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SICANLARDA SIKLOFOSFAMID ILE OLUSTURULAN TESTIS HASARINDA
KARNOZININ ETKIiSI
UMUT DEMIRDELEN
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Balgova , izmir drumutdemirdelen@hotmail.com
OZET

Amagc: Siklofosfamid romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, multiple
sklerozis ve bircok kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Karacigerde metabolik
aktivasyona girdikten sonra viiciitta reaktif oksijen radikalleri olusturan toksik metabolitler
olusturur. Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda siklofosfamidin testise sitotoksik hasar
verdigi; testis agirliginda azalma, oligospermi, spermatogonyalarda DNA sentezinde
azalma yaptig1 gosterilmistir.

Karnozin insanda kas ve sinir dokusunda sentezlenen, sindirim sisteminden kolayca
emilebilen dogal bir antioksidan dipeptiddir. Deneysel olarak siklofosfamide bagh
olusturulan testis hasar1 modelinde, karnozinin etkilerini i¢eren bir calisma literatiirde
rastlanmamustir.

Bu caligmada amag, erkek sicanlarda siklofosfamidin testis yapisinda olusturdugu
hasar1 incelemek ve bu hasarda karnozinin etkisini, 151k  mikroskobik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak gdstermektir.

Yontem: Calismada Wistar Albino susu 10-12 haftalik (200-250 gr) toplam 40
denck ile 6 grup olusturuldu. Kontrol grubunda bes diger deney gruplarinda yedi denek
kullanildi. Deneyde kullanilan ilaglar karnozin 250 mg/kg, siklofosfamid 150 mg/kg
intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Kontrol grubu; herhangi bir ila¢ ve ¢dzgen
verilmeyen grup, siklofosfamid (CP) grubu; sadece tek doz siklofosfamid verilen grup,
karnozin grubu (K); sadece karnozin verilen grup, (K+CP) grubu; deneklere 6nce tek doz
karnozin, bir saat sonra siklofosfamid verilen grup, (K=CP) grubu; deneklere karnozin ve
siklofosfamidin es zamanl verildigi grup (CP+K) grubu; deneklere 6nce siklofosfamid, bir
saat sonra karnozin verilen grup. Son doz uygulamadan 48 saat sonra tiim gruplarin testis
doku oOrnekleri almarak fiksatife konuldu. Rutin histolojik takip yOntemlerinden sonra
testis dokular1 parafin bloklara gomiildii. Her bloktan bes um kalinliginda kesitler alindi.
Hematoksilen-eozin ile testis dokusunun morfolojisi, seminifer tiibil ¢cap 6lcim, Johnson

skorlamasi; PAS (Periyodik Asit Schiff) boyamasi ile bazal membran kalinlik 6l¢limii;



Masson Trikrom boyamasi ile bag dokusu incelendi. Immunohistokimyasal olarak anti-
klaudin5 ve aktif kaspaz-3 antikorlar1 ile immunhistokimyasal boyamalar yapildi.

Bulgular: Kontrol ve karnozin gruplarinda normal testis histolojik yapisi gozlendi.
Hematoksilen-eozin boyamada; siklofosfamid grubunda belirgin germinal epitel hasari
oldugu goriildii. Seminifer tiibiiliin germinal epitelinin bazal membrandan ayrildig (bazal
membran ondilasyonu) gorildi. Hem karnozin hem siklofosfamid kullanilan diger ti¢
grupta bazi seminifer tiibiillerin arasindaki interstisyel alanda eritrosit gorilmekle birlikte
birgok seminifer tiibiilde spermatogenik seri hiicrelerinin hasarsiz, germinal epitelin
diizenli oldugu ve dizilim bozuklugunun azaldigi gozlendi. Masson-Trikrom boyamada;
siklofosfamid grubunda diger gruplara gore intertiibiiler bag dokusunda kollajen artis
izlendi. PAS boyamada; siklofosfamid grubunda diger gruplara gore bazal membranda
kalinlasma saptandi. Immunohistokimyasal olarak siklofosfamid grubunda diger gruplara
gore artmig aktif kaspaz-3 ve azalmig anti-klaudin5 immunreaktivitesi goruldi.
Sonug: Elde ettigimiz bulgulara gore siklofosfamidin testiste olusturdugu hasarda

karnozinin koruyucu ve tedavi edici etkinligi bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: karnozin, siklofosfamid, testis histolojisi, klaudin-5, aktif kaspaz-3



THE EFFECTS OF CARNOSINE ON CYCLOPHOSPHAMIDE INDUCED
TESTICULAR INJURY
UMUT DEMIRDELEN
Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Histology and
Embryology,
Balgova , Izmir drumutdemirdelen@hotmail.com
ABSTRACT

Objective: Cyclophosphamide is a drug used in the treatment of rheumatoid
arthritis, SLE, multiple sclerosis and many cancers. After the metabolic activation in the
liver, it forms toxic metabolites that form reactive oxygen radicals in the body. Recent
studies shows that cyclophosphamide has many cytotoxic effects on testis; such as
decrease in testicular weight, oligospermia, decrease in DNA synthesis in spermatogonia.

Carnosine is a natural antioxidant dipeptide synthesized in the human muscle and
nervous tissue. It can easily absorbable from the digestive system. A study involving the
effects of carnosine in experimental model of testis injury induced by cyclophosphamide
has not been found in the literature.

The aim of this study is to investigate the damage caused by the
cyclophosphamide on the testis of male rats and to show the effect of carnosine by light
microscopy, immunohistochemistry and biochemistry.

Method: In the study, 40 Wistar Albino strains 10-12 weeks (200-250gr) were
divided into six groups . We used five subjects in the control group and seven subjects in
the other experimental groups. Drugs used in the experiment were carnosine 250 mg / kg,
cyclophosphamide 150 mg / kg intraperitoneal (i.p.). Control group; any drug and solvent-
free group, cyclophosphamide (CP) group; the group which is given only a single dose of
cyclophosphamide, carnosine group (K); only carnosine given group, (K + CP) group; first
single dose carnosine and one hour later cyclophosphamide were given, (K = CP) group;
carnosine and cyclophosphamide were given at the same time, group (CP + K) group; first
single dose cyclophosphamide and one hour later carnosine were given. Forty-eight hours
after the last dose of all groups, testicular tissue specimens were taken and fixed. After
routine histological follow-up, testicular tissues were embedded in paraffin blocks.
Sections with a thickness of five um were taken from each block. Morphology of testis

tissue with hematoxylin-eosin, measurement of seminiferous tubule diameter, Johnsen



scoring; basal membrane thickness measurement with PAS staining; the connective tissue
was examined with  Masson's  Trichrome staining.  Immunohistochemically,
immunohistochemical staining with anti-claudin5 and active caspase-3 antibodies was
performed.

Result: Normal testicular histologic structure was observed in control and
carnosine group. Cyclophosphamide group showed significant germinal epithelial damage
with the hematoxyline-eosin stain. The germinal epithelium of the seminiferous tubule
detached from the basal membrane (basal membrane ondulation). Although there were
erythrocytes in the interstitial space between some seminiferous tubules; it was observed
that in many seminiferous tubules, spermatogenic series cells were undamaged, the
germinal epithelium was regular and alignment disorder was decreased in the both
carnosine and cyclophosphamide used three groups. There was an increase in collagen
levels in the intertubular connective tissue in the cyclophosphamide group compared to the
other groups with the Masson-trichrom stain. There was an increase in basal membrane
thickness at the cyclophosphamide group when compared to the other groups with the PAS
stain. Immunohistochemically, active caspase-3 and decreased anti-claudin5
immunoreactivity were observed in the cyclophosphamide group compared to the other
groups.

Conclusion: According to our findings, cyclophosphamide has protective and

therapeutic effect of carnosine in testicular damage

Keywords: carnosine, cyclophosphamide, testes, claudin-5, active caspase-3



1. GIiRIiS VE AMAC

Siklofosfamid romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, multiple sklerozis ve

bircok kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Karacigerde metabolik aktivasyona
girdikten sonra viiciitta reaktif oksijen radikalleri olusturan toksik metabolitler olusturur.
Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda siklofosfamidin testise sitotoksik hasar verdigi; testis
agirh@inda azalma, oligospermi, spermatogonyalarda DNA sentezinde azalma yaptigi
gosterilmistir.

Karnozin insanda kas ve sinir dokusunda sentezlenen, sindirim sisteminden
kolayca emilebilen dogal bir antioksidan dipeptiddir. Deneysel olarak siklofosfamide bagl
olusturulan testis hasar1 modelinde, karnozinin etkilerini iceren bir ¢alisma literatiirde
rastlanmamustir.

Bu calismada amag, erkek siganlarda siklofosfamidin testis yapisinda olusturdugu
hasar1 incelemek ve bu hasarda karnozinin etkisini, 1sik  mikroskobik,

immuinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak gdstermektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Testis
2.1.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti fertilizasyonda esnasinda délleyen
sperm ¢esidiyle belirlenir. Morfolojik cinsiyet 6zellikleri ise embriyonik yedinci haftaya
kadar gelismez. Her iki cinste de yedinci haftaya kadar gonadlarin gériiniimii benzerdir ve
farklanmamis gonadlar denir.

Gonadlarin gelistigi {i¢ kaynak primordiyal germ hiicreleri, posterior abdominal
duvarin mezoteli ve altindaki mezensimdir. Besinci haftada mezonefrozun medialinde
mezotel ve altindaki mezensim prolifere olarak bir genital kabarinti olusturur. Epitelyal
kordonlarin altindaki mezensime dogru biliylimesiyle farklanmamis gonadda dista korteks
ve i¢te medulla olusur. XY cinsiyet kromozumuna sahip embriyolarda medulla testise
farklanir, korteks kalintilar birakarak dejenere olur. XX kromozomlu embriyolarda ise
korteks overe farklanir ve medulla geriler.

Primordial germ hiicreleri dordiincii haftanin basinda yolk kesesinin allantoise
yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda ortaya cikarlar (Sekil 1). Son barsagin
dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek besinci haftada gonadal kabarintilara ulasirlar. Altinci
haftada primordial germ hiicreleri mezensim igerisine ilerleyerek primer -cinsiyet
kordonlarina katilirlar.

Y kromozomunun kisa kolundaki SRY geni testis belirleyici faktor igin gereklidir.
TDF (testis belirleyici faktor) etkisiyle primer cinsiyet kordonlar1 seminifer tiibiillere
farklanir. Farklanmamis gonadin medullasinin derinliklerine dogru biiyiir, dallanir ve
anastomozlasarak rete testisi olusturur (Sekil 2). Siki fibréz bir bag dokusu olan tunika
albugineanin gelisimiyle seminifer tiibiillerin yiizey epiteliyle baglantis1 kaybolur.
Mezonefroz dejenere olurken testis kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asilir (1).

Testis kordonlar1 dordiincii ayda atnali seklindedir ve rete testis ile devam eder.
Puberteye kadar testis kordonlar1 spermatogonialar ve sertoli hiicrelerinden olusan solid
yapilar seklinde bulunur. Pubertede testis kordonlarinda limen olusumuyla seminifer

tibtiller gelisir (2). Testesteron hormon miktari artisiyla spermatogenez baslar (3)
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Sekil 1. U¢ haftahk embriyonun sematik cizimi A) Vitellus kesesinin allantoise yakin
duvarindaki primordial germ hiicrelerini gosteren ii¢ haftalik embriyo,B)Primordiyal germ

hiicrelerinin genital kabartiya go¢ ederken izledigi yol (2).

Leydig hucreleri gonadal kabarintinin mezensiminden olusur. Sekizinci haftadan
itibaren dis genitallerin ve mezonefrik duktuslarin erkek olarak farklanmasini saglayan
testesteron ve androstenodion salgilamaya baslarlar. Sekiz ile on iki haftalik donemde pik
yapan insan Kkoryonik gonadotropin hormonu testesteron {iretimini uyarir. Fetal
testislerdeki sertoli hiicrelerince salgilanan anti miillerian hormon paramezonefrik
duktuslarin gelisimini baskilar .

26. haftada embriyodaki boyut artis1 ve pelvisin genislemesiyle testisler inguinal
kanaldan gegerek skrotuma dogru inmeye baslar (1). Testislerin biiyiimesi, biiyliyen karin
ici organlarin olusturdugu artan intraabdominal basing ve mezonefrozun gerilemesi
testislerin karin arka duvari boyunca hareketine olanak tanir. Bu siireg testisten skrotuma
dogru uzanan fibréz yap1 olan gubernakulum testis rehberliginde ve androjen hormonlarin
kontroliinde gercgeklesir. Fetal gelisim sirasinda peritonun parmaksi ¢ikintist olan processus
vaginalis karin 6n duvari tabakalarin1 da beraberinde siirtikleyerek gubernakulum testisin
izinde skrotuma ulasir (5). Inis siirecin de testisler aorta ile beslenmeye devam eder.
Testikiler damarlar lumbar bélgeden skrotum igine kadar iner (2). Testislerin skrotuma
inisi iki Ui¢ glin silirer. Terminde dogmus bebeklerin %97’ sinden fazlasinda testisler
skrotum i¢indedir. Dogumda inmemis olan testislerin ¢cogu da bir yasina kadar skrotuma

iner (4).
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Sekil 2. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik diyagrami a) Bu diyagram bes haftalik
bir embriyoda farklasmamis gonad evresini gostermektedir. b) Testis belirleyici faktorin
etkisi altindaki gonadin testosteron liretimini, primer seks kordonlarinin seminifer

kordonlara farklilagmasini gostermektedir. ¢) Testikiiler gelisiminin son evresi (3).

2.1.2. Testis Anatomisi

Skrotumun iginde funikulus spermatikusa asili bicimde bulunan, erkek itireme
hiicrelerinin yapildig1 bir ¢ift organdir (Sekil 3). Ust ucu 6ne ve disa, alt ucu arkaya ve ige
doniik oblik pozisyonda skrotumda durur. Testisler eliptik sekildedir. Facies medialis ve
facies lateralis olmak Uzere iki yUzl, margo anterior ve margo posterior olmak (zere iki
kenar1, extremitas superior ve extremitas inferior olmak tizere iki ucu vardir. Her testisin
agirhig1 yaklagik 11-14 gr olup genelde sol testis sagdakine gore bir cm daha asagidadir (5).
Testisler yaklasik bes cm uzunlukta, iki buguk cm genislikte, U¢ cm kalinliktadirlar ve iri
bir badem seklindedirler. (4).

Testislerin iist ucunda kadinlarda tuba uterinanin abdominal ucuna karsilik gelen
appendiks testis denen kiiciik yassi bir yapi vardir. Testislerin arka kenarinda bulunan
epididimisin medialinde, margo posteriorda funikulus spermatikus vardir (5). Visseral

periton (epiorsiyum) testisin diiz ve konveks olan 6n kenarini, her iki yliziinii ve uclarini



kaplar. Arka kenarmin ise lateral kismi peritonla kaplidir. Medial kismi1 peritonsuzdur ve

buraya epididimis tutunur. Buradan damarlari, sinirleri ve kanallar1 gecer (4).

fascia superficialis
(tunica dﬁl’[’Uﬁi scrotum

fascia spermatica externa

m. cremaster ve
fascia cremasterica

fascia spermatica interna
lamina parietalis tunica vaginalis

epididymis

testis (tunica vaginalis'in
visceral tabakas ile sarnili)

scrotum derisi

Sekil 3. Skrotum ve i¢indeki yapilarin sematik ¢izimi (6).

Tunika vaginalis; fasya spermatica interna ve skrotum’un i¢ yiziinii doseyen
lamina parietalis ve testisi saran lamina visceralis (epiorsiyum) katmanlarini olusturur.
Katmanlar arasinda testislerin hareketine olanak saglayan sivi bulunur (1).

Testisler tunika vaginalisten bagka distan ice dogru tunika albuginea ve tunika
vaskiiloza ile sarilmistir. Tunika albuginea epiorsiyumun altinda bulunan kalin fibroz
tabakadir. Testisin arka kenarindan testis parankimine dogru mediastinum testis (corpus
higmori) denen dikey bir yarim bdlme gonderir. Mediastinum testisin On ve yan
kisimlarindan birgcok fibroz bdlme (septula testis) cikar, testis parankiminden gecer ve
tunika albugineanin i¢ yiiziine uzanarak testisi 250-300 lobcuga (lobuli testis) boler (7).
Lobuli testislerin igindeki tubuli seminiferi concorti denen kivrimli kanalciklar testis
parankimini olusturur. Her bir kanalcik tubuli seminiferi rekti denen mediastinum
yakinindaki diiz kanalciga uzanir. Biitiin kanalciklar mediastinumda ag yaparak rete testisi
olusturur. Lobuli testislerde iretilen spermiumlar rete testis ve ductuli efferentesten
gecerek epididimise ulasir.

Tunika vaskiiloza testis parankimini sarar ve tunika albugineanin i¢ yiiziinii orter.
Testisin damar agindan olusur.

Testisin arteriyel kanlanmasi aorta abdominalisin dallar1 olan sag ve sol a.

testicularis ile saglanir. Her bir testisin arka kismindan ¢ikan kii¢iik venler birlesir ve
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pleksus pampiniformis vendéz agimi olusturur. Funiculus spermaticus ve canalis
inguinalisten gecerek karin bosluguna ulasir. Bu pleksustan ¢ikan iki ven birleserek v.
Testicularisi olusturur. Sagda v. Testicularis dextra v. Cava inferior’a solda v. Testicularis
sinistra v. Renalis sinistra’ ya dokalur.
Lenf damarlar1 funiculus spermaticus ile beraber karin bosluguna geger nodi
aortici laterales ve nodi preaorticiye dokulir.
Testisler medulla spinalisin torakal on ve on birinci segmentlerinden gelen sinirlerle
inerve edilir. Pleksus aorticus ve renalisten gecerek testisleri besleyen damarlarin

cevresinde organa ulasir (5,7).

2.1.3. Testis Histolojisi

Endokrin ve ekzokrin ozellikte birlesik tiibiiler bezdir. Endokrin olarak leydig
hiicrelerinden androjenik hormonlar salgilar. Ekzokrin olarak aktif holokrin bigimde
spermium salgilar (8).

Testis parankimasi {i¢ tabaka ile drtiilmiistiir. Icten disa dogru tunika vaskiiloza,
tunika albuginea ve epiorsiyumdur. Epiorsiyum testisin inisi sirasinda beraberinde
stiriikledigi peritonun visseral yapragidir. Tunika albuginea epiorsiyumun altinda bulunan
kalin fibr6z tabakadir. Testisin arka kenarindan testis parankimine dogru mediastinum
testis (corpus higmori) denen dikey bir yarim boélme gonderir (7).

Testis parankimasi {i¢ tabaka ile drtiilmiistiir. Icten disa dogru tunika vaskiiloza,
tunika albuginea ve epiorsiyumdur . Epiorsiyum testisin inisi sirasinda beraberinde
strikledigi peritonun visseral yapragidir. Tunika albuginea epiorsiyumun altinda bulunan
kalin fibroz tabakadir. Testisin arka kenarindan testis parankimine dogru mediastinum
testis (corpus higmori) denen dikey bir yarim bolme gonderir (7).

Testisler tunika albuginea adinda kalin fibroz bir kapsiille sarilmistir (Sekil 4).
Testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Buradan ¢ikan ince fibroz
uzantilar bezin icine ilerleyerek yaklasik 250 testikiiler lobiilii olusturur. Her lobiil bir ila
dort adet kadar seminifer tiibiil igerir. Seminifer tiibiillerin etrafi kan ve lenf damarlari,
sinirler ve intersitisyel leydig hiicrelerini igeren tunika vaskiiloza adinda gevsek bag
dokusuyla cevrilidir (9). Lobiildeki seminifer tiibiiller olduk¢a kivrintilidir. Kendi
tizerlerinde katlanarak halka yaparlar. Mediastinum yakininda kisa diiz seyrederler ve
tubulus rektus adini alirlar. Mediastinuma girdiginde anastomozlasir rete testis denen kanal

sistemini olusturur (3).
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Sekil 4. Insan testisinin sagital kesitinin histolojik goriintiisii (3).

2.1.3.1.  Seminifer Tubul

Seminifer tiibiiller spermatogenik hiicrelerin iiretildigi yerdir. Her bir testis 250-
1000 adet seminifer tiibiil igerir. Bir tiibiiliin uzunlugu 30-70 cm, ¢ap1 150-250 mikron
kadardir. Toplam uzunluklar1 250 metreyi bulur. Olduk¢a kivrimli olan tiibiillerin
baslangici kor ugludur. Liimeni sonlara dogru daralir tubuli rekti denen kisa diiz tiibiiller
olarak devam eder. Rete testis adindaki anastomozlasan kanallar sistemiyle devam eder.
Rete testis 10-20 kadar duktuli efferentes yardimiyla epididimis bagina baglanir (9).

Seminifer tiibiiller tunika propria ile sarilmis ¢ok katli 6zel bir epitelden olusur.
Epiteli sertoli hucreleri ve spermatogenik hiicreler olusturur. Puberteye kadar en g¢ok
bulunan hiicre tipi sertoli hiicreleridir. Puberteden sonra sertoli hiicrelerinin ¢ogalmalari

durur ve ileri yagslara kadar spermatogenik hiicreler baskin hiicre popiilasyonunu olusturur.

2.1.3.1.1. Sertoli Hucreleri
Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreleri apikal ve lateral uzantilar1 sayesinde

destekleyen saran prizmatik hiicrelerdir. Epitelin bazalinden liimenine kadar uzanir. Mayoz
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sonras1 spermler sertolinin apikaline tutunurlar. Sitoplazmasinda yaygin gelismis golgi
cisimcikleri, mitokondriler, lizozomlar, lipid damlaciklari, glikojen graniilleri ve
mikrotubuller icerirler. Karakteristik inklizyon cisimcikleri (Charcot-Béttcer) ince
kristaloidler seklinde sitoplazmada bulunur (Sekil 55). Oval yapidaki Okromatik
niikleusunda derin i¢e katlantilar bulunur.

Sertoli hiicreleri bazolateral bolgelerinden sik1 baglantilarla baglanarak epitelyum
bazal ve luminal kompartmanlara ayirirlar. Sertoli hiicreleri arasindaki bu baglanti
kompleksi en az 50 siki kaynasma ¢izgisi, plazmalemmaya paralel uzanmis diiz
endoplazmik retikulum ve aktin flamentlerinden olusur. Viicudun immiin olarak
tanmimadig1 spermatid ve spermatositler luminal kompartmanda, spermatogonyum ve erken
spermatositler ise bazal kompartmanda bulunur. Kan-testis bariyeriyle ayrilan bu hiicreler
besin aligverigini ve metabolit atilimint sertoli hiicreleri araciligiyla gerceklestirirler. B tipi
spermatogonyumlarin mitoz gegirmesiyle olusan erken spermatidler bazalden mayoz
sirecini gegirecegi adluminal kompartmana gegerler. Bu hareket sertoli hiicre uzantilariyla
yeni baglantilarin olusumu ve eski baglantilarin yikimiyla gergeklesir.

Sertoli hiicreleriyle ge¢ spermatidler arasinda da benzer yapida baglanti
kompleksleri bulunur ancak burada sadece tutundurma fonksiyonuna sahiptir ve aktin
filamentleriyle aER (diiz endoplazmik retikulum)’ dan yoksundurlar. Ayrica erken
spermatidlerle desmozom benzeri baglant1 kurarken bazal laminada hemidesmozomlarla
baglant1 kurar.

Sertoli hucreleri spermatogenik hcreleri destekler, korur ve besler, olgun
spermatidlerin tiibil liimenin salmimina aktin aracili kasilmalarla yardimci olur,
spermatidlerce atilan rezidiiel cisimcikleri fagosite ederler. Androjen baglayici protein
salgilayarak seminifer tiibiillerde spermatogenez igin gerekli yiiksek androjen
konsantrasyonunu saglarlar. Aktivin ve inhibin hormonlarini salgilayarak hipofizden FSH
(follikiil uyarici hormon) salinmmini regiile ederler. Sertoli hiicreleri arasindaki siki

baglantilar sayesinde kan testis bariyerini olustururlar.
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Sekil 5. insan sertoli hiicresinde goriilen karakteristik Charcot-Bottcher kristaloid

cisimciklerin gecirimli elektron mikrofotografi (3).

2.1.3.1.2. Spermatogenezis
Puberte Oncesinde gonadotropinlerin etkisiyle baslayip Omiir boyu siiren
spermatogonyumlardan spermlerin {iretilme siirecidir. Spermatogonya fazindan spermium
olusumu 64 giin siirer. Spermatogonyanin bolinme evresinde gecen sire de eklenirse

yaklagik 74 giindiir. Spermatogenez siireci i¢in ii¢ ayr1 faz tanimlanmigtir.

2.1.3.1.2.1. Spermatogonyal Faz (Mitoz)

Spermatogonyal kok hicrelerin seri mitotik bolunmelerle yerlerini dolduracak
spermatogonyal hucreleri ve spermatositleri olusturacak olan spermatogonyumlar:
olusturdugu siiregtir. ~ Spermatogonyumlar  primer  spermatositlere  farklanirlar.
Spermatogonyal faz insanda yaklasik on giin siirer.

Spermatogonyumlar yaklasik 12 um ¢apinda olup seminifer tiibiil bazal laminasi
Uzerine otururlar. Bazal kompartmanda kan testis bariyerinin altinda bulunurlar.
Niikleuslarmin goriiniimiine gore tip A acgik ve koyu , tip B olmak {lizere {i¢ tip

spermatogonyum bulunur. Tip A koyu spermatogonyumlar oval sekilli, yogun bazofilik ve
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ince granulli kromatinli nikleuslara sahip rezerv kok hicre gorevindedir. Tip A koyu
spermatogonyumlar tam sitoplazmik béliinme gecirerek tip A acik ve koyu
spermatogonyumlar1 olusturur. Tip A acik spermatogonyumlar agik renk boyanan ince
granulli kromatini olan oval nikleuslu hiicrelerdir. Tip A agik spermatogonyumlar mitotik
ya da mayotik boliinmelere ugrarken kardes hiicreler ince bir sitoplazmik kopriiyle bagh
kalirlar. Bu sitoplazmik kopriiler spermatid maturasyonu sonuna kadar saglam kalir. Tip A
acik spermatogonyumlar birka¢ boliinme sonrasi tip B spermatogonyumlara farklilasirlar
(Sekil 6).

Tip B spermatogonyumlar merkezi yerlesimli, yuvarlak sekilli ve Okromatik
nikleuslara sahipken az miktarda sitoplazmik organel igerirler. Mitozla ¢ogalarak primer

spermatositleri olustururlar.
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Sekil 6. Insan seminifer epitelindeki tip A koyu ve agik, tip B spermatogonyumlar1

gosteren bir ¢izim (3).

2.1.3.1.2.2. Spermatosit Fazi (Mayoz)

Primer spermatositlerin mayoz boliinme gegirerek kromozom sayilarint ve DNA
miktarlarini azalttiklar1 fazdir. Spermatositler sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
Uzerinde, adluminal kompartmanda bulunurlar. Tip B spermatogonyumlarin mitoz
gegirmesiyle primer spermatositler olusur (Sekil 7). Primer spermatositler mayoz

bolinmeye baslamadan dnce DNA replikasyonu gegirirler. Normal 2n sayida kromozom
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igerirken her kromozomun iki kardes kromatidden olustugu iki kat miktarda (4d) DNA

icerirler.
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Sekil 7. Spermatogenezin agsamalari(3)

Insanda 22 giin siiren birinci mayotik bolinme sonucunda haploid kromozom ve
diploid miktarda DNA igeren sekonder spermatositler olusur. Birinci mayoz uzun siirdigii
icin seminifer tubul kesitlerinde primer spermatosit daha ¢ok goraldr.

Mayoz-1 profaz evresinde kromatin yogunlasarak krozomlar1 olusturur. Profaz
sonunda 44 otozomal ve birer X ileY kromozomunun her birinin iki kromatid icerdigi
goriilebilir. Metafaz ¢izgisi boyunca homolog kromozamlar dizilir ve eslesir. Homolog
kromozom c¢iftleri genetik materyal aligverisi yaptiklar1 crossing-over sireci gegirirler. Bu
aligveris sirasinda dort kromatidden olusan tetrad yapist yeniden diizenlenir ve {i¢ parcali

sinaptonemal kompleksi olusturur. Homolog kromozomlar crossing-over sonunda ayrilarak
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z1it kutuplara hareket eder. Genetik c¢esitliligi garantileyen bu sure¢ sonunda her bir
spermatositten dort adet farkli spermatid olusur.

Mayoz-1l éncesinde tekrar bir DNA eslemesi goriilmez. Ikinci mayotik boliinme
sonucunda her bir sekonder spermatositten iki adet spermatid olusur. Spermatidlerin her
biri tek bir kromatid igeren haploid sayida kromozoma sahiptir (Sekil 8). Sonrasinda

spermatidlerden spermatozoalarin olustugu spermiyogenez denen farklilagma siireci baglar.
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Sekil 8. Spermatogonyal hiicrelerdeki mayoz ve mitozun karsilagtiriimasi(3)

2.1.3.1.2.3. Spermatid Fazi (Spermiyogenez)
Ikinci mayoz béliinme sonucu olusan spermatidlerin farklilasarak spermium
olusturma siirecidir. Farklilagma siirecinde boliinme olmaz ve kromozom sayist degismez.
Haploid kromozomlu spermium doéllenme sonucunda diploid hiicre olusturur.

Spermiyogenez golgi, kep, akrozom ve olgunlagma fazlarini igerir.
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Golgi fazi: Proakrozomal graniller denen PAS pozitif graniller spermatidin golgi
kompleksinde birikir. Bu graniiller akrozomal vezikiiliin i¢inde birleserek akrozomal
graniilii olustururlar. Spermin anterior kutbunda akrozomal vezikul buytrken sentriollar
posterior kutba go¢ eder. Dokuz periferal ve bir ¢ift merkezi mikrotiibiil yapisinda olan
flagellar aksonem olugmaya baglar.

Kep faz1 : Niikleusun 6n kisminda akrozomal vezikiil yayilir ve akrozomal kep
olusur. Niikleus yogunlasir, niiklear zar porlarini yitirir ve kalinlagir. Niikleus da kondanse
olur.

Akrozom fazi: Spermatid bu asamada kuyruk kismi seminifer tiiblil limenine
bakacak sekilde sertoli hiicresine gomiiliir. Flagella gelisirken, niikleus yassilasir ve uzar .
Sitoplazma arka kisima yonelir, akrozom 6n zara yonelir. Mikrotiibiiller akrozomdan
spermatidin arka kutbuna kadar uzanarak, manset denen silindirik kilif yapisini
olusturmaya baslar. Onceden flagella gelisimini baslatmis olan sentrioller ¢ekirdegin
arkasinda sig bir oluga tutunurlar. Burada boyun veya baglanti parcasini olustururlar.
Flagellum biiylirken plazmalemma da iizerinde arkaya dogru ilerlerken manset kaybolur.
Mitokondriler sperm kuyrugunun orta pargasini olusturmak {izere fibrillerin etrafini helikal
sekilde sarar.

Olgunlasma fazi: Flagelladaki fazla sitoplazmanin atildigt ve matiir
spermatozoonun olustugu asamadir. Sertoli hiicreleri atilan rezidiiel cisimcikleri fagosite
eder. Interseliiler kdpriilerini rezidiiel cisimciklerde birakan spermatidler, birbirlerine bagl
olmadan sertoli hiicrelerinden salinirlar. Spermatidlerin  seminifer tiibiil liimenine
saliverilmesi siirecine spermiasyon denir. Ejekiilattaki sperm sayisi spermiasyon hizina

baghdir (3).

Olgun (Matiir) Spermin Yapisi

Matr insan sperminin boyu ortalama 60 um kadardir. Spermin basinin uzunlugu
dort buguk pum, genisligi G¢ um ve kalinligi bir um kadar olup yassi ve sivri yapidadir.
Niikleusun 6n {igte ikilik kismi hyaliironidaz, asit fosfataz, akrozin, ndraminidaz gibi
enzimler i¢eren akrozomal kep ile sarilidir. Akrozomal enzimler spermin ovumun zona
pellucidasini agmasi i¢in gereklidir. Spermin ovuma temas etmesiyle enzimler salinir ve
akrozom reaksiyonu baglar. Gelisen komplike olaylar zinciri tek bir spermin

penetrasyonuna ve fertilizasyona yardime1 olur.
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Spermin kuyrugu boyun, orta, esas ve son olmak {izere dort boliimden olusur.
Boyun kaba fibrillerin ilk kismi1 ve sentriolleri igeren kisa boliimdiir. Orta parca yedi um
kadardir. Kalin fiberler ve aksonemal kompleks cevresinde heliks seklinde sarilmis
mitokondriyonlar bulunur. Spermin hareketi icin gerekli enerjiyi bu mitokondriler Uretir.
Esas parca 40 um kadardir. Aksonemal kompleks ve kalin fibrillere ek olarak etrafi fibroz
kilifla sarilidir. Son parca ise sadece aksonemal kompleksi iceren bes um uzunlugundaki
kisimdir (Sekil 99).

Spermler ilk salindiginda hareketsizdirler. Sertoli hiicrelerince iiretilen sivinin
icinde ylzerler. Lamina propriyadaki peritibuler kontraktil hicrelerin peristaltik
kasilmalarinin yardimiyla seminifer tiibiillerde yol alirlar. Seminifer tiibiillerde diiz
tibiiller, rete testis, duktuli efferentes sirasiyla ilerleyerek duktus epididimise ulasirlar.
Spermler oldukca uzun ve kivrimli olan duktus epididimiste ilerlerken hareket yetenegi
kazanir. Epididimiste spermin intraselliiler cAMP (siklik adenozin monofosfat), pH ve
kalsiyum iyon seviyelerinde olan degisimler flagellar protein kinaz ve fosfatazlar etkiler.
Protein fosforilasyonundaki bu degisiklikler spermin motilite kazanmasini saglar. Spermler
epididimiste ayrica olgunlastirici degisiklikler gecirirler. Spermin ¢ekirdek DNA’s1
yogunlagir ve sitoplazmasi azalir. Plazmalemmasmin lipid ve protein yapilarinda
degisiklikler ve glikozilasyon olur. Spermin fertilize etme kabiliyetini inhibe etmek i¢in dis
akrozom membraninda degisimler olur ve dekapasitan faktorler eklenir. Duktus epididimisi
saran diiz kaslarin yardimiyla distale ilerleyen spermler burada depolanir. Erkek genital
kanalarinda birka¢ hafta yasayabilen sperm hiicreleri diside sadece iki ii¢ giin canli
kalabilir. Disi genital duktuslarinda sperm membraninda bulunan glikokonjugatlarin

ayrildig1 ve yenisiyle degistirildigi kapasitasyon siireci gegirirler.
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Sekil 9. Bir insan spermatozoonunun diyagrami (3)

2.1.3.2.  Interstisyel Bag Doku
2.1.3.2.1. Miyoid Hucreler
Insanda testis seminifer tiibiil bazal laminasinin etrafinda ii¢ bes sira dizilmis
peritibdler kontraktil hiicreler (miyoid) ve kollajen fiberler bulunur. Bu peritibuler doku
fibroblast icermez. Myoid hicrelerin bolca granilli endoplazmik retikulum icermesi
fibroblastlar gibi kollajen sentezleme o6zelligi olduguna isaret eder. Myoid hiicreler
icerdikleri aktin flamanlar sayesinde ritmik kasilmalar gergeklestirirler. Boylece testikiiler
s1vl ve spermatozoalarin seminifer tiibiillerden akisini saglayan peristaltik dalgalar olusur.
Epididimisi gecene kadar spermler hareket yetenegi kazanmamuglardir ve tiibiiler

peristaltik kasilmalarla yol alir. Leydig hiicreleri kan ve lenf damarlar1 myoid tabakanin
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disinda yer alir (Sekil 10). Yashlikla birlikte tunika propriyanin kalinligi artar, seminifer

tiibiil boyutlar1 azalir ve sperm tiretimi diiser (3).

2.1.3.2.2. Leydig Hucreleri
Intersitisyel hiicreler olarak da adlandirilirlar. Leydig hiicre sayis1 ve islevselligi
hormonal uyarilara baghdir. Gebelikte plasentadan salinan insan koryonik gonadotropinler
fetiisteki leydig hiicrelerini uyarir. Erkek genital sistemin farklanmasi ig¢in gerekli
androjenleri iretir. Gebeligin dordiincii ayinda aktivitesi azalarak geriler. Pubertede
hipofizden salinan liiteinizan hormonun etkisiyle yeniden testosteron sentezlemeye baslar

(10).

Leydig

hucreleri

Sekil 10. Testisin leydig hucrelerini igeren histolojik goruntisu (11).

2.2. Kemoterapotik Ajanlar
1. Antrasiklinler
2. Alkilleyiciler
3. Antimetabolitler
4. Anti-mikrotubul ajanlar
5. Monoklonal antikorlar

6. Diger Ajanlar
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2.2.1. Alkilleyici Ilaclar
Birinci Dunya Savasi’nda kiikiirtlii hardallarin Almanlar tarafindan kimyasal silah
olarak kullanilmasiyla insanlarda kemik iligi ve lenfoid dokuya toksik oldugu
belirlenmigtir. Bdylelikle azotlu hardallar deney hayvani tiimoér caligmalarinda
kullanilmaya baglanmistir. 1948 yilinda ilk kez mekloretamin klinik kullanima girerek
modern kanser kemoterapisi donemini baglatmistir. Dolayisiyla alkilleyici ilaglar en sik

kullanilan kemoterapétiklerden biri olmasinin yaninda bu konuda ilktir (12).

2.2.1.1.  Alkilleyici Ilaclarin Etki Mekanizmast

Alkilleyiciler 6n ilaclardir. Alkilleyici ilaglar kanserli hiicrede yapilarina uygun
pozitif yiiklii etilenimonyum ve karbonyum tiirevlerine doniisiirler. Karbonyum iyonu
DNA nin igerdigi negatif yiiklii olan amino, tiyol, fosfat, hidroksil, fosfat, imidazol
gruplarina ve niikleik asitlere geri doniigsiiz sekilde kovalent baglarla baglanir. Boylece
antineoplastik etkiyi gerg¢eklestirecek olan alkillenme olur.

Alkillenme DNA transkripsiyon ve replikasyonunu bozar. Alkilleyici ilaglardan
olusan reaktif metabolitler genellikle DNA (zerindeki guanin nikleik asitinin yedi nolu
azot atomuna baglanir. Bu durumda DNA’da {i¢ 6nemli degisiklikten birine neden olur.
Guanin, sitozin yerine adenin ile baz eslesmesi yaparak DNA ve mRNA molekiillerinde
bozukluk yapabilir. imidazol halkasi acilan guanin parcalanabilir ve buradan DNA
kirilabilir. En 6nemlisi reaktif metabolitler farklit DNA zincirlerindeki guaninler arasinda
capraz baglant1 kurarak DNA replikasyon ve transkripsiyonunu imkansiz kilabilir.

Alkilleyici ilaglar enzim ve proteinleri etkileyerek hiicresel solunumu da bozarlar.
Hiicre olusturduklar1 bozukluklar radyoaktif i1sinlara maruz kalan hiicrelerdekinde

benzediginden radyomimetik ilaglar olarak da adlandirilirlar(12).

2.2.1.2.  Alkilleyici flaclarin Ortak Farmakolojik Ozellikleri

Lenfoid doku ve kemik iligini baskilar. Tek dozluk kullanimla kemik iliginde
uzun siiren baskilanma olusturur ve ge¢ donemde de kan sayimi tablosuna yansir. Lenfoid
dokuda yaptig1 bozukluklarla immiinosiipresif etki olusturur. Kanda lokosit, lenfosit ve
platelet sayis1 azalir. Bu etkilerin devam etme siiresi ilaca gore degismekle birlikte en kisa
etki ii¢ haftayla siklofosfamid kullanimiyla olusur.

Bulanti, kusma ve istahsizlik siklikla goriilir. Agiz ve barsak mukozalarinda
iltihaplanma ile ulserasyon (mukozit) yapabilirler. Mutajenik, karsinojenik ve teratojenik

etkileri bulunur. Siklofosfamidle daha sik olmakla birlikte alopesi yapabilirler.
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Siklofosfamide 6zgl yan etkisi steril hemorajik sistit ve troteliyal toksisitedir. Sistit zaman
icinde fibrozise doniisebilir ayrica mesane kanseri  gelisebilir. Intravendz mesna
(merkapto-etan siilfonat) kullanilarak bu yan etki onlenebilir. Bobreklerden degismeden
atilan mesna mesane iginde akroleinle kompleks olusturarak inaktive eder.Gonadlara
toksik etkileri bulunmaktadir.

Siklofosfamid, klorambusil gibi bazi1 alkilleyiciler su bulunan alanlarda
karbonyum tiirevlerine yavasca doniistiiklerinden dokuda nekroz yapici etki olmadan oral
alinabilir. Siklofosfamid oral veya intravendz yolla kullanilabilir (12). Siklofosfamid,
ifosfamid ve dikarbazin farmakokinetik olarak 6n ilagtir (13). Karacigerde aktif metaboliti
olan fosforamid hardalina doniistir. Hematolojik ve solid timérlerin tedavisinde basariyla
kullanilir. Immiinbaskilayici etkisi sebebiyle de romatoid artrit, Behget hastalig1, nefrotik

sendrom ve diger birgok otoimmiin hastaliklarda kullanilir (12).

2.2.1.3.  Siklofosfamid

Siklofosfamid kokusuz, beyaz renkli ve molekiiler agirhgi 279,1 olan kristalin
tozdur (sekilll). Siklofosfamid immdiinstpresyon ve bir ¢cok malignensi tedavisinde oral
olarak guinlilk 100-200 mg ya da intravendz olarak tic dort haftada bir 600-1000 m?/kg
dozda verilebilir. Her iki yontemle de maksimum kan plazma konsantrasyon seviyesine
yaklisik bir saat icinde ulasir. Eleminasyon yar1 omrii bes ile sekiz saat arasindadir.
Dokulardaki siklofosfamidin dagilimi plazma ile paralellik gosterir, %67’ si proteine bagh
siklofosfamid metaboliti olarak bulunur. Normal hepatik ve renal fonksiyona sahip
hastalarda tiim vuciittan hepatik eleminasyonu 5,4 1/h hizla gerceklesir. Ilacin %10 u
idrarla degismeden atilirken siklofosfamidin ¢ogunlugu inaktif metabolitler halinde atilir
(14). 1lacin safradaki konsantrasyonu kan plazmasindakiyle benzer olmasina karsin

enterohepatik geri dolasima bagli olarak diskida oldukg¢a az bulunur (15).
Siklofosfamid karacigerde aktif karma fonksiyonlu oksidazlarca aktif

metabolitlerine doniisiir . Bu metabolitler kan akimi yoluyla kanserli hiicrelere ulastirilir

(16).

22



—NH

cl /I/cn
IN
SN
/s
Q

Sekil 11. Siklofosfamidin molekiiler yapisi.

2.2.1.3.1. Siklofosfamid ve Fertilite

Kemoterapi alan hastalarda sag kalimi arttirmak kadar fertilitenin korunmasi da énemli
bir konudur (17,18). Siklofosfamid solid tiimorler, immiin aracili hastaliklar da dahil olmak
Uzere bir¢cok neoplastik ve non-neoplastik c¢ocukluk ¢agi hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan alkilleyici bir ajandir (19,20). Siklofosfamide maruz kalan erkeklerden elde
edilen testikuler biyopsilerde normal bir spermatogenezde gerekli olan germinal epitelin
hasarlandig1 gosterilmistir (21,22). Biyopsi bulgular1 da siklofosfamide maruz birakilan
erkek hastalarda klinik bulgularla desteklenmis ve azospermi insidansinin arttigi
belirlenmistir (23,24). Siklofosfamide bagh olarak olusan gonadal hasar doza baglidir, 25
g/m? " den fazla miktarda siklofosfamid tedavisi alan hastalarla 7,5 g/m? ‘den daha az
dozlarda alan hastalar arasinda anormal sperm oranlari arasinda anlamli fark bulunur
(25,26).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksijen insan hayati i¢in elzem bir molekiildiir ancak viicudun siradan fizyolojik
metabolik faaliyetlerinde olusan bazi reaktif oksijen tiirleri hiicre hasarlanmasi olusturabilir
(27). Reaktif oksijen tiirleri degisime ugramamis oksijene gore kimyasal tepkimelere
girmeye daha megillidir. Bunlarin birgogu serbest radikaldir (28). Dis yoriingelerinde
eslesmemis elektronu olan yiiksek enerjili atom, molekiil veya iyonlara radikal ya da ¢ogu
zaman serbest radikal denir. Kararsiz yapida olan bu radikaller hizla reaksiyona girerek
kararli hale gegmek isterler. Dolayisiyla oldukga reaktiftirler (29). Protein, lipid, DNA gibi
hiicre bilgenlerine zarar verebilecek reaksiyonlara girebilirler. Kalp ve damar hastaliklari,
dejeneratif hastaliklar, kanser,yaslanma, immiin sistemi hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklara
neden olur (27).

Slperoksit anyonu ve hidroksil radikali hiicre zarinda bulunan ¢oklu doymamis

yag asitlerinin alfa metilen gruplarindan hidrojen atomunu ayirarak lipid peroksidasyonunu
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baslatir. Superoksit anyonu veya H,O, (hidrojen peroksit) nin; demir iyonunun katalizor
oldugu Fenton ve Haber- Weiss reaksiyonlariyla olusan hidroksil radikali
peroksidasyondan esas sorumlu radikaldir (30).

Serbest oksijen radikalleri hiicreyi ii¢ yolla hasarladigi bilinir ;

a) Hiicre zarindaki kolesterol ve ¢oklu doymamis yag asitleriyle tepkimeye
girerek  peroksidasyon  metabolitleri  meydana  getirirler.  Lipid
peroksidasyonu denilen bu oksidatif tepkimeler hiicre zarinda irreversible
haraplanma olusturur.

b) Lipid peroksidasyonuyla olusan radikallerden malondialdehit yapilir. Hiicre
zarindaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olarak iyon gecirgenligini
ve enzim aktivitesini bozar (31). MDA (malondialdehit) hiicre zarini kolayca
gecerek DNA ile tepkimeye girer ve hasar olusturur (32). Hucrenin
yaslanmasina ve kanserlesmesine sebep olabilecek DNA haraplanmasi
yapabilir.

c) Glutatyon ile oksidatif reaksiyona girerek stlfir icerikli radikaller
olustururlar. Bu radikaller proteinlerdeki stilfiir ile disiilfit bag1 yaparak
yapilarini bozarlar (33).

Organizmada prooksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlar
lehine bozulmasina oksidatif stres denir. Serbest oksijen radikalleri artarsa oksidatif stres
tetiklenir (34). Antioksidan enzim sistemleri aktive edilir. Hiicre i¢i savunma sistemleri
yeterli olmazsa oksidasyona duyarli DNA, lipid, protein ve karbonhidratlar1 igeren hiicre
yapilar1 hasarlanir (35). Oksidatif stres olusturan prooksidanlar canlida bulunan glutatyon
peroksidaz, superoksit dismutaz, katalaz gibi enzimlerle ve de transferin, seruloplazmin,
askorbik asit, indirgenmis glutatyon, alfa-tokoferol gibi antioksidanlarla elemine edilirler
(36). Antioksidanlarin azalmasi veya metabolitlerinin azalmasina bakilarak antioksidan

tilketimi belirlenmek suretiyle oksidatif stres degerlendirilebilir (37).

2.3.1. Antioksidanlar
Reaktif oksijen tiirlerinin canlilarda 6nemli hasarlar olusturdugu bilinmektedir. Bu
hasarlar1 6nlemeye kars1 antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler SOD
(superoksit dismutaz), katalaz, ferritin gibi hticre i¢i ya da seruloplazmin, haptoglobulin,

hemopeksin, transferin gibi hiicre dis1 olabilmektedir (38,39).
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Antioksidanlar organizmayi serbest radikal hasarindan korumak igin ¢esitli

savunma yontemleri kullanirlar;

a) SOD ve katalaz gibi enzimlerle katalitik olarak uzaklastirilabilir

b) Serbest radikal olusumu proteinler yapilarini ayirarak veya oksijen
molekiiliine electron aktarimii engelleyerek kontrol edebilir. Bu yolla
transferrin,  albumin,  haptoglobulin,  hemopeksin, hemoksijenazlar
kullanilarak hem, bakir ve demir iyonlar1 gibi prooksidanlarin etkinligi
siirlandirilabilir.

c) Saperon proteinleri DNA molekiiliinii sararak, mitokondriyal enzimler
membrandaki PUFA (¢oklu doymamis yag asidi) miktarin1 ayarlayarak
biyomolekalleri oksidatif stresten korurlar.

d) Karotenoidler super oksid radikalinin reaktivitesini baskilarlar. Bu &zellik
karotenoidlere 6zgudur.

e) E.coli bakterisinin fumaraz-c enzimi oksidatif hasara duyarli molekiilleri
duyarsiz olanla yer degistirerek koruma saglar.

f) GSH (glutatyon), alfa-tokoferol, askorbat, trat, albumin, ve plazminojenler
gibi antioksidanlar serbest radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek
onemli  biyolojik  molekiillerin  zararli  radikallerle etkilesmesini
onlerler.Normal hiicre yapisinin bozulmasi metal iyonlar1 salinmasina sebep
olur ve oksidatif hasar hizlanir. Demir iyonlarinin H,O, den uzak tutmak
koruma saglar.(40)

g) Siperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz,
katalaz enzim fonksiyonu olan endojen antioksidanlardir. Transferin,
sertiloplazmin, ferritin, myoglobin, hemoglobin, melatonin, glutatyon,
sistein, bilirubin, trat, aloumin,karnozin ve laktoferrin enzim gorevi olmayan
endojen antioksidanlardir (41). Folik asit, alfa-tokoferol, beta-karoten,demir
selatorleri ve askorbik asit ise organizmaya disaridan alinan ekzojen

antioksidanlara 6rnek olusturur (42,43).

2.4. Karnozin
Karnozin ilk kez 1900 yilinda Rus kimyager Gulewitch tarafindan et iginde
bulunan protein olmayan ve nitrojen igeren bir bilesik olarak tanimlanmistir (44). Karnozin

hayvanlarda kas ve beyin dokusunda &zellikle olfaktdr yapilarda bol miktarda bulunur.
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Fazla et tuketiminde karnoziniri gorulebilir. Molekiler formuli CgoHi4N4Oz°dir ve
molekiiler agirhig 226,23 g/moldir (sekil 12). Erime noktas1 253 C derecedir. Karnozinin
sudaki ¢oziiniirliigi oldukca yiiksektir. 3,1 ml 25 C derece suda bir gram karnozin
¢oOzlnebilir (45,46).

Sekil 12. Karnozinin molekuler formali

Karnozin g-alanil ve L-histidin ‘den olusan dogal bir dipeptiddir. Karnozin,
karnozin sentaz enzimiyle sentezlenir. L-histidinin imidazol halkasinin metillenmesiyle
anserin olusur. Ophidin ve balenin de diger metilenmis karnozin analoglaridir. Karnozin
kan, karaciger ve bobrekte bulunan karnozinaz enzimiyle yikilir (44,47).

Besinlerle alinan etin igindeki karnozin miktar: tiiketilen hayvan tiiriine ve kas
metabolizmasina gore degisir. Glikolitik kaslar daha fazla karnozin igerirler. En ¢ok kuzu
etinde bulunmakla birlikte dana ve domuz etinde de bolca bulunur. Iskelet kas1 gibi uzun
Oomurlu dokularda bolca olusan karnozinin birgok homestatik gorevi vardir. Memelilerde
antioksidan, antiglikasyon etkili, serbest oksijen radikalleri temizleyicisi, ph tamponlayicisi
ve metal iyonu selatorii molekiil olarak bilinir (48). Icerdigi imidazol halkasi sayesinde iyi
bir ph tamponlayicisidir (49).

Karnozinin antioksidan mekanizmasi metal iyonlarinda selasyon etkisine,
superoksid dismutaz enzimi benzeri aktivitesine, reaktif oksijen Grinleri ve serbest
radikalleri atabilme yetenegiyle iliskilidir (50). Karnozin yaslanma ve iliskili patolojilerde
gorilen protein oksidasyonu, glikasyon ve ileri glikasyon son triinleri olusumunu baskilar.
Glikasyon serbest radikallerden ayri olarak ileri glikasyon son {iriinleriyle hiicresel
yaslanmaya sebep olur (46).

Proteinler, ketonlar ve aldehitler tzerinde antiglikasyon etkisi sayesinde ¢ok
toksik bir lipid oksidasyon {iriinii olan malondialdehit olusumunu azaltir (51). Aldehitlerin
neden oldugu protein-protein ve protein-DNA ¢apraz baglanmalarini 6nler. Mitokondriyal

solunum ve oksijen tiiketimini diizenleyerek kanserin enerji metabolizmasini, biiyiime ve
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progresyonunu etkiler. Bu fizyolojik 6zellikleriyle az yan etkiye sahip potansiyel bir anti-
kanser ilac1 olabilir (52). Iskemiye bagli vaskiiler tip demansta ¢inkonun tetikledigi noron
6limiini onler. Proteinlerdeki ¢capraz baglanmayi onleyici etkisiyle Alzheimer hastaliginda
beta amiloid olusumunu inhibe eder. Kan beyin bariyerini kolayca gegebilir ve yan etkisi
yoktur. Olfaktor kortekste glutamaterjik reseptorler zerinde norotrofik ve noroprotektif

etkileri vardir. Serebral iskemi ¢alismalarinda mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (53).

Karnozin iyi bir metal iyon selatoriidiir. Bakir, ¢inko, kobalt,demir iyonlariyla
birlesip kompleks olusturabilir. Bu iyonlara bagl reaksiyonlari inhibe eder. Ornegin demir
iyonlariyla selasyon yapmasi sonucunda lipid peroksidasyonu baskilanir.

Karnozin antioksidan aktivitesini metal iyon selasyonu, ROS (reaktif oksijen
tirevleri) ve peroksil radikalleri temizlenmesi gibi farkli mekanizmalarla
gerceklestirebilir. Karnozin serbest radikalleri temizlemesinin yanisira bunlari {ireten
enzim sistemlerinin de aktivitelerinin duizenleyicisidir (54,55).

Karnozin fizyolojik konsantrasyonlarda superoksit anyonlariyla siiperoksit
dismutaz enzimi gibi reaksiyona girebilir (56). Interlokin 1B Urettirerek apoptozisi azaltir.
B ve T lenfosit aktivasyonu yapar. Inflamasyonu baskilayarak yara iyilesmesini hizlandirir.

Deneysel mide iilseri ¢alismalarinda ¢inko ve karnozin birlesiminin gastrik
mukozay1 korudugu gosterilmistir (57,58).

1990’lardan beri ¢esitli hayvan modellerinde yapilan in vivo calismalarda
karnozinin testis, beyin ve bobrek gibi organlarda iskemi reperfliizyon hasarini azalttigi
gosterilmistir (59,60).

Karnozinin deneysel olarak kopeklere intraven6z enjeksiyonu sonrasi sistemik
kan basimcinda gegici bir azalma saptanmistir (61). Ratlarda yapilan ¢alismalarda bunun
karnozinin direk vazodilatator etkisine bagli olabilecegi gosterilmistir (62).

3. GEREC YONTEM

3.1. Arastirma Tipi:

Arastirmamiz prospektif ve deneysel niteliktedir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Aragtirmamz Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 07 Mart 2017 tarihinde 08/2017 Protokol no ile etik agidan uygun
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bulunmustur. Haziran 2017’de malzeme tedarik edilmeye baslandi. Temmuz 2017’de
Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali’nda ila¢ uygulama ve
sakrifikasyon yapildiktan sonra, alinan testis dokularindan sol testis biyokimyasal analizler
icin Fizyoloji Anabilim Dali’na, sag testis ise histolojik analizler i¢in Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim dalina getirilerek gerekli ¢aligmalar yapildi.

3.3. Arastirma Evreni ve Calisma Gruplari:

Arastirmada alti deney grubu olmak iizere toplamda 40 deney hayvani (sican)
kullanild1 ve deney gruplar1 asagidaki gibi diizenlendi.

1.Grup, Kontrol grubu: Hicbir madde uygulanmayan, bazal degerler igin
kullanilan gruptur. Deney baslatildiktan 48 saat sonra tiim denekler sakrifiye edildi ve
testis doku ornekleri alindi.

11.Grup, Siklofosfamid (CP) grubu: Deneklere deney baslangic guni tek doz i.p.
yolla 150 mg/kg siklofosfamid verildi. 48 saat sonra tim denekler sakrifiye edildi.

111.Grup, Karnozin (K) grubu: Deneklere deney baslangi¢ giinii tek doz i.p. yolla
250 mg/kg karnozin verildi. 48 saat sonra tiim denekler sakrifiye edildi.

IV.Grup, Karnozin + Siklofosfamid (K+CP) grubu: Deneklere deney
baslangicinin birinci gund 6nce tek doz 250 mg/kg karnozin, bir saat sonra 150 mg/kg
siklofosfamid i.p. yolla verildi. 48 saat sonra tim denekler sakrifiye edildi.

V.Grup, Karnozin = Siklofosfamid (K=CP) grubu: Deneklere deney
baslangicinin birinci giinii 6nce tek doz 250 mg/kg karnozin ve 150 mg/kg siklofosfamid
birlikte i.p. yolla verildi. 48 saat sonra tim denekler sakrifiye edildi.

VI1.Grup, Siklofosfamid + Karnozin (K=CP) grubu: Deneklere deney
baslangicinin birinci gunt 6nce tek doz 150 mg/kg siklofosfamid 1 saat sonra 250 mg/kg
karnozin i.p. yolla verildi. 48 saat sonra tim denekler sakrifiye edildi.

Karnozin uygulamasi:

Karnozin (Sigma, St. Louis, MO, USA) odncelikle SF (serum fizyolojik) icinde
cozindurulerek elde edildi. Karnozin i.p. yolla 250mg/kg dozda verildi (63).
Siklofosfamid uygulamasi:

Siklofosfamid (Sigma, St. Louis, MO, USA) oncelikle SF icinde cozlndurulerek elde
edildi. i.p. yolla 150mg/kg dozda verildi (64).
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Deneklerin Yasami Sonlandirma Zamani ve Yontemi:
Denekler dahil olduklar1 gruplara gére ketamin-ksilazin anestezisi altinda 48 saat sonunda
sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sirasinda deneklerin testis dokular1 ¢ikarildi.

Alman dokulardan; sag testis histolojik incelemelere, sol testis ise biyokimyasal
incelemelere tabi tutulmustur. Histolojik incelemeler igin alinan sag testisler formaldehit
ve bouin soliisyonu i¢ine koyuldu. Biyokimyasal incelemeler i¢in alinan sol testis ise
deney tiipii ile kuru buz icerisine koyulmustur.

Denek Agirhiklarimin Degerlendirilmesi
Deney baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oncesi) deneklerin agirliklart

8lculdi.

3.4. Calisma Materyali:

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart
Laboratuvari’ndan temin edilen, Wistar Albino susu toplam 40 adet 12 haftalik (200-250
gr) yetiskin erkek sican kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi
nedeniyle bu tiir se¢ildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel analiz igin,
kontrol grubunda bes diger her grupta yedi denek olacak sekilde planlandi. Tiim hayvanlar
deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik /
aydinlik periyodunda, 20-22°C oda sicakliginda %50-60 nisbi nem bulunan standart
hayvan oda ve kafeslerinde barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart
pellet yem ile beslendi (ad libitum). Deneyde kullanilan hayvanlarin 12 haftalik olarak
secilme sebebi, insanda 18-30 yas araligina denk gelmesinden dolayidir.

3.5. Veri Toplama Araclar:
3.5.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler
Arastirmada deneklerin ve testislerinin agirliklarini 6l¢mek i¢in terazi, deneklerden
elde edilen dokularin doku takibinde etiiv, incelenmesinde kesit almak i¢in mikrotom,
boyamalarda kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in nemli ortam kabi ve otomatik mikropipetler, biyokimyasal incelemeler
i¢in sogutmali santrifiij cihazi, vorteks cihazi, inkiibator, homojenizator, spektrofotometre

ve buzluk kullanildi.
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3.5.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku 6rneklerine rutin doku takip prosediirii uygulandi.
Ince kesitleri alindi, histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalar1 yapildi.
Arastirmada histokimyasal inceleme igin Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson Trikrom
histokimya boyamalari, immiinohistokimya olarak Aktif Kaspaz-3 ve Anti-klaudin5
antikoru boyamalar1 yapildi. Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, Aktif Kaspaz-3 ve
Anti-klaudinS  boyamalar1 i¢in 40x biyiitmede, PAS boyamast i¢in ise 100x’ lik
biiyiitmede inceleme yapilarak Image J (1,50) programi ile degerlendirme yapildi.

Biyokimyasal incelemeler igin GSH (Glutatyon), MDA kitleri kullanildi.

3.5.3. Histokimyasal Incelemeler

Deneklerden alinan sag testis doku drnekleri mikroskobik incelemeler i¢in Bouin
soliisyonunda fikse edildi. Testis dokular1 biitiin olarak 24 saat boyunca fiksatif icinde
birakildi. Bouin soliisyonu i¢inde fikse edilen dokular, %70’lik alkol i¢inde sar1 renk
tamamen ¢ikana kadar yikandi. Dereceleri giderek artan etil alkol serilerinden gegirilerek
dehidratasyonlar1 yapilip, dort degisim aseton ve iki degisim ksilen serilerinden gegirildi.
Ksilen ile seffaflandirilan dokular parafine emdirme isleminden sonra parafin bloklara

gomiilme islemi yapildi (

Tablo 1). Elde edilen parafin bloklardan mikrotomla polilizin kapli lamlara 5 um
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson-Trikrom
boyama protokolleri uygulanarak 1sik mikroskobu altinda degerlendirme islemleri yapildi.
Hematoksilen-Eozin boyamasi ile seminifer tiibiil ¢ap1 6l¢iildii. Germ hiicre ve germ hiicre
tabakasi, interstisyel alandaki Leydig hicreleri ve genel testis morfolojisi incelendi.
Masson Trikrom boyamasi ile bag dokusu yapisi incelendi. PAS boyamasi ile bazal
membran kalinhigi 6lgiildii. Anti-claudin-5 ve aktif kaspaz-3 boyamalar1 yapildi.
Degerlendirmeler igin Image J (1.50) progranu kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakultesi Arastirma Laboratuvarinda bulunan Olympus BX 51 Mikroskobu ile histolojik
preparatlarin fotograflari ¢ekildi. Caligsma sirasinda testis dokusu degerlendirilirken
seminifer tiibiillerin ¢aplari, tiibiil epitel kalinlig1 6l¢iiliip, interstisyel Leydig hiicrelerinin
dejenerasyonu degerlendirildi. Elde edilen veriler, Johnsen skorlama yontemi kullanilarak

ortalama degerleri bulundu ve gruplar arasindaki farkliliklar karsilastirildi (Johnsen, 1970).
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Tablo 1. Doku takip protokolii

Islem Madde Siire
Fiksasvon Bouin soliisvonu 12-24 Saat
Fiksatiften Uzaklastirma 267071k Alkol 1 Gece
Dehidratasvon 26707k Alkol 1 Saat
270°lik Alkol 1 Saat
% 70°lik Alkol 1 Saat
268071k Alkol 1 Saat
2696711k Alkol 1 Saat
Post Fiksasvon Aseton 1-2-3-4 17er Saat
Seffaflastirma Ksilen 1-2 1"er Saat
Yumusak parafin 1-2 17er saat
Bloklama Sert parafin

3.5.3.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamast
Johnsen skorlamasi i¢in her grupta rastgele on adet tiibiil degerlendirildi. Gruplar arasi
istatistiksel degerlendirmeler icin One Way ANOVA testi kullamldi. Istatistiksel olarak
p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi (
Tablo 2) (65).

Tablo 2. Johnsen Testikiler Skorlama Y 6ntemi
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Skor Histolojik Bulgular

10 Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

9 Birgok spermatozoa var, germinal epitelvum bozuk ve limen oblitere
8 Yalniz birkac spermatozoa var (<3-10)

i Spermatozoa vok, bircok spermatid var

6 Spermatozoa vok, valnizea birkac spermatid var (<3-10)

3 Spermatozoa/ spermatid vok, ¢ok savida spermatosit var

4 Yalnizca birkac spermatosit var (<3), spermatid/ spermatozoa vok
3 Germ hiicresi olarak valniz spermatogonia meveut

2 Tiibiiller igerisinde germ hiicresi vok, Sertoli hiicreleri meveut

1 Tiibiiller igerisinde hiicre vok

3.5.3.2. Hematoksilen-Eozin Boya Yontemi

Alinan parafin kesitler iki giin 37°C de etiivde bekletildi. Kesitler iki saat 60°C de
etiivde bekletildi. ilk 20 dakikas1 60°C de etiivde, diger iki degisim oda sicakliginda
yirmiger dakika olarak {i¢ kez ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Distile suda yikandiktan sonra on dakika
Hematoksilen boya soliisyonu icerisinde bekletilip, akan suda on dakika yikama islemi
sonrast suyu siiziillip iki dakika boyunca eozin boya soliisyonu icerisinde bekletildi. Birer
dakika siireyle sirayla %70, %80, %96’ ya kadar artan etil alkol serilerinden gecirildi ve (¢
kez 20 dakika ksilol ile seffaflandirma yapilip entellan ile kapatildi. (Tablo 3).

Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama protokoli
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islem Madde Siire
Deparafinizasyvon 60T etilvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1s15mnda) 10 dalilea
Deparafinizasvon Ksilen 3 (oda 1sisinda) 10 dakika
Dehidratasyon % 100" Liik alkol Calkalama
Dehidratasyon 21007 Lk alkol Calkalama
Dehidratasyvon 1296 1k alkol ( alkalama
Dehidratasyon %280’ lik allkol Calkalama
Dehidratasyon %270’ lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Albkarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Dehidratasyon %2 70-80-96-100-100"lik alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflasnrma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

3.5.3.3.  Masson Trikrom Boyama Ydntemi

Kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etlivde bekletildi. Daha sonra

20’ser dakikalik ti¢ farkl ksilen serilerinden gecirildiler. Ardindan kesitler azalan alkol

serilerinden gegirilerek (absoli alkol, %96, %80 ve %70’lik alkol) ve distile suya

getirildiler. Kesitler distile sudan ¢ikarildiktan sonra Masson Trikrom boyama kitiyle (Bio-

optica, 04-010802) boyama islemleri gerceklestirildi. Dokular boyama kiti i¢indeki
weigert’s hematoksilen- sollisyon A (Reaktif A) ve soliisyon B (Reaktif B) icinde on dk
bekletildi. Daha sonra yikanma islemi yapilmadan pikrik asit alkolde (Reaktif C) dort dk

bekletildi. Distile suyunda ¢alkalandi. Ardindan ponceau-asit fuksin solisyonunda (Reaktif

D) dort dakika boyandi. Distile suda yikandi. Preparat on dakika fosfomolibdik asitte

(Reaktif E) tutuldu. Ardindan masson anilin mavisi sollisyonunu (Reaktif F) dokiilerek bes

dakika bekletildi. Distile suda yikandi. Daha sonra absol alkolii takip eden %95’lik alkolde
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dehidrate edildi ve yikandi. Ksilol ile seffaflagtirildi ve entellan ile kapama islemi yapildi
(Tablo 4).

Tablo 4. Masson Trikrom boyama protokoli

Tslem NWiadde Siire
Dreparalfinizasyon 60=C etlivde 1 gecs
Deparafinizasyon E=ilen 1 {etivde) 30 dakailea
Deparafinizasyon Esilen 2 {oda 1s1sinda) 20 dakilka
Deparafinizasyon Ksilen 3 {oda 1sisinda) 20 dakika

Rehidratasyon 2o 100 Lk alkol Calkalana
Rehidratasyon Lo V0D ik alkeol Calkalamma
Rehidratasyon 2oo6" ik alkol Calkalama
Rehidratasyom 24807 ik alkol Calkalama
Rehidratasyomn 2a70 " lik alkol Calkalama
Wikama Distile su Calkalama
Boyama Reaktif A+ Reaktif B soliisyomnu 10 dabkoilea
Boyama Reaktif O 4 dabcilea
Wolkcamoua Distile su Calkalama
Boyama Reaktif Ty 4 dakika
Wikamma Distile su Calkalama
Bovamsa EBeaktif E 10 dakilea
Bovama Reaktif F 5 dabkilca
Yilkarma Distile su Calkalamma
Dehidratasyon Lo T0-80-946-100-1 007 ik allcaller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastrma Ksilen 2 20 dakilca
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

3.5.3.4.  Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Ydntemi

Bazal membran kalinligindaki degisiklikleri incelemek i¢in PAS boyamasi yapildi.
Kesitler deparafinizasyon islemi igin bir saat 60°C de etiivde bekletildi. Ardindan bir saati
60°C de etiivde, 20 dakika da iki degisim halinde oda sicakliginda olmak iizere ii¢ degisim
ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %70’e kadar azalan alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra PAS boyama kiti (Bio-optica, 04-
130802 Milano, Italya) icerisinden periyodik asit soliisyonu (Reaktif A) igerisinde on dakika
bekletildi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin ii¢ dakika
distile suda bekletilen kesitler suyu stizillip 20 dakika Schiff boya solusyonu (Reaktif B)
icerisinde bekletildi. Daha sonra distile su ile yikanan kesitlerin {istiine potasyum metabisiilfit
solisyonunu (Reaktif C) konularak iki dk bekletildi. Kesitlere yikama iglemi yapilmadan
fiksatif solisyonu (Reaktif D) konularak iki dk bekletildi. Boyama igleminin ardindan kesitler

distile suda iyice yikandiktan sonra Mayers hematoksilen soliisyonu (Reaktif E) i¢inde U¢ dk

34



bekletildi. Boyamadan sonra bes dakika akarsuda yikanan kesitler daha sonra %96’lik alkolle
calkalanip U¢ kez 20’ser dakika ksilol ile seffaflandirma yapilip entellan ile kapatildi (Tablo 5).
Tablo 5. Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokoli

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60T etitvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 1 saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (odaisismda) 30 dakika
Dehidratasyon %2 100-100-96-80-7071ik alkcl Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyvama Reagent A 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Bovama Feagent B 20 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama BeagentC 2 dakika
Boyama BeagentD 2 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama ReagentE 3 dakika
Yikama Alkarsu 5 dakika
Dehidratasyon 2460-70-80-96-100"Tuk alkol serilen Calkalama
Seffaflastirma KEsilen 1-2-3 20°ser dakika
Kapama Entellan

3.5.4. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Anti-klaudinS boyamasi ve aktif kaspaz-3 immun isaretlemesi ile sitoplazma koyu
kahverengi boyandi.

3.5.4.1. Anti-klaudin5 Boyama Yontemi

Immiinohistokimyasal inceleme icin deparafinizasyon sonrasi kesitler on dk. on
Mm sitrat buffer ile mikrodalgada 1sitildi. Dakopen ile c¢evreleri sinirlandirildi ve daha
sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla bes dk. %3’luk
Hidrojen peroksit uygulandi. ii¢ defa beser dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan
kesitler bir saat oda 1sisinda bloklama soliisyonu ile enkiibe edildi ve ardindan yikama
yapilmadan Anti-klaudin5 1:100 (SAB4200538,sigma) antikoru ile +4°C de enkibe
edildi. Ardindan 6nce 30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor daha sonra da 30 dakika

enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) uygulandi.
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Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin
boyamast Mayer hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi
gerceklestirilen kesitler ile seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapama islemi
yapildi.
3.5.4.2.  Aktif Kaspaz-3 Boyama Ydntemi

Immiinohistokimyasal inceleme icin deparafinizasyon sonrasi kesitler on dk. on
Mm sitrat buffer ile mikrodalgada 1sitildi. Dakopen ile ¢evreleri sinirlandirildi ve daha
sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla bes dakika boyunca
%3liik hidrojen peroksit uygulandi. Ug defa beser dakika fosfat tampon soliisyonu ile
yikanan kesitler bir saat oda 1sisinda bloklama soliisyonu ile inkiibe edildi ve ardindan
yikama yapilmadan aktif anti-kaspaz-3 1:100 (AB3623, Millipore) antikoru ile sifirin
ustiinde dort derecede inkiibe edildi. Ardindan 6nce 30 dakika biyotinlenmis sekonder
antikor daha sonra da 30 dakika enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in Diaminobenzidin
(DAB) kullanildi. Zemin boyamast Mayer hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde
dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ile seffaflastirma isleminden sonra entellan

ile kapama iglemi yapildi.

3.5.5. Biyokimyasal Incelemeler

Homojenizasyon

Tim siganlarin hafif eter anestezisi altinda testis dokular1 disseke edildi. Her
siganin sag testis dokusu serum fizyolojik ile yikandi ve ultrasonik homojenizatorde
(Bandelin Sonopuls, Germany) 0.15 M KCI icinde homojenize edildi. Homojenizasyon
islemleri buzla sogutulmus ortamda yapildi. Homojenatlar 10 000 rpm, sifirin iistiinde dort
derecede 20 dk santrifuj edildi. Santrifij sonucu elde edilen stpernatanlar olgtimler
gergeklestirilene kadar -80°C’de saklandi. Doku hasarini gostermek i¢in Malondialdehit
(MDA) seviyeleri, antioksidan durumu degerlendirmek i¢in Glutatyon (GSH) seviyeleri
ticari kitlerle kit prosedirlerine gore él¢uld.

MDA ve GSH diizeylerinin saptanmasi

MDA ve GSH seviyeleri Oxis Research kitleri kullanilarak spektrofotometre (T80,

PG instruments, UK) ile 6l¢iildii. Olgiimler hazirlanan siipernatanlarda gergeklestirildi.

36



MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari Kiti ile
spektrofotometrik yontemle oOlciildii. Kitin calisma yontemi kromojenik bir reaktif ile
MDA’nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline dayanir. 586 nm’de absorbans 6lgllerek
standart egrisinden MDA degerleri belirlendi.

GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis International, USA) kiti ile olgalda.
Kitin calisma yontemi chromophoric thione olusumu temeline dayanir. Tamponla
karistirilan siipernatana indirgeyici ajan eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma
dontistiiriilir. Daha sonra kromojen eklenip pH arttirilarak chromophoric thione
olusturulur. 420 nm’de absorbans Ol¢iilerek GSH konsantrasyonu belirlendi.

Doku protein Slgtimleri BCA protein kitiyle yapildi. Kitin ¢alisma prensibi total
proteinin kolorimetrik tayininde BCA (bisinkoninik asit) kullanilmasina dayanmaktadir.
Iki molekil BCA bir bakir iyonu ile selatlanarak morumsu renkte reaksiyon
olusturmaktadir. Spektrofotometrede 620 nm’de absorbans okunarak standart egrisinden
protein konsantrasyonu belirlendi.

Istatistik degerlendirme

Tiim veriler ortalama+SH olarak gosterildi. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar
SPSS programinda one-way ANOVA post hoc LSD testi kullanilarak degerlendirildi. p<

0.05 anlamlilik diizeyi esas alindu.
3.6 Arastirma Plani ve Takvimi
Tez Konusunun Belirlenmesi ve Literatiir Arastirmasi

Mayis 2016 — Aralik 2016

Etik Kurul Izni Alinmasi

7 Mart 2017

Tez Yazim ve Uygulamalar i¢in Literatlir Tarama ve Arastirma Yapilmasi

Nisan 2017 — Haziran 2017

Deneysel Materyalin Toplanmasi

Temmuz 2017 — Agustos 2017
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Laboratuvar Calismalari

Eylil 2017 — Ocak 2018

Tez Yazimi

Subat 2018 — Mayis 2018

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi
Tim veriler SPSS 23,0 istatistik programina yiiklendi. Veriler ortalama + standart hata
olarak gosterildi. Gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. P<0.05 anlamlilik diizeyi esas alindi (66).
Biyokimyasal degerlendirme de ise tiim veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar SPSS programinda one-way ANOVA
post hoc LSD testi kullanilarak degerlendirildi. p< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alindi.

3.8. Arastirmamn Sinirhhiklar:
Deneklere siklofosfamid verilerek testikiler hasar olusturuldu. Smirliligimiz
fonksiyonel olarak fertilitenin degerlenirilememesidir. Deney Oncesi ve sonrasinda
spermium sayisi, morfolojisi hareketliligi, canliligina bakabilmek verilerimizi

guclendirirdi.

3.9. Etik Kurul Onay1

Arastirmanz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 07 Mart 2017 tarihinde gerceklestirilen toplantida, 08/2017 Protokol no ile etik
acidan uygun bulunmustur(EK-1).
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4. BULGULAR

4.7. Viicut Agirhklarimin Karsilastirilmasi
Calisma baslarken ve biterken sicanlarin viicut agirlik degerleri belirlendi. Deneklerin
calisma baslarkenki viicut agirliklarinin ortalama degerleri; kontrol grubunda 237,81 +2,82
gr, siklofosfamid grubunda 239,43 +6,58 gr, karnozin grubunda 277,43 £ 8,07 gr, CP+K
grubunda 215,11 + 5,31 gr, CP=K grubunda 243,71 + 3,76 gr, K+CP grubunda 240,29
+2,88 gr olarak saptandi. Deneklerin g¢alisma sonundaki viicut agiliklarinin ortalama
degerleri; kontrol grubunda 239,61 + 2,96 gr, siklofosfamid grubunda 236,71 + 6,48 gr,
karnozin grubunda 279,43 + 8,25 gr, CP+K grubunda 216,71 + 5,27 gr, CP=K grubunda
245,57+3,56 gr, K+CP grubunda 242,14 + 2,87 olarak saptandi (Sekil 13).
Deney Oncesi ve sonrasindaki viicut agirlik farklar acisindan degerlendirildiginde;
siklofosfamid grubu hari¢ tiim gruplarda anlamli artis olurken siklofosfamid grubunda

anlamli azalma olmustur (p<0,05).

Denek Agirliklar
350
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= 200 -
*bp
% 150 - H Deney 6ncesi vicut agirhgi
§ 100 - m Deney sonrasi viicut agirhigi
50
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O & S C o) X
o(‘\d'\ (\0 \'b<(\ \g( %// (S
© * &
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&

Sekil 13. Viicut agirliklarinin degerlendirilmesi.
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Tablo 6. Viicut agirliklarinin deney 6ncesi ve sonrasindaki farkin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve tabloda

koyu yazildu.

Grup P degeri

kontrol 0,027
K 0,017
CP 0,016
K+CP 0,016
K=CP 0,016
CP+K 0,016

4.8. Testis Agirhklarimin Karsilastirilmasi

Calisma sonunda deneklerin testis agirliklar1 6l¢iildii. Deneklerin testis agirliklarinin
ortalama degerleri; kontrol grubunda 1,49 + 0,01 gr, karnozin grubunda 1,48 £+ 0,03 gr,
siklofosfamid grubunda 1,25 +0,03 gr, K+CP grubunda 1,39 + 0,02 gr, K=CP grubunda
1,45 £0,01 gr, CP+K grubunda 1,34 + 0,02 gr olarak saptandi (Tablo 7).

Testis agirliklar1  degerlendirildiginde  kontrol  grubuyla; siklofosfamid ve
siklofosfamidin karnozinle kombine olarak verildigi diger li¢ grup arasinda ististiksel
anlamli fark bulunmustur. Kontrol ve karnozin gruplarindaki deneklerin testis agirliklari
ortalamalari, diger tiim gruplardakinden yiiksek oOlgiilmiistiir. Ayrica CP+K, CP=K ve
K+CP gruplarinda testis agirliklar1 siklofosfamid grubuna gore agir bulunmustur. CP+K
ile K+CP gruplar arasinda fark izlenmezken, CP=K grubunda anlamli artmis testis agirlik
degerleri saptanmistir (Sekil 14).

Tablo 7. Testis Agirliklarinin Karsilastirilmasi.

GRUPLAR Testis agirhiklan (g)
Kontrol 1,49 £0,01
Karnozin 1,48 + 0,03
Siklofosfamid | 1,25 +0,03
K+CP 1,39 £ 0,02
K=CP 1,45 +0,01
CP+K 1,34 £ 0,02
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. Testis Agirhgi .
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1,6 *# * #
, 1,48 1,48 145
1,4 # 139 1,34
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1,2
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0
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P ’
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Kontrol K CP K+CP K=CP CP+K

Sekil 14. Testis agirliklarinin karsilastirilmasi.

e *CP grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05), # Kontrol grubuna gore anlamli farki olanlar
(p<0,05)
Tablo 8. Testis agirliklarinin istatistiksel degerlendirilmesi (p<0,05).

Gruplar P Degeri
CP-CP+K 0,004
CP-CP=K 0,001
CP-K+CP 0,001
CP-K 0,001
CP- Kontrol 0,001
CP+K- CP=K 0,001
CP+K - K+CP 0,073
CP+K -K 0,001
CP+K - Kontrol 0,001
CP=K - K+CP 0,038
CP=K -K 0,710
CP=K - Kontrol 0,035
K+CP -K 0,011
K+CP — Kontrol 0,002
K-Kontrol 0,366

41



4.9. Histolojik Bulgular
4.9.1. Hematoksilen- Eozin (H-E) Boyama

Hematoksilen-eozin boyamasiyla; testis kapsiilii (tunika albuginea), seminifer tiibiiller
arasindaki bag dokusu (intersitisyel alan), bazal membran yapisi, seminifer tiibiil caplari,
spermatogenik seriye ait hicreler ve spermatogenezis (Johnsen skorlamasina gore)
degerlendirildi. Degerlendirmeler Olympus BX51 mikroskopu ve Olympus DP71
kamerastyla yapildi.

A-Kontrol Grubu: H-E ile boyanan kontrol grubu testis dokular1 incelendi. En dista
kapsiil (tunika albuginea) yapisindan itibaren, seminifer tiibiiller ve aralarindaki bag
dokusunun yapisinin korundugu izlendi. Bazal membranin seminifer tiibiil epitelini
belirgin bir sekilde sardigi ve higbir sekilde tiibiilden ayrilma durumunun (membran
ondiilasyonu) olmadigr goriildii. Seminifer tiibiil epiteline bakildiginda dejenerasyon
izlenmedi. Spermatogonyumdan itibaren biitiin spermatogenik serinin diizgiin bir sekilde
dizildigi izlendi. Olgun spermiumlarin seminifer tiibiil liimeninde goriilmesiyle de normal

bir spermatogenezisin gergeklestigi belirlendi (Sekil 15).

Sekil 15. Kontrol grubu olan testis histolojik gorinttsu (20x) (H-E). Nornal testis
morfolojisi gortlmektedir. Yildiz diizgiin siralanmis seminifer epitel. Beyaz ok tubiil

Iimeninde spermiyum.
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B-Karnozin Grubu (K): Degerlendirme sonucunda kontrol grubuna benzer bulgular
izlendi. Testisi gevreleyen tunika albuginea kontrol grubunda oldugu gibi normal bir
sekilde izlendi. Seminifer tiibiiller arasindaki intersitisyel alanda kan hiicreleri ya da damar
duvarlarinda dejenerasyon izlenmedi. Germinal epiteldeki spermatogenik hiicrelerin
normal yerlesim yerlerinde oldugu goriildi. Olgun spermiumlar seminifer tibdl limeninde
izlenerek spermatogenezisin eksiksiz olarak gergeklestirdigi belirlendi. Seminifer tiibiilii

saran bazal membranda hasar, kalinlasma ya da ondiilasyon izlenmedi (Sekil 16).

Sekil 16 Karnozin grubuna ait olan testis histolojik gorintdleri (20x) (H-E). Kontrol
grubuna yakin morfolojik goriintii sergilemektedir. . Yildiz seminifer epitelyum. Beyaz

ok tubil limeninde spermiyum.

C-Siklofosfamid Grubu (CP): H-E boyamasiyla yapilan degerlendirme sonucunda
kontrol ve karnozin grubuna gore belirgin germinal epitel hasar1 oldugu goriildii. Testisi
cevreleyen kapsiil (tunika albuginea) hasarsiz olarak goriildii ancak seminifer tiibiiller
arasindaki bag dokuda (intersitisyel alan) kan hiicreleri izlendi ve damarlarda dejenerasyon
belirlendi. Seminifer tiibiiliin germinal epitelinin bazal membrandan ayrildig1 (bazal
membran ondilasyonu) goruldi. Birgok seminifer tiibilde hasarlanma ve dejenerasyon
izlendi. Seminifer tlbullerde spermatogenik seriye ait hiicrelerin pargali gruplar halinde

oldugu baz tiibiillerde ise yok denecek kadar az spermatogenik hiicre oldugu gozlemlendi.
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Germinal epitelde spermatogenik hiicreler cevresinde vakuolizasyon belirlendi. Limeninde
olgun spermium bulunduran seminifer tiibiil sayist olduk¢a azdi. Testis dokusunda
tiibiillerin siklig1 yetersizdi ya da bir baska deyisle aralarindaki mesafenin belirgin olarak

fazla oldugu gozlemlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Siklofosfamid grubuna ait olan testis histolojik gorunttleri (H-E) A) Siyah ok
Seminifer tiibiiller arasi intersitisyel alanda goriilen kanamalar(10x) B) Yildiz Seminifer

tibdl epitelinde dejenerasyon ve anormal tiibiiler yap1 (20x)

D-Once Siklofosfamid Sonra Karnozin Verilen Grup (CP+K):. Hematoksilen-eozinle
boyanan testis dokular1 incelendiginde testisi ¢evreleyen kapsiil yapisi kontrol grubuna
benzerdi. Bazi seminifer tiibiillerin arasindaki intersitisyel alanda kan hiicreleri goriilmekle
birlikte tiibiillerin ¢ogunda intersitisyel alanda damar endotel dejenerasyonu ve kan
hicreleri bulunmamaktaydi. Bircok seminifer tiibllde spermatogenik seriye ait hicrelerin
hasarsiz oldugu  goriildi. Tiibiil liimeninde olgun spermiumlarin bulunmasiyla
spermatogenezisin gerceklestigi belirlendi.Germinal epiteli kusatan bazal membranda

hasar ve ondiilasyon izlenmedi. Az sayida seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon ve epitel

arasinda vakuolizasyon izlendi (Sekil 18).

Sekil 18. Once siklofosfamid sonra karnozin verilen gruba ait olan testis histolojik

goruntusi (20x) (H-E) kirmmzi ok germinal epitel hiicreleri arasinda vakuolizasyon

E-Siklofosfamid ve Karnozin Birlikte Verilen Grup (CP=K):. Hematoksilen-eozinle
boyanan testis dokulari incelendiginde bazi seminifer tiibiillerde germinal epitelde

vakuolizasyon oldugu goriildii. Germinal epitelin bazi tiibiillerde dejenere oldugu ve
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liimene dokiildiigli saptandi. Bu bulgularin disinda genelde tiibiillerin ¢ogu kontrol grubuna

benzer sekilde normal morfolojideydi.(Sekil 19).

Sekil 19. Siklofosfamid ve karnozin birlikte verilen gruba ait olan testis histolojik

goruntusi (20x) (H-E) kirmiz1 ok germinal epitel hiicreleri arasinda vakuolizasyon.

F-Once Karnozin Sonra Siklofosfamid Verilen Grup (K+CP): H-E boyanan
preperatlarda intersitisyel alanda yer yer kanamalar oldugu ve bazi tiibiiller germinal
epitelin bazal membrandan ayrildig1 goriildii. Nadir olarak da germinal epitelde goriilen

vakuolizasyon disinda geri kalan bir¢ok tiibiiliin normale yakin morfolojide oldugu goriildii
(Sekil 20).
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Sekil 20. Once karnozin sonra siklofosfamid verilen gruba ait olan testis histolojik

gorintisu. (20x) (H-E) kirmizi ok germinal epitel hiicreleri arasinda vakuolizasyon.

4.9.1.1. Johnsen Skorlamasi

Johnsen skorlamasinda hematoksilen-eozin boyali preperatlar iizerinden seminifer
tiibiillerin histolojik ozellikleri degerlendirilmek suretiyle tiim deney gruplarina puanlar
verildi. One Way ANOVA istatistik testi kullanilarak skorlar degerlendirildi.
Siklofosfamidle hasar sonrasi tedavi amagli, ©Oncesinde profilaktik olarak ve
siklofosfamidle es zamanli olarak karnozin verilen gruplarda; sadece siklofosfamidle hasar
olusturulan gruba gore anlamli sekilde yiiksek skorlarin verildigi goriildii.

Kontrol ve sadece karnozin verilen grup arasinda anlamli fark goriilmezken bu iki
grup diger tiim gruplardan anlamli sekilde yiliksek skorlar almistir. Siklofosfamidin
karnozinle birlikte verildigi li¢ grubun birbiri arasinda fark goriilmezken; kontrol ve
karnozin gruplarindan anlamli diisiik skorlar aldiklari saptandi (Sekil 21). (p<0,05

anlamlilik diizeyi)
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Johnsen Skorlamasi
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’ m Johnsen skoru 10 9,7 6,2 7,7 7,7 7,7

Sekil 191. Seminifer tubullerin Johnsen skorlamasina gore karsilastirilmasi

e *CP grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)
e # Kontrol grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)
49.1.2. Seminifer Tiibiil Caplarinin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki biitiin deneklerin tiibiil ¢aplar1 hematoksilen-eozin ile boyanan
kesitlerden her grup icin rastgele secilen 100 tlbdlde 20x’lik biyitmeyle gorinttlendi.
Olcuimler icin image j programi kullanildi. Calisma gruplarinin seminifer tiibiil ¢aplari
ortalama degerleri; kontrol grubunda 205,90 + 2,57 um, karnozin grubunda 205,60 +2,37
um, siklofosfamid grubunda 170,17 +3,39 um , CP+K grubunda 181,02 + 2,13 um ,
CP=K grubunda 180,01 + 1,45 um , K+CP grubunda 180,11 £1,68 um olarak saptandi
(Sekil 22).

Tabloda seminifer tiibiil ¢aplarmin gruplara gore ortalama degerleri siitlinlara
yazilmistir. Kontrol ve karnozin gruplarinin seminifer tiibiil ¢aplar1 diger gruplara gore
anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (Tablo 9). Karnozin ve siklofosfamidin birlikte
kullanildig1 gruplarin kendi aralarinda fark saptanmazken, siklofosfamid grubu ile tibul

caplari agisindan anlamli yiiksek degerler saptanmustir. (p<0,05 anlamlilik diizeyi)
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Seminifer Tubul Caplari
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Sekil 202. Seminifer tiibiil ¢aplarinin karsilagtirilmasi

e *CP grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)

e #Kontrol grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)

Tablo 9. Seminifer tiibiil ¢aplarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi ve tabloda koyu yazildi.

Gruplar P Degeri
CP-CP+K 0,007
CP-CP=K 0,006
CP-K+CP 0,006
CP-K 0,001
CP- Kontrol 0,001
CP+K- CP=K 0,923
CP+K - K+CP 0,448
CP+K -K 0,001
CP+K - Kontrol 0,001
CP=K - K+CP 0,568
CP=K -K 0,001
CP=K - Kontrol 0,001
K+CP -K 0,001
K+CP - Kontrol 0,001
K-Kontrol 0,962
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4.9.2. PAS Boyamas: Degerlendirilmesi
49.2.1. Bazal Membran Kalinliklarinin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki biitiin deneklerin seminifer tiibiil bazal membran kalinliklar1 PAS
ile boyanan kesitlerden her grup icin rastgele secilen 100 tibulde 100x’lik buyutmeyle
goriintiilendi. Olgiimler igin image j programi kullanildi. Calisma gruplarinda seminifer
tiibiil bazal membran kalinliklarinin ortalama degerleri; kontrol grubunda 2,41 +0,01 pm ,
karnozin grubunda 2,41 +0,01 pum , siklofosfamid grubunda 2,81 +0,01 um, CP+K
grubunda 2,42 £ 0,01 um , CP=K 2,43 + 0,01 um , K+CP grubunda 2,43 +0,01 um olarak
saptandi (Sekil 23).

Bazal membran kalinhiklari
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s 241 241 242 243 2,43
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Kontrol Karnozin S|klofosfamid CP+K K+CP K=CP

Sekil 23. Seminifer tiibiil bazal membran kalinliklarinin karsilastirilmasi

e *CP grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)

# Kontrol grubuna gore anlamli farki olanlar (p<0,05)

Siklofosfamid ile olusturulan hasar grubunda diger tiim gruplara gore anlaml
sekilde artmis bazal membran kalinlig1 belirlendi. Siklofosfamid ve karnozinin birlikte
verildigi gruplar arasinda bazal membran kalinlig1 a¢isindan anlamli fark saptanmadi. Bu
gruplarin degerleri siklofosfamid hasar grubundan anlamli sekilde diisiik saptanirken;

kontrol ve karnozin gruplarinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 10). (p<0,05

anlamlilik diizeyi)
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Tablo 10. Bazal membran kalinliklarinin istatistiksel degerlendirilmesi. p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve tabloda koyu yazildi.

Gruplar P Degeri
CP - CP+K 0,001
CP-CP=K 0,001
CP - K+CP 0,001
CP-K 0,001
CP - Kontrol 0,001
CP+K - CP=K 0,535
CP+K - K+CP 0,805
CP+K - K 0,383
CP+K - Kontrol 0,366
CP=K - K+CP 0,805
CP=K - K 0,165
CP=K - Kontrol 0,073
K+CP - K 0,165
K+CP - Kontrol 0,295
K - Kontrol 0,731

Kontrol grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer tiibiil bazal

membran kalinliginin normal oldugu goruldi (Sekil 24).
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Sekil 24. Kontrol grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisii. Sar1 ok testis
seminifer tabulindn bazal membranini gostermektedir.
Karnozin grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer tiibiil bazal

membran kalinliginin normal oldugu gorulda (Sekil 25).
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Sekil 25. Karnozin grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisii. Sar1 ok testis
seminifer tiibiiliiniin bazal membranin1 gostermektedir.

Siklofosfamid grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer tiibiil bazal

membran kalinligiin kontrol grubundan fazla oldugu gorildu (Sekil 26).

Sekil 26. Siklofosfamid grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisii (20x). Sar1
ok testis seminifer tiibiiliiniin bazal membranini gostermektedir

Karnozin + siklofosfamid grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer
tiiblil bazal membran kalinliginin kontrol grubuna yakin sekilde normal oldugu goruldu
(Sekil 27).
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Sekil 27. K+CP grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisti (40X). Sar1 ok testis
seminifer tiibiiliiniin bazal membranini gdstermektedir
Karnozin = siklofosfamid grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer

tiiblil bazal membran kalinliginin kontrol grubuna yakin oldugu goéruldu (Sekil 28).

Sekil 28. K= CP grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisii (40x). Sar1 ok

testis seminifer tiibiiliiniin bazal membranini gostermektedir.
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Siklofosfamid + karnozin grubu; histolojik kesitler degerlendirildiginde testis seminifer

tiibiil bazal membran kalinliginin kontrol grubuna yakin oldugu goruldi (Sekil 29).

Sekil 29. CP+K grubunun PAS boyamasi yapilan histolojik goriintiisii (40x). Sar1 ok

testis seminifer tiibiiliiniin bazal membranini gostermektedir
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4.9.3. Masson Trikrom Boyamasi Degerlendirilmesi

Kontrol grubu; degerlendirildiginde histolojik kesitler testis seminifer tiibtilleri arasindaki

intersitisyel bag dokusunun normal oldugu goruldi (Sekil 30).

Sekil 30. Kontrol grubunun Masson Trikrom boyamasi yapilan histolojik gorintiisii (40x).

Sar1 ok testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu gostermektedir.

Karnozin grubu; degerlendirildiginde histolojik kesitler testis seminifer tubdlleri

arasindaki intersitisyel bag dokusunun normal oldugu goriildii (Sekil 31).
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Sekil 31. Karnozin grubunun Masson Trikrom boyamasi yapilan histolojik goriintiisii
(40x). Sar1 ok testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu

goOstermektedir

Siklofosfamid grubu;  histolojik Kesitlerde testis seminifer tiibiilleri arasindaki

intersitisyel bag dokusu gortlmektedir. (Sekil 32).
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Sekil 32. Siklofosfamid grubunun Masson Trikrom boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.

Sar1 ok testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu gostermektedir.
(20x)

Karnozin + siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde histolojik kesitler testis seminifer
tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunun normale yakin sekilde siklofosfamid

grubundan az oldugu goriildii (Sekil 33).
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Sekil 33. K+CP grubunun Masson Trikrom boyamas1 yapilan histolojik goriintisii. Sar1 ok

testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu gostermektedir (40x).
Karnozin = siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde histolojik kesitler testis seminifer

tibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunun normale yakin sekilde siklofosfamid

grubundan az oldugu goriildii (Sekil 34).
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Sekil 34. K=CP grubunun Masson Trikrom boyamasi yapilan histolojik goriintiisii. Sar1 ok

testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu gostermektedir (40x).

Siklofosfamid + karnozin grubu; degerlendirildiginde histolojik kesitler testis seminifer
tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunun normale yakin sekilde siklofosfamid
grubundan az oldugu goriildii (Sekil 35).
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Sekil 35. CP+K grubunun Masson Trikrom boyamas1 yapilan histolojik goériintiisii. Sar1 ok

testis seminifer tiibiilleri arasindaki intersitisyel bag dokusunu gostermektedir (40x).

4.10. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.10.1. Aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama degerlendirmesi
Degerlendirmeleri Image J programu ile gergeklestirdik. Elde edilen dokularda, her
denek icin 10 ayn tiiblilde immiin pozitif boyanma derecesini sifir en az boyanan, U¢ en
¢ok boyanan olmak {iizere skorladik. Kontrol grubu; degerlendirildiginde ¢ok nadir olarak
baz1 seminifer tiibiillerde apoptotik hiicrelere rastlandi. Seminifer tiibiillerin histolojik
yapisinin hematoksilen-eozin kesitlerinde oldugu gibi diizgiin sekilde korundugu goriildii

(Sekil 36).

Sekil 36. Kontrol grubunun Aktif Kaspaz-3 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.

Sar1 ok ile apoptoz saptanan hicreler gosterilmektedir (40x).
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Sekil 37. Karnozin grubunun Aktif Kaspaz-3 immiin boyamasi yapilan histolojik
gorintlsu. Sar1 ok ile apoptoz saptanan hicreler gosterilmektedir (40x).

Siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna gore fazla oranda bazi

seminifer tiibiillerde apoptotik hiicreler goriildi (Sekil 38).
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Sekil 38. Siklofosfamid grubunun Aktif Kaspaz-3 immiin boyamasi yapilan histolojik
goruntusd. Sar1 ok ile apoptoz saptanan hicreler gosterilmektedir (40x).

Karnozin + Siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna benzer oranda
bazi seminifer tiibiillerde apoptotik hiicreler goriildi (Sekil 39).
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Sekil 39. K+CP grubunun Aktif Kaspaz-3 immin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii
Sar1 ok ile apoptoz saptanan hiicreler gosterilmektedir (40x).

Siklofosfamid = Karnozin grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna benzer sekilde
germinal epitelde az sayida apoptotik hiicre gortildii (Sekil 40).
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Sekil 40. K=CP grubunun Aktif Kaspaz-3 immin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.

Sar1 ok ile apoptoz saptanan hiicreler gosterilmektedir (40x).

Siklofosfamid + Karnozin grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna benzer oranda

bazi seminifer tiibiillerde apoptotik hiicreler goriildi (Sekil 41).
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Sekil 41. CP+K grubunun Aktif Kaspaz-3 immin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.

Sar1 ok ile apoptoz saptanan hicreler gosterilmektedir (100x).
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Gruplar arasi aktif kaspaz-3 reaktivite skorlar1 degerlendirildiginde; siklofosfamid
grubunda CP+K grubu hari¢ diger gruplardan anlamli yiiksek degerler saptanmustir.
Karnozin ve kontrol grubu arasinda fark goézlenmezken tedavi gruplarinda kontrolden
yiiksek degerler saptanmustir. Tedavi gruplarinin arasinda ise anlamli fark saptanmamistir

(Sekil 42).
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Sekil 42. Gruplar arasi aktif kaspaz-3 imminreaktivite degerlendirme skorlari.
* CP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)
# Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

4.10.2. Anti-klaudin5 immiinohistokimyasal boyama degerlendirmesi

Degerlendirmeleri Image J programu ile gerceklestirdik. Elde edilen dokularda, her
denek icin 10 ayn tiibiilde immiin pozitif boyanma derecesini sifir en az boyanan, ii¢ en
cok boyanan olmak iizere skorladik. Kontrol grubu; degerlendirildiginde klaudin5
ekspresyon kaybinin olmadigi, spermatogenik hiicrelerin immiin pozitif isaretlendigi

goriilmektedir (Sekil 43).
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Sekil 43. Kontrol grubunun Anti-klaudin5 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.
Sar1 ok ile klaudin5 imminreaktivitesi gosteren hucreler belirtilmektedir (100x).
Karnozin grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna benzer sekilde klaudin5

ekspresyon kaybinin olmadigi, spermatogenik hiicrelerin immiin pozitif isaretlendigi
goriilmektedir (Sekil 44).
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Sekil 44. Karnozin grubunun Anti-klaudin5 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.
Sar1 ok ile anti-klaudin5 imminreaktivitesi gosteren hiicreler belirtilmektedir (100x).

Siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde spermatogenik hucrelerde klaudin5

ekspresyon kaybinin oldugu, immiin pozitif isaretlenen hiicre sayisinin kontrole gore

azaldig1 goriilmektedir (Sekil 45).

Sekil 45. Siklofosfamid grubunun Anti-klaudin5 immin boyamas: yapilan histolojik
goriintisu. Sart ok ile anti-klaudin5 immunreaktivitesi gosteren hiicreler belirtilmektedir
(100x).

Karnozin + Siklofosfamid grubu; degerlendirildiginde karnozinin profilaktik olarak
verilmesiyle klaudin5 ekspresyon kaybinin azaldigi, hasar grubunun aksine

spermatogenik hiicrelerin birgogunun immiin pozitif isaretlendigi goriilmektedir (Sekil 46).
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Sekil 46. K+CP grubunun Anti-klaudin5 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.
Sar1 ok ile klaudin5 immdanreaktivitesi gosteren hiicreler belirtilmektedir (100x).
Siklofosfamid = Karnozin grubu; degerlendirildiginde kontrol grubuna yakin sekilde
klaudin5 ekspresyon kaybinin az oldugu, spermatogenik hiicrelerin birgogunun immiin

pozitif isaretlendigi goriilmektedir (Sekil 47).
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Sekil 47. CP=K grubunun Anti-klaudin5 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.
Sar1 ok ile anti-klaudin5 imminreaktivitesi gosteren hiicreler belirtilmektedir (100x).

Siklofosfamid + Karnozin  grubu; degerlendirildiginde spermatogenik hiicrelerin

birgogunun immiin pozitif isaretlendigi goriilmektedir (Sekil 48).
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Sekil 48. CP+K grubunun Anti-klaudin5 immiin boyamasi yapilan histolojik goriintiisii.

Sar1 ok ile klaudin5 immdunreaktivitesi gosteren hiicreler belirtilmektedir (100x).

Gruplar arast anti-klaudin5 reaktivite skorlari degerlendirildiginde; siklofosfamid
grubundadiger gruplardan anlamli diisiik degerler saptanmustir (Tablo 11). Karnozin ve
kontrol grubu arasinda fark gézlenmezken tedavi gruplarinda kontrolden diisiik degerler

saptanmigtir. Tedavi gruplarinin arasinda ise anlamli fark saptanmamugtir (Sekil 49).
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Sekil 49. Gruplar arasi anti-klaudin5 immiireaktivite degerlendirme skorlari.
* CP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)
# Kontrol grubuna gore anlaml olarak farkli (p<0.05)

Tablo 11. Gruplara ait anti-klaudin5 ve aktif kaspaz-3 skorlama degerleri.

Grup anti-klaudins aktif kaspaz-3
KONT 2.80+£0.20 0.40+ 24
KAR 242 +0.20 0.71 £0.18
CP 0.71+£0.18 2.57+0.20
KAR+CP 1.57 £0.20 2.00+£0.30
KAR=CP 1.71+£0.18 1.57+£0.20
CP+KAR 1.57+£0.20 1.71 +0.18

4.5. Biyokimyasal Bulgular

MDA degerleri:Tim gruplarin MDA degerleri Tablo 12°de, ortalama MDA
sonuglart Sekil 50°de gosterilmektedir. CP grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). KAR, KAR=CP, KAR+CP ve CP+KAR
gruplarinda MDA degerleri CP grubuna goére anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.001).
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KAR=CP, KAR+CP ve CP+KAR gruplar1 arasinda MDA degerleri anlamh farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Kontrol ve ilag gruplar1 arasinda anlamh farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05), (Sekil 50).
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Sekil 50 . Gruplar arast MDA degerleri karsilastirilmasi
* CP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<<0.001)
# Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)

GSH degerleri: Tim gruplarin GSH degerleri Tablo 12°de, ortalama GSH sonuglari
Sekil 51°da gosterilmektedir. CP grubunun GSH degerleri kontrol grubuna goére anlamli
olarak diisiik bulunmustur (p<0.001). KAR ve KAR=CP gruplarinda GSH degerleri CP
grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). KAR+CP ve CP+KAR gruplari
CP grubuna gore daha yliksek GSH degerlerine sahip olmakla birlikte, bu fark anlamli
bulunmamistir (p>0.05). KAR=CP, KAR+CP ve CP+KAR gruplart arasinda GSH
degerleri anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05). Kontrol ve KAR gruplar1 arasinda
anlaml1 farklilik bulunmamaktadir (p>0.05), (Sekil 51).
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Sekil 51. Gruplar aras1t GSH degerleri karsilastirilmasi.

* CP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

# Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)

Tablo 12. Gruplara ait MDA ve GSH degerleri

Grup MDA (UM) GSH (uM/mgpr)
KONT 0.72 +0.16* 475.95 + 15.76*
KAR 1.17 + 0.03* 459.60 + 45.89*
KAR=CP 1.12 +0.13* 387.21 + 18.41*
KAR+CP 0.96 + 0.09* 373.27 + 16.58
CP+KAR 1.02 + 0.13* 367.99 + 27.74
cP 1.87 +0.21% 300.29 + 9.27*

* CP grubuna gore anlamli olarak farkl

# Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli
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5. TARTISMA

Siklofosfamid antineoplastik ya da immiinsiipresan olarak kullanilabilen sitotoksik
alkilleyici bir ajandir. Multiple myeloma, 16semi, lenfoma, romatoid artrit tedavisinde ve
kemik iligi transplantasyonuna hazirlikta kullanilir. Testis ve akcigeri de igeren birgok
organda toksik yan etkiler olusturmasi deneysel ve klinik g¢aligmalarda kullanimini
sinirlamaktadir. Apoptoz, nekroz ve sekonder kanser gelisimi gibi yan etkilerin gelisimi
siklofosfamidin viicutta olusturdugu metabolitleri fosforamid hardallar1 ve akrolein
sebebiyledir. Siklofosfamidin olusturdugu toksik etkinin patofizyolojisinde oksidatif stres
merkezi bir rol alir. Akrolein canli dokusunun dogal antioksidan defans mekanizmasinin
calismasini engeller. Sonug olarak yiiksek derecede reaktif oksijen iiriinleri olusur. Serbest
radikaller yapisal membranlarda lipid peroksidasyonunu indiikler, ayrica diger
biyomolekullerle etkileserek enzimlerin, iyon pompalarinin ve reseptorlerin normal
fonksiyonlarmin disinda aktive ya da inhibe olmalarina neden olurlar. Oksidatif strese
bagl siiperoksid iyon dengesinin bozulmasi fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler
yaratarak bazi hiicre i¢i sinyal yolaklariin aktivasyonuna neden olurlar. Bu aktivasyon
neticesinde hiicrelerde apoptoza yol acan proinflamatuar sitokinlerin sentezi uyarilir.
Inflamasyon testis toksisitesindeki baslica sebeptir. Toksiteye yol agan proinflamatuar
sitokinlerin basinda timor nekroz faktor alfa ve doniisiicii biliyiime faktorii beta
gelmektedir.

Karnozin antioksidan aktivitesini metal iyon selasyonu, ROS ve peroksil
radikalleri temizlenmesi gibi farkli mekanizmalarla gerceklestirebilir. Karnozin serbest
radikalleri temizlemesinin yanisira bunlar1 lireten enzim sistemlerinin de aktivitelerinin
dizenleyicisidir. Karnozin iyi bir metal iyon selatoriidiir. Bakir, ¢inko, kobalt,demir
iyonlariyla birlesip kompleks olusturabilir. Bu iyonlara bagli reaksiyonlar1 inhibe eder.
Ornegin demir iyonlariyla selasyon yapmasi sonucunda lipid peroksidasyonu baskilanir
(54,55). Karnozin yaslanma ve iliskili patolojilerde goriilen protein oksidasyonu, glikasyon
ve ileri glikasyon son iiriinleri olusumunu baskilar. Memelilerde antioksidan, antiglikasyon
etkili, serbest oksijen radikalleri temizleyicisi, ph tamponlayicis1 ve metal iyonu selatorii
molekl olarak bilinir (48). Igerdigi imidazol halkas: sayesinde iyi bir ph tamponlayicisidir
(49).
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Vicut ve testis, agirhigr yoniinden yapilmis olan ¢alismalar degerlendirildiginde;
Lamiaa ve ark. (2015) yaptiklar caligmada iki giin iist liste 150 mg/kg/gilin dozda i.p. yolla
siklofosfamid verdikleri sicanlarda yedinci giin sonunda viicut ve testis agirliklarim
Olemislerdir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda siklofosfamid grubunda daha diisiik
degerler elde edilmistir. Kontrol grubunda testis agirlik ortalamasi 1,97 £ 0,11 iken CP
grubunda 0,91 + 0,1 olarak 6l¢iilmiistiir. Deney sonu viicut agirliklar1 ise kontrol grubunda
201,70 + 2,00 gram CP grubunda ise ortalama 150,71+ 4,70 g olarak hesaplanmigtir (67).
Sung ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada 150 mg/kg/glin dozda i.p. yolla siklofosfamid
verdikleri si¢anlarda onuncu giin sonunda viicut ve testis agirliklarini 6l¢miislerdir. Kontrol
grubuna kiyasla CP grubunda anlamli oranda testis ve viiciit agirligi kaybi saptanmistir
(68). Biz de galismamizda siklofosfamid grubunda tiim gruplara gére anlamli diisiik testis
agirhigr tespit ettik. Karnozin ve kontrol gruplari arasinda fark goriilmezken tedavi
gruplarinda kontrolden diisiik testis agirliklar1 saptadik. Tedavi gruplarinin hepsinde testis
agirhig hasar grubundan anlamli yiiksekti. Hasar grubundaki bu diisiikliik testis
dokusundaki atrofiye bagli olabilir. Karnozinin siklofosfamid ile es zamanli verildigi
grupta diger tedavi gruplarina gore anlamui yiiksek testis agirligi saptandi. Bu durum
karnozinin yarilanma Omriiniin kisa olmasina baglanabilir. Deney Oncesi ve sonrasindaki
vuciit agirhik farklart acisindan degerlendirildiginde; siklofosfamid grubu hari¢ tiim
gruplarda anlamli artis olurken siklofofamid grubunda anlamli azalma olmustur. Bu kilo
azalmasi siklofosfamidin sitotoksik etkisine bagli olabilir.

Histomorfolojik degisiklikler agisindan yapilan ¢alismalarda; Sung ve ark. (2016)
yaptiklar1 ¢alismada siklofosfamid uygulanan sicanlarda testis germ hiicre epitelinde
dokiilmeler, vakuolizasyon, spermatositlerin sayisinda azalma ve dejenerasyon
belirlenmistir (68). Ayman ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada siklofosfamid uygulanan
sicanlarin testislerinde seminifer tiibiiller arasinda hemoraji, germ hiicrelerinde vakuoller,
spermatogenik seriye ait hiicrelerin organizasyon bozuklugu ve birbirinden ayrilmasi gibi
ciddi hasarlar tespit etmislerdir (69). Ommati ve ark. (2018) yaptiklari caligmada kursun ile
hasar verdikleri sigan testislerini karnozin ile tedavi ettiklerinde hasar grubuna gore
histolojik olarak anlamli iyilesme saptanmustir (70). Biz de caligmamizda kontrol ve
karnozin grubunda normal testis histolojik yapisi gézledik. H-E boyamada; siklofosfamid
grubunda belirgin germinal epitel hasar1 oldugunu gordiik. Seminifer tibilin germinal

epitelinin bazal membrandan ayrildigi (bazal membran ondulasyonu) gorildi. K+CP,
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K=CP ve CP+K gruplarinda bazi seminifer tiibiillerin arasindaki interstisyel alanda
eritrosit goriilmekle birlikte bircok seminifer tiibiilde germinal epitelin diizenli oldugu ve
dizilim bozuklugunun azaldig1 gozlendi.

Yapilan ¢aligmalarda seminifer tibul ¢aplart ve Johnsen kriterleri degerlendirilmis.
Fereshte ve ark. (2017) Wistar Albino ratlarda siklofosfamid ile testis hasar1 olusturduklari
gruplarda seminifer tiibiil ¢ap1 azalmasi ve Johnsen skor diisiikliigiinii iceren histolojik
degisiklikler saptamislardir. Kontrol grubunda Johnsen skor ortalamasi 9.52 + 0.10 iken
siklofosfamid grubunda 7.45 + 0.27 olarak saptanmistir. Seminifer tiibiil ¢ap degerleri ise
kontrolde ortalama 295.14+5.69 iken hasar grubunda 207.00 +11.07 olarak
bulunmustur(71). Aydin ve ark. (2018) tarafinca yapilan ¢alismada D-galaktoz ile hasar
verilen sican testislerinde oncesinde i.p. 250 mg/kg dozda karnozin uygulanan gruplarda
Johnson skorlar1 agisindan anlamli koruyucu etki saglanmistir(72). Biz de ¢alismamizda
CP grubundaki seminifer tiiblil ¢ap degerlerini kontrol grubuna gore diisiik bulduk
(p=0.001). Karnozinle birlikte siklofosfamidin verildigi ti¢ grupta ise CP grubuna gore
anlamli yliksek degerler saptadik. K+CP ile CP+K arasinda (p= 0.448), CP+K ile CP=K
(p=0.923), K+CP ile CP=K (p= 0.568) arasinda anlaml1 fark saptamadik(p>0.05).

Testis seminifer tibdl bazal membran kalinliklarinin ~ degerlendirildigi
caligmalarda; Selvakumar ve ark. (2006) siklofosfamid ile hasar verilen testislerde
seminifer tlbul bazal membran kalinliklarinin artmis oldugunu bildirmislerdir (73).
Siklofosfamidin testiste olusturdugu toksik etki sebebiyle seminifer tibul bazal
membraninda kalinlik artigina yol agan hyalin birikimi ve fibrotik degisiklikler olur. Bizim
calismamizda da PAS boyamasi yaparak inceledigimiz kesitlerde tiim gruplarin bazal
membran kalinlik degerlerinin siklofosfamid grubundan anlamli diisiik oldugunu saptadik.
Hasar grubu disindaki gruplar arasinda farklilik izlenmedi. Karnozinin siklofosfamidle
birlikte verilmesinin bazal membran kalinlagmasini azalttig: tespit edildi.

Seminifer tiibiill bazal membran kalinligimin artmasinin infertiliteye yol actigi
bilinmektedir. Ayrica dogal yaslanma siirecinde de bazal membran kalinligi artar ve
fertilite azalir. Boylelikle siklofosfamid kemoterapisi alan hastalarda goriilen infertiliteye
yol acan bazal membran kalinlik artis1 karnozin kullanilarak azaltilabilecegini gosterdik.
Dogal yaslanma siirecinde de karnozin kullanimi antioksidan etkisiyle bazal membran
kalinlik artisin1 azaltabilir.Dogal bir antioksidan olmasi da yash hastalarda yan etki

olusturmamasi agisindan olumlu bir 6zelliktir.
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Klaudin 1-3-5 ve 7’yi iceren klaudin protein ailesi ve okludinler kan testis
bariyerinin siki baglanti kompleksinin ana bilesenlerini olusturur (74). Klaudin5 6zellikle
kan testis bariyerindeki mikrodamarlarin endotelinde bulunur (75). Yuanchao ve ark.
(2014) yaptiklar1 caligmada siklofosfamid uygulamasinin erkek farelerde kan testis
bariyerine hasar verdigini gostermislerdir. Immiinhistokimyasal boyama yapildiginda
siklofosfamid grubunda kontrol grubuna kiyasla okludin immunreaktivite azalmasi oldugu
saptanmistir (74). Huimin ve ark. (2012) beyin iskemi modeli olusturduklari ¢alismada bir
antioksidan olan luteolinin etkilerine bakmuslar. Serebral iskemi olan grupta kan beyin
bariyerinde bulunan klaudin-5 ekspresyonu ciddi oranda azalirken, luteolin verilen grupta
klaudin-5 ekspresyon kaybinin az oldugu saptanmustir (76). Biz de ¢alismamizda giiglii bir
antioksidan olan karnozinin, siklofosfamide bagli olusan hasar ile kan testis bariyerinin
6nemli bir komponenti olan klaudin5 proteini kaybimi azalttigimi saptadik. Karnozin
grubunda anti-klaudin5 ekspresyonunun siklofosfamid grubuna goére anlamli sekilde
yuksek bulduk (p=0.001). Tedavi gruplar1 arasinda anlamli immiinreaktivite skor farki
saptamadik. K+CP ile CP+K arasinda (p= 0.432), CP+K ile CP=K (p=0.343), K+CP ile
CP=K (p= 0.256 ) arasinda anlamli fark saptamadik(p>0.05).

Antioksidanlar reaktif oksijen Triinleri ve diger oksidanlarin zararl etkisini
azaltarak antiapoptotik etki saglayabilmektedirler. Potnuri ve ark. (2018) yaptiklar
calismada; siklofosfamidin ve bir antioksidan olan crocinin fertiliteye etkisini ratlarda
incelemisler. Testis homojenatinda kaspaz-3 enzim aktivitesi bakildiginda siklofosfamid
grubunda kontrole gore aktivite artis1 izlenmistir. Antioksidanla birlikte verildiginde ise
kaspaz-3 enzim aktivitesi ve apoptoz azalmistir (77). Kim ve ark. (2016) ¢alismalarinda;
siklofosfamid ve antioksidan distlfitler kullanarak rat testislerinde aktif kaspaz 3
immiinraktivitesini ve apoptotik hiicre miktar1 saptanmistir. Siklofosfamid uygulanan
grupta kaspaz-3 immdanreaktivitesi kontrole g6re fazla bulunmustur. Ayrica
siklofosfamidle antioksidanin birlikte verildigi grupta siklofosfamid grubuna gore
immiinreaktivite ve apoptoz azalmistir (68). Alageel ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada;
sicanlara arsenit ve karnozin uygulanarak testis dokular1 incelenmistir. Arsenit ve karnozin
uygulanan sicanlarda, sadece arsenit uygulanan siganlara gore testis homojenatinda daha az
kaspaz-3 aktivitesi belirlenmistir (78). Abbasoglu ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada;

testis torsiyonu ile iskemi reperpiizyon modeli olusturulan sican testisleri
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degerlendirilmistir. Torsiyon once sinde karnozin uygulamasi yapilan grupta
uygulanmayanlara gore testikller spermatogenezde belirgin artis oldugu saptanmistir (79).

Haeri ve ark. (2013) calismalarinda gama radyasyon vererek fare testislerine hasar
verdikleri c¢alismada TUNEL ile apoptotik hiicre degerlendirmesi yapmislardir.
Radyasyondan 0Once karnozin uygulanan farelerde uygulanmayanlara goére apoptozun
artigimi bildirmislerdir (81). Biz de calismamizda aktif kaspaz3 immiinohistokimyasal
boyamasi yaparak testis dokusunda immiin pozitif boyanma derecesini skorladik. Kontrol
grubunda CP grubuna gore anlamli disiik skor saptadik (p=0.001) . K+CP ile CP+K
arasinda (p= 0.535), CP+K ile CP=K (p=0.383), K+CP ile CP=K (p= 0.710) arasinda
anlamli fark saptamadik (p>0.05). Karnozin antioksidan etkisi sayesinde; testisi
siklofosfamid verilmesiyle olusan reaktif oksijen iiriinleri ve diger prooksidan molekiillerin
olusturabilecegi apoptotik hasardan korumustur.

Siklofosfamid vucutta metabolize edilirken reaktif oksijen Urlnleri agiga ¢ikar.
MDA lipid peroksidasyon son Urlindir. MDA diizeylerinin artisi lipid peroksidasyonu ve
doku hasarma isaret etmektedir. SOD, GPx, katalaz gibi antioksidan savunma
mekanizlariyla viiciit oksidatif hasardan korunmaya ¢aligir. Oksidan ve antioksidan denge
bu enzimlerin biyokimyasal oOl¢limleriyle saptanabilir. Ceribagi ve ark. (2010)
siklofosfamidin testis iizerindeki toksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada plazma MDA
seviyelerini olctuklerinde, siklofosfamid verilen grupta kontrole gore ¢ok daha yiksek
seviyelerde oldugunu gostermislerdir (82). Sung ve ark. (2016) yaptiklari ¢alismada
siklofosfamid uygulanan siganlarda kontrole gére @ GSH ve glutatyon rediiktaz
seviyelerinde azalma MDA’da ise artis tespit etmislerdir (68). Lamiaa ve ark. (2015)
yaptiklar1 ¢aligmada siklofosfamid uygulanan ratlarda kontrole kiyasla azalmis GSH
seviyeleri saptamiglardir (67). Ayman ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada siklofosfamid
uygulanan siganlarin testislerinde biyokimyasal incelemeler sonucunda ciddi oranda
azalmis GSH, GPx ve SOD( siiperoksit dismutaz) miktarlar1 tespit etmislerdir (69).
Ommati ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada kursun ile hasar verdikleri sican testislerine
karnozin tedavisi uygulamislardir. Karnozin ile tedavi uygulanan grupta hasar grubuna
gore anlami oran yiiksek glutatyon seviyeleri saptanmustir(70). Biz de g¢alismamizda
karnozin uygulamasi yapilan gruplarda siklofosfamid grubuna goére yiiksek glutatyon ve
diisiik MDA seviyeleri tespit ettik.
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Glutatyon superoksit radikaline kars1 hiicresel savunma sisteminin kilit bilesenidir.
GSH seviyelerinin siperoksit radikali ile stiperoksit kokenli diger bilesenlerin yarattigi
lipid peroksidasyon miktartyla ters orantili oldugu gosterilmistir(83). Gruplar arasindaki
glutatyon degerlerini karsilastiracak olursak CP=K grubunda CP(hasar) grubuna gore
anlamli yiiksek degerler saptanirken (p=0.001) diger tedavi gruplarinda anlamli yiiksek
degerler saptanmadik (p>0.05). Karnozin siklofosfamid ile es zamanl verildiginde diger
uygulama sekillerine gore daha fazla etkin oldugunu bulduk. Boylelikle karnozinin
antioksidan koruyucu etkisi biyokimyasal olarak da desteklenmis bulunmaktadir.

Siklofosfamid toksisitesiyle ilgili biyokimyasal ve histopatolojik olaylar c¢okga
calisilmis olmasina ragmen toksisiteyi onleyici etkili bir tedavi heniiz bulunamamustir (67).
Calismamizda dogal bir antioksidan dipeptid olan karnozin kullanarak bu toksisiteyi hem
6nlemeyi hem de tedavi etmeyi planladik.

Fouad ve ark.(2007) calismalarinda farelere tek doz i.p. 20 mg/kg sisplatin
uygulamadan {i¢ giin oncesinden baglayarak alt1 glin boyunca oral karnozin 10/mg/kg/giin
dozda uygulamiglar ve renal toksisitenin azaldigini belirtmislerdir(84). Noori ve ark.
(2010) ratlarda yaptiklar1 ¢aligmalarinda sisplatin uygulamasindan bes giin Oncesinden
baslayarak on giin boyunca oral karnozin profilaktik tedavisi vererek bobrek hasarini
degerlendirmiglerdir. ~ Karnozinin  nefrotoksisiteden  koruyucu etkisi  oldugunu
belirtmislerdir(85). Aydin ve ark. (2010) calismalarinda yagh ratlardaki oksidatif karaciger
hasarinin karnozin tedavisiyle azaldigini, MDA degerlerinin azathigini SOD degerlerinin
arttgin1 gostermiglerdir(86). Literatiirde yapilan bir¢ok ¢alisma karnozinin oksidatif hasara
karst hem koruyucu hem de tedavi edici etkinligi oldugu gosterilmistir.

Karnozin plazmada bulunan karnozinaz enzimiyle saniyelerle Olciilecek kadar kisa
stirede yikilir. Karnozinin yarilanma Omriinii uzatacak bir bilesikle birlikte verilmesi
siklofosfamid kemoterapisi 6ncesinde profilaktik tedavi olarak verilebilmesini saglayabilir.
Karnozinaz enzimini inhibe eden molekiillerin kullanimi da bu amaca hizmet edebilir.
Ancak biz calismamizda tek basina kullandik ve siklofosfamidle es zamanli verilmesinin
oksidatif hasardan koruyan antioksidan etkisinin diger tedavi gruplarimizdan daha etkili
oldugunu gordiik. Literatiirde daha once siklofosfamidin testiste olusturdugu toksik hasara
karnozinin etkisi aragtirnlmamistir. Sonraki ¢alismalarda karnozinin etkisini uzatan

yontemlerle profilaktik tedaviye yonelik daha ileri caligmalar yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda  siklofosfamidin  testikiiler =~ hasara yol actifim1  histolojik,

immdunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak gosterdik. Siklofosfamidin olusturdugu
oksidatif stres sebebiyle testis spermatogenik hticrelerinde apoptoz ve testikiler dokuda
hasar olusturdugunu belirledik. Testis dokusunda olusan bu hasarin dogal bir antioksidan

olan karnozin kullanilarak azaltilabilecegini tespit ettik.

Literatiirde siklofosfamid ile olusturulan testikiiler hasara karnozinin etkisini gosteren
bir ¢alisma olmamaktadir. Karnozinin bu hasara karsi koruyucu ve onleyici etkisini ilk kez
calismamizda hematoksilen-eozin, Masson-trikrom, PAS, aktif kaspaz-3 ve antiklaudin-5

boyamalar1 ve GSH, MDA biyokimyasal analizleriyle gosterdik.

Sonu¢ olarak siklofosfamid kemoterapisi alan kanser hastalarinda fertilitenin
korunmasi agisindan karnozinin umut verici bir koruyucu ve onleyici tedavi olabilecegini
gosterdik. Ancak bunun igin destekleyen daha ¢ok c¢aligmaya ihtiya¢ olmakla birlikte
tedavi dncesi ve sonrasi spermiyumun yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi de

elde edilen verileri glclendirecektir.
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