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OZET

Giris ve amag: Deve dikeni (Silybum marianum) bitkisinden elde
edilen bir flavanoid olan silimarin serbest oksijen radikallerinden koruyan kuvvetli
bir antioksidan maddedir. Insan ve hayvan modellerinde bu maddenin antioksidan,
anti-enflamatuvar etkileri gosterilmistir. Siklofosfamid (CYP) alkilleyici ilaglar
grubunda yer alan, immiinsiipresan ve kanser onleyici bir ilagtir. CYP rejimleri alan
erkeklerde testikiiler atrofi, infertilite ve azospermi insidansinin arttigi
gosterilmistir. Bu c¢alismadaki amacimiz ratlarda siklofosfamidle indiiklenen
testikiiler hasar modelinde silimarinin testikiiler dokuda koruyucu ve tedavi edici
etkilerini biyokimyasal belirtecler ve histopatolojik sonuglar agisindan

arastirmaktir.

Gereg¢ ve yontem: Bu calismada toplam 47 Wistar-Albino irki erkek rat
kullanildi. Kontrol grubunda 5, diger deney gruplarinda her biri 7 adet olacak
sekilde (1 kontrol ve 6 deney grubu) planlama yapildi. Deneyde siklofosfamid tek
doz intraperitoneal ve silimarin (SMN) giinde 2 defa oral gavaj ile verildi. Denekler
14. giinlin sonunda sakrifiye edildi. Serum folikiil stimiile edici hormon (FSH),
luteinize edici hormon (LH), testosteron, total antiksidan kapasite (TAS), total
oksidatif kapasite (TOS), malondialdehit (MDA) aktivitesi ol¢iimleri yapildi. Sag
testis histopatolojik inceleme i¢in, sol testis TAS, TOS, MDA aktivitesi 6l¢iimil igin
kullanild1. Histolojik inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin, Gomori Trikrom boyama

yapildi. Johnsen skorlamasiyla testikiiler hasar degerlendirildi.

Bulgular: Yapilan analiz sonuglarina gore testis agirliklari, agirlik indeksi
ve hacimlerinde gruplar arasinda anlamlhi fark izlenmedi. Deneklerin agirlik
degisimlerine bakildiginda SMN koruyucu olarak verildiginde kilo degisimini
anlaml dl¢lide azalttif1 ancak normal seviyeye ¢ikaramadigi goriildi. SMN’ nin
koruyucu ve tedavi edici olarak kullaniminin oksidatif stres indeksini anlamli
diizeyde diisiirdiigli izlendi. Serum ve doku MDA diizeylerinde anlamli farklilik

izlenmedi. Silimarinin hormonal dengeyi korumada etkin oldugu goriilmiistiir.

Sonu¢: Calismamizda silimarin siklofosfamidin neden oldugu testikiiler
hasarda histopatolojik ve biyokimyasal iyilesme saglamistir. Ayrica testikiiler
hasar1 6dnlemede silimarinin tedavi edici etkisinin, koruyucu etkisine gére daha

giiclii oldugu ve artan dozlarla iyilesme oraninin da arttig1 goriilmustiir. Gelecekte



yapilacak randomize prospektif calismalar, silimarinin testis hasarinda ozellikle

fertilitenin korunmasi ve tedavisi i¢in kullanim1 agisindan yol gosterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, silimarin, testikiiler hasar



ABSTRACT

Introduction and objective: Silymarin, a flavonoid derived from the plant
milk thistle (Silybum marianum), is a potent antioxidant that protects against free
oxygen radicals. Its antioxidant and anti-inflammatory effects have been
demonstrated in both human and animal models. Cyclophosphamide (CYP), a
member of the alkylating agents group, is an immunosuppressive and anticancer
drug. It has been shown that men undergoing CYP regimens experience increased
incidence of testicular atrophy, infertility, and azoospermia. The aim of this study
is to investigate the protective and therapeutic effects of silymarin on testicular
tissue in a cyclophosphamide-induced testicular damage model in rats, using

biochemical markers and histopathological outcomes.

Materials and Methods: A total of 47 male Wistar-Albino rats were used
in this study. The study was planned with one control group consisting of 5 rats and
six experimental groups, each comprising 7 rats. Cyclophosphamide was
administered as a single intraperitoneal dose, while silymarin (SMN) was given
twice daily via oral gavage. At the end of day 14, the rats were sacrificed.
Measurements included serum follicle-stimulating hormone (FSH), luteinizing
hormone (LH), testosterone, total antioxidant capacity (TAS), total oxidative
capacity (TOS), and malondialdehyde (MDA) activity. The right testis was used for
histopathological examination, while the left testis was used for TAS, TOS, and
MDA activity measurements. For histological analysis, Hematoxylin-Eosin and
Gomori Trichrome staining were performed. Testicular damage was evaluated
using Johnsen's scoring system.

Results: According to the analysis results, no significant differences were
observed between the groups in testicular weight, weight index, and volume.
Regarding weight changes in the subjects, it was noted that silymarin (SMN), when
administered as a protective agent, significantly reduced weight loss but did not
restore it to normal levels. The use of SMN as both a protective and therapeutic
agent was found to significantly reduce the oxidative stress index. No significant
differences were observed in serum and tissue malondialdehyde (MDA) levels.

Silymarin was shown to be effective in maintaining hormonal balance.



Conclusion: Our study demonstrated that silymarin provided
histopathological and biochemical improvement in cyclophosphamide-induced
testicular damage. Furthermore, the therapeutic effect of silymarin in preventing
testicular damage was found to be more potent than its protective effect, with higher
doses correlating with an increased rate of recovery. Future randomized prospective
studies will be instrumental in guiding the use of silymarin for the prevention and
treatment of testicular damage, particularly in preserving fertility..

Keywords: Cyclophosphamide, silymarin, testicular damage
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SIMGELER VE KISALTMALAR
ABTS: 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-silfonik asit)
ALDO: Aldofosfamid

ALL: Akut Lenfoblastik Losemi

AMH: Anti Miillerian Hormonu

CH2: Metilen (-CH2)

CYP: Siklofosfamid

DUBAP: Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

FDA: United State Food and Drug Administration- Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi

FSH: Folikiil Stimiilan Hormon
HNE: Hidroksinonenal

HPG: Hipotalamik-Pitiiiter-Gonadal
insl3: Insiilin Benzeri Hormon-3
LH: Liiteinize Edici Hormon
LOOH: Lipid Hidroperoksitler
MDA: Malondialdehit

MTX: Metotreksatin

OH-: Hidroksil

OSI: Oksidatif Stres indeksi
PSK: Primer Cinsiyet Kordonuna

ROS: Reaktif Oksijen Radikalleri



SRY: Sex Determining Region Y
TAS: Total Antioksidan Seviye
TBA: Tiyobarbitiirik Asit

TOS: Total Oksidan Seviyesi



1. GIRIS VE AMAC

Siklofosfamid (CYP) alkileyici ilaglar grubunda yer alan, Non-hodgkin
lenfomalar, Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) gibi hematolojik malignitelerde, kiiglik
hiicreli akciger kanserlerinde, over kanseri, meme kanseri ,cocukluk cagi
neoplastik-non-neoplastik ~ hastaliklarda, solid timoérlerde, otoimmin
hastaliklarda ve cesitli romatolojik hastaliklarinda kullanilan immunsipresan
(bagisiklik baskilayic) ve anti kanser bir ilagtir (1). CYP karacigerde aktif
metabolitlerine donislir. Bu metabolitler kan akimi yoluyla kanserli hiicrelere
ulastirihr, Graham ve arkadaslari kanser ilaglarinin metabolizmasiyla ilgili
yaptiklari calismalarda bu yolaklardan bahsetmektedirler (2). Saglkli ve kanserli
hlcrelerin DNA’sindaki negatif yukli iyonlara baglanir ve antineoplastik etkisi olan
alkillenme islemi gergeklesir. Alkilleyici ilaglar ayrica enzim ve proteinleri
etkileyerek hiicresel solunumu da bozarlar. Diger doku ve sistemlerde gikan yan
etkiler bu mekanizma sonucunda ortaya cikar (3—5). CYP’ye bagh akut toksisite
sitotoksik etkilerine bagli ortaya ¢ikmaktadir. Alkilleyici bir ajan olmasindan dolayi
hizli cogalan dokularda toksik etkileri daha fazla ortaya ¢ikar. Bu nedenle CYP alan
hastalarda yaygin gorilen toksisiteler bulanti, kusma, imminosupresyon , alopesi
ve gonadal hasardir (6,7). 4 aylk tedaviden sonra sperm sayisinin sifira
disebilecegini ve 6 ay veya daha uzun siire tedavi edilen tim hastalarda azospermi
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (8).

Silimarin (SMN) deve dikeni (Silybum marianum) bitkisinden elde edilen bir
flavanoiddir. Silimarin hicrelerde hasara neden olan serbest oksijen
radikallerinden koruyan kuvvetli bir antioksidan maddedir. Gerek insan gerekse
hayvan modellerinde bu maddenin antioksidan, antienflamatuvar etkileri
gosterilmistir (9). Silimarin tedavisinin kadmiyum ve alkole bagh testikiler
toksisitede testis koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Semen kalitesi ve lGreme
fonksiyonlariyla iliskili hormonlar Uzerindeki olumsuz etkiyi de azalttig
bildirilmistir (10).

Yapilan literatlr arastirmasinda siklofosfamide bagh testikller hasar

modellerinde testis koruyucu etkinligi olan farkli molekiller c¢alisiimis olup



silimarinin tedavici edici, koruyucu etkisini doz bagimli inceleyen literatiir verisine
rastlanilmamistir.
Bu calismadaki amacimiz siklofosfamidle indiklenen testikiiler hasarda

silimarinin koruyucu ve tedavi edici etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTIS
2.1.1. Testis Embriyolojisi

insan embriyosunda cinsiyet spermin tasidigi cinsiyet kromozomuna (X
veya Y) gore belirlenir. Déllenmeden 7 hafta sonra embriyodaki cinsiyete bagl
morfolojik degisimler baslar ve devam eder. Bu nedenle embriyonun ilk 7
haftasinda cinsiyetler arasindaki farklilasma heniiz baslamadigi icin bu déneme
“farklanmamis donem” ve gonadlara “farklanmamis gonad” denir (11,12).

Gonadlar (i¢ kaynaktan gelisir. Bunlar posterior abdominal duvar mezoteli,
altindaki mezensimal doku ve primordiyal germ hicrelerdir. Gonadlardaki yapisal
farklilasma mezotel epitel ve mezenkimal dokunun bir araya gelip yogunlasarak
gelisimin ortalama 5. haftasinda olusturduklari “genital ridge- genital kabarti” ile
baslar. Yiizey epiteli parmaksi uzantilar seklinde i¢ kissmdaki mezenkime uzanarak
gonadal kordonlari olusturur. Gelisim bu asamasinda dis hiicre tabakasi korteksi,
ic hiicre tabakasi medullay! olusturur. Hiicre genetiginde XY kromozomu olmasi
durumunda erkek gonadi olarak sekillenme devam eder. Bu yapisal sekillenme
devaminda medulla testikiiler kordonu olusturmak lizere gelisimine devam eder
ve testisi olusturur, korteks kismi ise dejenere olur (11-13).

Primordial germ hicreleri 4. haftadan sonra yolk kesesinin endoderm
hiicre tabakasindan ortaya ¢ikarlar. Son barsagin dorsal mezenteri boyunca ilerler
ve genital kabartilara 5. haftada ulasir. 6. haftada mezenkimal tabaka icinde
ilerleyerek primer cinsiyet kordonuna (PSK) katilirlar (11).

Cinsiyete bagh doku ve sistemsel degisikliklerin olmasi bircok genin gérev
aldigi kompleks bir slrectir. Ve bu siireg cinsiyet kromozomu da denilen, oositi
doélleyen spermin X veya Y kromozomlarinda hangisine sahip olduguna gore
belirlenir. Y kromozomuyla doéllenen oositler XY cinsiyet kromozomuna sahip
olurlar ve erkek fenotip olarak gelismeye baslarlar. Bu gelisimde etkin olan gen
bolgesi Y kromozomunun kisa kolunda bulunan “testis determining factor” ve bu

bolgede yer alan “sex determininig region Y (SRY)” genidir (14).



SRY geni erkek gelisimini saglayacak yolaklarda aktivasyon yaparken disi
gelisiminden sorumlu yolaklarda inhibisyon yaparak erkek gonadal sistem gelisimi
saglar. Disilerde Wingless-tipe MMTV integration site family 4 ekspresyonu inhibe
edilir ve erkeklerde SRY-Box 9 ekspresyonu yapilarak bu saglanir (14,15).

SRY geni etkisiyle PSK hiicreleri testis olarak sekillenir. Bu genin etkisiyle
gonodal kordonlar seminifer tubdllerin ilk formu olan primordiyal seminifer
tlbullere donislir. Daha sonra primordiyal seminifer tlibiillerden rete testis, tubuli
rekti ve seminifer tlibiller olusur. Embriyolojik gelisimin yaklasik 4. ayinda at
nalina benzeyen testiste tlubiller puberteye kadar kapali haldedir. Puberteyle
birlikte limen olusumu baslar ve seminifer tiiblller Greme hiicresi tasinmasindan
sorumlu diger kanallarla baglanti kurmaya baslar.

Fetal testiste bulunan diger bir hiicre grubu sertoli hicreleridir. Sertoli
hiicreleri spermatik hiicreleri destekleyen kiip-prizma sekline sahip hiicrelerdir.
Ayni zamanda paramezonefrik kokenli olan millerian kanal gelisimini inhibe eden
anti millerian hormonu (AMH) salgilar. Bu hormon puberteye kadar salgilanmaya
devam eder (11,16).

Testiste yer alan baska bir hiicre grubu ise leydig hticreleridir. Mezenkimal
dokuda yer alir. Sekizinci haftadan sonra androjenik hormonlarin salgilanmasindan
sorumludur. Androjenik hormonlar ve AMH dis genitalyanin erkek cinsiyet
yonilnde farkhlasmasini saglar (11,16).

Gonadal gelisimin son evresinde tek katl mezotel yer alir. Mezotel tabakasi

yass! ylizey epitelinin farklilasmasi sonucunda olusur (11).
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Sekil 1. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik gosterimi : a; 5 haftallk embriyodaki
farkhlasmamis gonad evresi, b;primer seks kordonunun seminifer kordonuna farkhlasmasi, c
;testikller gelisimin son evresi (17)

Testikiiler inis

Testis ve ekleri intrauterin ¢agin basinda batinda yer alirken doguma
yaklastikca skrotuma goc¢ eder. Mezonefroz evresinde L3-L5 seviyesinde yer alir.
Gelisimin ikinci ayinda mezonefrozla birlilkte testisler batin duvarinin arka
yapraginda yer alir. Mezonefroz geriledikten sonra bu yapi kaudal ligamant haline
gelir. Bu yapidan testisin inisinde oncil olarak kabul edilen gubernakulum olusur.
Gubernakulum testis inmeden 6nce eksternal-internal oblik kaslari arasinda yer
alir. Testis inisi basladiginda inguinal kanaldan gecerek skrotuma yerlesir ve
testisin bu yollardan gecerek skrotuma inmesini saglar (inguino-skrotal faz) (18).

Testis inisi kompleks yolaklar ve birden fazla faktorle yonetilmektedir.
Testis goclni aciklamaya calisan ve etki eden faktorleri inceleyen calismalar
mevcuttur. Batin ici organlarin bliylimesi ve buna bagli basing artisinin testis

inmesinde sebep olabilecegi ifade edilmistir. Diger bir faktor androjenik



hormonlarin gubernakulumu uyarmasi ve testis inisini indiiklemesidir. insilin
benzeri hormon-3 (insI3) , AMH ve androjenik hormonlarin etkisiyle kranial
siispansor ligaman siprese olur ve gubernakulumun inguinoskrotal fazi baslar
(18). Bu faz direkt olarak androjenlerin etkisiyle , indirekt olarak da genitofemoral
sinir ve salgiladigi calcitonin gene-related peptide ile yonetilir (18). Testis ve
eklerinin inisi 32.-34. haftalar arasinda tamamlanmis olur.

Testisler batin iginde giktiklari yolculugu inguino-skrotal faza gectikten

sonra skrotuma ulasarak tamamlarlar (11).

Testis

Gubernaculum

Gubernaculum
(Ekstraabdominal

parga) Penis

Symphysis pubica

Sekil 2. Testikiler inis ve gubernakulum izledigi yolun sematik gésterimi (22)

2.1.2. Testis Anatomisi ve Histolojisi

2.1.2.1. Testis Anatomisi

Testisler ve ekleri erkek iireme hiicreleri liretimi ve iletiminden sorumlu
olup testisler, iletim organlar1 ve yardimci bezler olmak iizere ii¢ kisma
ayrilmaktadir. Iletim organlari seminifer tiibiiller, tiibiili rekti, rete testis,
epididimis, vaz deferens ve ejakiilator duktus olarak siralanabilir. Semene sivi
veren bez ve organlart seminal vezikiil, prostat ve bulboiiretral bezler yardimci

tireme bezleri olarak sayilabilir.



Eriskin erkek bireyin testisleri ortalama 4x3x2.5 cm boyutlarinda, 20-25 cc
hacmindedir. 10-15 gram agirhigindadir ve oval sekliyle fasulyeyi andirir. Testisin
anatomik olarak lateral-medial yiizleri, anterior-posterior kenarlari ve siiperior-
inferior uclart mevcuttur. Saglikli bir erkekte skrotumda cift olarak bulunur. Sol
testis saga kiyasla yaklasik 1 cm asagida yer alir. Erkek {ireme hiicrelerinin iiretimi
ve gonadal hormonlarin {iretiminden sorumludurlar. Saglikli bir gonadal hiicre ve
hormon {iretimi olabilmesi i¢in testis sicakliginin 34-35 Celcius arasinda olmasi
gerekmektedir. Skrotumun fibromuskuler katlar1 sayesinde bu ayarlamalar
yapilmaktadir.

Testislerin siiperior ucunda appendiks testis denen yapt mevcuttur. Posterior
kenarinda epididimis yer alir. Epididimis medialinde funikulus spermatikus yer alir.
Testisin  postero-lateral kismin1 periton kaplar, medial kismint periton

kaplamamaktadir. Peritonun visseral yapragi ise testisin diger kenar ve yiizlerini

Fascia cremasterica;
M. cremaster

Fascia spermatica interna

Tunica vaginalis testis,

Lamina parietalis Caput epididymidis

Appendix testis

Lig. epididymidis superius (Appendix epididymidis)

Sinus epididymidis s
Extremitas superior

Corpus epididymidis

Facies lateralis

Margo posterior

Testis

Lig. epididymidis inferius Margo anterior

Cauda epididymidis

Extremitas inferior

Sekil 3. Testis ve eklerinin anatomisi (23)
kaplar. Peritonsuz olan medial kisma ise epididimis tutunur, damar, sinir ve vas

deferens de buradan ge¢mektedir.



Testis skrotumda birden fazla tabakayla sarmalanmis halde bulunur. Bu
katlardan bir tanesi tunika vaginalistir. Tunika vaginalisin paryetal ve visseral
olmak tizere iki katmani bulunur. Paryetal katmani skrotumun i¢ yliziinii doser,
visseral katman ise testisi sarar. Iki katman arasinda testisin su i¢inde yiizmesini ve
rahat hareket etmesini saglayan sivi bulunur.

Testisler beyaz renkli, kalin duvarli tunika albuginea denilen kapsiille
sartlmistir. Kapstil testisin posterior kenarindan igeri girerek mediastinum testisi
olusturur. Mediastinum testis vaskiiler yapilari, rete testisi ayn1 zamanda testisi ¢ok
sayida kiigiik lobguklara boélen uzantilart igerir. Bu lobguklarin sayist 250-300
arasinda degigsmektedir. Lobguklarin i¢inde 1-4 arasinda sayiya ulasan seminifer
tiibiiller mevcuttur. Seminifer tiibiillerin arasinda gevsek bag dokusundan olusan
interstisyel doku vardir. Leydig hiicreleri bu bag dokuda bulunur ve testosteron
hormonu {iretiminden sorumludur. Seminifer tiibiiller testisin posterior kenarina
dogru uzanarak diiz tiibiil haline gelirler. Mediastinum testiste diiz tiibiiller tiibiilii
rekti ve devaminda rete testisi olustururlar (24). Seminifer tiibiillerde sperm
hiicreleri tiretilir. Daha sonra tiibiilii rekti ve rete testise gecen spermler ductus
efferensten gecer ve epididimise ulasir.

Testislerin vaskiiler dolagimi v.testicularis ve a.testicularisten saglanir.
A testicularis abdominal aortadan koken alir. Sol v.testicularis sol v.renalise, sag
v.testicularis ise v.cava inferiora agilir. Testislerin posteriorundan ¢ikan kiigiik
venler birleserek spermatik kordu ag gibi saran pleksus panpinoformisi olusturur.
Testisin lenfatik dolasimi spermatik kordla beraber batina girerek nod.aortici
laterales ve nod.preaorticiye dokiiliir.

Testis inervasyonu pelvik ve inferior mezenterik pleksustan koken alan inferior

spermatik sinirler ve siiperior spermatik sinirler tarafindan saglanir (25).

2.1.2.2. Testis Histolojisi

Testis erbezi olarak da anilan egzokrin ve endokrin salg1 gérevleri olan bir
bezdir. Testisleri cepegevre saran li¢ katmanla korunmaktadir. Bu katmanlar tunika
vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiilozadir. Leydig hiicreleri tarafindan
endokrin salgi olan testosteron salgilanir. Egzokrin salgisi ise tiremeden sorumlu

olan seminifer tiibiilerden atilan spermiumlardir.



Tunika vaginalis testikiiler migrasyonda siiriiklenen periton yapraklaridir.
Visseral ve paryetal iki katmandan olusur. Bu katmanlar mezotelyum epiteli ile
désenmistir.

Tunika albuginea testisin posterior kenarindan igeri girerek mediastinum
testisi olusturur. Mediastinum testis vaskiiler yapilari, rete testisi ayni zamanda
testisi ¢ok sayida kiiciik lob-lobguklara bolen uzantilar igerir. Beyaz, fibroelastik
dokudan olugmaktadir.

Tunika vazkiiloza gevsek bag dokusu yapisindadir ve vaskiiler yapilardan
zengindir.

Seminifer tiibiiliin uzunlugu 30 -80 cm, ¢ap1 150-250 mikron Slgiilerindedir.
Tiibiiller olduk¢a kivrimlidir ve kor bir ugla baglarlar. Seminifer tiibiiller testisin
posterior kenarina dogru uzanarak diiz tiibiil haline gelirler. Mediastinum testiste
diiz tiibiiller tiibiili rekti ve devaminda rete testisi olustururlar (24). Seminifer
tiibiillerde sperm hiicreleri iiretilir. Daha sonra tiibiilii rekti ve rete testise gegen
spermler ductus efferensten geger ve epididimise ulagir. Seminifer tiibiiller ¢ok katli
epitelden olusur ve tunika propria ile sarilmistir. Cok katli epitel sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicrelerden olusur. Sertoli hiicreleri puberteye kadar oransal olarak
daha yogundur, puberteyle beraber c¢ogalmalari durur. Puberteden sonra

spermatogenik hiicreler artar ve oransal olarak yogunlasir.

2.1.2.2.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicreleri destekleyen, prizmatik yapili ve
apikal-lateral uzantilar1 bulunan hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri puberteye kadar
oransal olarak daha yogundur, puberteyle beraber ¢ogalmalar1 durur. Yakin
komsuluklar1 bulunan spermatogenik hiicreleri destekler. Beslenme ve
korunmasina yardimci olurlar. Sertoli hiicrelerinin birbiri arasinda siki baglanti
kompleksleri bulunmaktadir. Bu baglantilar sayesinde kan-testis bariyeri

olusmaktadir (Sekil 4 ) (26).

Sertoli hiicrelerinin destek islevlerinden birisi de sperm tasinmasini
saglayan sivi salgilamalaridir. Ayni1 zamanda fagositoz islevleri de vardir. Sperm
sitoplazmasinin artik kistmlarini, anormal gelisimli, genetik ve hiicresel defektli

spermiumlar1 fagosite ederler.



Sertoli hiicrelerinin hormonal ve salgisal gorevleri de vardir. Salg1 yonetimi
endokrin ve parakrin faktorlerden olugsan karmasik bir ag ve testikiiler-jukstakrin
capraz iletisimlerle saglanir. Bu iletisimde folikiil stimiilan hormon (FSH)
endokrinal, testosteron ise parakrin etkiden sorumlu olan ana hormondur. Bu
iletisimlerin sonucunda androjen baglayan protein, inhibin-alfa, inhibin-beta , doku
tipi plazminojen aktivatorii, epidermal biliylime faktorii benzeri protein-8,
plakoglobin, haptoglobin ve transferrin sertoli hiicreleri tarafindan salinmaktadir
(27). Aynm1 zamanda erkekte miillerin kanal gelisimini Onleyen AMH
salgilanmasindan da sorumludur.

Spermatogenik hiicreler spermatogenez siirecinde farklilasmayla es zamanl
olarak tiibiil liimenine dogru ilerlerler. Bu ilerleme ve farklilagma siirecinde sertoli
hiicreleri ve germ hiicreleri arasinda devamli baglanti vardir. Bu baglantilar
desmozom ve aktin benzeri baglantilardir. Baglantilarin saglanamamasi , ilerleme
siirecinde yarida kalmasi durumunda olgunlasmamis germ hiicreleri limene atilir

ve infertilite ortaya ¢ikabilir (26,28).
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Sekil 4.Kan testis bariyeri ve sertoli hiicreleri baglantilari (26)
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2.1.2.2.2. Spermatogenik Hiicreler

Sperm hiicrelerini olusturan 6ncii hiicrelere spermatogenik hiicreler denir.
Spermatogenik hiicreler kiimelenmis ve 4-8 adet hiicreden olusur. Spermatogenik
hiicrelerden olgun bir sperm olusumuna kadar gegen siire¢ spermatogenez olarak
adlandirilir. Spermatogenez spermatogonyal faz, spermatosit fazi ve spermatid fazi
(spermiyogenez) olarak ii¢ asamaya ayrilabilir. Bu siire¢ puberte dncesinde baglar
ve Omiir boyu devam eder. Endokrin ve parakrin etkiyle yonetilir ve

spermatogonyumun bdliinme siiresiyle beraber yaklasik 74 gilindiir (29).

2.1.2.2.3. interstisyel Bag Doku
Testiste seminifer tubdllerin ¢evre dokusunu olusturan interstisyel bag

dokuda kollajen fiberler, perittibller-miyoid hiicreler (peritibiler kontraktil
hiicreler) ve leydig hiicreleri bulunmaktadir.

Peritlibuler dokuda fibroblast bulunmaz bunun yerine kollajen sentezinden
sorumlu hucreler peritibller miyoid hiicrelerdir. Miyoid hicrelerin histoloji
preparatlarindaki bol grantlli endoplazmik retikulumdan zengin gériinimu buna
kanit olarak gosterilebilir. Miyoid hticrelerin ritmik kasilmasi aktin flamanlar
sayesinde gerceklesmektedir. Sperm hiicrelerinin epididimise ulasana kadarki
surecteki hareketi bu peristaltik harekete baghdir.

Leydig hicrelerinin diger bir ismi interstisyel hiicredir. Leydig hiicrelerinin
parakrin ve otokrin islevleri vardir. Gebelikte plasentadan salinan human koryonik
gonadotropinler leydig hiicrelerini uyararak gerekli testosteronun salgilanmasini
saglar. Gebeligin 12. haftasinda aktivitesi giderek azalir. Puberteyle beraber
hipofizden salgilanan liteinize edici hormon (LH) sayesinde yeniden androjen

sentezine bagslar.

2.2. KANSER VE ANTIKANSER iLACLAR

Diinya Saglik Orgiiti’niin Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi’nin (IARC)

paylastigl son verilere gore tim yilda tahmini olarak 20 milyon (mn) yeni kanser
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vakasl ve kansere bagh 9.7 mn 6lim meydana geldi. Hastalarin kanser teshisini
takip eden 5 yil icinde hayatta kalan hasta sayisi 53.5 mn olarak belirlenmistir.
Antikanser ilaglarin ve gok ajanli kombinasyonlarin kullaniimasiyla beraber 5 yillik
yasam beklentisi artmaktadir. Antikanser ilaglarin hedefleri yiksek boliinme ve
metabolik hiza sahip olan timor hiicrelerine etki ederek béliinmeyi durdurmaktir.
Bununla beraber sitotoksik 6zelliklerinden 6tiirii kanser hicrelerinin yanindan
bélinme-gogalma 6zellikleri ylksek olan hiicrelerde de harabiyet olusturmakta ve
buna bagh toksik 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir.

Antikanser (kemoterdpotik) ilaglar hiicreye etki ettigi yerlere, enzimatik
yolaklara, mekanizmaya ve etki kinetigine gore siniflandiriimaktadir.
Kemoteropotik ilaglarin etki mekanizmasinin ve timor hiicrelerine hangi asamada
etki edeceginin bilinmesi kanser spesifik tedavi protokollerinin olusturulmasinda
bliylik 6neme sahiptir. Somatik hiicreler yasam dongisi (hicre siklusu) G1,G2,S,M
olmak Uzere 4 faza aynlir. Kemoterdpotikler de siklus bagimh (siklusun tim
asamalarina etki eder) ve faz bagimli olmak Utzere (siklusun belli bir fazina etki
eden) olmak lizere iki gruba ayrilmaktadir (31).

Kemoteropotikler kimyasal orijinleri ve etki mekanizmalarina gore 6
kategoride siniflanabilir. Bunlar;

1-Alkilleyici ajanlar

2-Bitkisel Alkaloidler

3-Antimetabolitler

4-Antitimor antibiyotikler

5-Hormonlar ve hormon antagonistleri

6-Diger ilaglar

2.2.1. Alkilleyici Ajanlar

Antikanser etkisi olan sitotoksiteyi hiicrelerde yer alan niikleik asitlere
kovalent baglanarak gerceklestirirler. Bir on ila¢ olarak viicuda girerler ve hiicre
icerisinde etilenimonyum ve karbonyum tiirevlerine donlsurler. Hiicredeki son

Urtn hali olan karbonyum tiirevleri DNA'nin negatif yikli organik gruplarina
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irreversible olarak baglanir. Boylece hedeflenen antikanser etki ortaya ¢ikar ve
alkillenme gergeklesmis olur (31).

Alkillenmenin sonucunda DNA transkripsiyonu ve replikasyonunda
bozulmalar gergeklesir. Ayni zamanda enzim ve proteinleri de etkileyerek hiicresel
solunumu da bozmaktadir. Alkillenme islemi ¢cogunlukla guanin nikleik asitinin 7.
azot atomu Uzerinden olur. Bunun sonucunda DNA da birka¢ mekanizmayla
dejenerasyonlar ortaya ¢ikar. Bu islem sonrasinda hatali baz eslesmesi olur ve
guanin, sitozin yerine adenin ile eslesir. imidazol halkasi bozulan guanin halkasinda
parcalanma olur ve DNA yapisindan kirilmalara yol acgabilir. DNA zincirindeki
alkillenmis nikleik asitler birbirleri arasinda beklenmedik eslesmeler kurarak
DNA’nin zincir yapisinda bozulmalara yol agabilir(31,32).

Alkilleyici ilaglar lenfoid doku ve kemik iliginde slipresyon yapar, bu
etkilerini tek dozda dahi gostermektedir. Bu etkilerin ortaya ¢cikma ve devam etme
suresi segilen alkilleyici ajana gore degiskenlik gosterir. Bu etkilere bagli kan
parametrelerinde degisim ve immiuinsipresyon ortaya ¢ikar.

Alkilleyici ajanlarin ortak yan etkisi kemik iligi supresyonudur. Uzun dénem
kullanimlarina bagh olarak infertilite ve I6semi ortaya c¢ikabilmektedir.
Gastrointestinal etkilerine bagli limen mukozalarinda llserasyona kadar gidebilen
yan etkiler ortaya cikabilir. Bulanti, kusma, istahta azalma gibi sikayetler ortaya
cikabilmektedir(33).

Kemoteropotik ajanlardan gonadal toksisitesi en cok 6n plana ¢ikan grup
alkilleyici ajanlardir. Alkilleyici ajanlarin iginde en yiksek gonadotoksik yan etkiye

sahip olan ise siklofosfamiddir.

2.2.1.1. Siklofosfamid

Siklofosfamid (CYP) alkilleyici ajanlar kategorisinde yer alan antikanser bir
ilactir. Kokusuz, beyaz renkli kristal yapida toz olarak sentezlenmektedir.
Siklofosfamid monohidratin molekiler formilii C7H15CI12N202P.H20 seklindedir
ve azotlu hardal gurubunda yer almaktadir. Malignansiler i¢in farkli rejim

protokolleri olmakla beraber 100-200 mg oral veya 3-4 haftada bir 600-1000
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m2/kg dozda intraven6z olarak verilmektedir. Maksimum plazma
konsantrasyonuna 1 saatte ulasir. CYP karacigerde aktif metabolitleri olan
aldofosfamid (ALDO), fosfaramid hardalina (4-hidroksisiklofosfamid) dontsir ve
hiicresel sitotoksiteden bu metabolit sorumludur (Sekil 5). ilacin yaklasik %10 ‘u
degismeden idrarla atilir. Eliminasyon yarim émri 5-8 saat arasindadir. Normal
bobrek ve hepatik fonksiyona sahip hastalarda eliminasyonu yaklasik 5,4 I/saat
hizla gergeklesir (3,34,35).

Farkli doz ve rejimlerde cesitli endikasyonlarda kullanim alani bulmustur.
Kanser tedavisinde ilk klinik denemeleri 1958’de yapilmis ve 1959’da FDA (United
State Food and Drug Administration) tarafindan antikanser ila¢ olarak
onaylanmigtir. Non-hodgkin lenfomalar, ALL gibi hematolojik malignitelerde,
kiigiik hiicreli akciger kanserlerinde, over kanseri, meme kanseri, ¢ocukluk ¢agi
neoplastik-non-neoplastik ~ hastaliklarda,  solid  tlimorlerde  antikanser
ozelliklerinden dolayr kullanim alani bulmustur. Immiinsiipresan etkilerinden
dolay1 otoimmiin hastaliklarda ve ¢esitli romatolojik hastaliklarda da
kullanilmaktadir (1).

Fosfaramid hardalinin etkisiyle kanser hiicreleri 6lirken ayni zamanda bir
dezavantaj olarak saglam hicrelerde de toksisite meydana gelir. Bu toksisiteden
fosforamidle beraber akrolein denen baska bir metabolitte sorumludur.
Fosforamid DNA’nin alkillenmesine vyol agarak DNA’da kirik ve diger
mekanizmalarla hiicre 6limine sebep olur. Akrolein ise DNA tamir proteinlerine
etki ederek toksisiteye neden olur ve etkisi apoptoz, nekroz gibi yolaklar tizerinden
ortaya cikar(3,34,35).

Yan etkilerine bakildigi zaman alkilleyici ajanlarin ortak yan etkisi olan
kemik iligi supresyonu, gastrointestinal etkilerine bagli limen mukozalarinda
Ulserasyona kadar gidebilen yan etkiler, bulanti, kusma, istahta azalma gibi
sikayetler ortaya cikabilmektedir. Ayni zamanda (riner sisteme spesifik yan etkisi
olarak hemorajik sistit ortaya cikabilmektedir. Uzun donem kullanimlarina bagl
olarak infertilite ve I6semi ortaya cikabilmektedir. 4 aylik CYP tedavisinden sonra
sperm sayisinin sifira diisebilecegini ve 6 ay veya daha uzun siire tedavi edilen tiim

hastalarda azospermi oldugunu gosterilen calismalar mevcuttur (8). Deney
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hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda CYP kullanimina bagli sperm parametrelerinde
bozulma, serum testosteron ,LH diizeylerinde diisme ve FSH diizeylerinde artma
saptanmistir(36,37). Testisin morfolojik dlcimlerinde testis agirhklarinda
azalmaya vyol actigl bildirilmektedir. Yine bu deneysel c¢alismalarda testis
dokularinin histolojik incelemelerinde spermatogenezde arrest ve mikrogevre -bag
dokuda degisimler oldugu saptanmistir. Seminifer tiibil epitelinde dejenarasyon,
spermatogenezde arrest, germinal epitelde ayrisma, limene dokilme, tibil
epitelinde vakuolizasyon , interstisyel aralikta hemoraji gibi degisimler isik

mikroskopisinde gorilen degisiklikler olarak siralanabilir (38).
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Sekil 5. Siklofosfamidin kimyasal yapisi ve metabolizmasi

Siklofosfamide bagh infertilite gelisiminde DNA alkillenmesi, oksidatif
streste artis ve bunlarin etkisiyle ortaya cikan inflamasyon ve nekrotik siirec
etkilidir. infertiliteyi engellemeye yénelik daha énce bir¢ok calisma yapilmistir. Bu
calismalarda CYP’in oksidatif hasarini 6nlemeye yonelik olarak antioksidan
maddeler denenmistir. Bazi antioksidan maddelerin CYP’ ye bagh infertiliteyi

onlemede yardimci olabilecegi gosterilmistir (39-42).
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2.3. SiLIMARIN

Asteraceae familyasinin bir Giyesi olan sit devedikeni “Silypbum marianum”
Ulkemizde yaygin bir sekilde kullanilmakta ve yoéresel olarak devedikeni veya
kenger otu olarak da anilmaktadir (Sekil 6.). Deve dikeni ve meyveleri 2000 yili
askin siredir kullanilmaktadir(43). Bitkinin yapraklari ve diger tedavi edici etkileri
icerigindeki  silimarin, flavonolignans silydianin, silychristinin  izometrik
karisimlarindan gelmektedir (43). Bu izometrik karisimin A ve B olmak lizere iki
diasteroizomerik formda bulunmaktadir. Bu formlar slybin A -B ve izoslybin A-B
olmak Uzere 4 formda bulunmaktadir. Bu bilesiklerin molekiler biyosentezi
peroksidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Fenilpropanoid koniferil alkol ve

flavonoid taksifolin arasindaki oksidatif baglanma ile gergeklesir(43).

Sekil 6. Devedikeni bitkisi

Devedikeni meyvelerindeki silimarin icerigi devedikeni gesidine, yetistigi
cografya ve iklim kosullarina baghdir. Silimarin geleneksel olarak karaciger
hastaliklarinda kullanilmistir. Yapilan calismalar in-vivo ve in-vitro ortamlarda
silimarinin protein sentezini arttirdigi, hiicre yenilenmesini uyardigi ve antioksidan

Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Buna bagl olarak toksik karaciger
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hastaliklarinin tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir (43,44). Silimarinin
kimyasal olarak indiklenen hicresel karsinogenezi engelledigi, antidiyabetik,
antienflamatuvar, hipolipidemik ve néroprotektif oldugu gosterilmistir (45—48).

Silimarinin farkli kimyasallara bagh gelisen infertilite , over toksisitesi ve
testikiler hasari koruyabilecegi gosterilmistir (49,50). Sisplatin, doksorubisin ,
metotreksat, streptozotocin, alkol ve kadmiyumla indiliklenen testikiiler
hasarlarda koruyucu roli olabilecegi gosterilmistir(10,51-53).

Silimarinin ve diger polifenollerin antioksidan aktivitesinin viicut savunma
sistemine dogrudan katkisi oldugu gosterilmemekle beraber antioksidan
aktivitenin indiklenmesini saglayarak etki ettigi disinilmektedir. Bu konuda
sinirli galigmalar mevcuttur. Nrf2 ve NF-kB ve ilgili gen ve proteinlerinin etkisiyle
antioksidan ve antikanser etkilerinin ortaya ciktigi distinilmektedir (54). Ayni
zamanda EGFR-MAPK/ERK1/2 sinyal yolaklarinda inhibisyon , Rb ve E2F proteinleri
aktivasyonu ve IGF-reseptér sinyal yolaklarinda degisikliklerden de sorumludur

(55).
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Sekil 7. Silimarin ana bilegenlerinin molekiiler yapilari (56):

Silimarin ve bilesenlerinin suda ¢6zlnurligu azdir ve bu nedenle agizdan
alinan toz eksrat formlarinin 30 dk sonra kan serum dizeyinde 20 ng/mL kadar
artis saglayabildigi gosterilmistir. Silibinin bir haftaya kadar glinde 1.44 grama
kadar glvenli olarak oral yolla alinabilir(57). Dolasimda serumda yer alan
silimarinin en aktif bileseni silibinindir ve kanda konjuge silibin olarak tasinir (58).
Silibinin bobreklerde idrardan geri emilimi toplam dozun %3 ‘ten azini

olusturmaktadir (59).
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Silimarinin icindeki baskin molekdl silibinindir ve viicuttaki farmakokinetik
olarak emilimin Faz 1 ve 2 de oldugu kolayca metabolize oldugu gosterilmistir. Faz
2 de konjugasyon gergeklesir, idrar ve safra ile elimine edilir. Silibinin renal atilimi
minimal diizeydedir ve oral dozajin 24 saatteki itrahinin %1-2’lik kismina katkida
bulunur. Safra konsantrasyonu dolasimdaki konsantrasyonun 100 katina yakindir
ve safradan atilim gercgeklesir(60). Diger flavonoidler gibi entero-hepatik bir

farmakokinetik tutulum sergiler (Sekil 8).

Pharmaceutical
Phase

Pharmacokinetics A © WY\ I TTIT I T I T TT I T TT N PO RN .
Phase ) :

Pharmacodynamic ./ &

Phase. —  NE e gt R e
.......................................... At ONEE AIE
[OEL cancer , angiogenic
Sekil 8. Silimarin farmakokinetigi(57)
2.4. OKSIDATIF STRES

ilk kez yaslanma Uizerine yapilan ¢alismalarda oksidatif stres kavramindan
bahsedilmistir. Sistematik tanimi 1985 yilinda Sies tarafindan yapilmistir (61).
Oksidatif stres in-vivo veya in-vitro sistemlerde serbest radikaller ile bunlar
temizleyici etkiye sahip olan antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir (62).

Dengenin serbest radikallere kaymasiyla beraber artan oksidatif stres

sonucunda hicre organellerinde degisimler olusmaya baslar. Hiicre isleyisinin
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normal seyrinde reaktif oksijen radikalleri ortaya ¢cikmaktadir. Hiicresel yaslanma,
iskemi-reperflizyon, radyasyona maruziyet, yliksek oksidatif maddeye maruziyet
gibi sebeplerden de reaktif radikaller artmaktadir. Oksidatif stres kronik
inflamasyona sekonder ortaya c¢ikan patolojilerden sorumludur. Diyabet,
norovaskiler hastaliklar, koroner arter hastaligi, kanser vb. hastaliklarin

patogenezinden sorumludur(62-65).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiiksek O2 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Ant-ioksida nlar =
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Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 9. Oksidatif denge ve etkileri(62)

Serbest oksijen radikalleri hiicre i¢i ve disi olaylarda bir¢ok maddenin
metabolizmasi sonucunda olusabilir. Bu maddelerin basinda nitrojen ve oksijen
iceren molekiller yer almaktadir(66). Bu molekdllerin yer aldigi kimyasal olaylar
en ¢cok endoplazmik retikulum, mitokondri, peroksizom ve lizozom organellerinde
gerceklesir. Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz, miyeloperoksidaz
enzimleri serbest oksijen radikalleri olusumdan sorumlu enzimlerdir (67,68)

Oksidatif hasar membran lipidleri, proteinler ve nikleik asitler lizerinde
etkilerini gosterirler. Bu hasarlarin en biyik etkisi proteinlerin primer ve
kuarterner yapilarinda gozlenir. Primer ve kuarterner yapilarinin degismesi

sonucunda protein yapida olan enzimlerde islevsel bozukluklar ortaya cikar (69).
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islevsel bozukluklarin sonucundan hiicrenin yasamsal aktivitelerinden sorumlu
olan hicresel sinyal iletim-reseptér mekanizmalari, solunum mekanizmalari ve
tasiyici organeller-molekiil sistemleri islevlerini yerine getirememeye baslar.
Mitokondride artmis reaktif oksijen radikalleri (ROS) Uretimine bagh olarak
mtDNA’da mutasyon, kaspazlarda aktivasyon ve apoptozu tetiklenmesinden
sorumlu olan sitokrom-c ve pro-apoptotik molekiller salinmaya baslar (67,70). Bu
bozukluklarin sonucunda antioksidan sistem bozulur ve oksidatif stres daha fazla
artmaya baslar. Tim bu zincirleme olaylarin sonucunda oksidatif denge
saglanamaz ise hicresel 6lim baglar.

Lipidler de oksidatif strese karsi hassastir. Lipid peroksidasyon urlinleri in-
vivo oksidatif stres durumu ve bununla iliskili hastaliklarda potansiyel
biyobelirteglerdir. Son zamanlarda, arasidonik asitten izoprostan, izoprostaglandin
homologlari, dokosaheksaenoik asitten noéroprostanlar, linoleik asitten
hidroksioktadekadienoik asit ve kolesterolden oksisteroller, in vivo oksidatif stres
durumu icin potansiyel biyobelirte¢ calismalari yapilmaktadir(66). ROS biyolojik
zarlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde (PUFA) oksidasyona yol agar ve lipit
peroksidasyonunu baslatir (62). ROS icerisinde en glcli reaktiviteye sahip olan
radikal tiirt hidroksil radikalidir (OHe). Temelde sire¢ ylksek reaktiviteye sahip
radikallerin hiicre membranlarinda bulunan PUFA saldirarak bir H atomunu
metilen gruptan (-CH2) koparmasi ile baslar. Lipid oksidasyon hasarina bagh hiicre
membrani, mitokondri i¢ zari gibi membran PUFA ve lipidlerinden bol olan
alanlarda membran akiskanlik ve gecirgenliginde degisimler olur. Oksidatif stresin
¢ok artmasina bagli membranlar tam parcalanmaya kadar gidebilir. Hicre
membran hasarlarina bagh ortaya cikan lipit peroksit metabolitleri inflamasyon
sureclerini baslatir, buna bagh sistemik etkiler ortaya c¢ikar. Lipit peroksitin
zincirleme etkisine bagl olarak son Urliin olarak 4-Hidroksinonenal (HNE),
malondialdehit (MDA) ve hegzenal isimli aldehitlere donistr (Sekil 10).Meydana
gelen bu zincirleme etki ortama zincir kirici etkisi olan bir antioksidan eklenene

kadar devam eder.
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Sekil 10. Lipit peroksidasyonu ve metabolitleri

ROS’larin DNA ve diger niikleik asitler Gzerine de etkileri mevcuttur.
Oksidatif DNA hasarina bagh karsinogenezin tetiklendigi bilinmektedir. Daha
spesififk olarak iyonlastirici radyasyonla yapilan calismalarda DNA’nin deoksiriboz
¢atisinda ve baz dizilimlerinde ¢ok sayida Hidroksil iyonun tetikledigi yan Griinlerin
ortaya ciktig1 gosterilmistir. ROS’taki artisa bagli olarak p53 ve ataksi telenjektazi
mutasyonu (ATM) proteinlerindeki modiilasyon meydana gelir (71). Bu
modydlasyona bagli olarak DNA tamir mekanizmalarinda aksakliklar ortaya ¢ikar ve
DNA hasari meydana gelir(72). Artan ROS ve azalmis antioksidanlara bagh olarak
oksidatif stres dengelenemez ise hiicresel yaslanma, artmis kronik inflamasyon,
epigenetik modilasyonlara bagli DNA da artmis metilasyon gergeklesir(73). DNA
da meydana gelen bu degisimlerin sonucunda normal hiicrelerde artmis apoptoz,
onkogenik hicrelerde ise azalmis apoptoz ve buna bagh karsinogenez

gelisebilmektedir (71-73).

2.4.1. TAS, TOS ve OSI Orani

Oksidatif stres antioksidan ve oksidan sistemler arasindaki denge
degisiminden dolayr olmaktadir. Plazma, serum veya dokudan antioksidan ve

oksidan bir molekilin tayini icin birden fazla yontem mevcuttur fakat tim
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antioksidan-oksidan ajanlarin tek tek ol¢imi maliyet ve zaman kaybina yol
acmaktadir. Bu nedenle hedeflenen doku-kan Orneginde total antioksidan
seviyeleri(TAS) ve total oksidan seviyelerini (TOS) 6lcen bir metod daha uygun bir
secim olacaktir(74,75). Henliz kesfedilmemis oksidan ve antioksidan molekiller de
goz online alindiginda TAS ve TOS hesaplanmasi daha akillica ve dogru sonug
verecektir. TOS/TAS orani oksidatif indeks skoru (OSl) olarak adlandiriimaktadir.
Ve OSI degeri arttikca TAS-TOS arasindaki dengenin TOS lehine degistigi oksidatif
stresin arttigini anlamina gelmektedir (74,76,77). Oksidatif dengeyi 6lgmek igin bir
oran kullanma yonundeki ilk dneri, oksitlenmis/indirgenmis glutatyon (GSSG/GSH)
idi. Hayvan modellerinde yapilan ilk galismalarda, oran artisinin in vivo oksidatif
stresin bir indeksi oldugunu gosterdi ve diger parametrelerle beraber tamamlayici
olarak kullanilabilecegini 6ne sirtilmustur. Klinikte uygulanmasi zor ve karmasik
hesaplamalardan kag¢inmak icin, oksidan molekil ile antioksidan arasindaki
oranlarin kullanilmaya baslanmistir. Bu anlamda en ¢ok kullanilan oksidasyon
belirtecleri malondialdehit (MDA veya TBARS) veya toplam lipid hidroperoksitler
(LOOH) olarak olctlen lipoperoksit seviyesi olmustur, ancak antioksidanlarin
Olcimd icin antioksidan enzimler gibi gesitli parametreler de kullaniimistir. Orani
belirtmek icin kullanilan isimle ilgili olarak, bazi yazarlar buna "oksidatif stres
indeksi" (OSI) ismini kullanmayi se¢mislerdir. Becatti ve ark. oranlarini "redoks
indeksi" olarak adlandirmis ve insanlarda redoks durumunun givenilir bir tahmini

olarak kullanilabilecegini belirtmistir (78).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ETIK KURUL KARARI

Yapilan deneysel calisma ve miidahaleler Diizce Universitesi Deney
Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’nun 8.9.2023 tarihinde alinan 2023/09/01 karar
numarasi ile etik kurul onayindan gegmistir . Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliglu tarafindan 2023.04.02.1444 numarali proje destegi

verilmistir.

3.2. DENEY HAYVANLARI

Calismada Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi tarafindan yetistirilen ve agirliklari ortalama 430 £ 50g olan 47 tane Wistar
Albino irki eriskin erkek sican kullanilmistir. Deney siresince hayvanlar kontrolli
sicaklik (23-25°C) ve 12/12 saatlik aydinlik/karanhk dongiisi ve %50-60 nem olan
bir odada kafeste olacak sekilde takip edildi. Calisma siliresince siganlara limitsiz
sekilde musluk suyu (ad libitum) ve standart kemirgen yemi verildi. Deneye

baslanmadan 6nce 2 hafta beklenerek ortam sartlarina adaptasyonlari saglandi.

3.3. DENEY TASARIMI

Deneyde kullanilan hayvanlar bir grupta (kontrol grubu) 5 diger alti grupta
7’ser hayvan olacak sekilde rasgele dagitilarak 7 gruba ayrildi. Deneyde kullanilan
siklofosfamid (Endoxan, EIP ECZACIBASI, istanbul, Tiirkiye) toksik etkisinden dolayi
valfli emniyet aparatiyla hazirlandiktan sonra intraperitoneal (i.p.) tek doz 200
mg/kg olarak enjekte edildi. Silimarin (Silymarin- S0292 ,Sigma-Aldrich,
Switzerland) hazirlanirken ¢6ziici olarak findik yagi kullanildi. Gruplar icin

hesaplanan SMN dozu yariya bélinerek (0,5 cc ¢ozlicl yag icinde) glindiiz-gece
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olarak giinde iki kez oral gavaj yontemiyle verildi. Silimarin ¢6zeltisi verilmeden
hemen Once taze olarak hazirlandi. Silimarin (SMN) oral gavaj 200 mg/kg /gilin
olarak ve yiksek doz Silimarin (2xSMN) oral gavaj 400 mg/kg/glin dozajlamasinda

verildi.

1.Grup-Kontrol Grubu (n:5): 14 giin oral gavajla sabah ve aksam 0.5’er cc ¢ozlicl

yag verildi. 8.glin i.p. SF enjeksiyonu yapildi.15.glin sakrifiye edildi.

2.Grup,Siklofosfamid (CYP) grubu(n:7) : 14 giin oral gavajla sabah ve aksam 0.5’er
cc ¢Ozlicl yag verildi. 8.glin i.p. CYP enjeksiyonu yapildi.15.gln sakrifiye edildi.

3.Grup, Silimarin (SMN) grubu(n:7): ilk 7 glin sabah ve aksam 0.5’er cc ¢ozlicli yag
verildi, 8.glin i.p. 1 cc SF enjeksiyonu yapildi ve 8-14. giinlerde SMN verildi, 15. Glin
sakrifiye edildi.

4.Grup, Silimarin (SMN) + Siklofosfamid (CYP) grubu (SMN+CYP) (n:7): ilk 7 giin

SMN verildi.8. ginde CYP enjekte edildi,14. gline kadar oral gavajla sabah ve aksam

0.5’er cc ¢ozlict yag verildi. 15. Gun sakrifiye edildi.

5.Grup, 2x Silimarin (2xSMN) + Siklofosfamid (CYP) grubu (2xSMN+CYP) (n:7): ilk
7 giin 2xSMN verildi.8. glinde CYP enjekte edildi. 14. gline kadar oral gavajla sabah

ve aksam 0.5’er cc ¢6ziicu yag verildi .15. Gln sakrifiye edildi.

6.Grup, Siklofosfamid (CYP) + Silimarin (SMN) grubu (CYP+SMN) (n:7) : ilk 7 giin
sabah ve aksam 0.5’er cc ¢oziici yag verildi, 8. Gin SMN verildikten 2 saat sonra

CYP verildi ve bir hafta boyunca SMN verildi. 15. Glin sakrifiye edildi.

7.Grup, Siklofosfamid (CYP) + 2xSilimarin (2xSMN) grubu (CYP+ 2xSMN) (n:7): ilk
7 glin sabah ve aksam 0.5’er cc ¢6ziicl yag verildi 8. Glin 2xSMN verildikten 2 saat

sonra CYP verildi ve bir hafta boyunca 2xSMN verildi. 15. Glin sakrifiye edildi.
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Sekil 12. Silimarin ¢o6zeltisi ve ratin oral gavajla beslenmesi

3.3.1. Deneyden elde edilen veriler

Testisi alinan hayvanlardan intrakardiyak kan alindi, kan 6rnekleri 4000
rom’de 10 dakika santriflij sonrasinda serum elde edildi. Her rata ait serum 6rnegi

ikiser ependorf tlipline alinarak numunelerin calisilacagl giine kadar -80 °C'de
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saklandi. Daha sonra, sol testis ve serumda TAS, TOS, MDA seviyeleri ticari kitlerle
dis laboratuvarda; serum testosteron, FSH ve LH degerleri ise Diizce Universitesi

Fizyoloji Anabilim Dali’'nda ELISA yéntemi ile spektrofotometrik olarak élgilda.

Sag testisler bouin soliisyonuna alinarak Diizce Universitesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali’'na génderildi.

Tum hayvanlarin vicut agirhk 6l¢iimleri deneyin basinda, 8. glinde ve
14.glinlin sonunda oOlglilerek not edildi. Deney sonunda testis agirligl ve uzunluk
Olclimleri yapildi. Sakrifikasyon dncesi 6lclilen viicut agirhigi ile ayni hayvana ait sag
ve sol testis agirligi toplami asagidaki formiile gére hesaplanarak her bir hayvan

icin testis vicut agirhgi orani belirlendi.

“Testis / Viicut Adirligi Orani: sag ve sol testis adirliklari toplami /viicut agirhigi x

100”7

Testislerin transvers ve vertikal uzunluklar dijital el kumpasi ile olgulda.
Prolate (uzamis) sferoit hacim formiiliine gére hesaplanarak her bir hayvan icin

testis hacimleri belirlendi (79).

“ Prolate (uzamis) sferoit icin formiil: uzunluk x genislik? x 0.52”

3.3.2. Deneyde Kullanilan Ol¢iim Malzemeleri

Etken madde olarak siklofosfamid (Endoxan, EIP ECZACIBASI, istanbul,
Tirkiye ), Silimarin (Silymarin- S0292 ,Sigma-Aldrich, Switzerland) kullanildi.
Anestezik uygulama icin 10 mg/kg ksilazin ve 90 mg/kg ketamin kullanildi. Deneyde
hayvan agirhigi tartiminda Kern PCB 8K-01, etken madde ve testis dokusu
tartiminda Kern ABJ 220-4 NM aleti kullanildi. Testislerin transvers ve vertikal

uzunluklari +-0,5 mm hassasiyetteki dijital el kumpasi ile 6l¢tldi.
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Sekil 14. Silimarin ve enjeksiyona hazir siklofosfamid

3.4. BIYOKIMYASAL ANALIZ YONTEMI

3.4.1. Serum ve Dokudan TOS, TAS ve OSI 6l¢limii.

Deneklerden elde edilen sol testis ve serum orneklerinin analizinde Total
Oksidan Kapasite (TOS) ve Total Antioksidan Kapasite (TAS) olctimleri, ticari kitler
kullanilarak MINDRAY-BS400 cihazinda gergeklestirilmistir.
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TAS olglimlerinde, antioksidan kapasitesini degerlendirmek amaciyla
yaygin olarak kullanilan ABTS (2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
yontemi uygulanmistir. ABTS radikal katyonlari, antioksidanlarla reaksiyona
girerek renk degisikligi olusturur, bu da spektrofotometre ile élgiliir. Ozellikle
ABTS +radikal katyon testi, TAS degerlendirmelerinde siklikla tercih edilmektedir.
Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak ifade edilmistir(80).

TOS seviyeleri 6lciim yontemi olarak numunedeki oksidanlar ferrous ion-o-
dianisidine kompleksini ferrik iyonuna oksitlemistir. Oksidasyon reaksiyonu,
ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekilleri ile desteklenmistir. Test,
hidrojen peroksit ile kalibre edilmis olup sonuglar mikromolar hidrojen peroksit
esdegeri (umol H,0, equivalent/L) olarak ifade edilmistir(81).

TOS'un TAS'a orani oksidatif stres indeksi (OSl) olarak kabul edilmistir (82—
84). Hesaplama igin, TAS'In birimi umol/L'ye donustirilmis ve OSI degeri
asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

“OSI= TOS (umol H202 esdegeri/L) / TAS (umol Trolox esdegeri/L)”

3.4.2. Serum ve Dokudan Malondialdehit (MDA) nmol/ml 6l¢iimii

Deneklerden elde edilen sol testisler ve serum érnekleri analizlerinde MDA
Olglimleri ticari kitler kullanilarak REL BIOCHEM-REL ASSAY cihazinda yapilmistir.
MDA seviyesi, tiyobarbitlirik asit (TBA) ile reaksiyona dayal bir yontemle
belirlenmistir. MDA, TBA ile reaksiyona girerek 532 nm'de maksimum
absorpsiyonu olan pembe bir pigment olusturmustur. Numuneler, %10
trikloroasetik asit ile islenmis, santriflijlenmis ve siipernatant %0.67 TBA ile kaynar

su banyosunda reaksiyona sokulmustur. Absorbans 532 nm'de 6l¢liimustir.
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Sekil 15. Tam kan ve santrifiij sonrasi elde edilen serum 6rnekleri

3.4.3. Hormonal Analizler
Serum total testosteron, FSH ve LH degerleri ise Diizce Universitesi Fizyoloji

Anabilim Dal’'nda ELISA yéntemi ile spektrofotometrik olarak dlciildi. Olglimlerde
ROBONiK washwell Plate ELISA washer ve ROBOniK readwell Touch ELISA Plate
Analyzer cihazlari kullanildi. ELISA kitleri olarak SunRed Rat luteotropic
hormone(LH) ELISA Kit, SunRed Rat follicle-stimulating hormone(FSH) ELISA Kit ve

SunRed Rat testosterone (T) ELISA Kit isimli Grinler kullanildi.

Sekil 16. Platelerin goriniimii

3.5. MORFOMETRIK VE HiSTOLOJiK ANALIZLER
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Uygun anestezi altinda (10 mg/kg ksilazin 90 mg/kg ketamin) agirlik tartimi
sonrasinda ratlara sag ve sol orsiektomi yapildi. Her iki testis ¢cevre bag dokudan
temizlendikten sonra vertikal-transvers g¢aplari 6lgiildl, agirliklari not edildi. Sol

testisler dokuda oksidatif stres dlcimd igin saklandi. Sag testisler histopatolojik

inceleme icin boin sollisyonuna alindi.

Sekil 17. Orsiektomi materyali ve temizlenmis testis dokulari

3.5.1. Rutin Parafin Takibi

Her biri 50 ml lik olan kaplardaki bouin sollisyonuna alinan testis dokulari,
yaklasik 24 saat fikse edildi. Fiksatifin fazlasi uzaklastirmak amaciyla 3 saat cesme
suyunda yikandi. Sonra dokularin dehidratasyonu icin sirasiyla %70, 80 ve 90’lik
etanol serilerinde 24’er saat boyunca tutuldu. %100’'lik etanolde de 4 saat
tutulduktan sonra vyaklasik 5 dakika ksilen icerisinde seffaflastirma islemi
gerceklestirdi. Dokular 120 dakika boyunca 75°C'lik etlivde bulunan parafin
icerisinde bekletildi. Bu slirecte 3 kere parafin degisimi yapildi. Daha sonra parafin
iceren kaliplara konuldu ve oda sicakhginda parafin donduruldu. Parafine gomila
dokularin bloklari kesime hazir hale getirildi ve mikrotoma yerlestirilerek 4

mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin su banyosunda dizlestikten
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sonra histopatolojik inceleme icin normal lamlar Gzerine alindi. Kesitler gece

boyunca oda isisinda kurutuldu.

3.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Kesitler doku disinda bulunan parafinlerini birakmasi igin 75°C sicakliktaki
etlvde 40 dakika boyunca bekletildi. Sonra etiivden gikartilip 10’ar dakika ksilen 1
ve ksilen 2’de bekletildi. Her birinde 10 dip olmak lizere %100, %90, %80 ve %70
etil alkole daldirildi ve dokulara suyu geri vermek igin akan suda yikandi. Daha
sonra 3 dakika hematoksilende bekletilerek nikleuslarin boyanmasi saglandi ve
kesitler akan suda yikandi. Devaminda hizh bir sekilde 2 defa asit alkole daldirildi.
Tekrar akan suda yikandi. Kesitler hizlh bir sekilde 2 defa da amonyakli suya
daldirildi. Pesinden tekrar akan suda yikandi. 10 dip %70’lik etil alkole daldirildi.
Ardindan 40 saniye alkolde ¢0Ozlilmis eozinde bekletilerek sitoplazmanin
boyanmasi saglandi ve tekrardan akan suda yikandi. Daha sonra 10’ar dip olmak
Uzere %70, %80 ve %96’lik etil alkole daldirildi. Ksilende 10 dakika ve 75°C
sicakliktaki etlivde de 2 dakika bekletildikten sonra lamlara entellan damlatilarak

lamel ile kapatildi.

3.5.3. Gomori-Trikrom Boyama Protokolii

Kesitler 40 dk 75° C sicakliktaki etlivde bekletildi. Sonra ksilende 20 dakika
boyunca deparafinize edildi. Her birinde 10 dip olmak Uizere sirasiyla %96, %80 ve
%70 etil alkollere daldirilarak hidrate edildi. Sonra bol su ile yikandi. Bouin
sollisyonu icerisinde olacak sekilde 75° C sicakliktaki etlivde 40 dakika boyunca
bekletildi. 3 ayri kapta bol su ile yikandi. Sonra hematoksilende 2 dk tutuldu. Tekrar
3 ayri kapta bol su ile yikandi. Daha sonra trikrom soliisyonunda 25 dk tutuldu.
Ardindan %0,5'lik asetik asit ile diferansiye edildi ve kesitler akan su altinda
yikandi. Daha sonra her birine 10’ar dip olmak tizere sirasiyla %70, %80 ve %96’lik
etil alkole daldirlarak dehidrate edildi. Ksilende 10 dakika ve 75° C sicakliktaki

etivde de 2 dakika bekletildikten sonra lamlara entellan damlatilarak lamel ile
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kapatildi.

3.5.4. Johnsen Skorlama Protokolii

Hematoksilen-eozin boyanmis her bir kesitten yaklasik 30 adet yuvarlak
seminifer tlbdl secildi. Testis dokularindaki hasari ve spermatogenezi
degerlendirmek igin testis kesitleri incelenerek seminifer tiibillerde yer alan germ
hicrelerinin durumu kantitatif olarak 1’den 10’a kadar uygun olan puan verildi.
Testis dokularinin skorlamasi iki kor uzman tarafindan belirlendi. Sonra her grup
icin ortalama bir deger hesaplandi ve gruplar karsilastirildi. Degerlendirmeler ve

fotograflamalar Olympus BX50 mikroskop ile yapildi.

Tablo 1. Johnsen Skorlama Protokolii

Skor Johnsen Skorlama Protokoli

10 Duzenli seminifer tibdller ve tam spermatogenez mevcut

9 Duzensiz seminifer tibdller mevcut ancak tibil iginde cok sayida olgun sperm varhigi
8 Seminifer tibullerde az sayida sperm varligi

7 Seminifer tibullerde sperm yoklugu ancak ¢ok sayida erken spermatid varlig
6 Seminifer tibullerde az sayida erken spermatid varligi

5 Seminifer tibullerde spermatid yoklugu ancak ¢ok sayida spermatosit varlig
4 Seminifer tibullerde az sayida spermatosit varlig

3 Seminifer tibullerde sadece spermatogonyumlarin varlig

2 Seminifer tubullerde germ hiicrelerinin yoklugu

1 Fibréz doku ile kaplanmis seminifer tubullerde hig hiicre olmamasi

3.6. ISTATISKSEL ANALIz

istatistiksel analizler, GraphPad Prism 8.0.2 vyazihmi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veriler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir.
Normallik dagihmini degerlendirmek icin Shapiro-Wilk testi uygulanmistir. Gruplar

arasindaki farklar, Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile analiz edilmis ve
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farkhliklarin belirlenmesinde Tukey-Kramer Coklu Karsilagtirma Testi kullaniimistir.

istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edilmistir.

4. BULGULAR

Siklofosfamid oldukga toksik bir madde oldugu icin deney siirecinde buna
bagl olarak iki denek kaybi yasandi (SMN+CYP ve CYP+SMN gruplarindan birer
tane).

4.1. DENEK AGIRLIKLARI

Deneye baslangi¢ 6ncesinde, 8. giinde ve deneyin son gliniinde denek
agirhklan olgilerek kaydedildi. Yapilan dlgciimlerde gruplar arasi agirlik ortalamalari
farkl bulundu ama istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (sirasiyla p degerleri:
0,82;0,69; 0,22) (Tablo 2,3,4)

Yapilan agirlik olcimlerinin ortalamalarinda gruplarin kendi igindeki son
glin ve baslangic giin agirlik degisimi ortalamalari (15.gln agirlhigi - 1. glin agirhg)
Tablo 5’te verilmistir. Kontrol ve CYP gruplariyla kiyaslamalari yapilmistir.

Tablo 2. Deney baslangig gilinii agirliklari

Deney 1.Kontrol | 2.CYP | 3.SMN | 4.SMN+ | 5.2xSMN+ | 6.CYP+ 7.CYP+ Toplam:
Baslangig n:5 n:7 n:7 CYp CYp SMN 2xSMN N:47
Giinu n:7 n:7 n:7 n:7
Agirlik 412,2 445 429,28 | 437,14 | 433,57 428,57 | 430 431,61
ortalamasi(g)
Stdsapmat | 91,72 47,02 | 42,07 24,97 60,6 66,44 31,09 50,88
Min-max (g) | 340-565; | 350- 370- 400-460; | 325-490; 360-520; | 390-470;
;med. (g) 380 490; 480; 430 450 415 430
450 410
Tablo 3. Deney 8. giin agirliklar
Deney 8.giin 1.Kontrol | 2.CYP 3.SMN | 4.SMN+ | 5.2xSMN+ | 6.CYP+ | 7.CYP+ | Toplam:
n:5 n:7 n:7 CcYyp CcYyp SMN 2xSMN N:47
n:7 n:7 n:7 n:7

Agirhk 396,4 419 414,28 438,57 408 407,1 412,85 414,48
ortalamasi(g)
Std sapma + 93,24 42,2 47,2 19,52 59,45 87,12 33,02 55,35
Min-max (g) 310-550; 340- 340- 410-460; 300-470; 320- 370-
;med. (g) 360 480; 470; 435 420 530; 450;

422 400 400 420
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Tablo 4. Deney son giinii agirhiklari

Deneyin son Kontrol CYP | SMN SMN+CYP | 2xSMN+CYP | CYP+SMN | CYP+ Toplam
glinii (15.Giin) | n:5 n:7 n:7 n:6 n:7 n:6 2xSMN | N:45
n:7

Agirhk 409,6 372 411 404 384 360,16 359 384,77
ortalamasi(g)
Std sapma # 90,81 32,91 | 3547 | 19,4 55,07 85,41 33,29 54,31
Min-max (g) 332-560; 310- | 356- 368-427; | 283-450; 245-456; | 307-
;med. (g) 376 465; | 459; 407 388 361 405;

379 405 362

Tablo 5. Deneyin son giinii ve baslangig giin agirlik degisimi ortalamalari ve grup kiyaslamalari
(p<0,05 anlamli kabul edildi ve koyu-italik yazildi)

Grup No ,isim Deney son giin ve Kontrol grubu | CYP grubu ile

baslangig giin agirlik ile karsilastirma,
degisimi karsilastirma,p p degeri.
ortalamalari(g) degeri

1.Kontrol -2,6 - 0,004

2.CYP -73 0,004 -

3.SMN -18,28 0,009 0,003

4. SMN+CYP -27,66 0,006 0,003

5.2xSMN+CYP -49,57 0,004 0,015

6.CYP+SMN -78,16 0,006 0,88

7.CYP+2xSMN -71 0,004 0,798

Tablo 5 ‘e bakildigl zaman tim gruplarda kontrol grubuna goére agirlik kaybinin
anlamh Olcide fazla oldugu gorilmektedir. SMN, SMN+CYP, 2xSMN+CYP
gruplarindaki degisimin CYP grubuna gore daha az oldugu izlenmektedir. SMN tek
basina verildiginde denek agirligini azaltmasina ragmen koruyucu olarak
verildiginde CYP ile olusan kilo kaybini anlaml él¢lide 6nlemektedir. Tedavi edici
etkisine bakilan CYP+SMN ve CYP+2xSMN gruplarinda ise hastalik grubuna gore

kilo kaybini 6nlemede anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.
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4.2. TESTiS AGIRLIKLARI

Testis agirlik 6lglimleri sag, sol ve toplam testis agirligi olarak kaydedildi
(Tablo 6). Yapilan analizde gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi (p:0,64)

Tablo 6. Testis agirliklari grup ortalamalari

Grup No ,isim Testis Agirligi Ortalamalari(mg) * Standart sapma
Sag Sol Toplam
(Sag+Sol)
1.Kontrol 1693 +£192,3 1690 * 155,65 3384 +346,5
2.CYP 1684 +180,3 1647 +292,6 3332 +461,8
3.SMN 1697 +154,4 1712 + 166 3410+ 318,8
4.SMN+CYP 1751 £ 181 1751 +£127,3 3502 £292,5
5.2xSMN+CYP 1738 +£153,1 1776 + 166 3514 + 316
6.CYP+SMN 1695 + 235,4 1683 +217,4 3378 +450,3
7.CYP+2xSMN 1581 £114,2 1596 £ 122,2 3177 £ 233,7

4.3. TESTiS AGIRLIK iNDEKSI(TAI)

Sakrifikasyondan hemen 6nce 6lgilen viicut agirhigi ile ayni hayvana ait
sag ve sol testis agirligi toplami hesaplanarak her bir hayvan icin testis viicut
agirhigi indeksi belirlendi (Testis / Viicut Agirligi Orani: sag ve sol testis adirliklar
toplami(gr) /viicut agirligi(gr) x 100). Her bir denek icin hesaplanan TAI gruplar
icinde normal dagilim gosterdigi izlendi. Gruplarin birbiri arasinda yapilan

karsilastirmalarinda anlamh farklilik izlenmedi (p=0,328) (Tablo 7).
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Tablo 7. Testis agirhik indeksi (TAi) ve grup ortalamalari

Grup No ,isim

TAi grup
Ortalamalari £ Standart sapma

1.Kontrol 0,843 +0,113
2.CYP 0,8959 + 0,103
3.SMN 0,8334 + 0,094
4.SMN+CYP 0,867 + 0,064

5.2xSMN+CYP

0,9263 + 0,109

6.CYP+SMN

0,9636 £ 0,148

7.CYP+2xSMN

0,889 £ 0,082

4.4.TESTIS HACIMLERI

Testislerin transvers ve vertikal uzunluklari dijital el kumpasi ile 6lguld.

Prolate (uzamis) sferoit hacim formdiline (Prolate (uzamis) sferoit icin formiil:

uzunluk x genislik? x 0.52) gore hesaplanarak her bir hayvan icin testis hacimleri

belirlendi. Her grubun total testis hacimleri kontrol ve CYP grubu ile kiyaslandi

(Tablo 8).

Tablo 8.Testis hacimleri, grup ortalamalari ,min-max ve median degerleri

Grup No ,isim Total Testis Min-Max; Kontrol grubu | CYP grubuiile
Hacimleri Medyan ile karsilagtirma,
Ortalamalariimm?) | degerler(mm?) | karsilastirma,p p degeri.
* Standart sapma degeri
1.Kontrol 30311495,9 2491-3589 ; - 0,291
3050
2.CYP 3313+781,7 1846-4206; 0,291 -
3488
3.SMN 3092+294,8 2706-3493; 0,935 0,225
2983
4.SMN+CYP 276915149 1975-3345; 0,361 0,153
2813
5.2xSMIN+CYP 3009+572,9 2253-3698; 0,808 0,277
3328
6.CYP+SMN 3645+572,7 2843-4522; 0,068 0,568
3606
7.CYP+2xSMN 3638+277,4 3235-4051; 0,028 0,482
3610
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Yapilan kiyaslamalarda Kontrol grubu ve CYP grubu arasinda total testis
hacimleri agisindan anlamli farkhlk izlenmedi. Kontrol ve CYP+2xSMN grubu

arasinda istatistiksel agidan anlamli fark izlendi (p=0,028).

4.5. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

4.5.1. Serum TOS seviyeleri

CYP grubunun serum TOS seviyesi degerleri Kontrol ve CYP+SMN gruplarina
gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p=0,001 ve p=0,04). Diger

gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05)(Grafik 1).

(Tablo 10).
Tablo 9. Serum TOS seviyeleri grup ortalamalari, min-max ve medyan degerleri
Grup No ,isim Serum TOS Min-Max; p
ortalamalari(umol/L) Medyan
Standart sapma degerler
(umol/L)
1.Kontrol 2,71+0,6 1,7-3,2;
2,9
2.CYP 5,611,6 3,8-7,9;
4,8
3.SMN 4,5+1,5 2,5-6,8;
4,5
4. SMN+CYP 3,741,3 1,1—5, P=0,003
5.2xSMN+CYP 4,5+0,7 3,6-5,9;
4,5
6.CYP+SMN 3,610,4 3-4;
3,6
7.CYP+2xSMN 4,1+0,8 2,8-5;
4,3
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Grafik 1. Serum TOS seviyeleri grafik gésterimi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.5.2. Testis TOS seviyeleri

Sonuglar ayrintili olarak incelendiginde, CYP grubunun testis TOS seviyesi
degerleri Kontrol, SMN, SMN+CYP, 2xSMN+CYP, CYP+SMN, CYP+2xSMN
gruplarina gore istatistiksel olarak daha yliksek oldugu saptandi (p<0,001, p=0,005,
p=0,007, p=0,006, p=0,007 ve p=0,005). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Grafik 2) (Tablo 10).

Tablo 10. Testis TOS seviyeleri grup ortalamalari ,min-max ve median degerleri

Grup No ,isim Testis TOS Min-Max; p degeri
ortalamalari(umol/L) = Medyan
Standart sapma degerler
(rmol/L)
1.Kontrol 3,39+0,54 2,45-3,82;
3,57
2.CYP 7,06+1,32 4,8-8,61;
7,28
3.SMN 4,78+0,61 3,95-5,63;
4,86
4.SMN+CYP 4,760,695 3,76-5,71; p<0,001
4,87
5.2xSMN+CYP 4,82+0,72 4,2-6,25;
4,7
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6.CYP+SMIN 4,79+1,3 3,18-6,28;
4,99

7.CYP+2xSMN 4,81+1,57 2,91-7,92;
4,68

Grafik 2. Testis TOS seviyeleri grafik gésterimi(**p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.3. Serum TAS seviyeleri

Tum gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gorildi (p<0,001)
(Tablo 11). CYP grubunun serum TAS seviyesi degerleri Kontrol ve SMN gruplarina
gore istatistiksel olarak daha disiik oldugu saptandi (p=0,002 ve p=0,02). Benzer
sekilde, CYP+SMN grubunun serum TAS seviyesi degerleri Kontrol, SMN,
SMN+CYP, ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha disiuk oldugu
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saptandi (p degerleri sirasiyla, p<0,001, p=0,003, p=0,0,3 ve p=0,04). Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Grafik 3).

Tablo 11. Serum TAS seviyeleri grup ortalamalari ,min-max ve median degerleri

Grup No ,isim Serum TAS Min-Max; p degeri
ortalamalari(mmol/L) £ Medyan
Standart sapma degerler
(mmol/L)
1.Kontrol 4,47+0,74 3,40-5,22;
4,58
2.CYP 1,55+0,64 0,81-2,42;
1,2
3.SMN 3,71+0,81 2,77-4,81;
3,38
4.SMN+CYP 3,25+1,24 0,88-4,52;
3,52 p<0,001
5.2xSMN+CYP 2,96+1,72 1,05-5,80;
3,53
6.CYP+SMN 110,22 0,70-1,25;
0,75
7.CYP+2xSMN 3,0611,66 1,31-5,80;
2,86
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Grafik 3. Serum TAS seviyeleri grafik gosterimi (¥*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.4. Testis TAS seviyeleri

SMN grubunun testis TAS seviyesi degerleri CYP, 2xSMN+CYP, CYP+SMN ve
CYP+2xSMIN gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptandi
(p=0,002, p=0,01, p<0,001 ve p=0,001) (Grafik 4) (Tablo 12).
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Tablo 12. Testis TAS seviyeleri grup ortalamalari ,min-max ve median degerleri

Grup No ,isim Testis TAS Min-Max;
ortalamalari(mmol/L) £ Median
Standart sapma degerler
(mmol/L)
1.Kontrol 4,82+0,78 3,65-5,58 ;
4,8
2.CYP 3,93+0,97 2,08-5,01;
4,08
3.SMN 6,29+1,32 4,43-8,56;
6,21
4. SMN+CYP 4,57+0,75 3,46-5,40;
4,55
5.2xSMN+CYP 4,22+1,02 3,29-6,23;
3,77
6.CYP+SMN 3,53+0,68 2,76-4,64;
3,36
7.CYP+2xSMN 3,52+1,34 1,94-5,91;
3,06

Grafik 4. Testis TAS seviyeleri grafik gésterimi(**p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.5. Serum OSI degerleri

Sonugclar ayrintili incelendiginde, CYP grubunun serum OSI orani degerleri
Kontrol, SMN, SMN+CYP, 2xSMN+CYP ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel
olarak daha yiksek oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla; p<0,001, p=0,001,
p=0,02, p=0,03 ve p=0,01) (Tablo 13).

Tablo 13.Serum OSI degerleri grup ortalamalari ,min-max ve median degerleri

Grup No ,isim Serum OSI ortalamalarn Min-Max; p degeri
Standart sapma Median
degerler
1.Kontrol 0,06+0,02 0,03-0,09;
0,07
2.CYP 0,43+0,27 0,20-0,97;
0,35
3.SMN 0,13+0,05 0,08-0,20; p<0,001
0,11
4. SMN+CYP 0,12+0,03 0,08-0,15;
0,13
5.2xSMN+CYP 0,20+0,11 0,08-0,37;
0,17
6.CYP+SMN 0,39+0,08 0,29-0,50;
0,48
7.CYP+2xSMN 0,18+0,10 0,07-0,37;
0,17

Benzer sekilde, CYP+SMN grubunun serum OSI orani degerleri Kontrol,
SMN ve CYP+SMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptandi
(p degerleri sirasiyla, p=0,003, p=0,01 ve p=0,01). Diger gruplar arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05)(Grafik 5).
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Grafik 5. Serum OSI degerleri grafik gésterimi(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.6. Testis OSI degerleri

4.SMN+CYP 5.2xSMN+CYP 6.CYP+SMN 7.CYP+2xSMN

Testis OSI oranlari karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark belirlendi (p<0,001) (Tablo 14). CYP grubunun testis OSI orani degerleri

Kontrol, SMIN, SMN+CYP, 2xSMN+CYP ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel
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olarak daha yiksek oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla; p<0,001, p<0,001,
p<0,001, p=0,001 ve p=0,01).

Tablo 14. Testis OSI degerleri grup ortalamalari ,min-max ve medyan degerleri

Grup No, isim Testis OSI ortalamalar Min-Max; p degeri
Standart sapma Medyan
degerler
1.Kontrol 0,07+0,00 0,07-0,08 ;
0,07
2.CYP 0,19+0,04 0,14-0,24;
0,17
3.SMN 0,08+0,01 0,07-0,09;
0,08
4. SMN+CYP 0,11+0,02 0,09-0,14; p<0,001
0,09
5.2xSMN+CYP 0,12+0,02 0,08-0,14;
0,12
6.CYP+SMN 0,14+0,05 0,07-0,19;
0,15
7.CYP+2xSMN 0,14+0,03 0,08-0,18;
0,15

Benzer sekilde, CYP+SMN grubunun testis OSI orani degerleri Kontrol, SMN
ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p
degerleri sirasiyla, p=0,003, p=0,004 ve p=0,002). Buna ek olarak CYP+2xSMN
grubunun testis OSI orani degerleri Kont, grubuna gore istatistiksel olarak daha
yiksek oldugu belirlendi (p=0,002). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Grafik 6).
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Grafik 6. Testis OSI degerleri grafik gosterimi (**p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.7. Serum MDA Seviyeleri

4.SMN+CYP 5.2xSMN+CYP 6.CYP+SMN 7.CYP+2xSMN

Serum MDA seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001) (Tablo 15). SMN grubunun serum

MDA seviyesi degerleri Kontrol, CYP, CYP+SMN, ve CYP+2xSMN gruplarina gore

istatistiksel olarak daha yiksek oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla, p=0,02,

p<0,0001, p<0,0001 ve p=0,01).
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Tablo 15. Serum MDA seviyeleri grup ortalamalari , min-max degerleri

Grup No ,isim Serum MDA Min-Max p degeri
ortalamalari(nmol/mL) = degerler
Standart sapma (nmol/mL)
1.Kontrol 36,1+14,8 15,9-57,2
2.CYP 25,5+3,8 22,6-33,4
3.SMN 58,9120,3 24,8-77,5
p<0,001
4.SMN+CYP 43,1+5,3 36,3-51,3
5.2xSMN+CYP 58,3+10,1 47-78,6
6.CYP+SMN 25,917,5 19,2-37,7
7.CYP+2xSMN 35,2+14,0 20,1-61,9

Benzer sekilde, 2xSMN+CYP grubunun serum MDA seviyesi degerleri
Kontrol, CYP, CYP+SMN, ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha
ylksek oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla, p=0,02, p<0,001, p<0,001 ve
p=0,02). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p>0,05) (Grafik 7).
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Grafik 7. Serum MDA seviyeleri grafik gosterimi(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001)
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4.5.8. Testis MDA Seviyeleri

Gruplar testis MDA seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmedi (p=0,34)

Tablo 16. Testis MDA seviyeleri grup ortalamalari, min-max degerleri

Grup No ,isim Testis MDA Min-Max p degeri
ortalamalari(nmol/mL) + degerler
Standart sapma (nmol/mL)
1.Kontrol 66+14,8 42,3-78,6
2.CYP 60,6%1,3 59,3-62,4
3.SMN 67,316,7 59,8-79,1
4.SMN+CYP 61,213,6 55,8-67,0 p=0,34
5.2xSMN+CYP 61+2,4 58,3-63,9
6.CYP+SMN 62,4%3,5 56,3-65,9
7.CYP+2xSMN 61,215,6 51,4-67

Grafik 8. Testis MDA seviyeleri grafik gosterimi
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4.6. HORMONAL ANALIZLER

Serum total testosteron, FSH ve LH degerleri ise Diizce Universitesi Fizyoloji

Anabilim Dali’'nda ELISA yontemi ile spektrofotometrik olarak 6lguldi.

4.6.1. Serum LH seviyeleri

Gruplar serum LH seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark belirlendi (p<0,001) (Tablo 17). Sonuglar daha

ayrintili olarak incelendiginde, CYP grubunun serum LH seviyesi degerleri Kontrol,

SMN, SMN+CYP ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiksek

oldugu saptandi (sirasiyla p=0,05, p<0,001, p=0,002 ve p=0,003). Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi (p>0,05) (Grafik 9).

Tablo 17. Serum LH seviyeleri grup ortalamalari , min-max degerleri

Grup No ,isim Serum LH (mIU/mL) Min-Max; p degeri
* Standart sapma Medyan
degerler
(mlu/mL)
1.Kontrol 2,91+0,34 3,48-2,57 ;
2,81
2.CYP 3,7440,28 3,38-0,04;
3,74
3.SMN 2,62+0,27 2,22-2,90;
2,62
4.SMN+CYP 2,64+0,48 2,11-3,49; p<0,001
2,56
5.2xSMN+CYP 3,20+0,81 2,47-4,52;
2,78
6.CYP+SMN 3,22+0,24 2,94-3,55;
3,22
7.CYP+2xSMN 2,74+0,44 2,19-3,36;
2,74
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Grafik 9. Serum LH seviyeleri grafik gosterimi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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4.6.2. Serum FSH seviyeleri

Gruplar serum FSH seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (p=0,007) (Tablo 18). Sonuglar daha
ayrintili olarak incelendiginde, CYP grubunun serum FSH seviyesi degerleri SMN,
2xSMIN+CYP, CYP+SMN ve CYP+2xSMN gruplarina gore istatistiksel olarak daha
yuksek oldugu saptandi (p=0,03, p=0,05, p=0,03 ve p=0,003). Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Grafik 10).

52
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Tablo 18.Serum FSH seviyeleri grup ortalamalari, min-max degerleri

Grup No ,isim Serum FSH Min-Max; p degeri
(lU/mL) Median degerler
+ Standart sapma (mIU/mL)
1.Kontrol 7,21%0,36 6,75-7,62 ;
7,21
2.CYP 8,45+1,14 6,51-10,2;
8,49
" 7 09)-
3.SMN 6,80+1,07 5,1;97592, p=0,007
4. SMN+CYP 7,13+1,36 4,91-8,67;
7,34
5.2xSMN+CYP 6,91+0,70 5,74-8,04;
6,91
6.CYP+SMN 6,7510,43 2,94-7,24;
6,72
7.CYP+2xSMN 6,40%0,80 5,24-7,65;
6,40

Grafik 10. Serum FSH seviyeleri grafik gésterimi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.6.3. Serum Total Testosteron seviyeleri

Testosteron seviyesi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark belirlendi (p=0,008)(Tablo 19). Sonuglar daha ayrintili olarak
incelendiginde, SMN grubunun serum total testosteron seviyesi degerleri CYP ve
2xSMIN+CYP gruplarina gore istatistiksel olarak daha dislik oldugu saptandi
(p=0,03 ve p=0,03). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamh fark

saptanmadi (p>0,05) (Grafik 11).

Tablo 19. Serum Total Testosteron seviyeleri grup ortalamalari, min-max degerleri

peal Min-Max; p degeri
Testosteron .
isi Median
Grup No ,isim (ng/mL) F
degerler
+ Standart (ng/mL)
sapma g
205-285;
+
1.Kontrol 238+31,1 .
252-318;
: *
2.cYP 286+21,4 ot
191-257;
+
3.SMN 230421,9 720 o
- . p:
4.SMN+CYP 278156 165-317; )
299
5.2xSMN+CYP 286+14,7 266-310;
286
6.CYP+SMN 262+35,9 306-199;
267
7.CYP+2xSMN 273£24,3 302-72528;
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Grafik 11. Serum Total Testosteron seviyeleri grafik gosterimi (*p<0,05 )
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4.7. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Hematoksilen-eozin ve Gomori trikrom boyamasiyla; testis kapsili (tunika
albuginea), seminifer tlbiller arasindaki bag dokusu (interstisyel alan), bazal
membran yapisi, spermatogenik seriye ait hiicreler ve spermatogenezis (Johnsen
skorlamasina gore) degerlendirildi. Degerlendirmeler Olympus BX50 mikroskopu
ile yapildr.

1.Kontrol Grubu: Kontrol grubundaki deneklerin seminifer tubdlleri
incelendiginde seminifer tlbillerin didzenli oldugu ve tim spermatogenik seri
hiicrelerinin normal spermatogeneze uygun olarak germinal epitelde bulundugu

gozlendi(Sekil 18).
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Sekil 18. Kontrol grubuna ait testisin normal histolojik gériintiileri (400x) . (H-E, hematoksilen-
Eozin boyasi ile boyanmis seminifer tiibiil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer
tubdl. Kirmizi ok; sertoli hiicreleri, Sari1 ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi
ok; gec¢ spermatitleri géstermektedir.)

2.Siklofosfamid Grubu (CYP): Siklofosfamid uygulanan gruptaki deneklerin
seminifer tibdllerinin diizensiz oldugu ve tibillerde spermlerin olmadigi ya da ¢ok
az oldugu, cok sayida erken ve ge¢ spermatit oldugu gozlendi. Bag doku kaybi ,
leydig hicrelerinde dejenerasyon ve germinal epitel cevresinde artmis

vakuolizasyonlar izlendi ( Sekil 19).

Sekil 19. CYP grubuna ait testisin histolojik gériintiileri (H-E, hematoksilen-Eozin boyasi ile
boyanmis seminifer tibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tibil. Kirmizi ok;
sertoli hiicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; ge¢
spermatidleri géstermektedir.)
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3.Silimarin Grubu (SMN): Silimarin grubunda seminifer ttbuller kontrol

grubuna benzer sekilde dizenli ve normaldi (Sekil 20).

Sekil 20. SMN grubuna ait testisin normal histolojik goriintiisii (H-E, hematoksilen-Eozin boyasi
ile boyanmis seminifer tiibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tabal. Kirmizi ok;
sertoli hicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; gec
spermatidleri gostermektedir.)

4. Silimarin + Siklofosfamid grubu (SMN+CYP): Once silimarin akabinde
siklofosfamid uygulanan grubun seminifer tibillerinde yer yer dizensizlesme ve
cok az sayida sperm, cok sayida erken ve gec spermatit icerdigi gozlendi. Kontrol
grubuna gore daha fazla hasar ama CYP grubuna kiyasla daha az bozulma oldugu

izlendi (Sekil 21).
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$ek|I 21. SMN+CYP grubuna ait testlsm histolojik goriintiisii (H-E, hematoksnlen Eozin boyasi ile
boyanmis seminifer tiibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tibil. Kirmizi ok;
sertoli hiicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; ge¢
spermatidleri gostermektedir.)
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5. 2xSilimarin + Siklofosfamid grubu (2xSMN+CYP): Once iki kat daha fazla
silimarin ve akabinde siklofosfamid uygulanan grupta seminifer tiibillerinin

diizensiz oldugu ve tibillerde ¢ok sayida olgun sperm, erken- ge¢ spermatit ve

spermatosit oldugu gozlendi (Sekil 22).

= - oo < e 7 it ~A\ \ﬁl‘ L - e N
Sekil 22. 2xSMN+CYP grubuna ait testisin histolojik géruntisii (H-E, hematoksilen-Eozin boyasi
ile boyanmis seminifer tiibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tabal. Kirmizi ok;
sertoli hiicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; ge¢
spermatidleri gostermektedir.)

6. Siklofosfamid +Silimarin grubu (CYP+ SMN): Siklofosfamid akabinde
silimarin uygulanan grupta seminifer tlbillerin bliylk c¢ogunlugunun dizenli
oldugu ve tibillerde cok sayida olgun sperm, erken-ge¢ spermatit ve
spermatositlerin oldugu gozlendi (Sekil 23). Kontrol grubuna gore daha fazla hasar

ama CYP grubuna kiyasla daha az bozulma oldugu izlendi.
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Sekil 23. CYP+ SMN grubuna ait testisin histolojik gériintiisii (H-E, hematoksilen-Eozin boyasi ile
boyanmis seminifer tibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tibil. Kirmizi ok;
sertoli hicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; gec
spermatidleri gostermektedir.)

7. Siklofosfamid +2xSilimarin grubu (CYP+ 2xSMN): Once siklofosfamid
akabinde iki kati silimarin uygulanan grupta seminifer tlbdillerin blyuk
cogunlugunun dizenli oldugu ve tiiblllerde ¢ok sayida olgun sperm, erken ve geg

spermatit ve spermatosit oldugu gozlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. CYP+ 2xSMN grubuna ait testisin histolojik gorintiisii (H-E, hematoksilen-Eozin boyasi
ile boyanmis seminifer tlibil, GT, Gomori trikrom boyasi ile boyanmis seminifer tibal. Kirmizi ok;
sertoli hiicreleri, Sari ok; primer spermatosit, Siyah ok; erken spermatit, Mavi ok; ge¢
spermatidleri gostermektedir.)
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4.7.1. Johnsen Skorlamalari

Hematoksilen-eozin boyanmis her bir kesitten yaklasik 30 adet yuvarlak
seminifer tlbil segilerek Johnsen skorlamalari iki kér uzman tarafindan yapildi.
Sonra gruplardaki her bir denek icin ortalama bir deger hesaplandi ve gruplar
karsilastirildi. Gruplarin birbirleri ile yapilan karsilastirmalarinda istatistiksel olarak

anlamli fark izlendi (p<0,0001) (Tablo 20).

Tablo 20. Gruplar arasi Johnsen skoru dlglimlerinin karsilagtiriimasi. (P<0,05 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi)

Grup No ,isim Johnsen Skorlamasi + standart Gruplar arasi
sapma karsilagtrima,p
degeri
1.Kontrol 9,750+0,4443
2.CYP 7,250+0,7864
3.SMN 9,500+0,5130
4.SMN+CYP 8,250+0,6387 p<0,0001

5.2xSMN+CYP

8,650+0,5871

6.CYP+SMN

9,150+0,7452

7.CYP+2xSMN

9,250+0,4443

Gruplarin birbirleri arasinda yapilan Johnsen skorlarinin karsilagstirmalarina
bakildiginda CYP grubunun Kontrol grubuna kiyasla anlamli élgliide daha distk
skora sahip oldugu belirlendi (p<0,0001).

SMN grubunun skoru Kontrol grubu ile benzerdi (p=0,479), ama CYP
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksekti (p<0,0001).

SMN+CYP grubunda, kontrol (p=0,196) ve SMN (p<0,0001) gruplarina
kiyasla Johnsen skorunun distiigi, ancak CYP grubuna kiyasla arttigi belirlendi

(p<0,0001).
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2xSMIN+CYP uygulanan bu grupta, Kontrol (p<0,0001) ve SMN (p=0,0002)
gruplarina kiyasla Johnsen skorunun distiigl, ancak CYP grubuna kiyasla arttig
belirlendi (p<0,0001), ancak SMN+CYP grubuyla arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark yoktu (p=0,1815).

CYP+SMN grubu, Kontrol (p<0,0001) grubuna kiyasla Johnsen skorunun
dustiigu, ancak CYP (p<0,0001) ve SMN+CYP (p<0,0001) gruplarina kiyasla arttig
belirlendi, ancak SMN (p=0,2544) ve 2xSMN+CYP (p=0,07) gruplariyla arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.

CYP+2xSMN grubunun Johnsen skoru Kontrol grubu ile benzerdi (p=0,07).
Ancak CYP+2xSMN grubu Johnsen skorunun, CYP (p<0,0001), SMN + CYP
(p<0,0001) ve 2xSMN + CYP (p=0,0196) gruplarina kiyasla arttigi belirlendi.
Gruplarin birbirleri arasindaki iliskisi ve istatistiksel anlamh olanlar Grafik 12’de

gosterilmistir.
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Grafik 12. Gruplarin Johnsen skoru ve gruplar arasi kiyaslamalarin grafiksel gosterimi(*p<0,05,
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5. TARTISMA

Siklofosfamide bagh infertilite gelisiminde DNA alkillenmesi, oksidatif
streste artis ve bunlarin etkisiyle ortaya ¢ikan inflamasyonla beraber nekrotik
sirec etkilidir. infertiliteyi engellemeye yénelik daha ®nce bircok calisma
yapilmistir. Bu calismalarda CYP’ nin oksidatif hasarini dnlemeye yonelik olarak
antioksidan maddeler denenmistir. Bazi antioksidan maddelerin CYP’ ye bagl
infertiliteyi dnlemede yardimci olabilecegi gosterilmistir(39—42).

Silimarinin kimyasal olarak indiiklenen hiicresel karsinogenezi engelledigi,
antidiyabetik, antienflamatuvar, hipolipidemik ve noroprotektif oldugu
gosterilmistir (45—-48). Silimarin ve diger polifenollerin antioksidan aktivitesinin
vlicut savunma sistemine dogrudan katkisi oldugu gosteriimemekle beraber
antioksidan aktivitenin indiklenmesini saglayarak etki ettigi dusliniilmektedir. Bu
konuda sinirli galismalar mevcuttur. Nrf2 ve NF-kB ve ilgili gen ve proteinlerinin
etkisiyle antioksidan ve antikanser etkilerinin ortaya ciktigi distinilmektedir (54).
Silimarinin farkh kimyasallara baglh gelisen infertilite, over toksisitesi ve testikuler
hasari koruyabilecegi gosterilmistir (49,50). Sisplatin, doxorobicin , metotreksat ,
streptozotocin , alkol ve kadmiyumla indiiklenen testikiler hasarlarda koruyucu
rolii olabilecegi gosterilmistir (10,51-53). Silimarinin tedavi edici ve koruyucu
olarak etkinligini arastirdigimiz calismamizda biz de benzer sonuglarla karsilastik.

Siklofosfamidin farkhi dozlarina bagh vicut agirliklarinda azalma
olmaktadir. Manson'a gore viicut agirhg degisiklikleri farelerde genellikle ilk
gozlemlenen toksisite gostergesidir. Daha sonra Zhang ve ark. tarafindan yapilan
calismada da benzer olarak siklofosfamide bagh toksisitenin en o6nemli
gostergelerinden biri olarak viicut agirlik degisimi 6n plana ¢ikmaktadir (85—-87).
Kanno ve ark. yaptigl bir calismada farkh dozlardaki siklofosfamid 6 haftalik
periyotta haftada bir i.p. uygulanmis ve viicut agirliklarini nasil etkiledigine
bakilmistir, bu ¢alismanin sonucunda diger calismalara benzer sekilde anlaml
dizeyde kilo kaybina neden oldugu gosterilmistir(85). Bizim calismamizda da
siklofosfamid verilen grupta denek agirlik kaybi yasanmistir. Diger gruplarda ise

silimarinin bu konuda koruyucu etkisinin oldugu goérilmustir.
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Silimarinin tek basina verildiginde viicut agirliginda farkh etkilerinin oldugu
calismalar bildirilmistir. Vargas ve ark. yaptigi deneysel bir ¢alismada dizenli
egzersiz programinin simile edilmis ve silimarin suplementlerinin viicut agirhk
kazanci ve spor performansina etkisine bakilmistir. Silimarin suplementiyle
desteklenen ratlarin vicut kitlesinde ve kas kitlesinde silimarin verilmeyen
gruplara gore artis oldugu belirtilmistir(88). Sayin ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, ylksek yagl diyetle beslenen ratlarda silimarin desteginin insilin ve
leptin duyarhligini artirarak hiperlipidemiyi 6nledigi ve kilo artisini azalttig
belirtilmistir (89). Guo ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise,
obezitenin simile edildigi farelerde viicut agirhg ve epididimal yag kitleleri
degerlendirilmis ve 3 hafta (ginde 30-60 mg/kg) silimarin tedavisi uygulanan
grupta vicut agirlik kaybi goézlemlenmistir (90). Calismamizda, silimarin findik
yaginda ¢6zllmis ve bu nedenle tiim gruplara ¢ozici olarak findik yagi verilmistir.
Sonuglarimiz diger galismalara benzer sekilde, silimarin tek basina uygulandiginda
deneklerin vicut agirlhigini azalttigini gostermektedir.

Siklofosfamidin testis agirhgl ve testis agirlik indeksi (TAI) Uzerindeki
etkisine bakildiginda farkli g¢alisma sonuglar oldugu goérilmektedir. Bu
¢alismalarda siklofosfamide maruziyet siresine bagh olarak testis agirliklarinin
degistigi goriilmektedir. Ghosh ve ark. yaptigi bir calismada 1 ay sireyle glinde 5
mg/kg siklofosfamid verilen ratlarda gametojenik aktivite ve testikiler agirliklar
degerlendirilmistir. Bu calismada siklofosfamidin testis agirligi ve TAI’ yi azalttigi
gosterilmistir (91). AbdElrazek ve ark. yaptigi bir diger calismada kitosanin CYP’ ye
bagl testis hasarindaki koruyuculugunu arastirdiklari calismada ise 150 mg/kg i.p.
siklofosfamid verilen fareler 60 giin takip edilmis ve sonug olarak testis agirhginin
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi izlenmistir. Shabaan ve ark. yaptigi
bir calismada siklofosfamidin testikiler hasari (izerine silimarinin etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada 100 mg/kg i.p. (bir kez) siklofosfamid ,200 mg/kg i.p.
silimarin olarak (her giin) enjekte edilmis ve ¢Ozlici madde olarak carboxy-
methylcellulose kullaniimis. 6 haftalik takip sonrasindaki degerlendirmeye goére
silimarin grubunda testis agriiginda anlaml diizeyde artis izlenmis. Tedavi

(cyp+smn grubu) grubunda ise normal testis agirhk dizeylerine ¢ikamasa da
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siklofosfamidin etkisini azaltabilecegi gosterilmis. Bizim ¢alismamizda toplam
testis agirliklari ve TAI’ de gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi. Bunun sebebinin
calisma siremizin diger calismalara oranla daha kisa olmasindan kaynaklandigini
dislinlyoruz.

Siklofosfamidin kronik kullanimindan sonra testislerin atrofiye gidebilecegi
bildirilmistir. Testisin transvers ve longitudinal caplarinin ol¢lildigl ve sisplatine
bagl testikiler hasari ve silimarin etkisinin incelendigi ratlar tizerinde yapilan bir
calisma sonucunda testis caplari lizerinde degisiklik gostermedigi bulunmustur.
Sahmelikoglu’nun bu ¢alismasinda deney siiresi 7 glindir ve toksik ajan olarak
sisplatin kullanmistir (92). Deney siiresi 14 giin olarak dizayn edilen ¢alismamizda

toksik ajan olarak siklofosfamid kullanildi ve sonuglar benzerdi.

Alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkilerinin yaninda ortak ozellikleri olarak
oksidatif stresi arttirdiklari bilinmektedir. Oksidan-antioksidan mekanizmalar
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda oksidatif stres artmakta ve hicresel
hasar meydana gelmektedir. Oksidatif stres antioksidan ve oksidan maddelerin
eliminasyonunda gorevli proteinlerin dejenerasyonu sonrasinda ortaya
cikmaktadir. Bazi antioksidan maddelerin CYP’ oksidatif hasarini 6nlemede
yardimci olabilecegi gosterilmistir (39-42). Yapilan bir¢ok calismada CYP’nin serum
ve dokudaki TOS seviyelerini arttirdigi, TAS seviyelerini distirdigi ve buna bagl
olarak OSI yiiksek oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak CYP
grubunun serum TOS seviyesi Kontrol ve SMN grubuna gore, testis TOS seviyesi ise

tim gruplara kiyasla anlaml 6l¢tide yiksek bulunmustur.

Serum TAS seviyelerine bakildigl zaman CYP grubunun Kontrol ve SMN
gruplarina kiyasla daha diisiik antioksidan seviyesi oldugu izlenmektedir. Testis
TAS seviyelerine bakildiginda ise SMN grubunun antioksidan seviyesinin CYP ve
koruyucu-tedavi gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiirde de

benzer sekilde silimarinin antioksidan seviyelerini arttirdigi bilinmektedir.

Son organ hasarinin meydana gelmesinden oksidan seviyesinin artmasi ve
antioksidan seviyesinin dismesi sorumludur. Bunun sonucunun en iyi

gostergelerinden biri olarak OSI kullanilmaktadir. Siklofosfamidin OSI seviyelerini
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arttirdigi bilinmektedir. Bizim c¢alismamizda testis ve serum OSI seviyelerine
bakildiginda CYP’ ye bagh olarak OSI'nin yikseldigi gortlmektedir. Calismamizda
koruyucu olarak kullanilan her iki grupta ve tedavi edici grupta yilksek dozda
silimarinin siklofosfamidin oksidatif hasarini 6nleyebilecegi sonucuna vardik. Bir
calismada kitosan yukli nanopartikillerin siklofosfamidin oksidatif stresini
onledigi ve bunu Bax ‘1 baskilayarak ve Bcl2 geninin testikller ekspresyonu
arttirarak yaptigl gosterilmistir. Testikiler CYP11A1, HSD-3b ve StAR gen
ekspresyonu arttirarak sterodiogenezin arttigi gosterilmistir (93). Yaman ve ark.
yaptig bir calismada, metotreksatin (MTX) neden oldugu testikiiler hasara karsl
silimarinin etkisi incelenmis antioksidan etkisi sayesinde testikiiler hasari
onleyebilecegi tespit edilmistir (51). Bu calismada testikller dokularda GPx1 ve
SOD2 imminreaktivitesi degerlendirilmistir. Bu iki enzimin serbest oksijen
radikallerini yok etmekle gorevli oldugu bilinmektedir. Silimarin tedavisi alan
grupta, MTX verilen grupla kiyaslandiginda bu enzimlerin diizeylerinin daha yiksek
oldugu bulunmustur. MDA, lipid peroksidasyonunun bir biyomarkeri olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. MDA dizeylerindeki artigin, oksidatif stres kosullari
sonucunda reaktif oksijen tirlerinin (ROS) artisindan kaynaklanabilecegi
disunidlmektedir (94). Ayrica, MDA birikimi, oksidatif membran hasarinin 6nemli
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (95). Yaman ve ark. MTX ve silimarinin
etkilerini arastirdiklari ¢calismalarinda, SMN tedavisinin MTX + SMN grubunda MDA
seviyelerini anlamli derecede azalttigi gosterilmistir. Bu bulgu, SMN’nin testis
dokusundaki MDA seviyeleri Uzerinde iyilestirici etkisi oldugunu ortaya
koymaktadir (51). Bahari ve arkadaslarinin yaptigi glincel bir meta-analiz, silimarin
kullaniminin MDA seviyelerini anlaml bir sekilde disiirdigini gostermektedir.
Meta-regresyon analizleri, silimarin dozunun veya tedavi siresinin MDA
degisimleriyle dogrudan bir iliski gbstermedigini ortaya koysa da, alt grup analizleri
tedavi sliresinin 24 haftaya uzatilmasi durumunda MDA seviyelerinde en belirgin
azalmanin saglandigini belirtmistir. Bu bulgular, silimarinin etkisinin tedavi
slresine ve bireysel 6zelliklere bagh olarak degisebilecegini, ancak uzun siireli ve

uygun dozlarda kullaniminin MDA seviyelerini disirme potansiyeline sahip
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oldugunu gostermektedir (96). Bizim calismamizda ise testis MDA seviyelerinde

anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Siklofosfamid tedavisinin total testosteron, FSH ve LH hormonlari Gizerinde
farkh etkiler gosterdigi bildirilmektedir. CYP hipotalamik-pitiiter-gonadal (HPG)
aks Uzerinde etki ederek testosteron, FSH ve LH seviyelerini disurebilir.
Cahsmalarda siklofosfamidin ozellikle yiiksek dozlarda kullanildiginda bu
hormonlarin serum seviyelerinde belirgin azalmaya yol actig1 gérilmdistir. Bunun
nedeni, siklofosfamidin gonadal dokularda oksidatif stres ve inflamasyon
olusturmasi, testikiiler hiicre hasarina yol acarak hormon sentezini bozmasidir
(91,97). Siklofosfamid kullanimi sonucunda FSH ve LH seviyelerinin artmasi, ancak
total testosteron seviyesinde degisiklik olmamasi seminifer tibdllerin zarar
gormesinden kaynaklanabilir. Siklofosfamid seminifer tibillerdeki hasar
nedeniyle spermatogenezi bozabilir, bu da FSH ve LH artisina yol agar. Bununla
birlikte leydig hicrelerinin fonksiyonu yeterince korunmussa testosteron (iretimi
etkilenmeyebilir ve bu durum total testosteron seviyelerinde belirgin bir degisiklik
olmadan yalnizca FSH ve LH artisi ile kendini gosterebilir (98). Enebelli ve ark.
yaptigi calismada kadmiyum kloriire maruz kalan sicanlara silimarin uygulanmasi
sonucunda sadece kadmiyum klorlr verilen gruplarla benzer testosteron ve
gonadotropin seviyeleri gozlenmistir. Bu durum silimarinin kadmiyum klorir
kaynakli toksik etkilere karsi minimal dizeyde koruyucu bir etkiye sahip
olabilecegini gostermektedir. Baska bir deyisle silimarin uygulamasi kadmiyumun
gonad fonksiyonlari tizerindeki olumsuz etkilerini engelleme konusunda beklenen
dizeyde koruma saglamamistir(10). Saglikli bireylerdeki hormonal etkilerini
simile etmek amaciyla yapilan bir rat ¢alismasinda silimarin kullaniminin farkli
surelerde farkli sonuclar dogurdugu gézlemlenmistir. Bu calismaya gore 4 haftalik
kullanim periyodunda silimarin testosteron seviyelerini artirirken, 8 hafta gibi daha
uzun sireli kullanimlarda testosteron seviyelerinde anlamli bir distse neden
olmustur. Bu disusiun fitodstrojen acgisindan zengin diyetin testosteron sentezini
diizenleyen enzimler Uzerindeki etkisine baglandig belirtilmistir (99). Bizim
caismamizda da FSH, LH ve total testosteron seviyeleri birlikte

degerlendirildiginde siklofosfamid (CYP) grubunda FSH ve LH seviyelerinde anlamli
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bir artis olmasina ragmen, total testosteron seviyelerinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Bu bulgular silimarinin hipotalamik-pitiiter-gonadal (HPG) aks
Uzerindeki hormonal dengeyi korumada potansiyel bir destekleyici rol
oynayabilecegini distndirmektedir. Silimarinin bu koruyucu etkisi o6zellikle
gonadotropin salinimi ile ilgili mekanizmalarda dizenleyici bir islev

Ustlenebilecegini gostermektedir.

Ghobadi ve arkadaslarina gore, ergenlik 6ncesi bireylerde kronik CYP
tedavisi, azalmis ejakllat hacmi, sperm yogunlugu ve azalmis testosteron
seviyeleri gibi anormalliklere yol agar (100). Kemoterapide kullanilan gesitli CYP
dozlarinin sperm parametrelerinde sapmalara ve LH-FSH seviyelerinde
ylikselmeye neden oldugu gosterilmistir. Cesitli dozlarda CYP'ye maruz kalma
sonucu azospermi ve hormonal anormallikler olusur ve daha yliksek dozlar daha
onemli zarara neden olur. Spermatogenezi géstermede kullanilan bir¢ok skorlama
sistemi mevcuttur. Literatir incelendiginde spermatogenezi iyi 6ngéren Johnsen
skorlama sistemi tani araci olarak kullaniimaktadir (101,102). Deneysel modellerde
spermatogenez degerlendirmesi icin siklikla Johnsen skorlama sistemi
kullanilmaktadir. Literatir taramasi sonucunda, siklofosfamidin testis tGzerindeki
toksik etkilerinden korunmak amaciyla farkli molekillerin  arastirldigi
gortlmustir. Bu molekiller arasinda lipoik asit, cinko oksit nanopartikiilleri,
melatonin, timokinon, gallik asit, berberin ve oleuropein siralanabilir (40,103—
108). Silimarin siklofosfamidin karaciger, kardiyotoksik ve nefrotoksik etkilerine
karsi yapilan calismalarda umut vaat eden potansiyel bir ajan olarak belirtilmistir.
Siklofosfamidle indiiklenen kardiyak toksisitede kurkumin ve silimarinin etkisine
bakilan bir calismada es zamanli verildiklerinde biyokimyasal ve histolojik olarak
iyilestirebilecegi ve yliksek doz CYP’de koruyucu olarak verilebilecegi belirtilmistir
(109). Baska bir calismada MTX kaynakli nefrotoksisitede silimarinin etkilerine
bakilmis ve MTX kaynakli bobrek hasarini azalttigi gosterilmistir (110). CYP'ye bagh
hepatotoksisite lizerine silimarinin etkilerini inceleyen bir calismada, deneklere
100 mg/kg i.p. siklofosfamid ve 50 mg/kg/giin p.o. silimarin uygulanmis ve deney
6 hafta boyunca devam etmistir. Sonuclar, silimarinin siklofosfamid kaynakh

hepatotoksisiteyi iyilestirdigini ortaya koymustur.(111).
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Siklofosfamidin testikiiler hasar (zerindeki etkisine yoénelik silimarin
kullanimi ise son yillarda arastirilmaya baslanmis olup, bu konuda sinirli sayida
galisma mevcuttur. Mevcut ¢alismalarda silimarinin koruyucu ve tedavi edici
ozellikleri birlikte degerlendirilmis, ancak yiksek dozajli uygulamalari yeterince
incelenmemistir (112,113). Bizim galismamiz, literatiirdeki diger ¢alismalardan,
farkl dozlama stratejilerini ve tedavi-koruyuculuk etkilerini ayri ayri ele almasi ile
ayrilmaktadir. Shabaan ve ark. yaptigi calismada silimarinin siklofosfamidin
testikuler hasari lizerine tedavi edici etkisi 6 haftalik bir deneyle incelemis ve sonug
olarak testis agirhgr ve sperm sayisi (zerinde iyilestirici etkisi oldugu
bulmuslardir(113). Kordedeh ve ark. yaptigl baska bir calismada ise silimarinin
siklofosfamidin testikliler hasari Gizerine tedavi edici etkisi 35 glnlik bir deneyle
incelenmistir, siklofosfamid haftada bir 100mg/kg i.p. ve silimarin giin asiri 200
mg/kg i.p. olarak verilmistir. Calisma sonucunda silimarinin testis dokusu ve sperm
parametrelerinde iyilestirici 6zelligi oldugu sonucuna varilmigtir (112). Enebelli ve
ark. yaptigi calismada kadmiyum klorir ve alkol verilen siganlara silimarin
koruyucu ve tedavi edici etkisi ayri ayri incelenmistir. Sonug¢ olarak silimarin
uygulamasi, alkol ve kadmiyum kloridin erkek tireme fonksiyonu tzerindeki toksik
etkilerini hafifletmistir. Silimarinin tedavi edici etkisi koruyucu etkisine kiyasla
oksidatif stres belirteclerini artirici roliini sinirlamada daha iyi bulunmustur. Ayni
calismada, silimarinin 6nceden uygulanmasinin (koruyucu etki), alkol verilen
sicanlarda erkek ireme fonksiyonlarini, alkol sonrasi silimarin uygulanan sicanlara
gore daha etkili bir sekilde iyilestirdigi gosterilmistir. Bu bulgu, silimarinin alkolilin
toksik etkilerine karsi 6nceden alinmasinin meydana gelebilecek hasari en aza
indirebilecegini disindirmektedir (10). Calismamizin bulgulari bitlincll olarak
degerlendirildiginde, silimarinin siklofosfamide bagli testikiiler hasari onleyici bir
ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica, silimarinin tedavi edici
etkisinin koruyucu etkisine gére daha gli¢cli oldugu ve artan dozlarla iyilesme
oraninin da arttig1 belirlenmistir. Bu veriler, silimarinin siklofosfamidin yol actigi
hasari sinirlamak ve iyilestirmek icin etkili bir tedavi yontemi olabilecegini ortaya

koymaktadir.
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5.1. Aragtirmanin sinirhiliklari

Galismada silimarinin oral formda verilmis olmasi degisken biyoyararlanim
oranlari nedeniyle sinirhlik olarak degerlendirilebilir. Calisma siresinin 14 gin
olmasi, siklofosfamid ve silimarin ile ilgili etkilerin kronik siiregteki
degerlendirmesinin yapilmasina olanak tanimamistir. Ayrica deneklerin eriskin
olmasi nedeniyle cocukluk ve pubertal donemdeki etkilerin ve sonuclarin kesin
olarak simile edilememesi de bir sinirhliktir. Testikiler doku hasarinin iyilesmesi
gozlemlense de fertilizasyon yetenegini degerlendirmek igin disileri délleme
kapasitesinin test edildigi bir c¢alisma tasarimi gerekebilir. Histopatolojik
incelemelerde immiin boyama ve yolak arastirmalarinin yapilmamis olmasi da

¢alismanin diger sinirliliklari arasindadir.

6.SONUC

Bu calismada siklofosfamidin sitotoksik etkilerine bagh olarak olusan
testikiiler hasarin azaltilmasinda potansiyel bir ajan olarak silimarinin tedavi edici
ve koruyucu olarak etkinliginin arastirilmasi amaclanmistir. Parametreler
degerlendirildiginde, siklofosfamide baglh olarak kilo kaybi, oksidatif stresin artisi
ve hormonal bozulmalarin meydana geldigini saptadik. Silimarinin koruyucu olarak
verildiginde kilo kaybini azalttig, hem koruyucu hem de tedavi edici olarak
verildiginde ise oksidatif stresi ve hormonal degisiklikleri azaltabildigi
gozlemlenmistir. H-E ve Gomori trikrom boyama yontemleriyle vyapilan
histopatolojik degerlendirmelerde hem koruyucu hem de tedavi edici etkisiyle
testikliler hasari onledigi gorilmustir. Ayrica, silimarinin tedavi edici etkisinin
koruyucu etkisine kiyasla daha glicli oldugu ve artan dozlarla iyilesme oraninin da

arttigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, siklofosfamid kemoterapisi alan kanser hastalarinda
fertilitenin korunmasi acisindan silimarinin umut verici bir tedavi olabilecegini

gosterdik. Ancak, bu calismanin metodolojik sinirhiliklarini ortadan kaldiran ve
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immunohistokimyasal yolak arastirmalarini iceren ek c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tir ¢alismalarin, silimarinin etkilerini daha kapsamli bir sekilde

degerlendirerek sonuclarimizi destekleyecegini diisinmekteyiz.
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