilmistir (Saridzkan ve ark., 2017). Ticari toz formda temin edilen Viburnum Opulus
(Gilaburu PP, NHP ila¢ San. Tic. A.S.), ¢cesme suyunda coziindiiriilerek her giin

ratlarin agirliklarina gore yeniden dozlanmustir.

Sisplatin uygulamasinda ise Tiirk ve arkadaslarinin (2008) calismasi temel alinmistir.
Bu dogrultuda, 7 mg/kg dozunda, tek seferlik intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon
yapilmustir (Tiirk ve ark., 2008).Klinik kullanima uygun formda temin edilen sisplatin
dozu (Cipintu 100 mg/100 ml infiizyon I¢in Konsantre Cozelti, Kogsel Ilag San. ve

Tic. A.S.), her rat i¢in ayr1 ayr1 hesaplanarak uygulanmistir.
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3.2.3. Deney siireci

Kontrol grubuna deney siiresi boyunca manipiilasyon yapilmadi. V.O grubuna 12
giin boyunca gavaj yolu ile 100mg/kg dozda Viburnum Opulus verildi. CIS grubuna
ilk giin i.p 7mg/kg dozda sisplatin uygulandi. CIS+V.O grubuna ise ilk giin i.p
yoldan 7mg/kg dozda sisplatin uygulandi ve ardindan 100mg/kg dozda Viburnum

Opulus, 12 giin boyunca gavaj yontemi ile verildi.

Tiim ratlara 12. giin sonunda ketamin ve ksilazin ile anestezi uygulandi. Anestezi
altinda ratlarin sag ve sol testisleri alindi. Sperm sayimi incelemesi i¢in sol epididimler
ayrica alindi. Sag testisler biyokimyasal inceleme i¢in ayri tiiplere alindi ve -20
santigrat derece dolapta muhafaza edildi. Sol testisler ise histolojik inceleme i¢in
Bouin soliisyona alindi. Biyokimyasal analizler i¢in intrakardiyak kan drnekleri alindi
ve biyokimya tiiplerine konularak 3000 devirde 15 dk santrifiij edildi. Serum 6rnekleri
daha sonra galigilmak tizere ependorf tiiplere alindi ve -80 santigrat derecede muhafaza

edildi.

3.3. Histolojik inceleme

3.3.1. Sperm parametreleri

Deneyin sonunda PBS (Phosphate-Buffered Saline) igerisine alinan epididimal sperm
stispansiyonundan 10 pl 6rnek alinarak Makler sayim kamarasinda sperm sayimi
gerceklestirildi. Elde edilen degerler, seyreltme oran1 dikkate alinarak hesaplandi ve
konsantrasyonlar belirlendi. Makler sayim kamarasinda 10 kare incelenerek
spermatozoalarin ileri hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz formlar1 kaydedildi.
Gruplar arasinda toplam motilite ile ileri hareketlilik parametreleri karsilagtirildi.
Ayrica, 151k mikroskobu altinda 40X biiyilitme ile yapilan incelemelerde her gruptaki
ratlara ait orneklerde 200 sperm degerlendirilerek normal ve anormal morfoloji

oranlar1 hesaplandi.
3.3.2. Testislerin doku takibi

Testisler, +4°C’de Bouin’s fiksatifine yerlestirilerek 20 saat bekletildi. Daha sonra
vertikal diizlemden ikiye ayrilan dokularin fiksasyonu 24 saat sonunda tamamlandi.

Fiksasyon asamasini takiben, dokular herhangi bir yikama yapilmadan sirasiyla %70,

%80, %90 ve %100’liik etil alkol serilerinde 24’er saat bekletilerek dehidratasyon
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gerceklestirildi. Ardindan {i¢lii aseton serilerinde her birinde 15 dakika tutulmak
suretiyle seffaflagtirma islemi uygulandi. Seffaflastirmanin ardindan dokular,
60°C’deki etiivde {i¢lii parafin serilerinde her birinde 1 saat bekletilerek parafin
infiltrasyonuna tabi tutuldu. Son asamada, erimis parafine gomiilen dokular

bloklanarak islem tamamlandi.

3.3.3. Testislerden kesit alma ve degerlendirilmesi

Kesit alma isleminden 6nce ornekler -20°C’de sogutularak bekletildi. Daha sonra
Thermo Scientific Microm HM40E (Otto-Hahn-Strasse 1a, 69190 Walldorf,
Germany) marka mikrotom kullanilarak 3-5 pm kalinliginda kesitler hazirlandi.
Alinan kesitler, jelatinli sicak su banyosunda (Gelatine, Foodland, Ewald-Gelatine
GmbH, Meddersheimer Str. 50, 55566 Bad Sobernheim, Germany) acildiktan sonra
lamlara yerlestirildi. Histolojik inceleme amaciyla kesitler Hematoksilen-Eosin
(Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany) ile boyandi.

3.3.4. Johnsen skorlamasi

Testikiiler biyopsi 6rneginin bir boliimiindeki tlim seminifer tiibiil kesitleri sistematik
olarak incelenir ve her kesit belirli kriterlere gore 1-10 arasinda puanlanir. Ortalama
skorun hesaplanmasinda, her puan i¢in o skora sahip tiibiil sayis1 ile puan ¢arpilir; elde
edilen 10 carpimin toplami, tiim kaydedilen tiibiil sayisina bdliinerek ortalama deger

bulunur (Johnsen, 1970) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Johnsen Skorlamasi

Skor | Aciklama

10 Germinal epitel diizgilin ve spermatogenez normal

9 Cok sayida spermatozoa mevcut, ancak spermatogenez diizensiz
8 Sadece birka¢ spermatozoa var

7 Spermatozoa yok, yalnizca spermatid mevcut

6 Sadece birka¢ spermatid mevcut

5 Spermatozoa ve spermatid yok, ancak ¢ok sayida spermatosit var
4 Siirli sayida spermatosit mevcut

3 Sadece spermatogonya mevcut

2 Germ hiicresi mevcut degil

1 Ne germ hiicresi ne de Sertoli hiicresi mevcut
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3.3.5. Germinal epitel kalinhig1 ve seminifer tiibiil ¢cap1

Testisten alman doku oOrnekleri, %10 noétralize tamponlu formalin kullanilarak
fiksasyon ve doku tayininden sonra parafine gomiildii. Seminifer tiibiil ¢aplarim
morfometrik olarak degerlendirmek i¢in doku bloklarindan 5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Her bloktan 20’den fazla kesit alindi. Seminifer tiibiillerin germinal
tabakasi, NIS-Element (USA) kamera ve yazilimi kullanilarak olgiildii. Seminifer
tiibiillerin germinal tabakasinin (um) ortalama ¢aplari her testis ic¢in 6l¢tldii (Jalili vd.,

2015).

3.4. Biyokimyasal inceleme

3.4.1. Kan ve doku orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Ratlardan testis dokusu ve vendz kan Ornekleri toplandi. Alinan kan, antikoagiilan
ihtiva etmeyen serum ayrigtirma tliplerine alinarak pihtilasmasinin tamamlanmasinin
ardindan 20 dakika siireyle 2000 rpm’de santrifiij edilip serumlari ayrildi. Kan ve doku
ornekleri ayr1 porsiyonlar halinde -80°C sicaklikta saklandi. Analiz giinii, serum ve
doku ornekleri oda sicakligina getirildikten sonra dokulardan hassas terazi ile parcalar
alindi. Bu pargalar, 100 mg doku/mL konstrantasyonda olacak sekilde, 50 mmol/L
fosfat tamponu (pH 7,4) iceren cam tiiplere yerlestirildi. Homojenizasyon, buz
tizerinde mekanik homojenizator (Isolab, Laborgerate GmbH, Germany) kullanilarak
gerceklestirildi. Elde edilen homojenatlar, 2000 rpm’de, 4°C’de ve 20 dakika siireyle
santrifiij edilerek debris ve diger partikiillerden ayrildi. Tiim analizler, santrifiij sonrasi

elde edilen siipernatantlar lizerinden yapildu.

3.4.2. ELISA Kitlerinin calisiimasi

Hem doku hem de serum Rat Super Oxidase Dimutase (SOD), Rat Malondialdehyde
(MDA), Rat Glutathione Peroxidase (GPX), Rat 8-Hydroxy-desoxyguanosine(8-
OHdG), Rat Myeloperoxidase (MPO), Rat Testosterone, Rat Inhibin (INH), Rat
Catalase (CAT), SUNLOG (Sunlog Biotech Co. Ltd, Hangzhou, China) marka ticari
ELISA kiti, rat serum 6rneklerinde Total Oksidan Seviyesi (TOS) , Total Antioksidan
Seviyesi (TAS) Elabscience (Elabscience Biotechnology inc. Wuhan, China) marka

ticari ELISA kiti ile enzim bagli immiinoabsorbent yontemi ile caligildi.
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SUNLOG marka kitlerle ¢aligma asamalar su sekilde yapildi;

1- Igerisinde monoklonal antikorlarin bulundugu kuyucuklara uygun o6lgeklerde

calisma niimuneleri ve seyreltme soliisyonlar1 pipetlendi.
2- Kitler 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

3- Nimuneler inkiibe edildikten sonra numuneye baglanamayan antikorlar i¢in yikama

yapild.
4- Kor kuyucugu disindaki tiim kuyucuklara HRP konjugati eklendi

5- Tekrar 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
6- Yikama islemi tekrar uygulandi.

7- Renklendirme islemi i¢in 6nce kromojen A ardindan kromojen B soliisyonu ilave

edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

8- Reaksiyon sonucunda mavi renk olustugu goriildii. Reaksiyonu durdurmak i¢in her
bir kuyucuga ayr1 ayr1 eklenen stop soliisyonu sonucu renk maviden sartya dondii.
Renk degisikligi ile reaksiyonun tamamlandigir goriildii. Elde edilen sar1 rengin
yogunlugu ise uygun dalga boyuna ayarlanmis mikro-ELISA okuyucusunda

kolorimetrik olarak degerlendirildi.

9- Standart degerler ile karsilik gelen optik yogunluk degerleri eslestirildikten sonra
kit insertlerine gore standart grafigi olusturuldu. Numunelerin optik yogunluk
degerleri, standart grafikteki konsantrasyonlarla karsilagtirilarak numune
konsantrasyonlar1 otomatik olarak belirlendi. Sonuglar Rat Siiperoksit Dissmutaz
(SOD) i¢in pg/ml, Rat Malondialdehyde (MDA) i¢in ng/mL, Rat Glutathione
Peroxidase (GPX) i¢in pg/ml, Rat 8-Hydroxy-desoxyguanosine(8-OHdG) i¢in ng/L,
Rat MPO (myeloperoxidase) i¢in ng/ml, Rat testosteron i¢in ng/ml, Rat Inhibin (INH)
icin ng/L, Rat Catalase (CAT) i¢in pg/ml olarak verildi.

Rat Siiperoksite dissmutaz (SOD) i¢in Range 80-5000 pg/ml sensitivite 22 pg/ml, Rat
Malondialdehyde (MDA) range 6-350 ng/mL sensitivite 1,2 ng/mL, Rat Glutathione
Peroxidase (GPX) range 35-2000 pg/mL sensitivite 8 pg/mL , Rat 8-Hydroxy-
desoxyguanosine(8-OHdG) range 3-70 ng/L sensitivite 0,5 ng/L, Rat MPO
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(myeloperoxidase) range 0,06-4 ng/ml sensitivite 0,01 ng/mL, Rat testosteron range
0,1-3,8 ng/ml sensitivite 0,01 ng/mL, Rat Inhibin (INH) range 5-160 ng/L sensitivite
1 ng/L, Rat Catalase (CAT) range 1-36pg/m sensitivite 0,25 pg/mL olarak belirlendi.

Uretici firma tarafindan yapilmis presizyon calismasinda kitlerin ¢alisma ici ve

caligmalar aras1 %CV'si <%]12 olarak verilmistir.
ELABSCIENCE marka kitler i¢in ¢alisma su sekilde yapildi;

1-igerisinde monoklonal antikorlarn bulundugu kuyucuklara uygun o6lgeklerde

calisma niimuneleri pipetlendi.
2- Her kuyucuga uygun 6zelliklerde hazirlanmis olan tampon soliisyonu eklendi

3- Bu asamada uygun dalga boyuna ayarlanan mikroelisa okuyucuda kolorimetrik

olarak bir 6l¢iim yapildi ve A1 olarak kaydedildi.
4- Kromojen soliisyonlar1 eklendi.

5-37°C'de 5 dakika inkiibe edildi.

6- Uygun dalga boyunda tekrar kolorimetrik bir Ol¢iim yapildi ve A2 olarak
kaydedildi.

7- AA=A2-A1 olarak hesaplandi

8- Standart degerler ile bunlara karsilik gelen optik yogunluklar eslestirildikten sonra,
kitin kullanim kilavuzuna uygun olarak standart egri olusturuldu. Numunelerin optik
yogunluklar1 bu egriye gore degerlendirilerek konsantrasyon degerleri otomatik olarak
hesaplandi. Rat TAS i¢in 6l¢iim duyarliligi 0,25 mmol Trolox Equiv./L, Rat TOS i¢in
ise 2,5 pmol H202 Equiv./L olarak bildirildi. Uretici firmamn gergeklestirdigi
presizyon analizinde, kitlerin hem calisma i¢i hem de ¢aligmalar aras1 %CV degerinin

<%10 oldugu rapor edilmistir.
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3.5. istatistiksel Yontem

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) Version 30.0 programi kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar
arasindaki stirekli degiskenlerin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulandi. Alt grup analizlerinde, ikili grup karsilastirmalart i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. P degeri 0,05’ten kii¢iik olan sonuglar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sperm Parametreleri
4.1.1. Sperm sayisi ol¢iimlerinin istatistiki sonuclari
Alinan sperm ornekleri, Makler sayim kamerasinda degerlendirildi ve her grubun

toplam sperm sayis1 6l¢iildii. Bulgular tablo ve grafik halinde asagida gosterildi.

Tablo 4.1 Toplam sperm sayis1 (x10%ml)

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 30,12 27 33 1,95
V.0 28,25 25 34 2,76
CIS 16,25 14 18 1,38
CIS+V.O 18,75 16 22 1,90

KON ile V.O gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlendi
(p=0,105). Bununla birlikte, diger grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p<0,05). Ozellikle KON ile CIS grubu (p<0,001) ve V.O ile CIS
grubu (p<0,001) arasinda belirgin farklar bulundu (Sekil 4.1). CIS ile CIS+V.O
gruplar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,015)(Tablo 4.1).

3251

30.01 T

27.51

25.01 —

Sperm Sayisi (x10%/ml)

KON V.0 CIS CIs + V.0

Sekil 4.1 Sperm sayilarinin gruplar aras1 dagilimi
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4.1.2. Tleri hareket yiizdelerinin istatistiki sonuclar

Tablo 4.2 Sperm ileri hareket yiizdeleri (%)

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 31,12 28 36 2,35
V.0 34,62 31 40 2,77
CIS 19,60 16 22 1,99
CIS+V.O 25,50 22 28 2,07

Gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel acgidan anlamli farkliliklarin  bulundugu
belirlendi. V.O grubunda elde edilen degerler, KON grubuna gore daha yiiksek
saptand1 (Tablo 4.2) ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,015). CIS
grubunun degerlerinin diger tiim gruplardan diisiik oldugu saptandi ve bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Ayrica, CIS ile CIS+V.O gruplari
arasindaki karsilastirmada da anlamli farklilik gézlendi (p<0,001)(Sekil 4.2).
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4.1.3. Sperm morfolojisi istatistiki sonuc¢lari

Tablo 4.3 Normal sperm morfolojisi (%)

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 13,12 10 15 1,72
V.0 9,25 7 12 1,58
CIS 5 3 7 1,19
CIS+V.O 6,87 5 8 1,12

En yiiksek degerler KON grubunda gozlenirken, en diisiik degerler CIS grubuna aitti
(Tablo 4.3). CIS ile CIS+V.O gruplan arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
saptandi (p=0,01)(Sekil4.3).
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Sekil 4.3 Gruplara gdre sperm morfoloji degerleri dagilimi
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4.2. Histometrik Veri Sonuclari

4.2.1. Johnsen skoru istatistiki sonuclari

Tablo 4.4 Johnsen skoru degerleri

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 8,30 8 9 0,51
V.0 8,60 8 9 0,51
CIS 5 4 6 0,53
CIS+V.O 6,60 5 7 0,74

KON ile V.O grubu arasindaki fark istatistiksel anlaml1 saptanmadi (p=0,442). Diger

grup karsilagtirmalarinda ise farklar istatistiksel olarak anlamliydi (Tablo 4.4). KON
ile CIS grubu (p<0,001), V.O ile CIS grubu (p<0,001) ve CIS ile CIS+V.O grubu
(p<0,001) arasindaki farklar anlamli bulundu (Sekil4.4).
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4.2.2. Seminifer tiibiil cap1 degerlerinin istatistiki sonug¢lari

Tablo 4.5 Seminifer tiibiil ¢ap1 dlgiimleri (um)

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 238,37 236 240 1,68
V.0 236,87 234 240 1,95
CIS 144,75 140 153 3,95
CIS+V.O 220,25 216 224 2,54

CIS grubunda yalnizca sisplatin uygulanan ratlarin seminifer tiibiil cap1 ortalamalari,
diger tim gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,001)(Tablo 4.5).
KON ile V.0 gruplant karsilastirildiginda ise aralarinda anlamli bir farklilik
saptanmadi1 (p=0,130). CIS grubu ile CIS+V.O grubunun karsilastirilmasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlendi (p<0,001)(Sekil 4.5).
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4.2.3. Germinal epitel kalinhg dl¢iimii ve istatistiksel analiz

Tablo 4.6 Germinal epitel kalinlig1 6l¢timleri (um)

Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 106,37 103 110 2,44
V.0 104,12 102 109 2,41
CIS 72,75 68 78 3,05
CIS+V.O 103,25 99 110 3,49

En diisiik ortalama degerler CIS grubunda tespit edildi (Tablo 4.6) ve bu diisiikliik
diger gruplara gore istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Ancak, kalan gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0,05)(Sekil 4.6)
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Resim 4.1 KON grubuna ait seminifer tiibiil enine kesit goriintiisii. Seminifer tiibiil
caplart ve germinal epitel tabakasi normal goriinimde. Spermatozoa ayrimi ve

interstisyel alandaki doku biitiinliigii net sekilde goriilmekte. (H.E. X100, 50 scale bar)

Resim 4.2 V. O grubuna ait seminifer tiibiil enine kesit goriintiisii. KON grubuna
benzer bulgular izlenmekte. (H.E. X100, 50 scale bar)
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Resim 4.3. CIS grubuna ait seminifer tiibiil enine kesit goriintiisii. Seminifer tiibiillerin
bazi alanlarinda vakuolizasyon ve spermatogenetik tabakalarda pargalanma goriildii.
Tiibiil yapsinda atrofide goriilmekte.Bu durumun sonucu olarak az sayida spermatozoa

goriilmekte. (H.E. X100, 50 scale bar).
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Resim 4.4. CIS+V.O grubuna ait seminifer tiibiil enine kesit goriintlisii Seminifer
tiibiillerde atrofi azalmis tiibiiller arasi alan azalmis, genel olarak histolojik yapida
diizelme goriilmiis. Kontrol grubuna benzer spermatogenetik tabakalar ve seminfer

tiibiil limeninde birikmis spermatozoalar goriilmekte.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Total testosteron sonug¢lari

Tablo 4.7 Total testosteron degerleri (ng/ml)

ng/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 0,41 0,27 0,62 0,13
V.0 0,41 0,25 0,57 0,10
CIS 0,25 0,19 0,34 0,05
CIS+V.O 0,25 0,22 0,34 0,03

KON ile CIS grubu (p=0,007), KON ile CIS+V.O grubu (p=0,001), V.O ile CIS grubu
(p=0,002) ve V.O ile CIS+V.O grubu (p=0,002) arasinda yapilan karsilagtirmalarda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar izlendi (Tablo 4.7). Bunun disinda kalan grup
karsilastirmalarinda anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0,05)(Sekil4.7).
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35



inhibin (ng/L)

4.3.2. Serum inhibin-b sonuclar

Tablo 4.8 Serum inhibin-b degerleri

Ng/L Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 10,05 8,60 12,29 1,30
V.0 9,01 6,01 16,87 3,41
CIS 6,55 4,87 7,82 1,06
CIS+V.O 9,81 5,70 12,93 2,77

CIS ile CIS+V.O grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilhik bulundu
(p=0,038). Ayrica CIS grubunun, KON (p<0,001) ve V.O (p=0,028) gruplan ile
karsilastirmalarinda da anlamli fark tespit edildi (Tablo 4.8). Kalan grup

karsilastirmalarinda

(p>0,05)(Sekil 4.8).
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4.3.3. Doku katalaz (CAT) sonuclari

Tablo 4.9 Doku Katalaz sonuglar1 (pg/ml)

pg/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 2,22 1,99 2,64 0,24
V.0 2,31 2,12 2,49 0,13
CIS 1,91 1,74 2,19 0,16
CIS+V.O 2,20 1,86 2,64 0,24

KON ile CIS grubu (p=0,015), V.O ile CIS grubu (p<0,001) ve CIS ile CIS+V.O grubu
(p=0,021) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.9). Diger

grup karsilastirmalarinda ise anlamli fark gézlenmedi (p>0,05)(Sekil 4.9).
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GPx (pg/ml)

4.3.4. Doku glutatyon peroksidaz (GPx) sonug¢lar

Tablo 4.10 Doku GPx degerleri

pg/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 1356,77 754,20 1917 385,30
V.0 1402 1197 1672 172,94
CIS 1169,23 640,60 1656 344,49
CIS+V.O 1432,52 728,20 2352 523,69

Gruplar arasinda yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0,05)(Sekil 4.10). CIS ile CIS+V.O grubu (p=0,382) ve CIS ile V.O grubu
(p=0,195) arasinda ortalama degerler acisindan sayisal farkliliklar gbzlendi; ancak bu

farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 4.10).
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4.3.5. Doku siiperoksit dismutaz (SOD) sonuclari

Tablo 4.11 Doku SOD degerleri

pg/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 12933,75 10780 14370 1181,54
V.0 13175 11500 15370 1465,03
CIS 12263,75 10780 13710 1187,61
CIS+V.O 14750 12130 17640 2339,68

CIS grubunun tiim gruplar arasinda en diisiik degerlere sahip oldugu goézlendi (Tablo
4.11); ancak gruplar arasi yapilan istatistiksel analizlerde yalnizca CIS ile CIS+V.O
grubu arasindaki fark anlamli bulundu (p=0,038). Diger grup karsilastirmalarinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05)(Sekil 4.11).
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4.3.6. Doku 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin sonuglari (8-OHdG)

Tablo 4.12 8-OHdG degerleri

Ng/L Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 101,35 88,75 112,80 9,46
V.0 109,46 93,91 123,10 8,81
CIS 138,88 121 166 14,31
CIS+V.O 111,31 100,80 122,30 8,79

KON ile CIS grubu (p<0,001), V.O ile CIS grubu (p<0,001) ve CIS ile CIS+V.O grubu
(p<0,001) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.12). Diger

grup karsilastirmalarinda ise anlaml fark saptanmadi (p>0,05)(Sekil 4.12).
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4.3.7. Serum malondialdehit (MDA) sonuclari

Tablo 4.13 Serum MDA degerleri

Ng/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 66,08 49 74,72 8,65

V.0 54,12 42,61 64,69 7,87

CIS 82,39 64,69 104,2 14,82
CIS+V.O 53,01 35,18 67,19 9,58

V.0 ile CIS+V.O grubu arasinda anlamli fark gézlenmezken (p=0,878)(Tablo4.13),

diger grup karsilagtirmalarinda fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
Ayrica CIS ile CIS+V.O grubu arasindaki fark da anlamli saptandi (p<0,001)(Sekil

4.13).
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4.3.8. Doku myleoperoksidaz (MPO) sonuclari

Tablo 4.14 Doku MPO degerleri

Ng/ml Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 5,30 4,61 6,03 0,50
V.0 5,42 4,60 6,00 0,47
CIS 5,77 5,39 6,30 0,31
CIS+V.O 5,17 4,42 5,64 0,42

CIS ile CIS+V.O grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptand1 (p<0,001),

diger grup karsilagtirmalarinda ise anlamli fark gozlenmedi (p>0,05)(Sekil4.14).

Ayrica CIS grubunun ortalama degerlerinin en yiiksek oldugu dikkat ¢ekti (Tablo

4.14).
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4.3.9. Serum total antioksidan (TAS) sonuclari

Tablo 4.15 Serum TAS sonuglart

mM Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 4,49 3,50 7,11 1,15
V.0 4,23 2,78 5,34 0,81
CIS 1,37 0,21 2,18 0,55
CIS+V.O 2,49 1,33 4,81 1,25

KON ile V.O grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi (p=0,959).
Diger grup karsilagtirmalarinda ise CIS ile CIS+V.O grubu (p=0,021), CIS ile V.O
grubu (p<0,001) ve CIS ile KON grubu (p<0,001) arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli bulundu (Tablo 4.15)(Sekil 4.15).
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4.3.10. Serum total oksidan (TOS) sonuglari

Tablo 4.16 Serum TOS sonuglari

mM Ort. Min. Maks. Std.sapma
KON 114,43 82,99 191,77 44,16
V.0 107,10 0 212,17 91,13
CIS 190,49 100 354,93 82,98
CIS+V.O 66,81 0 195,17 85,75

KON ile CIS grubu (p=0,015) ve CIS ile CIS+V.O grubu (p=0,021) arasindaki farklar

(Tablo 4.16) istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diger grup karsilastirmalarinda ise

anlamli fark gozlenmedi (p>0,05)(Sekil 4.16).
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5. TARTISMA VE SONUC

Sisplatin, giliniimiizde halen pek c¢ok solid tliimériin tedavisinde kullanilan etkin bir
kanser ilacidir. Ancak sistemik kullanimi, basta nefrotoksisite, ototoksisite ve
norotoksisite olmak {izere c¢esitli organ toksisiteleriyle iligkilidir (Florea ve
Biisselberg, 2011).

Yapilan ¢aligmalar, sisplatinin ayrica testikiiler toksisite olusturdugunu ve bu etkinin
hem sperm  parametrelerini olumsuz etkiledigini hem de oksidatif stres
artist ve apoptoz indiikksiyonu yoluyla doku hasarina neden oldugunu ortaya
koymustur (Fung ve ark., 2018).

Bu durum ozellikle testis kanseri gibi genc eriskin erkeklerde goriilen tiimorlerin
tedavisinde klinik olarak 6nem tagimaktadir. Zira bu yas grubunda fertilite kaybi,
yasam kalitesini dogrudan etkileyebilecek Onemli bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir.

Sisplatinin testikiiler hasar yaptigina dair pek ¢ok galigmaya rastlamak miimkiin. Ilk
defa 1983°te yapilmis prospektif bir calismada testis kanseri nedenli sisplatin tedavisi
verilen 69 hasta incelenmis ve neredeyse tiim hastalarda azoospermi goriilmiis (Drasga
ve ark., 1983). Sisplatinin hiicresel oksidatif stresi artirdigi ve antioksidan
mekanizmaya zarar verdigi ise ilk olarak 1986 yilinda, in vitro yapilan ¢alismada

gosterilmis (Sodhi ve Gupta, 1986).

Viburnum Opulus ile ilgili yapilan literatiir taramasinda, bu molekiiliin antioksidan
iceriginin oksidatif hasar1 engelledigi goriildii. Karagelik ve ark. ¢aligmalarinda bu
molekiiliin antioksidan igerigini tanimlamistir (Karagelik ve ark., 2015). Viburnum
Opulus ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, distal tireter tasini diisiirmede tamsulosin kadar
etkili oldugu gosterilmis (Gok ve ark., 2021). Sariozkan ve ark. yaptiklar1 calismada,
taksan smifi kemoterapétikler ile testis hasari olusturmus ve bu hasar1 6nlemede
Viburnum Opulus’u kullanmistir (Sari6zkan ve ark., 2017).

Yapilan caligmalar, sisplatinin testikiiler dokularda toksik etki olusturdugunu ve
spermatogenezi bozdugunu ortaya koymus; bu hasar1 onlemek amaciyla farkh
molekiillerin koruyucu etkileri arastirilmistir. Ancak, ozellikle testis tiimorlerinin

tedavisinde yaygin olarak kullanilan sisplatine bagli testis hasarim1 Onlemede,
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Viburnum Opulus’un kullanildig1 bir ¢alisma bulunamamustir. Bu sebeple, yaptigimiz
calismada Viburnum Opulus’un sisplatine bagli testikiiler hasara kars1 olas1 koruyucu

etkilerini degerlendirmeyi amagladik.

Aldemir ve ark. Kuersetin kullanarak gergeklestirdikleri bir deneyde, sisplatin verilen
grup ile sisplatin+Kuersetin uygulanan grup arasinda sperm sayisi acgisindan anlamli
bir fark saptamamistir (Aldemir ve ark., 2014). Benzer sekilde, Tiirk ve ark. Ellajik
asit kullanarak ytiriittiikleri bir ¢alismada, toplam sperm sayis1 ve motilitenin en diisiik
oldugu grubun yalnizca sisplatin uygulanan grup oldugunu belirlemislerdir. Sisplatin
ile birlikte Ellajik asit verilen grupta ise, sisplatin grubuna kiyasla sperm sayisi ve
motilitesinde istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (Tiirk ve ark., 2008). Bir
baska calismada sisplatinin testikiiler toksitesine karsin L-karnitin kullanilmis ve
deney sonucunda sperm sayisinda sisplatin verilen gruba gore L-karnitin+sisplatin
grubunun degerleri daha yiiksek saptanmis fakat yine de kontrol grubuna gore diisiik
izlenmis. Calismada sperm motilitesi de degerlendirilmistir. Sisplatin uygulanan
grupta, kontrol grubuna gore motilitenin diistiigii goriilmiistiir. L-karnitin ile birlikte
sisplatin verilen grupta ise, sisplatin grubuna kiyasla motilitede istatistiksel olarak

anlaml bir fark gézlenmemistir (Yaman ve Topcu-Tarladacalisir, 2018).

Bizim ¢alismamizda sperm konsantrasyonu, ileri hareket yiizdeleri ve normal
morfoloji ylizdeleri incelendiginde, sisplatin verilen ratlarda bu degerlerde diisiis
oldugu ve sisplatin ile Viburnum Opulus verilen ratlarda, sisplatin grubuna gore
yukselme oldugu goriildii. Her ii¢ degerde de bu iki grup (CIS ile CIS+V.O) arasinda
istatistiksel anlamli fark izlendi. Sisplatin verilen tiim gruplarda beklenildigi gibi tiim
degerlerde diisiis izlendi. Sperm konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda KON ile V.O
gruplarinin degerleri benzer izlendi fakat ileri hareket degerinde V.O grubu degerlert;
normal morfolojide ise KON grubu degerlerinin yiiksekligi istatistige anlamli olarak
yansidi. Bu bulgularla Viburnum Opulusun spermiogram parametreleri iizerine olumlu

etkisinin oldugu sdylenebilir.

Histometrik olglimlerimizde seminifer tiibiil ¢ap1, germinal epitel kalinlig1 6l¢timii ve
johnsen skorlama sistemini kullandik. Soni ve ark. Motiliperm kullanarak bir deney

modeli yapmislar ve sisplatin verilen grupta johnsen skorunun en diigiik deger
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oldugunu saptamislar. Motiliperm verilen grup ile kontrol grubu arasinda benzer sonug
almiglar. Sisplatin+tMotiliperm verilen grupta johnsen skoru sadece sisplatin alan
gruba gore artmis fakat kontrol grubuna goére halen diisiik izlenmis (Soni ve ark.,

2015).

Farkl1 bir calismada sisplatin ile Gum Acacia (GA) kullanilmis. Johnsen skoru kontrol
ve GA kullanilan gruplarda benzer izlenirken, en diisiik skor sisplatin grubunda
izlenmis. GA-+sisplatin grubunda ise skor sisplatin grubundan yiiksek fakat kontrol
grubundan diistik izlenmis. Tiim farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0,05).
Ayni calismada seminifer tiibiil c¢aplart da degerlendirilmis ve kontrol ve GA
gruplarinda benzer sonug¢ izlenmis. Sisplatin ve sisplatintGA gruplarinda diger
gruplara gore diisiis izlenmis. Bu iki grubun arasinda yapilan istatistiksel analizde
farkin anlamli olmadig1 goriilmiis (Nofal ve ark., 2023). Bizim g¢alismamizda en
yiiksek johnsen skorlart KON ve V.O gruplarina aitti. CIS grubunda en diisiik johnsen
skoru goriildii. CIS+V.O grubunda johnsen skorunun yiikseldigi fakat KON grubuna
gore yine diisiik kaldigr goriildii. Tiim bu farklar istatistiksel olarak anlamli izlendi
(p<0,05). Viburnum Opulusun johnsen skorunda iyilesme sagladigr fakat bu
tyilesmenin kontrol grubuna gore yine de diisilk kaldigr goriildi. Histolojik
incelemelerde de CIS grubunda seminifer tiibiillerde vakuolizasyon artisi,
spermatogenetik yapilarda pargalanma ve tiiblil yapisinda atrofi gozlemlendi ve
CIS+V.O grubunda bu bulgularin azaldig1 ve genel olarak histolojik iyilesme oldugu
goriildi. Ayrica germinal epitel kalinlig1 ve seminifer tiibiil ¢caplarinin en diisiik CIS
grubunda oldugu ve CIS+V.O grubunda, bu gruba gore istatistiksel anlamli bir
yiikselis oldugu goriildii.

Serum testosteron ve inhibin-b diizeyleri testiste leydig ve sertoli hiicre fonksiyonlari
hakkinda bilgi verir. Diislik testosteron seviyesi leydig hiicre hasar1 veya yetersizligi
ile, diisiik inhibin-b seviyesi sertoli hiicre hasar1 veya yetersizligi ile iliskilidir. Ilbey
ve ark. (2009) sisplatin verilen grupta total testosteron seviyesinin kontrol grubuna
gore diistiigiinii, sisplatin ile Kurkumin verilen grupta ise istatistiksel anlamli artis
oldugunu gostermisler (Ilbey ve ark., 2009). Sisplatin ve Taurin ile yapilan bir

calismada ratlara sisplatin ile diisiik, orta ve yiiksek dozda Taurin verilmis. Sadece
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sisplatin alan grupta total testosteron seviyesi en diisiik seviyede izlenmis. Taurin alan
tim gruplarda ise bu gruba gore anlamli bir yiikselis saptanmig fakat higbir grup
kontrol grubu seviyesine gelememis ve bu fark istatistie anlamli olarak yansimis
(Azab ve ark., 2020). Calismamizda, total testosteron seviyesinin en diisiik CIS
grubunda oldugu gozlendi. KON ile V.O gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmazken, CIS+V.O grubunun degerleri CIS grubuna gore daha yiiksek bulundu;
ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi. Selenyum ile yapilan bir ¢calismada
serum inhibin-b seviyelerinin sisplatin verilen grupta anlamli diistiigii ve sisplatin ile
Selenyum verilen grupta ise anlamli yiikselis oldugu goriilmiis (Abusoglu ve ark.,
2025). Bizim calisgmamizda da benzer sekilde en diisiik inhibin-b seviyesi CIS
grubunda izlendi. CIS+VO grubunda CIS grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek
deger izlendi ve bu yiiksek deger diger ¢alismalarin aksine KON grubuna yakin bir
degerdeydi. Calismamizda KON grubu ile CIS+V.O grubu arasinda istatistiksel fark

saptanmadi.

Pek cok calismada sisplatinin testikiiler dokuda oksidatif hasar1 artirdigt ve
antioksidan enzimleri baskiladigi goriilmekte. Ve yine birgok molekiil ile yapilan
calismada bu antioksidan enzimlerin aktivitesinin artabilecegi gosterilmekte. CAT,
SOD ve GPx bu antioksidan enzimlerin baslicalaridir. Ellajik asit ile yapilan bir
caligmada testikiiler dokuda sisplatinin GPx ve CAT seviyesini azalttig1, Ellajik asitin
ise bu seviyeyi anlamli derecede artirtig1 gosterilmis (Tiirk ve ark., 2008). Kuersetin
ile yapilan bir ¢alismada sisplatinin CAT diizeyini diisiirdiigli ve Kuersetinin bu
diistisi anlamli derecede artirdigi gosterilmis(Bostancieri vd., 2022). Salem ve ark.
yaptiklar1 ¢caligmada ratlarda sisplatinin testis hasarma karsin Likopen ve Selenyum
kullanmiglar. Testis dokusundan bakilan CAT, SOD ve GPx diizeylerinin en diisiik
sisplatin verilen grupta oldugunu gérmiisler. Her ii¢ antioksidan enzim diizeyinin de
Likopen ve Selenyum verilen gruplarda ayr1 olarak sisplatin verilen gruplara gore
anlamli miktarda ytikseldigini gostermisler (Salem ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda
CAT, SOD ve GPx degerlerinin en diisiik oldugu grubun sisplatin verilen grup oldugu
goriildii. Diger caligmalara benzer olarak CAT ve SOD degerlerinin sisplatin +
Viburnum Opulus verilen grupta, sadece sisplatin verilen gruba gore anlamli oranda
yiikseldigi goriildii. GPx degerinde ise gruplar arasindaki sayisal fark istatistige

anlamli olarak yansimadi.
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Hiicresel oksidatif stresin biyokimyasal gostergeleri arasinda malondialdehit (MDA),
miyeloperoksidaz (MPO), ve 8-hidroksidezoksiguanozin (8-OHdG) 6nemli yer tutar.
Artan oksidatif stres, lipid peroksidasyonunun son iiriini MDA ’nin diizeylerinde ve
inflamatuar yanitla iliskili MPO aktivitesinde yiikselmeye yol acgar (Frijhoff ve ark.,
2015). Ayrica DNA hasarmin bir biyobelirteci olan 8-OHdG seviyesinde de oksidatif
stresin etkisiyle yiikselme izlenmektedir(Wu ve ark., 2004). Bu biyobelirteglerdeki
artis, sisplatinin hiicresel diizeyde olusturdugu oksidatif hasarin gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Literatliir taramasi yaptigimizda bu parametrelerin, pek cok

calismada serum/plazma ve doku diizeyinde calisildigini gdzlemledik.

Uziim ¢ekirdegi prosiyanidin &ziitii (GSPE) ile yapilan bir calismada ratlara sisplatin
ve koruyucu olarak GSPE verilmis ve 8-OHdG serum diizeyleri bakilmis. Sisplatin
verilen grupta en yiiksek degerler saptanirken, sisplatintGSPE verilen gruplarda bu
degerlerde istatistiksel anlamli dlgiide diislis izlenmis (Tian ve ark., 2018). Aposinin
ve sisplatin ile yapilan bir ¢alismada doku MDA, MPO ve 8-OHdG diizeylerine
bakilmis. Her ii¢ parametre de sisplatin alan grupta yiiksek saptanmis ve bu yiikseklik
istatistiksel anlamli bulunmus. Yine her {i¢ parametrede de sisplatin+Aposinin alan
grupta, sadece sisplatin alan gruba gore istatistiksel anlamli diisiis izlenmis (K6roglu
ve ark., 2019). Ellajik asit ile yapilan bir ¢calismada; sadece sisplatin verilen grupta en
yiiksek plazma MDA seviyesi saptanirken, sisplatin ile Ellajik asitin beraber verildigi
grupta dlgiilen MDA seviyesinde diisiis gozlenmis. Iki grup arasindaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli saptanmig (Tiirk ve ark., 2008).

Biz ¢aligmamizda 8-OHAG seviyesini doku diizeyinde ¢alistik. Tiim gruplar i¢inde en
yuksek degerler CIS grubunda saptandi ve diger tiim gruplarda anlamli derecede CIS

grubuna gore daha diisiik degerler saptandi.

Calismamizda diger caligmalara benzer olarak doku MPO diizeyleri en yiiksek CIS
grubunda saptandi. CIS+V.O grubunda CIS gurubuna gore diisiis gdzlendi. Iki grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
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Plazma MDA o6l¢iimlerinde en yiliksek degerler CIS grubunda goriildi. CIS+V.O

grubunda CIS grubuna gore istatistiksel anlamli diisiis saptandi.

Yiicel ve ark. sisplatin ile All-Trans Retinoik Asit (ATRA) kullanarak yaptiklari
calismada TAS ve TOS degerlerini incelemisler. Ortalama deger olarak en yiiksek
deger ATRA grubunda, en diisiikk deger ise kontrol grubunda izlenmis. TOS
seviyesinde en yliksek deger sisplatin alan grupta izlenmis. TAS degeri i¢in gruplar
arast anlamh fark saptanmamis. TOS degerinde ise sadece sisplatin grubunun degeri
diger gruplara gore istatistiksel anlamli yliksek izlenmis (Yucel ve ark., 2019).

Bizim ¢alismamizda en diisiik TAS degeri CIS grubunda goriildii. CIS+V.O grubunda
CIS grubuna gore istatistiksel anlamli yilikselis gortildii. TOS degerlerine baktigimizda
ise sisplatin alan grupta en yiiksek degerler goriildii ve CIS+V.O grubunda CIS

grubuna gore istatistiksel anlamli diisiis goriildii.

Sonug¢ olarak bu deneyde sisplatinin testikiiler dokuda oksidatif stresi artirarak
hiicresel hasar yaptig1 ve spermiyogram degerlerini bozdugunu gordiik. Viburnum
Opulus kullaniminin bu hasar1 6nlemede etkili olabilecegini diistinmekteyiz. Yine de
bu calismada elde edilen bulgular deneysel diizeyde anlamli olmakla birlikte, klinik
uygulamalardaki etkinliginin ve giivenilirliginin degerlendirilmesi i¢in daha kapsamli

ve ileri diizey caligsmalara ihtiyac vardir.
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