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Sisplatin, etkili bir kemoterapétik ajan olmasma ragmen, Ozellikle
nefrotoksisite ve testis hasarina sebep olmasi nedeniyle kullanimi smirhidir.
Gilintimiizde kemoterapoétiklerin kullanimi sirasinda olusan doku hasarini azaltmak
icin en yaygin tedavi yontemi antioksidan maddelerin kullanimidir. Krisin,
yapisindaki hidroksil gruplari araciligiyla serbest radikaller iizerinde eliminasyon
etkisine sahiptir ve yiiksek antioksidan ozelligi gostermektedir. Caligmamizda
sisplatin ile indiiklenen testikiiler hasara karsi Krisinin etkisinin arastirilmasi
amagclanmaktadir.

Calismamizda 40 adet erkek sigan kullanildi. Grup 1 (Kontrol grubu):
Herhangi bir islem uygulanmadi. Grup 2 Misir yagt (Coziicii): 7 giinliik deney
stiresi boyunca her giin 1 ml dozunda misir yag1 oral olarak uygulandi. Grup 3
(Sisplatin): Deneyin ilk ginii 7 mg/kg sisplatin tek doz intraperitoneal olarak
uygulandi. Grup 4 (Krisin): Misir yagi i¢inde ¢oziilmiis 50 mg/kg Krisin toplamda
9 giin boyunca oral olarak uygulandi. Grup 5 (Sisplatin + Krisin): Deneyin ilk giinii
7 mg/kg sisplatin uygulandi ve deneyden 2 giin 6nce baglamak {izere 50 mg/kg
dozunda Krisin toplamda 9 giin oral olarak uygulandi. Sakrifikasyon sonrasi elde
edilen testis dokular1; %10’luk formaldehit i¢inde fikse edildikten sonra doku
takibine gecildi. Histopatolojik inceleme i¢in H&E boyama yapilarak, testikiiler
degerlendirmede Johnsen skorlamasi kullanildi. Apoptozun degerlendirilmesi
amaciyla immiinohistokimyasal yontemlerden faydalanilarak Kaspaz-3 primere
dayal1 bir boyama gergeklestirildi. Elde edilen semen 6rneklerine motilite analizi
uygulandi. Ayrica biyokimyasal olarak; serum Orneklerine tiyol-disiilfit
homeostazisinin parametre diizeyleri 6l¢iildii. Tiim sonuglar semikantitatif olarak
degerlendirildi.

Sonug olarak bu c¢alisma ile Sisplatin’in testis dokusunda olusturdugu
hasarin tizerinde Krisin antioksidaninin olumlu yonde etkileri gézlemlenmistir.
Krisin antioksidani etkisi, histolojik incelemeler motilite ve biyokimyasal
analizlerle desteklenmis olup iyilesme saglanmistir (p<0.001). Bu bulgular,
Krisin’in sisplatin kaynakli testis hasarini hafifletmede ve spermatogenez siirecini
desteklemede potansiyel bir tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir.
Gelecekte farkli dozajlar ve tedavi siireleri ile Krisin’in etkinliginin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in klinik ve preklinik arastirmalar yapilmalidir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, Krisin, Sisplatin, Testis hasar1



ABSTRACT

THE EFFECT OF CHRYSIN ON TESTICULAR INJURY INDUCED BY
CISPLATIN IN RATS
MSC THESIS
ATINC KALAYCI
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY DEPARTMENT
(SUPERVISOR: ASC. PROF.DR, ASLIHAN SAYLAN)

BOLU, JANUARY 2025
X+ 77

Although cisplatin is an effective chemotherapeutic agent, its use is limited,
especially because it causes nephrotoxicity and testicular damage. Today, the most
common treatment method to reduce tissue damage caused by the use of
chemotherapeutics is the use of antioxidant substances. Chrysin has an elimination
effect on free radicals through the hydroxyl groups in its structure and shows high
antioxidant properties. Our study aims to investigate the effect of chrysin against
cisplatin-induced testicular damage. In our study, 40 male rats were used. Group 1
(Control group): No treatment was applied. Group 2 Corn oil (Solvent): Corn oil
was administered orally at a dose of 1 ml every day for a 7-day experimental period.
Group 3 (Cisplatin): On the first day of the experiment, a single dose of 7 mg/kg
cisplatin was administered intraperitoneally. Group 4 (Chrysin): 50 mg/kg Chrysin
dissolved in corn oil will be administered orally for a total of 9 days. Group 5
(Cisplatin + Chrysin): 7 mg/kg cisplatin was administered on the first day of the
experiment and 50 mg/kg Chrysin was administered orally for a total of 9 days,
starting 2 days before the experiment. The testicular tissues obtained after
sacrification were fixed in 10% formaldehyde and tissue follow-up was performed.
H&E staining was used for histopathologic examination and Johnsen scoring was
used for testicular evaluation. In order to evaluate apoptosis, a staining based on
Caspase-3 primer was performed using immunohistochemical methods.Motility
analysis was performed on the semen samples obtained. In addition, biochemical
parameters of thiol-disulfide homeostasis were measured in serum samples. All
results were evaluated semiquantitatively.

As a result, this study observed the positive effects of Chrysin antioxidant on
the damage caused by Cisplatin in the testicular tissue. The effect of Chrysin
antioxidant was supported by histological examinations, motility and biochemical
analyses and recovery was achieved (p<0.001). These findings indicate that Chrysin
may be a potential treatment option in alleviating cisplatin-induced testicular
damage and supporting the spermatogenesis process. In the future, clinical and
preclinical studies should be conducted to better understand the effectiveness of
Chrysin with different dosages and treatment durations.

KEYWORDS: Antioxidant, Chrysin, Cisplatin, Testicular damage
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1. GIRIiS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesiyle baslayan ve diinya ¢apinda 6liim

nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bir hastaliktir (C. Kim & Kim, 2018).

Kanser, hiicrelerin gereksiz ve kontrolsiiz biiyiimesinden kaynaklanir. Pek ¢ok
farkl1 kanser tiirii vardir ve bunlarin hepsi anormal hiicrelerin kontrolsiiz
bliylimesinden kaynaklanmaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi
(IARC), 2020 yilinda kanser hastasi sayisinin 19,3 milyon oldugunu agiklamistir.
IARC bu saymin 2040 yilinda 28,4 milyona ulagsmasinin beklendigini
bildirmektedir (Sung vd., 2021). Kanser tedavisinde; cerrahi, kemoterapi,

radyoterapi, immiinoterapi ve hormon tedavileri yer almaktadir (Sudhakar, 2009a).

Glntimiizde gelistirilen kemoterapi ilaglari bu hastaligin 6nlenmesinde ve
tedavisinde etkili olmakla birlikte kullanimlar1 c¢esitli yan etkilere neden
olmaktadir. Sisplatin, ¢esitli genitotiriner tiimdrleri tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir antitiimdr ajanidir ve 1972'de Rosenberg ve Vancamp tarafindan

klinik kullanima sunulmustur (Simsek vd., 2016).

Sisplatin oldukg¢a etkili bir kemoterapdtik ajan olmasma ragmen, toksisitesi,
ozellikle nefrotoksisite ve testis hasari, kullanimini siirlamaktadir. Sisplatinin
toksisitesinin nedeni reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasidir. ROS iiretimi
testis hiicrelerine, Ozellikle de spermlere zarar verir. Coklu doymamis yag
asitlerinden olusan sperm hiicre zarinin ana bileseni ROS'a asir1 duyarlidir. Bu

nedenle ROS {iretimi erkek kisirliginin ana nedenidir.

Kemoterapi ilaglarinin kullanimindan kaynaklanan doku hasarini azaltmak i¢in
giiniimiizde en yaygin kullanilan tedavi antioksidanlarin kullanilmasidir. Bu
nedenle sisplatinin neden oldugu testis toksisitesinin antioksidanlar tarafindan
azaltilabilecegine inanilmaktadir (Yucel vd., 2019). Antioksidanlar reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar
onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gdrev yapan savunma

sistemleridir (Karabulut & Giilay, 2016a).



Flovonoidler, meyve ve sebze gibi gidalarda bulunan fenolik bilesiklerdir. Bu
bilesikler cogu gidada bulunur, yiiksek antioksidan o6zelliklere sahiptir ve cesitli
faydalar sunar. Krisin (5,7-dihidroksiflavon), geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilan ve birgok bitki 6zili, bal ve propolisin igerisinde yer alan dogal bir

flavonoid grubudur (Kucukler vd., 2021).

Krisin, yapisindaki hidroksil gruplar1 sayesinde serbest radikalleri temizlemede
etkilidir ve gii¢lii antioksidan 6zellikleriyle bilinmektedir (Aksu vd., 2018). Krisin
ayrica anti inflamatuar, antikanser, antidiyabetik ve antiapoptotik etkiler dahil
olmak Tizere ¢esitli biyolojik ve farmakolojik olarak aktif 6zelliklere sahiptir
(Eldutar vd., 2017). Yararh etkilerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
anlasilamamis olsa da (Del Fabbro vd., 2019), krisinin erkek iireme sistemi
tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu etkilerin serbest radikalleri yok

etme yeteneginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Krisin'in sisplatinin neden oldugu testis hasari iizerinde olumlu bir etkisi olup
olmadigina dair aragtirma bilgisi mevcut degildir. Bu nedenle bu calisma,
literatlirdeki bilgileri genigletmek amaciyla sicanlarda sisplatin kaynakli testis

hasar1 lizerine krisinin etkisinin arastirilmasini amaglamaktadir.



1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Testisin Anatomisi

Erkek lireme sistemi, bir ¢ift testis, ireme kanali, aksesuar bezi ve penisten
olusur. Testis erkeklerde lireme orgami olarak gorev alan i¢ genital organdir.
Testosteron hormonu salgilanmasinda gorevli skrotumda bir ¢ift seklinde asil
olarak konumlanir. Testisler oval sekilde olup bir yetiskinde 4 ile 5 cm uzunluga, 2
ile 2,5 cm genislige ve yaklasik 3 cm kalinliga sahiptir. Skrotum i¢inde testislerden

biri digerine oranla daha asagi konumlanmistir. (Arinci & Elhan, 2020).

Testisler, tunica albuginea adi verilen yogun bir bag dokusu kilif sistemi ile
cevrilidir. Bu kilif sistemi testisin arka kisminda kalinlasir. Bu yapiya mediastinum
testis 1smi verilir. Bu bdlge testis yapisinin sinir ve kan damarlarinin girip ¢iktigi
yerdir. Tunika albugineaya giren bu cikintilar testisi lobiil adi1 verilen parcalara

boler. Bu pargalar yaklagik 300-400 lobdan meydana gelir. (Caroppo, 2011).

Testisin her kismi kivrimli bir yapiya sahiptir ve baglangigta kordiir. Sperm
tiretiminin gergeklestigi seminifer tiibiiller ve Leydig hiicrelerini iceren bag

dokusundan olusan bir stromadan olusur.

Vas Deferens

Diiz tiibiiller Epididimin bag!

Duktuli efferentes

4
Seminifer tiibiiller
i Rete testis

Epididim gévdesi

Epididim kuyrugu

Kapsiil
(tunica albuginea)

Sekil 1.1. Testis ve Genital Kanallarin Gosterimi (Drake vd., 2009 alinarak
diizenlenmistir.)



Testislerde yaklasik 500-1000 seminifer tiibiil bulunur ve baslangicta
islevsiz durumdadirlar. Tibiiller sonlandik¢a liimenleri daralir ve diiz tiibiiler

yapilar veya rektal tiibiiller ad1 verilen kisa yapisal bdliimler olusturmak iizere

birlesirler (Batislam & M. Murad, 2004).

Bu diiz tiibiiller uglara dogru seminifer tiibiilleri birbirine baglar ve arka
kisimda rete testisin olusmasini saglar. Rete testis yapist epididimisin bags bolgesine
10-15 efferent yol ile baglanan tek kanalli bir yapidir (Armnc1 & Elhan, 2020;
Batislam & M. Murad, 2004).

Skrotumun iginde testisler neredeyse tamamen parietal peritondan
kaynaklanan ve az miktarda viskoz siv1 igeren kapali bir kese olan tunika vajinalis
ile kaphdir. Bu kese, her testisin 6n yiizeyini ve yanlarin1 kaplar ve periton kesesi
gorevi gorerek testis yiizeylerini yaglayarak siirtiinmesiz harekete izin verir.
Epididimis tek bir kalin spiral tiipten olusur. Ug béliime ayrilir: bas, gévde ve
kuyruk (Batislam & M. Murad, 2004; Jones, 2023).

Bas: Epididimisin en proksimal kismi. Spermi testislerden epididimise tasiyan

testislerin efferent tiibiilleri tarafindan olusturur.

Govde: Epididimis kanalinin yogun sarmal kismuidir.

Kuyruk: Epididimisin en distal kismidir. Ejekiilasyon igin spermi iiretraya tasiyan

Vas Deferens’e agilir.



1.1.2 Testisin Embriyolojisi

Embriyonun genetigi ikincil yumurtay1 dolleyen spermin tiiriine baglidir.
Krozomal ve genetik cinsiyet, X kromozomu igeren bir yumurtanin X veya Y

kromozomu ile déllenmesiyle belirlenir (Batislam & M. Murad, 2004).

Bu iki kromozom yapist embriyonik yasamin yedinci haftasina kadar
benzerdir, embriyo yedinci haftaya kadar disi veya erkek olarak ayrim gostermez.
Cinsiyet, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde yer alan SRY geninin
varhigiyla belirlenir. Testis belirleyici faktor (TBF), testis tespiti i¢in gerekli tek gen
olan SRY'nin cinsiyet belirleyici bolgesi olarak bilinir. Bu genin yoklugunda

embriyolar disi yoniinde gelisim gosterir (Moore vd., 2016).

SRY geni, testis farklilasmasini uyaran SOX9 otozomal genini aktiflestirir.
SOX9 geni, Sertoli hiicre farklilagmasinin destekleyici hiicre progenitorlerinden
baslatilmasi i¢in gerekmektedir. SOX9 geni aktive edilmezse destek hiicreleri
folikiiler hiicrelere farklilagir. Bu genler Sertoli hiicrelerinin farklilasmasinda,
stromal hiicrelerin myoid hiicrelere donlismesinde, Leydig hiicrelerine
farklilasmasinda ve testis kordonu olusumunda rol oynar (Moore vd., 2016; Titi-
Lartey & Khan, 2023).

SRY geninin etkisi altindaki cinsiyet kordonlar testikiiler veya meduller
kordonlar olusturacak sekilde ¢ogalir ve medullaya ilerler. Kordonlar bezin
hilusuna geldiklerinde rete testisi olusturmak icin agsi dagilim gosterirler.
Gelisimin daha sonraki asamalarinda testis kordonu, yiizey epiteli ve testis

arasindaki iligki Tunika Albugineanin araya girmesiyle sonlanir (Moore vd., 2016).

Dordiincii ayda testis kordonu at nali formunu alir ve bu at nalinin ucu testis
aglarina dogru devam eder. Testis kordonlarinin olusumunu sertoli hiicreleri
destekler. Leydig hiicreleri ise kordonlarin arasinda yer alir ve kordonlarin ayrim

gostermeye baslamasindan sonra gelismeye baslar (Titi-Lartey & Khan, 2023).



Tunika albuginea

Dejenere olmakta olan
mezonefrik tiibiil

Rete testis
kordonlar

"] At nali bigimindeki
testis kordonlan
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Duktuli
eferentes
Paramezonefrik

kanal albuginea \ \ﬁ— Paramezonefrik kanal

N\

\
'\-..?\,_ Mezonefrik kanal
A B | \ (duktus deferens)

Mezonefrik kanal

Sekil 1.2. Testis Embriyolojik Gelisim Asamalar1 Diyagrami (Moore vd., 2016
alinarak diizenlenmistir.)

Gelisimin 8. haftasinda Leydig hiicreleri testosteron {iretimine baglar.
Testisler artik lireme sistemi ve dis cinsel organlarin cinsiyetini etkilemeye
baglamistir. 26. hafta embriyodaki biiylime, testislerin kasik kanallarmna dogru
ilerlemesini ve buradan skrotuma inisi baslatir. (Moore vd., 2016; Sadler, 2005).

Bu siire¢ gubernakulum ve androjenik hormonlar kontroliinde gerceklesir.
Peritonun parmak benzeri uzantist olan prosesus vajinalis, fetal gelisim sirasinda
testisin asag1 inmesiyle 6n karin duvarinin katmanlarinida yanina alarak skrotuma

ulagir. Testisler 2-3 giin igerisinde skrotuma tiimiiyle inmis olur (Sadler, 2005).

Cinsel olgunluk evresi tamamlandiktan sonra testis kordonlariin liimenleri
acilir ve seminifer tiibiillere doniisiirler. Seminifer yapilar kanalize olduktan sonra
rete testis tilibiilleri ile birlesip eferent tiibiillere agilir. Bu kanallar mezonefrik
sistemin gerisinde kalan bosaltim tiibiilleridir. Vas deferens ad1 verilen bu kanallar,

rete testisi mezonefrik veya Wolffian kanallarina baglar (Schoenwolf vd., 2015).



1.1.3 Testisin Histolojisi

Her testis, karn boslugundan disar1 dogru uzanan bir kese i¢inde
konumlanir. Bu bosluk, peritonun geri kalan1 gibi, fibr6z bag dokusu tarafindan

desteklenen mezotelyal hiicrelerden olusan bir seroza ile kaphdir.

Testislerin etrafindaki paryetal peritona tunika vajinalis, visseral peritona
ise tunika albuginea ad1 verilir. Her iki kapsiil de mezotelyal ylizeye sahip fibroz
bag dokusundan olusur. Tunika albugineanin kalinlagmig arka kismina mediasten
denir ve testisleri besleyen kan damarlarini, lenf damarlarini, sinirleri ve kanallar1
kapsar. Fibroz septum, mediastenden testis govdesinin sinirina kadar yayilir

(Milikowski & Berman, 1997).

Ayrica adrenal korteks ve erkek esey hiicreleri tarafindan androjen
salgilanir. Bu yapilar spermatogenezi, cinsel farklilasmanin olusumunu ve

gonadotropinlerin salgilanmasini kontrol eder.

1.1.3.1 Seminifer Tubiiller

Seminifer tiibiiller, tunika propriya ile ¢evrelenmis epitelden olusur.
Seminifer epitel, iki temel hiicre popililasyonundan tiireyen karmasik ve c¢ok

katmanli farkl bir epiteldir.

Bu iki temel hiicre, destek hiicresi olarak da bilinen sertoli hiicreleri ve

periyodik olarak ¢ogalip olgun spermatozoaya farklilasan spermatogenik Seri

hiicrelerdir (Ross & Pawlina, 2014).

Tiibiiller ince bir kontraktil miyoid hiicre tabakasiyla cevrilidir. Tipik bir
ekzokrin bezin tiibiillerinden farkli olarak, her bir seminifer tiibiil, uclar1 rete testise
acilan yaklasik 1 metre uzunlugunda kivrilmis siki bir halka olusturur (Ross &
Pawlina, 2014).
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Sekil 1.3. Testis Dokusunda Seminifer Tiibiil Histolojisi

1.1.3.2 Sertoli Hiicreleri

Destek hiicreleri olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler basit, uzun ve silindirik
bir epitel yapis1 sekillendirir. Her Sertoli hiicresi bazal membran tizerinde bulunur
ve liimene dogru uzanir. Sertoli hiicreleri, germ hiicrelerinin gametogenezin temel
tireme fonksiyonunu gerceklestirebilecegi bir ortam yaratir. Komsu Sertoli
hiicrelerinin tabanina yakin hiicreler aras1 baglantilar kan-testis bariyerini kurar.
Spermatogonia bu bariyerin kan tarafindadir. Bu hiicreler mitoza basladiginda
spermatositlerin bir bariyerden ge¢mesi gerekir. Bu yiizden spermatogenez

esnasinda bu bariyer siirekli olarak yenilenir (Mescher, 2018).

Eriskin testislerde Sertoli hiicre ¢ekirdekleri, mayoz ve olgunlasmanin ¢esitli
asamalarindaki c¢ok sayidaki germ hiicre ¢ekirdekleri arasinda genellikle goze
carpmaz. Bununla birlikte, Sertoli hiicre c¢ekirdegi, uzun ve silindirik bi¢imdeki
epitelin tipik ¢ekirdegi olarak kolayca taninir (oval, 6kromatik bir ¢ekirdek, belirgin
bir niikleolus). Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi, mayozun farkli asamalarinda germ

hiicrelerini saran karmasik bir sekil alir (King, 2023; Young vd., 2014).

Mitoz yoluyla spermatogoniadan olusan primer spermatositler, epitel
tabanindan uzaga go¢ eder ve Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarla bazal

ylizeyden ayrilir. Sertoli hiicreleri antijenik olarak yabanci olan haploid germ
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hiicrelerini dolagimdaki antikorlardan ayrim yapma Yyetkisine sahiptir. Mayoz
bolinme ile; olusan germ hiicreleri sertoli hiicrelerinin sitoplazmik ceplerinde
yerlesik kalir. Sertoli hiicrelerinin spesifik fonksiyonlar1 arasinda besleme destegi,
spermatidlerden arta kalan kalintilarin fagositozu ve sertoli salgilanmasi1 bulunur
(King, 2023; Young vd., 2014).

1.1.3.3 Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler, diizenli olarak ¢ogalan ve olgun spermlere
farklilasan hiicrelerdir. Bu hiicreler, gonadlarin yolk kesesinden ¢ikan ilkel germ
hiicrelerinden tiirer ve testis gelisiminin erken asamalarinda genital sirtta toplanir.
Sertoli hiicreleri arasinda gelisim ilerledik¢e spermatogenik hiicreler belirsiz

katmanlar seklinde yapilanir.

Spermatogonia ad1 verilen en olgunlasmamis spermatogenik hiicre yapilar
bazal tabakada bulunur. Tunika propria tipik fibroblast icermeyen ¢cok katmanli bag
dokusu yapisina sahiptir. Tunika propria, insan seminifer tiibiillerinin bazal
tabakasinin digsinda yer alan miyoid hiicreden ve kollajen fibrillerden olusur.
Miyoid hiicreleri, bir bazal katman ve bol miktarda aktin filamentleri i¢cermeleri
bakimindan diiz kas hiicrelerine 6zgii 6zelliklere sahiptir. Bu hiicrelerde 6nemli
miktarda graniillii endoplazmik retikulum (GER) bulunmaktadir. Bunun sebebi,
fibroblastlarin  yoklugunda kollajen sentezinden sorumlu olmalarindandir

(Kierszenbaum, 2020).

Miyoid hiicrelerin ritmik kasilmalari, sperm ve testis sivisinin seminifer
tiibtillerden duktal sisteme ilerleyisini kolaylastiran peristaltik dalgalanmalara
neden olur. Miyoid tabakanin disinda kan damarlari, ortak lenfatik damarlar ve
Leydig hiicreleri bulunur. Yaslanmanin normal bir sonucu olarak tunika proprianin
kalinlig1 artar. Bu kalinlasmaya spermatogenez oraninda bir azalma ve seminifer

tiibiillerin genel 6lgeginde bir kiigiilme eslik eder (Kizilay & Altay, 2019).



i

Sekil 1.4. Sertoli Hiicresi ve Spermatogenik Seri Hiicreleri

1.1.3.4 Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri genellikle lipid damlaciklart igeren oval veya yuvarlak
sekilli olarak goziiken eozinofilik hiicrelerdir. Bu hiicreler genellikle karakteristik
cubuk sekilli sitoplazmik kristaller olan lipofuscin pigmenti ve Reinke kristallerini
igerir. Diger steroid salgilayan hiicreler gibi Leydig hiicrelerinde de fazlaca

graniilsiiz endoplazmik retikulum bulunur (King, 2023; Young vd., 2014).

Bu o6zellikleri eozinofilik yapilarimin nedenidir. Fetal yasamin erken
doneminde farklilagirlar ve testosteron salgilarlar. Testosteron cinsel olgunlagma,
embriyonik gelisim ve iireme icin gereklidir. Puberte doneminde testosteron
salgilanmasi, sperm iiretiminin baslatilmasinda, yardimci bezlerin salgilanmasinda
ve sekonder seks karakter 6zelliklerinin sekillenmesinde rol oynar. Yetiskinlerde
spermatogenez, iireme sistemi ve yardimci bezlerin bakimi i¢in testosteron

salgilanmasi gereklidir (King, 2023; Young vd., 2014).
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1.1.3.5 Spermin Yapisi

Olgun sperm hiicrelerinin olusumu spermatojenik siirecin sonunda
gerceklesir. Bu siire¢ seminifer tiibiillerde baslar ve sperm hiicrelerinin tamamen
farklilasip olgun yapilara doniismesiyle sona erer. Olgun bir sperm yaklagik 60 um
uzunlukta olup bas, orta ve kuyruk boliimlerinden olusur. Her parcanin kendine
Ozgii islev ve Ozellikleri barindirir. Bu siire¢ yaklasik 64 ila 74 giin siirer ve

erkeklerde periyodik olarak tekrarlanir (Satar & Gengdal, 2013).

Boyun

Cekirdek

Sentriol

Akrozom

Sekil 1.5. Sperm Yapisina ait Genel Goriiniim

Spermin Boliimleri:

1) Bas: Bu kisimda genetik materyali tasiyan niikleer bir yap1 bulunur. Bag kismi
oval ve yassi tipte olup yaklasik 4,5 pm uzunlugundadir. Akrozom adi verilen
organellerle kaplidir. Akrozom, sperm hiicresinin yumurta hiicresine ulagsmasi i¢in
gerekli enzimleri igerir. Bu enzimler yumurtanin koruyucu zarindan gecerek
dollenmeyi saglar. Bas boliimiinde spermin genetik bilgisini de iceren hiicre
cekirdegi bulunur. Sperm baginin igerigi, spermin genetik ytikiinii tagiyan, kromatin

ile siki bir sekilde paketlenmis DNA'dan olusur (Kierszenbaum, 2020).

Akrozom: Akrozom, basin 6n kisminda protein igeren bir yapidir. Sperm
yumurtaya yaklastiginda akrozomdaki enzimler yumurtanin dis zarini (zona

pellucida) ¢ozerek dollenmeyi saglar.

Cekirdek: Bas kisminda bulunur ve yogun bir sekilde paketlenmis sperm DNA's1
igerir. Sperm ¢ekirdeginde yalnizca 23 kromozom bulunur. Bu, erkek gamet ile disi

gamet birlestiginde 46 kromozomlu bir zigot olusturdugu anlamina gelir.

11



Ayrica spermin bir boyun bolgesi bulunmaktadir. Boyun; bas ve kuyruk
arasinda baglantiy1 saglayan bir ¢ift sentriyolden olugmaktadir. Boyun bolimii
sperm saglig1 agisindan onemlidir. Burada meydana gelebilecek bir bozulma hem

morfolojik a¢idan hem de fonksiyonel agidan spermi etkilemektedir.

2) Orta kisim (govde): Bu boliim ise spermin basi ile kuyrugu arasinda yer alir ve
yogun bir mitokondri bolgesi icerir. Bu bélgedeki mitokondri spermin hareketi i¢in

lazim olan enerjiyi saglar.

Yaklasik olarak 7 um uzunlugundadir. Orta kisim spermin hareket etmeye
devam etmesi i¢in gerekli ATP'yi saglar. Enerji, sperm hareketliligi icin gerekli olan

mitokondriyal oksidatif fosforilasyon tarafindan iiretilir (Bulduk & Cengiz, 2015).

3) Kuyruk (kamgi): Sperm kuyrugu sperm hareketliligini saglayan ana yapidir.
Kuyruk mikrotiibiillerden olusan flagellar bir yapiya sahiptir. Yaklasik olarak 50
pum uzunlugundadir. Bu yapr hareket icin gerekli dalgalar1 yaratir. Kuyrugun
hareketi, hiicre govdesinin mitokondriden aldig1 enerjiyi kullanarak ileri dogru

hareket etmesini saglar (Bulduk & Cengiz, 2015).

Kuyruk yapisi bas enerjisini sperm hiicrelerine aktarir ve ortamda hareket
etmek i¢in gerekli biyomekanik fonksiyonlar1 saglar. Sperm hiicresinin kuyrugu

sperm hareketliligini belirleyen 6nemli bir yapidir.

1.1.3.6 Spermatogenez

Spermatogonia'nin spermatozoaya doniismesini saglayan tiim hiicresel
degisiklikleri igeren siirece spermatogenez denir. Ergenlikten kisa bir siire once
baslar ve yasam boyu devam eder. Spermatogenez ii¢ asamaya ayrilir (Kizilay &

Altay, 2019).

1.Spermatogoniyal asama: Bu, spermatogonianin bdliinerek kendini yenilemesi

ve ardindan primer spermatositlere farklilasmasidir.
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2.Mayoz veya spermatosit asamasi: Primer spermatositler, ikinci mayoz béliinme
sirasinda hem kromozom sayisint hem de DNA miktarini yariya indirerek haploid

spermatositleri olusturur.

3.Spermatid asamasi: Sperm hiicrelerinin sekil degistirip olgun spermatozoaya
doniistiigli asamay1 tanimlar. Spermatogenez sonucu sperm hiicreleri son olgunluk
durumuna ulasir.

Epididimis :
2\/ ) Testis Sertoli hacreleri
n

Spermatosit Il

Spermatid

Seminifer tabdal

(enine kesit) Spermatozoa

Sekil 1.6. Spermatogenezin Genel Goriiniimii (Allais-Bonnet & Pailhoux,
2014’ten alinarak diizenlenmistir.)

1.1.3.7 Spermatogoniyal asama

Spermatogenezin baslangic asamasidir ve {ireme hiicresi olan sperm
hiicrelerinin temelini olusturur. Bu asamada testislerde bulunan seminifer tiibiillerin
bazal tabakasinda gerceklesir ve spermatogonia ismi verilen hiicrelerin ¢ogalip
farklilagsmasiyla karakterizedir. Ayrica sperm hiicrelerinin ve germ hiicre

havuzlarinin siirekli tiretimi burada saglanir (Cheng & Mruk, 2010).

Spermatogonia genellikle iki farkli tipte smiflandirilir. Bunlar A tipi
spermatogonia ve B tipi spermatogonia olup, A tipi spermatogonia kendini
yenileyen kok hiicrelerdir ve B tipi spermatogoniaya farklilasabilmektedir. B tipi
spermatogonia ise spermatositlere farklilagsma yetenegine sahiptir (Cheng & Mruk,
2010).
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Tip A ve Tip B Spermatogoniyal kok hiicreler birden fazla mitotik boliinmeye
ugradigi i¢in farkli niikkleer goriiniime sahiptirler. Goriiniimleri genel olarak 3 sekle

ayrilir (Cheng & Mruk, 2010; Kizilay & Altay, 2019).

1) Koyu tip A spermatogonia, ince graniiler kromatin ve oldukga bazofilik, oval
sekilli ¢ekirdeklere sahip bir hiicredir. Seminifer epitelin kok hiicreleri olan bu
hiicreler, diizensiz dongiilerde mitozla ¢ogalarak koyu tip A spermatogonia

ciftleri ve acik tip A spermatogonia ¢iftlerini olusturur.

2) Acik tip A spermatogonia, ince graniiler kromatin ve oval ¢ekirdege sahip,
parlak renkli hiicrelerdir. Bu spermatogonia, sperm iiretmek i¢in farklilasma

stirecinde 6nemli rol oynar. Art arda birkag mitoz gegirerek sayisini arttirir.

3) B tipi spermatogonia, merkezinde bir niikleolus ve g¢evresinde
yogunlastirilmis kromatin bulunan yuvarlak g¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Bu

spermatagonial slirecin agamasinin SOn asamasidir.

1.1.3.8 Spermatosit asamasi
Spermatogoniumlardan olusan primer spermatositten (haploid kromozomilu)
birinci mayoz boliinmeyi tamamladiktan sonra iki sekonder spermatosit (diploid

kromozomlu) meydana gelir.

Sekonder spermositlerden ise mayoz boliinmenin ikinci bdliinmesinin
tamamlanmasiyla birlikte sekonder spermositlerden spermatidler gelisir.
Dolayisiyla olusan hiicreler haploid sayida kromozoma ve haploid DNA igerigine
sahiptir. Bu, d6llenme sirasinda olusan yeni zigotta tiire 6zgili sayida kromozomun

korunmasini saglar (Griswold, 2016).

1.1.3.9 Spermatid asamasi

Bu asamada sperm hiicreleri, olgun spermatozoaya farklilagirken kapsamli bir
yeniden yapilanmaya ugrar. Bu farklilasma siirecine spermiyogenez denir. Dort
asamadan olusmaktadir (Cheng & Mruk, 2010; Griswold, 2016).
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Golgi asamasi: Spermatidlerde bulunan ¢ok sayida golgi kompleksi tarafindan bir
araya getirilen proakrozomal graniiller, akrozomal kesecigi olusturmak tizere bir
araya gelir. Akrozomal vezikiil, niikkleer membrana bitisik ve membranla kapli bir
yapida bulunmaktadir. Konumu spermin 6n kutbunu belirler. Bu siire zarfinda
akrozomal vezikiiliin igerigi artar ve genisler. Sentrioller, sperm hiicresinin arka

kutbuna dogru hareket eder ve sperm kuyrugu aksonunun yapimi baglar.

Kep asamasi: Bu siire zarfinda akrozomal kesecik hiicre ¢ekirdeginin 6n yarisina
yayilir. Bu yeniden diizenlenmis yapiya akrozomal baslik adi verilir. Akrozomal
bashigin altindaki niikleer zarf gézeneklerini kaybeder ve kalinlagir. Bu dénemde

cekirdek igerigi de artacaktir.

Akrozom asamasi: Bu asamada sperm hiicreleri yeniden diizenlenir. Bas, Sertoli
hiicrelerine derin bir sekilde sabitlenmistir, ancak gelisen kamgi, seminifer
tiibiillerin limenine kadar uzanir. Spermatidin yogunlasmis ¢ekirdegi diizlesir ve
uzar. Cekirdek ve cevresindeki akrozom, hiicre zarinin 6n kismina bitisik bir
konuma hareket eder ve sitoplazma arkaya dogru hareket eder. Sitoplazmik
mikrotiibiiller, akrozomun arka kismindan spermatidlerin arka kutbuna kadar

uzanan bir boliim olusturur.

Kamgmin olusumunu baglatan merkezcil kisim geriye dogru, hiicre
cekirdeginin arkasina dogru hareket eder. Baglant1 bolgeleri veya boyun bolgeleri
ad1 verilen yapilar olusturacak sekilde degistirilirler. Hiicre zar1 bityliyen kamgiy1
cevrelemek icin geriye dogru hareket ettikge arka kutupta olusan boliim kaybolur.
Mitokondri gé¢ eder ve boyun bolgesinin hemen arkasinda siki bir spiral kilif
olusturur. Bu bolge sperm kuyrugunun orta kismini olusturur. Ana kisim orta

kisimdan uzakta bulunur. En distaldeki kisa segment son kismi1 olusturur.

Olgunlasma asamasi: Bu son asamada kamgcilar1 cevreleyen fazla sitoplazma
uzaklastirilir ve olgun spermatozoa olusturulur. Bu yapilara kalint1 ad1 verilir ve
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Sperm hiicreleri artik birbirlerine baglh
degildir ¢linkii hiicreler arasi kopriiler kalintida kalir. Olgunlagma asamasinin
sonuna dogru, sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiillerin limenine uzamig

spermatidler salinir. Bu Siirece spermiasyon denir.
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1.2 Sisplatin

Sisplatin, 1845'te Michele Peyrone tarafindan kesfedilen ve kimyasal yapisi
1893’te Alfred Werner tarafindan agiga kavusturulmus ilk metal bazli kemoterapi

ilaglarindan biridir (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014).

Sisplatinin klinik aragtirmalara dahil edilmesi, Ulusal Kanser Enstitiisii'niin
ilag gelistirme programi kapsaminda incelendiginde deneysel tiimor modellerinde
etkili oldugunun go6zlemlenmesiydi. Bu arastirma sonucunda sisplatin, Klinik
deneyler igin gelistirildi ve Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan yeni bir ilag

uygulamasinin temel unsuru haline geldi.

Sisplatin yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Nefrotoksisite ve
ototoksisitenin doz smirlamalar1 bulunmaktadir. Norotoksisite, kardiyotoksisite,
miyelosupresyon ve gonadotoksisite gibi yan etkiler klinik olarak da &nemlidir.
Aktif oksijen tiirleri sisplatinin metabolizmas1 yoluyla iiretilir. Metabolitlerinin
doku hasarmma neden oldugu diisiiniilmektedir (Dasari & Bernard Tchounwou,
2014).

Sisplatin kanser hiicrelerinde DNA hasarina sebep olur. Hiicresel plazmaya
girdiginde su molekiilleri ve klor atomlar1 yer degisimi gostererek aktif hale gelir.
Aktivasyon sonrast DNA'ya baglanma gerceklesir ve bu baglanmanin antitimor
Ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Carter & Goldsmith, 1974; Dasari &
Bernard Tchounwou, 2014).

Genomik DNA'ya baglanmasiyla olusan hasarin; replikasyonu veya
transkripsiyonu etkiledigi diisliniilmektedir. Bu bozulmalarin kanser hiicresi
oliimiine yol actig1 ve sitotoksik olaylart tetikledigi vurgulanmistir (Carter &
Goldsmith, 1974).

Gametlerde sisplatin kaynakli gonadotoksisiteden sorumlu yapilar tam olarak
olarak agiklanamamaktadir. Caligmalarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arttig1,

antioksidanlarin ise azaldig1 gozlemlenmistir (Fouad vd., 2017).
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1.2.1 Sisplatin Kimyasal I¢erigi ve Ozellikleri

Sisplatin, cis-diamindikloroplatin olarak adlandirilan, diamindikloroplatinin
inorganik bir bilesigidir ve yapisinda suda ¢dziinebilen platin igerir. Iki degerlikli
merkezi bir atom, iki klor bagi ve iki amonyum bagi kimyasal bilesenleri
olusturmaktadir (Cirik, 2022; Fouad vd., 2017).
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Sekil 1.7. Sisplatinin Molekiiler Yapisi

Sisplatin uzun siiredir kanser tedavisinde basariyla kullanilmaktadir fakat
biyokimyasal etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir. Sitotoksik 6zellikleri,
niikkleer DNA'ya baglanarak transkripsiyona ve DNA replikasyonuna miidahale
etmesiyle iliskilidir. Ayrica etkilerini gesitli sinyal iletim yolaklarinmi aktif ederek
gosterdigi diistiniilmektedir (Cirik, 2022; Kelland, 2007).

Testis germinal epitel hiicreleri, yiiksek mitotik aktiviteleri Sebebiyle
sitotoksik kemoterapotik ilaglara karst duyarlidir. Hematolojik kotii  huylu
timorlerin tedavisi sirasinda gonadal fonksiyona, hastanin yasmna, doza ve
kullanilan ilacin tiirline gore degisiklik gostermektedir. (Dilek, 2010; Kelland,
2007).

Kemoterapotik ajanlar gonadal hormonlarin kaybina, germ hiicrelerinde
mutajenik degisikliklere ve fetiis lizerinde dogumsal anomalilere neden olabilir.
Gonadlar1 en ¢ok baskilayan bu ilaglar arasinda alkile ediciler ve sisplatin
bulunmaktadir. Farkli derecelerde bu kombinasyonlar gonadal toksisiteye neden
olabilir. Ayrica yiiksek dozlarda sisplatin kullanimi infertiliteye yol agabilir (Dilek,
2010).
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1.2.2 Sisplatinin Toksik Etkisi

Sisplatin yumurtalik ve testis kanseri tedavisinde ¢ok basarili olmasina
ragmen bir¢ok toksik yan etkiye de sahiptir. Bu yan etkilerin nedenlerinden biri
asirt dozdur. Sisplatin tedavisinin ana yan etkileri ototoksisite, nefrotoksisite,

gastrointestinal toksisite ve hepatotoksisitedir (Astolfi vd., 2013).

Gergeklestirilen bir arastirmada sisplatine maruz kalmanin, insan fetiislerinin
testislerindeki toplam germ hiicresi sayisini énemli dlglide azalttigi gbzlenmistir.
Baslangicta germ hiicrelerinin kayb1 ve ardindan spermatogonyumda 6nemli bir
azalma rapor edilmistir. Sisplatine maruz kalma, puberte Oncesi insan testis
dokusundaki toplam germ hiicre sayilarinda benzer semptomlara neden olmus ve
pediatrik kanser hastalariyla dogrudan iliskilendirilmistir (Tharmalingam vd.,
2020).
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1.3 Antioksidanlar

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini engelleyen, bu maddelerin zarar
vermesini  onleyen ve detoksifikasyonu saglayan savunma sistemlerine
"antioksidan savunma sistemleri” veya "antioksidanlar" denir (Cavdar vd., 1997,
Sener & Yegen, 2009). Antioksidanlarin rolleri serbest radikalleri etkisizlestirmek

ve toksik etkilerine karsi koruma saglamaktir.

Antioksidanlarin olusturdugu savunma sistemi enzimatik ve enzimatik
olmayan olarak gruplandirilmistir. SOD, CAT, GPx ve GST’nin gorev aldigi
savunma sistemi enzimatik olarak adlandirilir. Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E
ve Folik asit gibi liriinlerle gergeklestirilen savunma ise enzimatik olmayan olarak

adlandirilir (Aslankog vd., 2019).

1.3.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, elektron fazlaligi veya eksikligi nedeniyle elektriksel
olarak yiiklenen kimyasal olarak aktif atomlar veya molekiillerdir. Yapilarinda aktif
oksijen igerirler (Valko vd., 2006).

Bunlar, hidrojen peroksit, alkoksitler ve ozon gibi eslesmemis elektronlari
olmayan oksijen tiirevlerinin yani sira hidroksil, peroksil, alkoksil, nitrik oksit,

nitrojen trioksit ve siiperoksit radikallerini de barindirir (Valko vd., 2006) .

Bagisiklik sistemine dahil edilen mekanizmalardan biri serbest radikallerin
iretilmesidir. Bu durum viicudun i¢indeki ve disindaki faktorlerden kaynaklanir.
Serbest radikaller ayrica sigara, alkol, rontgen, giines 15181 ve kirlilik gibi dis
cevresel faktorlerin etkisi altinda da ortaya ¢ikabilir.

Serbest radikaller, eslesmemis elektronu kararli bir yapiya tasimak i¢in bagka
bir elektron ararlar. Bu nedenle serbest radikallerin kimyasal aktivite potansiyeli
yiiksektir. Olusabilecek kimyasal aktivite hiicrelere, proteinlere ve DNA’ya zarar
verebilir (Karabulut & Giilay, 2016b).
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1.3.2 Antioksidanlarin Islevi

Antioksidan; serbest radikalleri notralize ederek oksidasyon siireclerini 6nler.
Bu siire zarfinda kendilerini oksitlerler. Bu 6zellikler hiicrelerin anormal hale
gelmesini sonugta timor olusturmasini ve hiicre tahribatini azaltir. Yaslanmanin
etkilerini en aza indirirken potansiyel olarak insanlarin daha saglikli bir yasam

stirdiirmesine olanak tanimaktadir (Deng vd., 2011).

Dogal antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinda bulunan ekstrakte edilebilir
bilesiklerdir. Endojen antioksidanlarin yetersiz oldugu durumlarda viicudun
eksojen antioksidanlarla desteklenmesi oksidatif stresin olusmasini dnler. Serbest
radikal diizeyiyle dogrudan iliskili olan hastaliklarin 6nlenmesi i¢in oksidanlarin ve

antioksidanlarin dengede olmasi gerekir (Ogiit, 2014).

Olusabilecek dengesizlik gastrointestinal hastaliklardan infertiliteye,
kardiyovaskiiler hastaliklardan solunum ve bosaltim sistemi bozukluklarina kadar

pek ¢ok hastaliga yatkinligi arttirabilir (Calogero vd., 2017).
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Sekil 1.8. Serbest Radikaller ve Antioksidanlarm Islevi
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1.4 Krisin

Krisin, propolis, bal ve baz1 bitkilerde bulunan bir bitki bilesigi olan bir
flavonoiddir. Krisin'in antioksidan, antiinflamatuar, 6strojenik, antikanser ve sinir
sistemine etkileri dahil olmak iizere birgok biyolojik etkisi vardir. Krisinin bu
etkileri hiicre i¢i sinyal yollarin1 ve gen ifadesini diizenleyerek gosterir. Ornegin,
krisin'in antioksidan ozellikleri serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi

azaltarak hiicre hasarin1 6nlemeye yardimci olabilir (Naz vd., 2019).

Ayrica, KR’nin anti-inflamatuar etkileri, inflamatuar sitokinlerin salinimini
azaltarak ve inflamasyonla iliskili enzimleri inhibe ederek ortaya ¢ikar. Ostrojenik
Ozellikleri Ostrojen reseptorleri ile etkilesimde bulunarak hormonal dengenin

diizenlenmesine yardimeci olur (Naz vd., 2019).

Bazi ¢aligmalar, KR’nin kanser hiicresi ¢ogalmasini durdurabilecegini ve
apoptozu destekleyebilecegini one slirmektedir. Yararli etkilerinin altinda yatan

mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.

1.4.1 Krisinin Kimyasal Icerigi ve Ozellikleri

Krisin, cesitli bitkilerde dogal olarak olusan bir flavonoid bilesigidir.
Kimyasal formiilii C1sH1004 'tiir. Flavonoidler genellikle bitkilerin ¢i¢eklerinde,
yapraklarinda ve meyvelerinde bulunur. Krisin 6zellikle mavi ¢icekli yasemin
(Passiflora caerulea) gibi bitkilerde mevcuttur. Bu bilesigin molekiiler yapisi, bir
fenilbenzoil grubu (CsHsCOCsHsO-) araciligiyla baglanan iki fenil halkasindan
birlesimiyle olusur (Mani & Natesan, 2018).
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Sekil 1.9. Krisinin Molekiiler Yapisi
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1.4.2 Krisinin Etki Mekanizmasi

Krisinin  antioksidan etkileri, hiicre i¢i antioksidan enzimlerin
aktivasyonunun arttirllmasindan ve oksidatif stresin neden oldugu serbest
radikallerin nétralize edilmesinden kaynaklanmaktadir. Antiinflamatuar etkileri,
proinflamatuar sitokinlerin (interlokin-6 ve tiimdr nekroz faktorii alfa gibi)
salinimim azaltarak ve NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek olusmaktadir. Ostrojenik
etkisinin, krisinin Ostrojen reseptorlerine baglanarak Ostrojen aktivitesini modiile

etmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Kiiciikler vd., 2020).

Antikanser etkisi, krisinin kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemesi ve hiicre
dongiisiinii durdurmasi yoluyla ortaya c¢ikabilir. Bu mekanizmalarin disinda
krisinin sinir sistemi tizerindeki etkilerinin de GABA reseptdrlerinin modiilasyonu
ve serotonin ve dopamin diizeylerine olan etkileriyle iliskili oldugu

diistiniilmektedir (Kiigiikler vd., 2020).

Hormon diizenleme mekanizmasi ile testosteron diizeylerini artirabilecegi
One siiriilmektedir. Testosteronun erkek iireme fonksiyonu iizerinde dnemli bir
etkisi vardir ve normal sperm iiretimi igin gereklidir. Krisin'in testosteron iiretimini

artirarak spermatogenezi tesvik ettigi gézlemlenmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile Sisplatin’in testis dokusunda olusturdugu
hasarin {izerinde Krisin antioksidaninin muhtemel koruyucu etkilerinin
arastirilmasi hedeflendi. Olumlu sonuglarin gelistirilmesi sisplatin hasari ve krisin

antioksidaninin kullanimi agisindan klinikte yeni yaklagimlari ortaya ¢ikaracaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Etik Beyan

Bu calisma Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmstir (2023/12) ve Bolu Abant izzet
Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi Koordinasyon Birimi tarafindan

2023-TYL6.12.56-0015 proje koduyla finanse edilmistir.
2.2 Deney Hayvanlari

Calisma kapsamindaki sicanlar BAIBU Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma, her biri 200-250 gram Wistar albino

cinsi 2-4 aylik erkek siganlar lizerinde deneysel olarak yapildi.

Hayvanlar calisma baslayincaya kadar ve calisma siiresince BAIBU Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, gruplar halinde, sabit bir sicaklik
(24 £ 2° C) ve nemi (% 55 £ 15) bulunan bir ortamda tutuldu. Si¢anlarin, deneyden

once standart sigan yemi ve suyuna serbestce erismelerine izin verildi.

Fotograf 2.1. Calismada kullanilan Deney Hayvanlari
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2.3 Kimyasallar

Deney esnasinda gerekli olan kimyasallar Cayman Chemical firmasindan
tedarik edildi. Sisplatin i¢in Cisplatin 50 mg (13119, Cayman) ticari tiriin kullanildu.
Krisin i¢in Chyrsin 5g (17402, Cayman) ticari tirtin kullanildi.

Sisplatin her bir denek i¢in 7 mg/kg/giin doz olacak sekilde IP olarak
uygulandi. Krisin ise 50 mg/kg/giin olacak sekilde oral gavaj yoluyla gruplara gore

deney hayvanlarina verildi.

2.4 Deneysel Tasarim

Deneyde kullanilan siganlar, rastgele 6rnekleme yontemi kullanilarak segildi ve her
grupta 8 adet erkek sigan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Toplamda 40 adet Wistar

albino cinsi erkek sigan kullanildi.

2.4.1 Deney Gruplari

Grup 1 (Kontrol grubu): Herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2 Misir yagi (Coziicii): 7 giinliik deney stiresi boyunca her giin 1 ml dozunda

misir yagi oral olarak uygulandi.

Grup 3 (Sisplatin): Deneyin ilk giinii 7 mg/kg sisplatin tek doz IP olarak
uygulandi. Sisplatin dozu ve uygulama zamanlari i¢in Sherif ve ark. (Sherif vd.,

2014) calismasi referans alindi.

Grup 4 (Krisin): Deneyden 2 giin 6nce baslamak {izere misir yagi i¢inde ¢oziilmiis
50 mg/kg dozunda Krisin toplamda 9 giin boyunca oral olarak uygulandi. Krisin
dozu ve uygulama zamanlari igin Aksu ve ark. (Aksu vd., 2018) ¢alismasi referans

alind1.
Grup 5 (Sisplatin + Krisin): Deneyden 2 giin 6nce baglamak tizere misir yagi

icinde ¢ozililmiis 50 mg/kg dozunda Krisin toplamda 9 giin boyunca oral olarak

uygulandi. Deneyin ilk giinii 7 mg/kg sisplatin tek doz IP olarak uygulandi.
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2.5 Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Fotograf 2.2. Sakrifikasyon Oncesi Hazirlik

Sicanlarin ilk agirliklar1 ve sakrifikasyon oncesi son agirliklart 6l¢iildii. Son
enjeksiyondan 24 saat sonra sigcanlar 10 mg/kg ksilazin ve 90 mg/kg ketamin
anestezisi altina alindi. Anestezi altindaki tiim hayvanlarin batin bdlgesi agildi.
Biyokimyasal inceleme i¢in intrakardiyak olarak 4 ml kan sakrifikasyon dncesinde

alindi. Kan ornekleri sar1 kapakli biyokimya tiiplerine koyuldu.

Sicanlardaki testis ve epididimisler ¢ikartildi. Fiksatif soliisyonunun dokuya
daha iyi etki edebilmesi i¢in tiim testislerin kapsiillerine enjektor ucu ile delikler
acildi. Dokular histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in %10’luk

formaldehit soliisyonuna alindi. Epididimisler ise 2 ml serum fizyolojik soliisyonu

iceren numune kaplarina koyuldu ve ayni giin tiftikleme islemi uygulandi.

P

Fotograf 2.3. Sicanlardan Alinan Dokular
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Biyokimya tiiplerindeki 6rnekler oda sicakliginda 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildikten sonra 1 saat igerisinde alikotlanarak -80° C’de donduruldu.

Serum Orneklerine tiyol-disiilfit testi yapildi.

M4808 P

Fotograf 2.4. Alinan Kan Ornekleri ve Santrifiij Cihaz1

Siganlarin sakrifiye islemleri, kan ve doku 6rneklerinin almmas1 BAIBU
Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Histopatolojik
islemler igin ihtiya¢ duyulan tiim cihaz ve malzemeler BAIBU Histoloji ve
Embriyoloji Laboratuvarlarindan temin edildi. Biyokimyasal analizler ise BAIBU

Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda gergeklestirildi.
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2.6 Histolojik Doku Takip Islemleri ve Boyama

2.6.1 Histopatolojik Inceleme
Siganlarin anestezi altinda testis dokular1 alindiktan sonra; histopatolojik ve

immiinohistokimyasal c¢alismalar i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda 10 giin
fikse edildi. Fiksasyon sonrasi; rutin histolojik takibi (alkol, ksilen ve parafin

serilerinden olusan) yapilarak parafin bloklara gomiildii.

Testislerden elde edilen parafin bloklardan Thermo Shandon Finesse ME
mikrotom cihazi (Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK) kullanilarak
histopatolojik ve immiinohistokimyasal iglemler i¢in 3 mikrometre kalinliginda
kesitler —alindi.  Kesitler histopatolojik olarak Hematoksilen-Eosin  ve
immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 boyama metodu ile boyandi. Kesitlerden
Carl Zeiss marka Axiocam ERc5 model dijital kamera atagmanli mikroskop
kullanilarak degerlendirme yapildi ve semikantitatif analizler sonrasi resimler
cekildi.

Isik Mikroskobik Islemler: Tiim gruplardaki hayvanlardan alinan doku &rnekleri
%10°luk formaldehit icerisinde 10 giin bekletildikten sonra asagida belirtilen

bi¢cimde doku takip islemleri ve boyama prosediirleri uygulandi.

Tablo 2.1. Doku Takip Islemi

Akarsuda yikama Giin boyu
%70lik Alkol ile muamele 1 saat
%80°lik Alkol ile muamele 1 saat
%96’ lik alkol ile muamele 1 saat
%96lik Alkol ile muamele 1 saat
%100°Lik Alkol ile muamele 1 saat
%100°liik Alkol ile muamele 1 saat
Ksilen ile muamele x2 1 saat
Boncuk parafinde 60 °C’lik etiivde bekletme x2 1 saat
Parafin bloga gdbmme islemi .

+4 °C’de muhafaza etme -
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Tablo 2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Ksilende bekletme 20 dakika
Ksilende bekletme 10 dakika
%96’11k alkol ile muamele x2 5 dakika
% 80°lik alkol ile muamele 5 dakika
Suda yikama 5 dakika
Hemotoksilen boyasinda bekletme 10 dakika
Asit-alkol’e batirip ¢ikarma 1-2 saniye
Suda yikama 5 dakika
Amonyak-su karisimina batirip ¢ikarma 1-2 saniye
Suda yikama 5 dakika
Eozin soliisyonunda bekletme 2-3 dakika
Suda yikama 5 dakika
%96’11k alkol ile muamele x2 5 dakika
Ksilende bekletme x2 15 dakika
Entellan ile kapatma -
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2.6.2 Immiinohistokimya Boyama Metodu

Immiinohistokimyasal inceleme:

3 um kalinliginda alinan testise ait kesitlerdeki apoptozisi gostermek i¢in Avidin
Biotin Peroksidaz Kompleks teknigi, ticari kitte 6ngoriilen standart prosediire gore
yapildi. Primer antikor olarak apoptozis belirteci olarak aktif caspase-3 (Anti-
Caspase-3 antibody (ab4051)), kullanildi. Bu kapsamda kaspaz 3 proteinlerine ait
immiinohistokimyasal incelemelerde, immiinoreaktivite gosteren hiicreler kriter
alarak kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi ve tiim gruplarda elde edilen

verilerin semikantitatif analizleri yapildi.

Boyamanim 6zgiilliigii, ayn1 dokularda primer antikorun yoklugunda islenen
negatif kontrol kesitlerinin dahil edilmesiyle dogrulandi. Secilen alanlardan kamera
atagmanli Nikon Eclipse 80i light fotomikroskop kullanilarak dijitallestirilmis

goriintiiler elde edildi.

Gruplara ait elde edilen verilerin ortalamasi alindiktan sonra semikantitatif
skorlamasi yapildi. Skorlama 1°den 5°e kadar yapildi. Veriler; 1: yok, 2: az, 3: orta,
4: yogun, 5: ¢ok yogun seklinde skorlandi.
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Tablo 2.3. immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Dokular1 37°C’de etiivde bekletme 1 gece
Ksilende bekletme 15’er dakika
%96’lik alkol ile muamele 5 dakika
%80’lik alkol ile muamele 5 dakika
%70’lik alkol ile muamele 5 dakika
Distile suda yikama 5 dakika
PBS’te yikama 5 dakika
Citrat Buffer ile mikrodalga islemi 15 dakika
Oda sicakliginda sogumaya birakma 15 dakika
PBS’te yikama 5 dakika
Peroxide Block ile muamele 10 dakika
PBS’te yikama 5 dakika
Primer Antikor ile muamele ve +4°C bekletme 1 gece
PBS’te yikama 5 dakika
HRP ile muamele 15 dakika
PBS’te yikama 5 dakika
DAB kromojen ile muamele 20 dakika
PBS’te yikama 5 dakika
Mayer Hematoksilen ile zit boyama 8 dakika
Distile suda yikama 5 dakika
%96’l1k alkol ile muamele 5 dakika
%96’lik alkol ile muamele 5 dakika
Ksilen’de bekletme 15 dakika
Entellan ile kapama -

30



2.7 Semen Analizi ve Johnsen Skorlama

Fotograf 2.5. Makler Sperm Sayim Kamarasi

2.7.1 Sperm Motilite Analizi

Deney gruplarina ait epididimal sperm motilite analizinde sperm motilitesi
istatistiksel olarak degerlendirildi. Giiniimiizde Neubauer hemositometre ve makler
kamarasi ile yapilan iki sperm analiz metodunun gegerliligi vardir. Calismamizdaki

sayimlar Makler kamarasi (Sefi-Medical Instrument) ile yapildi.

Makler kamarasi 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan sperm analizi
i¢in iiretilmistir. Kamaranin semen analizi yapildig1 kisim sperm hiicrelerinin iist

iste gelmesini 6nlemesi ve sadece yatay yonde hareket etmesini saglamaktadir.

Bu alan 10 pm araliindadir. Ayrica sayimin yapilabilmesi i¢in her biri
0.1x0.1mm olan 10x10 seklinde 100 kareden olugmaktadir. Semen analizi sirasinda
sperm sayis1 ve hareketliligi i¢in makler kamarasina bir damla semen 6rnegi (10 ul)

damlatildi.
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Makler kamarasinin kapagi kapatilarak 11tk mikroskobunda 10 kare igerisinde
hareketli ve hareketsiz spermler sayilip 10° (milyon) ile carpilarak gerekli

degerlendirmeler yapildi.

Fotograf 2.6. Makler Kamarasi ile Goriintiilenen Semen Ornegi, X10

2.7.2 Johnsen Skorlama

Johnsen skorlamasina gore hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay
sonrasinda, tiibiiliin i¢indeki hiicrelerin dagilim1 belli bir sira takip ederek progresif

bir sekilde kaybolmaktadir.

Fotograflari ¢ekilen seminifer tiibiiller i¢in hasar degerlendirmesi yapildi. Bu
degerlendirme icin Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) yontemi uygulandi
(Johnsen, 1970; Oliveira Filho vd., 2010).
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Tablo 2.4. Johnsen Skoru

Seminifer tiibiil i¢inde hi¢ hiicre yok.

Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var.

Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia var.

Spermatozoa veya spermatid yok, birka¢ spermatosit var.

Spermatozoa veya spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var.

Spermatozoa yok, spermatid 10’dan az.

Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid var.

Germinal epitel ¢ok sirali ancak limende 10°dan az spermatozoa var.

O 00| N| O O B W N

Germinal epitel ¢ok siral1 Ve ¢ok sayida spermatozoa var.

(SN
o

Tamamlanmis spermatogenezis ve diizgiin agik tiibiil mevcut.

Bu islemler i¢in Hematoksilen Eozin boyasiyla boyanmis olan kesitler 151k
mikroskobu altinda incelendi. Kesitlere Tablo 2.4’te yer alan Johnsen Skoru baz
alinarak skor hesaplamasi yapildi. Her sigan i¢in ayr1 inceleme yapildiktan sonra

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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2.8 Biyokimyasal Analiz

Serum tiyol-disiilfit homeostazisi parametreleri diizeyleri 6l¢timii:

Serum tiyol-disiilfit homeostazisi; Erel ve Neselioglu (Erel & Neselioglu,
2014) tarafindan gelistirilen yeni otomatik dlgme yontemi ile analiz edildi. Bu
yontem iki basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta ornek icerisinde bulunan
nativ(native) tiyol diizeyleri DTNB [5,5° — dithiobis- (2- nitrobenzoic) acid] ile
tespit edilmektedir. Ikinci basamakta dinamik ve indirgenebilir disiilfit baglar1 (-S-
S) sodyum borohidrit (NaBH4) varliginda serbest fonksiyonel (reaktif) tiyol
gruplarina (-SH) indirgenmektedir. Kullanilmadan kalmis olan indirgeyici NaBH4

formaldehit ile tiiketilerek temizlenmektedir.

Daha sonra hem NaBH4 ile indirgenmis hem de nativ tiyol iceren toplam tiyol
gruplart DTNB [5,5” — dithiobis- (2- nitrobenzoic) acid] ile reaksiyon sonrasi tespit
edilmektedir. Nativ tiyol (-SH) ve toplam tiyol (-SH+-S-S) konsantrasyonlari
belirlendikten sonra ve bu iki degerin arasindaki farkin yarisi dinamik distilfit
miktarini1 vermektedir. Ek olarak distilfit (—S-S) / nativ tiyol gruplar1 (-SH), distilfit
(-S-S) / toplam (total) tiyol (-SH+-S-S) ve nativ tiyol gruplar1 (-SH) / toplam tiyol
(-SH+-S-S) ylizde oranlar1 hesaplanmaktadir (Erel & Neselioglu, 2014).

2.9 Iistatistiksel Analiz

Caligmamizin istatistiksel analizleri SPSS version 21.0 analiz programu ile
yapildi. Deneklere ait verilerin normal dagilim varsayimina uygun olup olmadig:
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Olgiimle belirtilen siirekli degiskenlerin
karsilastirilmasinda normal dagilima uyan veriler One-Way ANOVA ve Post-hoc
test olarak Bonferroni testleri ile degerlendirildi. Normal dagilim gdstermeyen
coklu gruplarin karsilastirilmasinda ise Kruskal-Wallis analizi ve Post-hoc test
olarak Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 oldugunda

aradaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugu sonucuna varildu.
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3. BULGULAR

3.1 Agirhk Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Deney siiresi boyunca hayvanlarda kilo artisi ve diisiisii gozlendi. Deney

gruplarina ait hayvanlarin ilk ve son agirliklar: karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlamlilik bulundu. Karsilagtirmalar Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deney Gruplarinda Agirlik Degisimlerinin Karsilastirmalar

Gruplar Median Std. Deviation Minimum Maximum
Kontrol 53.5 33.755 10.0 115.0
Sham 65.625 47.638 2.0 132.0
Krisin 41.714 17.085 17.0 66.0
Sisplatin -13.125 14.545 -33.0 10.0
Sp+Kr -16.714 48.558 -105.0 42.0

Deney gruplarmin son agirlik ol¢limiinden sonra deney siiresi boyunca

Kontrol, Sham ve Krisin gruplarinda agirlik artis1 goriiliirken Sisplatin ve

Sisplatin+Krisin gruplarinda agirlik diisiisti bulundugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.1. Agirlik Degisimlerinin Dagilimi

Son agirliklar incelendiginde, bazi1 gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklar tespit edilmistir.

Sisplatin grubunda, Kontrol ve Sham grubuna gore agirlik bakimindan diisiis
gbzlendi. Bu bulgu, sisplatinin hiicresel toksisitesi ile metabolizmay1 olumsuz
etkileyerek agirlik kaybina yol agtifini gostermektedir. Agirlik kaybi Sham
grubunda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.001) Kontrol grubunda anlamlilik

gostermedi.

Sisplatin+Krisin grubunun, Sisplatin grubuna gore anlamli bir fark
gostermedigi bulundu (p>0.005). Bu durum, Krisin antioksidaninin, sisplatinin

neden oldugu agirlik kaybini tamamen engellemedigini gosterdi.
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3.2 Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Testis dokusunun histolojik analizleri, Johnsen testikiiler biyopsi

skorlamasina gore yapilmistir.

Tablo 3.2. Johnsen Skorlamas1 Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Minimum | Maximum | Mean | Std. Deviation
Kontrol 8,000 10,00 8,625 0,7440
Sham 7,000 9,000 8,125 0,6409
Krisin 8,000 9,000 8,429 0,5345
Sisplatin 4,000 6,000 5,500 0,7559
Sisplatin+Krisin 6,000 8,000 6,857 0,6901
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Sekil 3.2. Johnsen Skorlamas1 Dagilim1

Analizler sonucu, bazi gruplar arasinda anlamli farklar bulundu.
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Kontrol grubunun, Sisplatin grubuna gore anlamli bir fark gosterdigi bulundu.
(p<0,001). Bu sonug Sisplatin'in biyolojik degisimlere yol actigini gostermektedir.

Sisplatin ve Sisplatin+Krisin grubu karsilagtirildiginda, Sisplatin+Krisin
grubunun Sisplatin grubuna goére yiiksek ¢ikmasina (p<0.004) ragmen anlamlilik
gozlenmemesi Sisplatin’in toksik etkilerine karst Krisinin kismi koruyucu bir rol

iistlenebilecegini gostermektedir.
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3.3 Motilite Analizi

3.3.1 ileri Hareketli Hiicrelerin Motilite Analizi

Tablo 3.3. Ileri Hareketli Hiicre Sayisinin Tanimlayici istatistikleri

Gruplar Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Kontrol 16,75 2,43 13,00 20,00
Sham 19,13 4,82 11,00 27,00
Krisin 23,86 9,06 14,00 42,00
Sisplatin 2,00 2,39 0,00 6,00
Sisplatin+Krisin 2,85 2,41 0,00 7,00
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Sekil 3.3. Ileri Hareketli Hiicrelerin Dagilimi
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Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar bulundu.

Ileri hareketli hiicre motilite analizi sonuglarina baktigimizda, sisplatin
hasarmin hiicre hareketliligini azalttigi gozlenmistir. Kontrol grubu, Sisplatin
grubuna kiyasla anlamli bir fark gostermistir (p<0,001), bu da sisplatin hasarinin
hiicrelerin ileri yonlii hareketini kisitladigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
Kontrol grubunun, Sisplatin+Krisin grubuna kiyasla da anlamli bir fark gosterdigi
(p<0,001) bulunmus, Krisin grubu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir
anlamlilik gdstermemistir ancak Krisin grubunun yiiksek ¢ikmasi antioksidan etkisi
sebebiyle kismi olarak motiliteyi arttirmistir ve etkilerini kismi olarak iyilestirdigi

gOriilmiistiir.

Krisin grubunun, Sisplatin grubuna kiyasla anlamli fark gostermesi
(p<0,001), Krisin grubunun hiicre hareketliligini artirici etkisini ortaya koymustur.
Ayrica, Krisin grubunun, Sisplatin+Krisin grubuna kiyasla anlaml fark gostermesi
(p<0,001) bu kombinasyonun daha etkili olabilecegini ancak sisplatin hasarinin tiim
etkilerini ortadan kaldiramadigin1 gostermekte. Sisplatin+Krisin grubu, sisplatin
grubuna gore yiiksek c¢ikmasina ragmen anlamlilik gdézlenmemistir. Bunun

sebebinin siire ve doz yetersizligine bagl oldugu diisiiniilmektedir.
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3.3.2 Yerinde Hareketli Hiicrelerin Motilite Analizi

Tablo 3.4. Yerinde Hareketli Hiicre Sayisinin Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Kontrol 34,25 7,30 27,00 46,00
Sham 26,63 8,66 15,00 40,00
Krisin 29,14 8,03 21,00 46,00
Sisplatin 8,75 5,41 3,00 17,00
Sisplatin+Krisin 10,29 4,85 5,00 17,00
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Sekil 3.4. Yerinde Hareketli Hiicrelerin Dagilim1

Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar bulundu.

Yerinde hareketli hiicre sayisi analizinde, Kontrol grubunun, Sisplatin
grubuna kiyasla anlamli fark gosterdigi (p<0,001) bulunmustur, bu da sisplatinin

hiicre sayisini azalttigini géstermektedir.
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Sisplatin+Krisin grubu sisplatin grubuna gore yiiksek ¢ikmustir. Istatiksel
olarak anlamlilik gdstermemekle birlikte Krisinin+Sisplatinin verdigi hasari

azaltmada kismi rol oynadig1 gézlemlenmektedir.
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3.3.3 Hareketsiz Hiicrelerin Motilite Analizi

Tablo 3.5. Hareketsiz Hiicre Sayilarinin Tanimlayicr Istatistikleri

Sekil 3.5. Hareketsiz Hiicrelerin Dagilim1

Gruplar Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Kontrol 47,75 8,61 35,00 57,00
Sham 54,25 12,41 37,00 72,00
Krisin 47,00 12,52 30,00 59,00
Sisplatin 89,50 5,47 82,00 96,00
Sisplatin+Krisin 87,14 4,45 82,00 93,00
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Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar bulundu.
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Hareketsiz hiicre analizi sonuglarina gore; Kontrol grubunun, Sisplatin
grubuna (p<0,001) ve Sisplatin+Krisin grubuna (p<0,001) kiyasla anlamli fark
gosterdigi bulunmustur, bu da sisplatin hasarinin hiicre hareketsizligini artirdigini
gostermektedir. Sonug olarak, sisplatin hasar1 hiicre hareketliligini azaltirken,

Krisin antioksidani bu kayb1 kismi olarak engellemistir.
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3.4 Biyokimyasal Bulgular

A) Native-Tiyol Grubu

Tablo 3.6. Native Grubu Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum
Kontrol 271,60 15,29 254,20 297,70
Sham 263,70 10,49 247,90 280,40
Krisin 267,30 14,21 250,30 295,60
Sisplatin 238,50 8,84 227,50 252,90
Sisplatin+Krisin 254,10 17,13 225,20 278,60
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Sekil 3.6. Native Veri Diizeyleri
Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklar bulundu.

Kontrol ve Sisplatin gruplari arasinda anlamli bir fark (p <0,001) bulundu. Bu
sonug, sisplatin hasarinin, kontrol grubuna kiyasla native tiyol seviyelerini 6nemli
Olctlide diisiirdiiglinti gostermektedir. Sisplatin, hiicresel oksidatif stres yaratabilen
bir kemoterap6tik ajandir ve bu hasar, hiicrelerdeki serbest tiyol gruplarinin

oksidatif hasara ugramasina ve seviyelerinin azalmasina yol acabilir. Native tiyol
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gruplari, hiicresel savunma mekanizmalarinin islevsel kapasitesine isaret eder ve bu
veriye gore, sisplatin hasar1 hiicresel redoks dengesini bozarak oksidatif stresi
artirmistir. Bu bulgu, sisplatin hasarinin zararh etkilerinin bir gostergesi olarak

degerlendirilebilir.

Sisplatin grubunun, Krisin grubuna kiyasla anlamli bir fark gosterdigi
(p<0.002) bulundu. Sisplatin grubu, sisplatin+krisin grubuna kiyasla diisiik
¢ikmasina ragmen anlamlilik gézlenmedi. Bu bulguda sisplatin grubunun native
tiyol seviyelerinin sisplatin+krisin grubuna kiyasla daha disiik ¢ikmasi krisin gibi
antioksidanlarin hiicrelerde oksidatif hasara karsi koruma potansiyeline sahip
oldugunu ancak krisin doz ve siiresinin Yetersiz gelmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Sisplatin, hiicresel oksidatif stresi artirirken, krisin antioksidani

bu stresin etkilerini kismi olarak dengelemistir.
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B) Total-Tiyol Grubu

Tablo 3.7. Total Grubu Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum
Kontrol 319,10 17,19 298,90 345,00
Sham 305,60 15,02 272,30 318,70
Krisin 306,20 15,71 290,60 337,10
Sisplatin 303,20 8,27 291,90 315,90
Sisplatin+Krisin 306,20 15,71 290,60 337,10
320
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Sekil 3.7. Total Veri Diizeyleri

Yapilan analizler sonucunda Total grubunda gruplar arasinda fark bulunmadi.
(p>0.005)

Total tiyol diizeylerinde herhangi bir anlamli fark bulunmamasi, gruplar
arasinda serbest tiyol ve disiilfit baglar1 arasindaki dengeyi etkileyen faktorlerin
birbirini dengelemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Oksidatif stres, hem serbest
tiyol gruplarinin azalmasina hem de distlfit baglarmin artmasina yol
acabileceginden, bu iki bilesigin toplam diizeylerinin gruplar arasinda birbirini

dengelemesi olasidir.
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C) Disiilfit Bagi1 Grubu

Tablo 3.8. Disiilfit Bag1 Grubu Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum
Kontrol 23,71 2,66 19,64 28,22
Sham 20,94 8,13 6,99 30,02
Krisin 24,07 5,24 17,62 34,46
Sisplatin 32,36 5,66 22,93 41,92
Sisplatin+Krisin 26,07 4,94 19,46 33,70
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Sekil 3.8. Disiilfit Veri Diizeyleri

Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar bulundu.

Sham grubunun, Sisplatin grubuna kiyasla anlamli bir fark gosterdigi
(p<0.003) bulundu. Sham grubundaki daha diisiik disiilfit diizeyleri, oksidatif strese
maruz kalmayan hiicrelerin daha dengeli bir redoks durumunda oldugunu
gostermektedir ayrica kontrol grubunda da yiiksek deger g¢ikmasina ragmen

anlamlilik gézlemlenmemistir.
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D) indeks-Tiyol (Index) Grubu

Tablo 3.9. Indeks-Tiyol Grubu Tanimlayici Istatistikleri

Gruplar Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum
Kontrol 8,743 1,002 7,505 10,08
Sham 7,996 3,276 2,707 12,11
Krisin 9,016 1,958 6,726 12,67
Sisplatin 13,64 2,754 9,317 18,06
Sisplatin+Krisin 10,36 2,472 7,654 14,96
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Sekil 3.9. Index Veri Diizeyleri

Yapilan analizler sonucunda, bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar bulundu.

Kontrol ve Sisplatin gruplar1 arasinda anlamli bir fark (p <0,003) bulundu.

Sisplatin grubunda index tiyol seviyelerindeki degisiklik, sisplatin hasarmin

hiicresel fonksiyonlar1 bozdugunu ve oksidatif stres yarattigin1 géstermektedir. Bu

bulgu, sisplatin hasarmin biyokimyasal bakimindan 6nemli degisikliklere yol

actigini, oOzellikle oksidatif stresle iligkili biyomarkerlerde farkliliklar yarattigini

ortaya koymaktadir. Sisplatin, serbest radikal iiretimini artirarak ve oksidatif stres
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olusturarak serbest tiyol gruplarini oksitler ve bunun sonucunda disiilfit baglarinin
artmasia yol agar. Bu oksidatif stres, hiicrelerdeki total tiyol ve index tiyol

seviyelerini etkileyebilir.

Index tiyol seviyeleri sisplatin+krisin grubunda sisplatin grubuna gore yiiksek

¢tkmasina ragmen anlamlilik gézlenmedi.
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3.5 Histopatolojik Bulgular
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Sekil 3.10. Kontrol grubu genel goriiniim, H&E: X10

Seminifer tiibiiller, morfolojik agidan normal yapidadir ve dokuda homojen

bir dagilim sergilemektedir.

Sekil 3.11. Kontrol grubu seminifer tiibiil genel goriiniim, H&E: X20

BD: Intersitisyel bag doku, ST: Seminifer tiibiil, A: Spermatogoniyum, B:

Spermatosit, C: Spermatid
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Sekil 3.12. Sham grubu genel goriiniim, H&E: X10

Sham grubu, morfolojik agidan normal yapiya ve dagilima yakin bir 6zellik
gostermektedir. BD: Intersitisyel bag doku, ST: Seminifer tiibiil, A:

Spermatogoniyum, B: Spermatosit, C: Spermatid, D: Sertoli.

Sekil 3.13. Sham grubu seminifer tiibiil genel goriiniim, H&E: X20

BD: Intersitisyel bag doku, ST: Seminifer tiibiil, A: Spermatogoniyum, B:
Spermatosit, C: Sertoli, D: Spermatid.
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Sekil 3.14. Sisplatin grubu seminifer tiibiil genel goriinim, H&E: X10

Epitelde kopma ve diizensizlik (>), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde

bozulma ve vakuolizasyon (*), Liimende immatiir hiicrelerin gériilmesi (—).

Sekil 3.15. Sisplatin grubu genel goriiniim, H&E: X20

Grupta seminifer tiibiillerde dejenerasyon, liimende immatiir hiicreler ve
hiicresel bozulmalar gézlemlendi. Spermatositlerin yani sira germ hiicreleri ve

sperm hiicrelerinin sayisinda anlamli bir azalma tespit edildi.
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Sekil 3.16. Krisin grubu genel goriiniim, H&E: X10

BD: Intersitisyel bag doku, ST: Seminifer tiibiil, A: Spermatogoniyum, B:
Spermatosit, C: Spermatid.
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Sekil 3.17. Krisin grubu seminifer tiibiil genel goriiniim, H&E: X20

Krisin grubu genel goriiniim anlaminda Kontrol ve Sham gruplarina yakin bir

durum sergiledi.
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Sekil 3.19. Sisplatin+Krisin grubu seminifer tiibiil genel goriiniim, H&E: X20

Hasar grubuna oranla bu grupta seminifer tiibiillerin konturlarindaki
diizensizliklerin azaldigi ve spermatogenik seri hiicrelerinin diziliminin hasar

grubuna oranla daha diizgiin oldugu gézlemlendi.
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3.6 Immunohistokimyasal Bulgular

Tablo 3.10. immun Boyama Skorlamasinin Tanimlayici Istatistikleri

Sekil 3.20. Immun Boyama Skorlamas1 Veri Diizeyleri

Gruplar Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum
Kontrol 1,375 0,5175 1,000 2,000
Sham 1,500 0,5477 1,000 2,000
Krisin 1,286 0,4880 1,000 2,000
Sisplatin 3,125 0,8345 2,000 4,000
Sisplatin+KTrisin 2,143 1,069 1,000 4,000
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Yapilan analizler sonucunda, bazi1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar bulundu.

Kontrol grubunun, Sisplatin grubuna gore anlamli bir fark gosterdigi

(p<0,001) bulundu. Krisin grubunun, Sisplatin grubuna gore anlamli bir fark

gosterdigi (p<0.001) bulundu. Diger gruplar arasinda fark bulunmadi. (p>0.005)
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Sekil 3.21. Kontrol grubu, Kaspaz-3: x20

Seminifer tiibiiller, morfolojik agidan normal yapidadir ve kaspase-3
boyamasi ile yapilan immiinhistokimyasal (IHC) incelemede dokuda homojen bir
dagilim sergilemektedir. Kaspase-3, hiicre apoptozisi ile iligkilidir ve bu boyama

sonucu seminifer tiibiiller icerisinde apoptotik hiicrelerin yer almadigi

gdzlemlenmistir.

Sekil 3.22. Kontrol grubu, Kaspaz-3: x40
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Sekil 3.23. Sham grubu, Kaspaz-3: x20

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Sham grubunun homojen bir dagilim

sergiledigi ve kontrol grubuna yakin 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 3.24. Sham grubu, Kaspaz-3: x40
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Sekil 3.25. Sisplatin grubu, Kaspaz-3: x20

Sisplatin grubunda, Kaspaz-3 aktivitesinin diger gruplara gore belirgin
sekilde arttig1 ve 6zellikle hiicresel hasarin yogun oldugu bélgelerde daha belirgin
hale geldigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, Sisplatin uygulamasinin yol agtig1 hasar

sonucu apoptozun arttigini agik¢a ortaya koymaktadir.

Sekil 3.26. Sisplatin grubu, Kaspaz-3: x40
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Sekil 3.27. Krisin grubu, Kaspaz-3: x20

Krisin grubunda, Kaspaz-3 boyamaya bagli apoptotik hiicre varligina
rastlanmamistir. Grubun genel yapisinin ise Kontrol ve Sham grubuna yakin
seviyelerde oldugu gozlenmistir.

Sekil 3.28. Krisin grubu, Kaspaz-3: x40
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Sekil 3.29. Sisplatin+Krisin grubu, Kaspaz-3: x20

Sisplatin+Krisin grubunda, hasar grubuna kiyasla apoptoz diizeyindeki artis
daha smirli olmustur. Bu grup, daha diisiik yogunlukta Kaspaz-3 pozitif hiicreler
sergilemistir. Bu bulgular, koruyucu etkinin apoptoz siirecini modiile etmeye

yonelik etkili bir yaklagim sundugunu gostermektedir.

100 po@
EANR TSR

Sekil 3.30. Sisplatin+Krisin grubu, Kaspaz-3: x40
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4. TARTISMA

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biliylimesi ve ¢ogalmasi sonucu
ortaya ¢ikan, diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bir

hastaliktir (C. Kim & Kim, 2018).

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasiyla baglar ve pek
¢ok farklr tiirii bulunur. Her kanser tiirli, temelde hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz
bliylimesinden kaynaklanmaktadir. Kanser tedavisinde cerrahi miidahale,
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve hormon tedavileri gibi ¢esitli yontemler

kullanilmaktadir (Sudhakar, 2009b).

Arastirmalar diinyada kanser sayisinin 2040 yilina kadar yaklasik 29 milyon
kisiye ulasacagini ve bu saymin giin gegtikge artacagi yoniindedir (Sung vd., 2021).

Platin bazli kemoterapi ajan1 olan sisplatin; testis kanseri, yumurtalik kanseri
ve solid tiimorler gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde uzun yillardir 6nemli bir tedavi
secenegi olarak kullanilmaktadir (Ismail vd., 2023). Ancak, yiiksek etkinligine
ragmen, sisplatin hasar1 siklikla doz bagimli yan etkilerle iligkilidir ve bu yan etkiler

arasinda nefrotoksisite ve lireme toksisitesi 6ne ¢ikmaktadir.

Ozellikle iireme ¢agindaki erkek kanser hastalarinda sisplatin kaynakli testis
hasari, onemli bir saglik sorunu ve endise kaynagidir. Simsek vd. yaptig1 (Simsek
vd., 2016) ¢alismada sisplatin toksisitesinin temelinde; oksidatif stres, inflamasyon

ve hiicresel apoptoz gibi mekanizmalarinin oldugunu bildirmistir.

Bir bagka calismada ise sisplatinin; Spermatogenez yapisinda bozulma,
hormonal diizensizlik ve potansiyel kisirlik gibi ciddi problemlere yol agtigi

belirtilmistir (Casares vd., 2012).

Testis, yliksek hiicre boliinme oram1 ve metabolik aktivitesi nedeniyle
sisplatin  gibi kemoterapdtik ajanlara  karst olduk¢a hassastir. Sisplatin
uygulandiginda, bu ajan testis dokusuna girer ve burada sitotoksik etkilerini,

oncelikle platin-DNA adiiktlerinin olusumu yoluyla gdsterir.
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Bu adiiktler, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe ederek
hiicresel islev bozukluguna ve apoptoza neden olur. Bununla birlikte, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve bunlara bagli olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres

de testis toksisitesine onemli 6l¢iide katki sagladigi belirtilmistir (Henkel, 2005).

Oksidatif stres, sisplatin kaynakli testis hasarinda belirleyici bir rol oynar.
Yapilan caligmalar, sisplatin uygulamasinin testis hiicrelerinde ROS {iretimini
artirdigini ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA

parcalanmasi gibi zararli etkilerin meydana geldigini gostermistir (Aly & Eid,
2020).

Calismamizda, sisplatin kaynakli testis hasarmmin Krisin antioksidani ile
koruyucu etkileri incelenmistir. Sisplatin, kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir ajan olup, 6zellikle testisler gibi hizli boliinen hiicrelerde oksidatif
stres ve  DNA hasarima yol agarak apoptoz (programlanmis hiicre oliimii)
mekanizmalarini tetikler. Ote yandan, Krisin gibi antioksidan bilesikler,
hiicrelerdeki oksidatif stresi ndtralize ederek apoptoz siirecini inhibe edebilir ve

hiicresel iyilesmeyi destekleyebilir.

Apoptozis, enerji bagimli bir mekanizma ile gergeklesen ve dogal olarak
meydana gelen bir hiicre 6liim bi¢imi olup, nekroza kiyasla belirgin sekilde farklilik
gosterir. Normal testis dokusunda, hiicre 6liimii ve hiicre proliferasyonu arasinda

dinamik bir denge bulunur (Mogilner vd., 2006; Payabvash vd., 2008).

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis, hiicresel homeostazin

korunmasinda kritik bir fizyolojik siiregtir (Tsung vd., 2005).

Histolojik ¢alismalar, sisplatin hasarinin ardindan testis mimarisinde 6nemli
yapisal degisiklikler gozlemlendigini tutarli bir sekilde ortaya koymustur. En
yaygin gozlemler bizim de inceledigimiz gibi germinal epitel dejenerasyonu,
seminifer tiibiil atrofisi ve germ hiicrelerinin bozulmasiyla ortaya c¢ikmis

durumlardir (Atessahin vd., 2006).
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Yang ve arkadaslari, sisplatin uygulamasinin deney hayvanlarinda olumsuz
etkilere yol acarak zamanla kilo kaybina neden oldugunu ve enerji

metabolizmalarini bozdugunu bildirmistir (Y. T. Kim vd., 2023).

Caligmamizda son agirlik Olglimleri degerlendirildiginde sisplatin hasarinin
viicut agirligi tizerinde belirgin bir diisiise sebep oldugu goriilmistiir. Sisplatin
grubunda kontrol grubuna kiyasla agirlik kaybi goézlemlenmistir. Bu sonug,
sisplatin hasarinin hiicresel toksisite ve oksidatif stres yoluyla metabolik siiregleri

olumsuz etkileyerek agirlik kaybina yol a¢tigin1 ortaya koymaktadir.

Sisplatinin testis agirligini, seminifer tiibiil ¢apin1 ve alanini, spermatogenik
seriye ait hiicreleri azalttig1 ve bu hiicrelerin proliferasyonunu engelledigi, ayni
zamanda apoptoz oranini artirdigina dair bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Anand vd.,

2015; Atessahin vd., 2006).

Deney hayvanlar lizerinde yapilan baska bir ¢alismada SP'nin sperm sayisinda
ve sperm hareketliliginde bir azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir. (Dasari &

Bernard Tchounwou, 2014).

Caligmamizda, sisplatin uygulamasinin testis {lizerindeki etkisiyle seminifer
tiibiillerde yapisal bozukluklar, vakuolizasyon, germinal epitellerde diizensizlikler
ve tiibiil limenlerinde hiicre dokiintiileri gézlemlenmistir. Motilite {izerinde de

olumsuz etkiler bulunmustur.

Histopatolojik analizlerimize gore, testis dokusunda kontrol grubunda normal
morfoloji gozlemlenmistir. Normal histolojiye sahip Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
yani sira, bol miktarda spermatogenik hiicrelere rastlanmistir. Sisplatin ile hasar
verilen grubumuzda ise anormal histolojik yapilar ve bozulmalar goriilmiistiir.
Primer ve sekonder spermatositlerin yan1 sira germ ve sperm hiicrelerinin sayisinda

belirgin bir azalma ve tiibiil icerisinde dejenerasyon gézlemlenmistir.

Kontrol grubunda tiibiil duvarindaki hiicre yapilanmalar1 diizgiin sekilde sirali
haldedir. Sisplatin grubunda ise liimende immatiir hiicreler tespit edilmis ve

hiicreler arasi ¢ok¢a vakuolizasyon goriilmiistiir.
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Antioksidan ve sham gruplarimiz, kontrol grubuna yakin o6zellikte genel
goriiniim sergilemistir. Histolojik olarak diizensizlik gdriilmemis ve ileri derece

konjesyon ve yapisal bozukluklara rastlanmamastir.

Krisin antioksidani, sisplatin hasarinin olumsuz etkilerini kismi olarak
diizeltmis, Krisin ve Sisplatin+Krisin gruplarinda, Sisplatin grubuna kiyasla
anlaml artiglar gozlemlenmistir (p<0,001). Krisin antioksidaninin, serbest radikal
hasarii engelleyerek hiicre motilitesini artirict etkisi oldugu ve bunun sonucunda

dokularin iyilesme siire¢lerini hizlandirabilecegi saptanmaistir.

Sisplatin tedavisi goren kanser hastalarinda testis fonksiyonlarini korumak
amactyla yapilan klinik c¢alismalar smirhidir, ancak baz1 erken veriler,
antioksidanlarin testikiiler fonksiyonlart iyilestirebilecegini gostermektedir. Birgok
aragtirma, 6zellikle Vitamin E, Vitamin C, N-Asetil Sistein (NAC), Beta Karoten
ve Curcumin gibi bilesiklerin, sisplatin hasarimi testisler lizerindeki olumsuz
etkilerini hafifletme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Ceyhan vd.,
2023; Tarladagalisir vd., 2005; Zavala-Valencia vd., 2024) .

Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini notralize ederek oksidatif stresi
azaltan maddelerdir. Ayrica diger gorevleri hasarlari 6nlemek ve detoksifikasyonu

saglamak tizere viicutta gérev almalaridir (Karabulut & Giilay, 2016a).

Zhou ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, dogal antioksidanlarin sisplatin
kaynakli nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkileri incelenmistir (Zhou vd., 2022).
Calismada, hesperidin, kardamonin, naringenin ve likopen gibi bir¢ok dogal
antioksidanin  nefrotoksisiteyi azaltmadaki etkinlikleri degerlendirilmistir.
Sonuglar, bu antioksidanlarin sisplatin hasarina kars1 basarili bir koruma sagladigini

gostermistir.

Bizim g¢alismamizda ise, baska bir flavonoid grubu bilesigi olan Krisin’in
antioksidan etkinligini incelenmistir. Ortaya konulan sonuglar ile Krisin’in sisplatin
kaynakli toksik etkilere karsi kismi koruyucu etkiye sahip oldugu kanisina

varilmastir.
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Baska calismalarda krisinin karmasik biyolojik etkilesimler yoluyla gesitli
saglik yararlar1 saglayabilecegine dair 6nemli bilgilerde bulunmaktadir (Ciftci vd.,
2012). Ornegin, bir calismada Krisin’in antikanser etkileri arastirilmistir.
Calismada Krisin’in kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptoza
(programlanmis hiicre o6liimii) neden olmadig1 gozlemlenmistir. Bu etkiler,
Krisin’in hiicre dongiisiinii durdurmasi ve apoptotik sinyal yollarini etkilemesi

nedeniyle ortaya ¢ikmustir (Salari vd., 2022).

Benzer sekilde, Krisin’in anti inflamatuar etkileri arastirilmis, Krisin’in
proinflamatuar sitokinlerin salinimini azalttig1 ve inflamasyonla iliskili enzimlerin

aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (Salehi vd., 2019).

Bulgularimizda Sisplatint+Krisin uygulanan gruplarda, yapisal bozukluklarin
Krisin ile kismen diizeldigi gozlemlenmistir. Sisplatin kaynakli ortaya ¢ikmasi
muhtemel olan hasarin kismen azaldigi, saglikli hiicre sayilarinin korundugu ve
seminifer tiibiiller igerisindeki hiicrelerde dejenerasyon diizeyinin daha az oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, vakuolizasyonun hasar grubuna kiyasla daha az oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular, Krisin'in sisplatin kaynakli testis hasarini

tyilestirmedeki potansiyel koruyucu etkisini desteklemektedir.

Calismamiza benzer olarak, Silici ve arkadaslarinin siganlar iizerinde yaptigi
deneyde, sisplatinin neden oldugu testis hasarma karsi ar1 siitiiniin antioksidan
etkileri incelenmistir. Bu ¢aligmada ar1 siitii; epididimal sperm konsantrasyonu ve

hareketliliginde diizelme saglamistir (Silici vd., 2009).

Bircok calismada, sisplatin hasarinin ERK yolu araciliiyla kaspaz-3'ii aktive
ettigi  bildirilmistir. Kaspaz kaskad: (biyokimyasal siireci), apoptozun
indiiklenmesinde kritik bir rol oynar; ozellikle kaspaz-3 aktivasyonu, apoptoz
siirecini baglatan geri doniisiimsiiz bir asama olarak kabul edilmektedir. Bu
baglamda, apoptozun degerlendirilmesinde Kaspaz-3 ekspresyonu siklikla bir

biyomarker (belirteg) olarak kullanilmaktadir (Mercantepe vd., 2018).

Calismamizda, sisplatin hasari uygulanan grupta kaspaz-3 pozitif hiicre

sayisinin, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla anlamli derecede arttigini
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gozlemledik ve immiinohistokimyasal olarak inceledik. Tablo 3.10°da ve Sekil 3.20
goriildiigii tizere Sisplatin grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu
(p<0,001) gosterilmistir. Bu bulgu, sisplatinin apoptoz yolaklarin1 aktive ettigini
desteklemektedir. Bununla birlikte, diger gruplarda, yani kontrol, sham ve
antioksidan (krisin) uygulanan gruplarda bu etkinin minimalize edildigi ortaya
cikmustir.

Ozellikle kontrol grubunda, kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin dogal bir
seviyede olmasi, hiicrelerin normal homeostatik siireclerinin  isledigini

gostermektedir. Sham grubunda ise, kontrole benzer sonuglar gozlenmistir.

Krisin gibi antioksidanlarin, oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli bir rol
oynadig1 ve hiicrelerin apoptozdan korunmasina yardimei olabilecegi literatiirde
yer alan bir bulgudur. Bu nedenle Krisin’in, Sisplatin tarafindan tetiklenen Kaspaz-
3 aktivasyonunu azaltmasi bizler i¢in olumlu sonug¢tur. Bu sonug, Krisin gibi
antioksidanlarin kemoterapdtik tedavi sirasinda hiicreleri koruma potansiyeline

sahip oldugunu gostermektedir.

Sisplatin+Krisin grubunda ise kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda gozle goriiliir
bir azalma meydana geldigi saptanmistir. Bu bulgunun, Krisin antioksidaninin,
oksidatif stresin azaltilmasina ve dolayisiyla apoptozun engellenmesiyle ortaya

¢iktigini diistinmekteyiz.

Sisplatin hasarinm hasar gormils dokularda apoptotik hiicrelerin yogun bir
sekilde bulundugu, ozellikle kaspaz-3 pozitif hiicrelerin sayisinin arttig
gozlemlenmistir. Olusan hasarin, testislerdeki etkinin oldukc¢a genis oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Hem hiicresel hem de organ diizeyinde belirgin bir hasar
ortaya ¢cikmistir. Goriilen doku hasarlari, morfolojik ve motilite anlamindaki diisiis,
bu siireglerin birlesimi, erkek lireme sagliginda kalict ve uzun vadeli bozulmalara

yol agabilecek ciddi etkiler yaratmaktadir.

Krisin uygulanmasiyla birlikte; histolojik incelemelerde, hiicrelerin daha az
apoptotik isaretler gosterdigi, daha diizenli bir hiicresel yap1 sergiledigi

gbzlemlenmistir. Bu durum, Krisin'in oksidatif stresi diisiirerek hiicre 6limiini
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azalttigin1 ve testis dokusunun yapisini koruyarak fonksiyonel iyilesmeye katkida
bulundugunu gostermektedir. Krisin antioksidaninin, testislerdeki doku hasarini
onarici etkilerinin yan1 sira, sperm motilitesini koruma ile de erkek iireme sagligini

destekledigi diisiincesindeyiz.

Motilite  analizlerimizin  sonuglari, sisplatin  uygulamasinin hiicre
hareketliligini belirgin sekilde azalttigin1 gostermektedir. Kontrol ve Sham
gruplarina kiyasla Sisplatin grubunda hiicrelerin ileri yonlii hareketliligi 6nemli
Olclide diigmiistiir (p<0,001). Bu bulgu, sisplatin hasarinin hiicresel motiliteyi
bozdugunu ve oksidatif stresin etkileriyle hiicre hareketliligini kisitladigini

gostermektedir.

Ek olarak yapmis oldugumuz Johnsen skorlamasi genel olarak testis
fonksiyonunun durumunu ve antioksidan etkinligini gostermistir. Kontrol ve Sham
gruplari, sirasiyla 8-10 arasinda degisen Johnsen skorlari ile saglikli testis
fonksiyonlarmi1  korurken, Krisin grubu, oksidatif stresin azalmasi ve

spermatogenezdeki iyilesme ile daha yliksek Johnsen skorlar (7-9) gosterdi.

Bu bulgular, Krisin'in antioksidan 6zelliklerinin testis dokusunda olumlu bir
etki yarattifini ve spermatogenez siirecini destekledigini ortaya koymaktadir.
Ancak, sisplatin hasar1 alan grup, 4-6 arasinda degisen diisikk skorlar ile
spermatogenetik aktivitenin bozuldugunu ve testislerde ciddi hasar olustugunu net
bir sekilde gostermistir. Bu grup, sperm motilitesi agisindan belirgin diistisler
sergileyerek, sisplatinin toksik etkilerinin sperm fonksiyonlarini olumsuz yonde

etkiledigini dogrulamaktadir.

Sisplatin + Kirisin grubunda ise, Krisin'in antioksidan etkilerinin sisplatin
kaynakli hasar1 kismi olarak iyilestirdigi ve testis fonksiyonlarin1 korudugu
gbozlemlenmistir. Bu grup, 6-8 arasinda degisen skorlar ile kontrol ve Sham
gruplarina daha yakin degerler géstermistir. Sonug olarak, bu bulgular, Krisin
antioksidanin testis fonksiyonlarinin korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini

bizlere gostermistir.
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Calismamizi biyokimyasal olarak inceledigimizde, gerceklestirdigimiz tiyol-

distilfit testinin bulgularinin, elde ettigimiz sonuglarla uyumlu oldugunu gordiik.

Native tiyol diizeyleri bakildiginda sisplatin grubunda, native tiyol
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diistiigii gézlemlenmistir
(p<0,001). Native tiyoller, hiicresel savunma mekanizmalarinin temel
bilesenlerinden biridir ve oksidatif stresin gostergesi olarak kabul edilir. Sisplatin
hasarmin oksidatif stres yaratarak serbest tiyol gruplarinin oksitlenmesine neden
oldugu bilinmektedir. Bu durum, sisplatin hasarmin redoks dengesini bozarak
hiicresel savunma kapasitesini azalttigin1 ve hiicrelerin oksidatif hasara karsi

savunmasiz hale geldigini géstermektedir.

Krisin grubunda ise native tiyol seviyelerinin daha yiiksek oldugu, krisin
antioksidaninin oksidatif strese karst koruyucu bir etkisi oldugunu ve bu
antioksidanin, sisplatin hasarmin yol ac¢tig1 zararlar1 kismen dengeledigini ortaya
koymaktadir. Krisin, hiicrelerdeki serbest tiyol gruplarimi koruyarak hiicresel

savunmay1 giiclendirmistir.

Disiilfit diizeyleri bakimindan incelendiginde, 6zellikle sisplatin grubunun,
kontrol ve sham gruplarina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonug,
sisplatin hasarinin, serbest tiyol gruplarini oksitleyerek disiilfit baglarini artirdigi ve
oksidatif stresin bir sonucu olarak hiicrelerdeki redoks dengesini bozdugu anlamina
gelmektedir. Disiilfit baglari, oksidatif stresin ve hiicresel hasarin bir gostergesi
olarak kabul edilir, bu yiizden sisplatin hasarinin hiicresel oksidatif hasara yol agtig1
ve bu siiregte disiilfit baglarinin arttig istatistiksel olarak tespit edilmistir. Bunun
aksine, Krisin antioksidani, disiilfit diizeylerini kontrol altina alarak oksidatif hasari

azaltmis ve hiicresel savunmay1 artirmistir.

Index tiyol seviyelerine bakildiginda ise hiicresel oksidatif stresin ve redoks
dengesinin genel bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Sisplatin grubunda,
index tiyol seviyeleri hem kontrol hem de Sham gruplarina kiyasla anlamli bir
sekilde dismiistir (p<0,003). Bu bulgu, sisplatin hasarinin oksidatif stres
yaratmada etkili oldugunu ve hiicresel redoks dengesini bozdugunu ortaya

koymaktadir.
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Krisin ise index tiyol seviyelerini artirarak, oksidatif stresin etkilerini kismi
olarak dengelemis ve hiicresel savunma mekanizmalarini desteklemistir. Bu
sonuglar, krisin antioksidaninin oksidatif stresin engellenmesinde ve sisplatin
hasarmin yol agtig1 biyokimyasal degisikliklerin azaltilmasinda etkili oldugunu

gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, sisplatin hasarinin neden oldugu testis hasarina kars1 Krisin’in
antioksidan etkisi, histolojik ve biyokimyasal analizlerle bir iyilesme saglamistir.
Histolojik incelemelerde, Krisin antioksidaninin, sisplatinin neden oldugu testis
doku bozulmalarini, hiicresel diizeyde kismi olarak korudugu ve morfolojik
diizelme sagladigi gozlemlenmistir. Ayrica, immiinohistokimyasal analizler,
Krisin’in oksidatif stresin azalmasina katki sagladigini ve bu sayede testis
dokusunda apoptotik hiicrelerin  sayisinin  azaldigin1  ortaya koymustur.
Biyokimyasal olarak ise, Krisin’in tiyol-disiilfit dengesi lizerindeki olumlu etkileri,
antioksidan kapasitenin artisint  ve serbest radikal hasariin azaldigim
gostermektedir. Bu bulgular, Krisin’in sisplatin kaynakli testis hasarini
hafifletmede ve spermatogenez siirecini desteklemede potansiyel bir tedavi

secenegi olabilecegini gdstermektedir.

Krisin’in etkilerinin daha ayrintili bir sekilde degerlendirilmesi i¢in uzun vadeli
ve daha genis Olcekli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, farkli dozajlar ve tedavi
stireleri ile Krisin’in etkinliginin daha iyi anlasilabilmesi i¢in klinik ve preklinik
aragtirmalar yapilmalidir. Bu tiir ¢alismalar, gelecekteki tedavi stratejileri igin

onemli bir temel olusturabilir.
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