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OZET

Sisplatin le Indiiklenen Sicanlarda Testikiiler Toksisiteye Karsi

Astaksantinin Koruyucu Etkileri

Amacg: Sisplatinin testis ilizerindeki hasarina karsi astaksantinin biyokimyasal,
histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirip sonuglandirmay1
amagladik.

Materyal ve Metot: 36 adet Wistar Albino cinsi erkek sicanlar kullanildi ve 4
gruba ayrilarak kontrol ve astaksantin grubunda 8, sisplatin ve sisplatin+astaksantin
grubunda 10 adet sican olacak sekilde ayarlandi. Deney sonunda dokular toplandi ve
histolojik analizler i¢in H-E ve immiinohistokimya i¢in Nrf2, HO-1, Vimentin, Kaspaz-
3, PCNA ve 3B-HSD ile boyandi. Biyokimyasal analizler icin kalpten alinan kanlardan
testosteron hormon ve testis dokularindan MDA ve tGSH analizi yapildi.

Bulgular: Biyokimyasal sonuglara gore sisplatin grubunda testosteron
seviyesinde ve tGSH diizeyinde anlamli bir azalma, MDA diizeyinde ise anlaml1 bir artig
gdzlendi. Immiinohistokimyasal sonuclara gére Nrf2, HO-1, vimentin ve kaspaz-3
immiinreaktivitesinde artis, 33-HSD ise anlamli bir azalma gozlendi. Histopatolojik
sonuglara gore seminifer epitel ve tiibiil ¢aplari sisplatin grubunda anlamli bir azalma
gozlendi. Deney Oncesi ve sonrasi viicut agirliklari sisplatin grubunda anlamli bir azalma,
testis agirliklart karsilastirildiginda ise belirgin bir azalma olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlaml degildi.

Sonu¢:  Sisplatinin testis {lizerindeki sitotoksik etkisine karsi astaksantinin
koruyucu ve tedavi edici etkinligi, calismamizin sonuglari ile kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Astaksantin, Apoptoz, Inflamasyon, Testis hasar1, Sisplatin,

Oksidatif stress.



ABSTRACT

Protective Effects of Astaxanthin Against Testicular Toxicity in Rats

Induced with Cisplatin

Aim: We aimed to evaluate and conclude the effects of astaxanthin against
cisplatin-induced testicular damage wusing biochemical, histopathological, and
immunohistochemical methods.

Material and Methods: Thirty-six male Wistar Albino rats were used and divided
into 4 groups: control and astaxanthin groups with 8 rats each, and cisplatin and
cisplatin+astaxanthin groups with 10 rats each. At the end of the experiment, tissues were
collected and stained with H-E for histological analyses and with Nrf2, HO-1, Vimentin,
Caspase-3, PCNA, and 3B-HSD for immunohistochemistry. For biochemical analyses,
testosterone hormone levels were measured from blood taken from the heart, and MDA
and tGSH levels were measured from testicular tissues.

Results: According to the biochemical results, a significant decrease in
testosterone levels and tGSH levels and a significant increase in MDA levels were
observed in the cisplatin group. According to the immunohistochemical results, an
increase in the immunoreactivity of Nrf2, HO-1, vimentin, and caspase-3 and a significant
decrease in 3B-HSD were observed. According to the histopathological results, a
significant decrease in seminiferous epithelial and tubule diameters was observed in the
cisplatin group. Pre- and post-experiment body weights showed a significant decrease in
the cisplatin group, whereas testis weights showed a marked decrease, but it was not
statistically significant.

Conclusion: The protective and therapeutic efficacy of astaxanthin against the
cytotoxic effect of cisplatin on the testes has been demonstrated by the results of our
study.

Keywords: Astaxanthin, Apoptosis, Cisplatin, Inflammation, Testicular damage,

Oxidative stress.
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1. GIRIS

Kanser, kontrolsiiz ve olduk¢a hizli hiicre boliinmesine neden olan bir hastalik
grubudur. Bir¢ok tedavi yontemi gelistirilmesine ragmen diinyada en sik Oliimle
sonuglanan ikinci hastaliktir. Diinya saglik orgiitiiniin 2020 veri agiklamalarina gore 18.1
milyon kanser vakasi oldugu ve 10 milyon kanser hastasinin hayatini kaybettigi
bildirilmistir (1). Sadece kanserli hiicreleri ortadan kaldirabilmeyi hedefleyen sinirl
sayidaki molekiiler hedefli tedaviler disinda mevcut kanser tedavileri, cerrahi miidahale,
radyotrapi ve kemoterapotik ilaglarin alinmasini igerir (2, 3). Tedavide kullanilan
kemoterapi ilaglarinin sitotoksik etkisi malingn hiicreler i¢in se¢ici olmayip saglikli
hiicreleri de etkilemektedir. Ilaclarin viicutta spesifik olmayan dagilimi ciddi toksik
etkilere neden olmaktadir (4, 5).

Sisplatin, bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapik
bir ajandir. Cis-diamindikloroplatin (IT) olarak da bilinen sisplatin, 1970’1 yillarin
sonunda germ hiicre kaynakli kanser tedavisinde anahtar rol oynadig1 belirlenerek FDA
onayl ilk platin ila¢ grubu olmustur. Bas-boyun, meme, mesane, over gibi kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Sisplatin, DNA zinciri iizerindeki piirin bazlarin da bulunan
N7’lere geri doniigiimsiiz baglanarak DNA ¢ift zincirinde hasara neden olur ve hiicre
proliferasyonunu durdurarak apoptotik hiicre 6liimiiyle sonu¢lanir. Ancak diger organlari
da etkilemektedir ve toksisite, nefrotoksisite, periferik noéropati, ototoksisite ve
azospermiye neden olmaktadir. Bu toksik etkiyi azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in
sisplatin ile birlikte antioksidan bir maddenin kombine kullanilmasi ilacin etkinligini
arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalar géz oniine alindiginda, antioksidan ilaglarin kanser
ilaglariyla kombine kullanilmasi saglikli hiicreleri toksisiteden korumaktadir (6, 7).

Astaksantin; denizde yasayan bakteriler ve fitoplanktonlar tarafindan
sentezlenmekte ve besin zinciriyle baliklar ve daha biiyllk deniz canlilarina
aktarilmaktadir. Ek olarak mantar, karides ve i1stakoz gibi mikroorganizmalarda da
sentezlenen ksantofil adinda karotenoid grubuna aittir. Kirmizi veya turuncu renkte yagda
¢oziinebilen bir maddedir. Diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi kronik
durumlar oksidatif strese neden olmaktadir. Astaksantin olusan bu strese karsi koruma ve
inflamatuar yanit mekanizmalarin1 diizenleyerek antioksidan aktivite gostermektedir (8,

9).



Glinlimiizde yaygin bir sekilde kullanilan sisplatin, testis dokusu {izerinde neden
oldugu toksisiteyi azaltmak i¢in antioksidan aktivitesi yiiksek olan astaksantinin
koruyucu ve tedavi edici 6zelligini Nrf2/HO-1 sinyal yolagi iizerinden aragtirmayi

amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Genital Sisteme Genel Bakis

Testis, skrotum igerisinde asili sekilde bulunan bir ¢ift organdir ve seminifer tiibiil,
interstisyel alan, testis i¢inde ve disinda bulunan bosaltim kanallarindan olusur. Sperm
tiretip salgilamasiyla ekzokrin, interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinden

testosteron hormonu iiretmesiyle ise endokrin salgt yapma fonksiyonuna sahiptir (10).
2.2. Testisin Embriyonik Gelisimi

Testisin embriyonik gelisimi, gonadal kabartilarin olugsmasiyla baglar. Gonadlar
intermediyer mezoderm (mezensim), intraembriyonik kolom epiteli (lateral plak
mezoderm) ve primordiyal germ hiicrelerinden kdken alir. Gelisimin 3. haftasinda
embriyonun horizontal planda katlanmasi sirasinda, intermediyer mozoderm ventrale
dogru c¢ekilir ve paraksiyal mezoderm ile baglantisin1 kaybeder. Dorsal aortun iki
tarafinda bulunan ve iirogenital kabart1 olarak isimlendirilen uzunlamasina bir mezoderm
cikintr olusur. Uriner ve genital sistemlerin gelisiminde primer kaynak olan iirogenital
kabartinin genital sistemi olusturacak olan bdliimii, gonadal kabart1 olarak adlandirilir
(Sekil 2.1). intermediyer mezodermden gelisen gonadal kabartilarm yiizeyi

intraembriyonik kolom epiteli ile ortiiliidiir (11, 12).
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Sekil 2.1. Germ hiicrelerinin go¢ti (11).

Gonadlar yaklasik 5. haftada, orta hatta bir ¢ift uzunlamasina kabart1 seklinde
izlenir. Bu donemde gonadal kabart1 kalin, genis mezensim dokusu ve kélom epitelinden

prolifere olarak mezensim dokusuna invajine olmus hiicre kordonlarindan olusur. Hem



erkeklerde hem de disilerde yiizey epiteli ile yani kolom epiteli ile baglantili olan bu
kordonlara primitif cinsiyet kordonlart denir(13).

Embriyonun genetik veya kromozomal cinsiyeti fertilizasyon ile belirlenir ancak
7. haftaya kadar testis veya ovaryum o6zellikleri tasimamaktadir. Bu donemdeki disi ve
erkek karakteri ayirt edilemeyen ve heniliz germ hiicrelerinin bulunmadigi bu gonadlar
farklilasmamis gonad olarak adlandirilir. Gonadlarin testis veya ovaryum yoniinde
farklilagsmalari, primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara yerlesmesiyle baglar. Primitif
¢izgi boyunca go¢ eden primordiyal germ hiicre onciilleri, gelisimin 3. haftasinda yolk
kesesinin allantoise yakin bolgedeki endoderm hiicreleri arasina yerleserek primordiyal
germ hiicrelerine farklilagirlar. Buradan da ameboid hareketlerle yola ¢ikarak 5. haftada
gonadlara ulasirlar ve 6. haftada primitif cinsiyet kordonlarina yerlesirler. Primordiyal
germ hiicrelerinin gonadlara girisi gonadlarin ileri gelisimini indiikler (12, 14).

Gonadlara yerlesen primordiyal germ hiicreleri, gonadin testis yOniinde
farklilasmasi i¢in 'Y kromozomunun kisa kolunda bulunan, testis belirleyici
transkripsiyon faktoriinii kodlayan SRY geninin aktivasyonundan sorumludur. SRY geni,
gelismekte olan gonaddaki somatik hiicrelerin yalnizca bir alt grubunda eksprese edilir
ve bu hiicrelerin, testiste bulunan ana destek hiicre tiirii olan Sertoli hiicrelerine
farklilagsmasini saglar. Farklilasan Sertoli hiicrelerinden eksprese edilen testis belirleyici
faktoriin etkisiyle primitif seks kordonlar1 medullaya dogru uzayarak testis (medullar)
kordonlarina déniisiir. Bu kordonlar testis hilusunun olusacagi bolgede incelerek rete
testis tlibiillerini olusturur. Bu arada testis kordonlar1 ile ylizey epiteli arasinda tunica
albuginea olarak isimlendirilen bir bag dokusu gelisir. Bu bag dokusu testisin yiizey
epiteli ile olan iligkisini keser. Testis kordonlar1 puberteye kadar solid hiicre kordonlar1
seklinde kalir. Kordonlarin kanalize olarak liimen kazanmasi ve seminifer tiibiillere
doniismesi puberte ile birlikte gerceklesir. Sertoli hiicreleri ayrica salgiladigi anti-
Miillerian hormon ile Miillerian (paramezonefrik) kanalin gerilemesini ve boylece kadin
genital kanallarinin gelisimini baskilar (12, 15). Gelismekte olan gonaddaki bazi1 somatik
hiicrelerin Leydig hiicrelerine doniisiimiinii indiikler. Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen
testosteron hormonu, Wolffian (mezonefrik) kanallarinin erkek genital kanallarina
dontlistimiini saglar. Gelismekte olan bazi somatik hiicrelerin ise miyoid hiicrelere
farklilasmasini uyararak sperm Tlretiminde yer alan kritik bag dokusu yapilarim

olusumunda rol oynar (15, 16).



2.2.1. Testis Migrasyonu (Gocii)

Testisin abdominal karin boglugundan skrotal bolgeye inmesine migrasyon denir
ve bircok faktor testisin abdominaldan skrotuma inisini etkilemektedir. Bu faktorler;
fetlistin karin i¢i basincin yiikselmesi, epididimis ve kanallarin gelisimi, testosteron
hormonu ve plasentadan salgilanan gonadotropin, fotal Leydig hiicreleri tarafinda iiretilen
INSL3, genitofemoral sinir uyarmast ve gubernakulum gelisimidir. Testis migrasyonu
i¢cin, abdominal (karin) ve inguinoskrotal evre olmak tizere iki evrede gergeklestigi ortaya

atilmistir (16, 17).
2.2.2. Abdominal Evre

Abdominal evre, gelisimin 8. haftasindan baslayarak 20. haftaya kadar testisin
karin boslugundan i¢ kasik halkasina dogru go¢ etmesine dayanir (17). Gonadlar,
posterior ¢6lomik duvara kraniyal asici ligament ile bagli, kraniyale ise gubernakulum ile
baghdir. 10. haftadan itibaren kraniyal asici ligament gerileyerek gubernakulum
genislemeye baslar (Sekil 2.2). Bu genisleme sisme reaksiyonu olarak adlandirilir ve
gubernakulumun testis ile ayni boyuta gelmesini saglar. Gubernakulumun sigmis distal
ucu, ampul olarak adlandirilir ve etrafinda kasik kanali olusur. Proksimal ugta ise
epididimis gelisir ve gubernakular kord olarak adlandirilir. Intraabdominal yiizeydeki
periton,  prosesus vajinalisi yani periton zari divertikiiliinii olusturur ve bu
gubernakulumu ti¢ farkli halkaya boler. Peritonun dis ylizeyinde ise kremaster kas1 geligir
ve divertikiiliin uzamasiyla ekstra vajinal kisma dogru uzanir (16). Genitofemoral sinir
dali skrotuma inerek kremaster kasini innerve eder. Kremaster kasi, fotal testisin

skrotuma dogru yonlenmesi i¢in ritmik olarak kasilmalar baslatir (18).
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Sekil 2.2. Testis migrasyonu (18).
2.2.3. inguinaskrotal Evre

Inguinaskrotal evre, testisin 25-35. haftalar arasinda testisin skrotuma inmesini
iceren ikinci asamadir. Bu evrede gubernakulumun proksimal kismi epididimise ve
testisin alt kutbuna yapisiktir. Distal kismi ise dis kasik halkasini olusturacak sekilde disa
dogru cikinti yapar. Gubernakulum transabdominal evre sonunda genisleyerek kasik
kanalin1 iggal eder (16). Kremaster kasinin ritmik kasilmalariyla gubernakulum prosesus
vajinalisi de alarak skrotuma 3-5 cm kadar iner. Daha sonra proksimal prosesus vajinalis
kapanir ancak distal tunica vainalis kapanmaz ve gubernakular ampul i¢e donerek
skrotum igerisine sabitlenir. Testisin skrotuma inmesiyle gubernakulumun gerilemesi es
zamanl olarak gerceklesir. 28-30. haftalar arasinda gubernakulumda ki kaslarin
neredeyse tamami yerini elastik liflere birakir ve yaklasik 35. haftada testisin inisi

tamamlanir. Migrasyonun basarisiz olmasi kriptorsidizme neden olur (18).
2.3. Testis Anatomisi

Erkek tireme organi, karin bolgesinin disa dogru keselenmesi sonucu olusturdugu
skrotum kesesi icerisinde bir ¢ift testis, epididimis ve funikulus spermatikulusuntan

olusur (Sekil 2.3). Skrotum dort tabakadan olusmaktadir (19).

i.  Deri tabakasi en dista bulunan burusuk, ince ve pigmentli tabakadir. Her iki yan1
saran tabaka orta hatta birleserek belirgin ¢izgi olusturur.
ii.  Fasia Siiperfisyalis, karin duvarinin membrandz ve yag tabakasinin devamidir.

Yag tabakasmin yerini skrotumda dartos alir ve sempatik sinirler vasitasiyla
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derinin burusup gevsemesinden sorumludur. Membrandz ve dartos skrotumda
birleserek testisleri birbirinden ayirir.

iii.  Fasia Spermatika tabakasi siiperfisyalisin altinda yer alir. Testisin 1s1 ve uzayip
kisalmasindan sorumludur.

iv.  Tunica vajinalis tabakasi, fasia spermatikanin i¢inde yer alir ve testisi boydan

boya sarar.
2.3.1. Testisler

Skrotum igerisinde asili sekilde duran bir ¢ift organdir. Agirligr ~25 gram,
uzunlugu 4-5 cm ve genisligi 2-3 cm’dir. Sag testisin konumu sol testise gore daha
yukaridadir ve etrafini tunica albuginea sarar. Bu siki bag dokusu, posteriyor yiizeyden
iceriye dogru birleserek mediasten testisi olugturur. Mediasten testis kan ve lenf damarlari
ile bosaltim kanallarinin testise giris ¢ikisini saglar. Testislerin i¢cine dogru septalar
yaparak lob ve lobiillere ayirir. Her bir lob 1-4 seminifer tiibiiller igerir ve bu tiibiiller,
tiibiilii rektiye ve oradan rete testise agilir. Rete testis, yaklasik 20 kanaldan olusan duktuli

Efferentese agilir (19, 20).

Spermatogenez viicut 1sisindan daha diisiik sicaklikta gerceklesir. Bu yiizden
skrotum igerisine yerlesen testisler viicut 1sisindan 3°C daha diisiik sicakliga sahiptir.
Abdominal aortanin kolu olan testikiiler arter pampiniform venoz pleksus ile sarihdir ve
testisin kanlanmasini saglar. Bu pleksus testisten viicuda donen diisiik sicakliktaki venoz
kani1 1sitmay1 ve arter ile testise gelen viicut sicakligindaki kani sogutmayi saglar (14, 20).

Testislerin vendz kani sagda Vene Cava inferiore, solda Vene Cava renalise dokiiltir (21).

plexus pampiniformis a. testicularis

ductus deferens L
lenf damarlari

a. ductus deferentis -J

posterior anterior

testis

Sekil 2.3. Testis anatomisi (19).



2.3.2. Epididimis

Duktuli Efferentes kanalinin devamidir ve ~6 m uzunlugunda oldukg¢a kivrimli bir
yapiya sahiptir. Ug bolgeden olusmaktadir. Testisten ¢iktig1 bolgeye kaput, orta bolgeye
korpus ve son bolgeye kauda denir. Epididimis ile testis arasinda oluk seklinde bir yap1
seyreder. Bu yap1 tunica vajinalisin visseral yapragi ile sarilidir ve siniis epididimis olarak
adlandirilir. Kauda bolgesi olan kuyruk kismi vas deferens kanali ile devam eder. Duktus
epididimis hem spermlerin hareket kazanmasinda hem de Sertoli hiicrelerinin
iiretiminden sorumlu oldugu testikiiler stvinin geri emilimini yapar. Epididimisin kauda
bolgesinden testisin posterioru boyunca yiikselen vas deferens bulunur. Deferens kanali,
inguinal kanaldan gegerek abdomene girer ve spermatik kordondan ayrilarak mesane
seviyesine iner. Burada genisleyerek deferens kanalinin ampullasini olusturur. Ampulla
bolgesi seminal vezikiil kanali ile birleserek duktus ejakiilatoryus olarak adlandirilir ve

prostat bezi icerisinden liretraya dogru devam eder (14, 19, 21).
2.4. Testis Histolojisi

Erkek genital sistem iki adet testisten, bosaltim kanallarindan, penisten ve cinsiyet
bezlerinden olusur. Testislerin baslica sperm {iiretimi (spermatogenez) ve androjen

sentezleme (steroidogenez) olmak iizere iki fonksiyonu bulunmaktadir (10, 14).
2.4.1. Testisler

Testis, 4-5 cm uzunluga ve 3 cm genisliginde oval sekilli bir bezdir. Skrotum
icerisinde bulunan testisler kalin bir bag dokusu ile ¢evrilidir. Bu bag dokusunun en dista
bulunan kismina tunica vajinalis, orta kismina tunica albuginea ve i¢ kismina tunica
vaskiiloza olarak adlandirilir. Tunica vajinalis parietal ve visseral olarak adlandirilan iki
tabakadan olusur. Bu yapraklar arasinda testisin rahatca hareket etmesini saglayan seréz
bosluk bulunmaktadir (10). Parietal yaprak skrotumun i¢ yiizeyine, visseral yaprak ise
tunica albugineaya yapisiktir. Tunica vajinalis tek katli yass1 epitel hiicrelerden olusur ve
hazirlanan doku Orneklerinde gozlenmez. Kapsiiliin orta ve kalin kismi olan tunica
albuginea, fibroelastik bag dokusu yapisindadir (Sekil 2.4). Tunica albuginea testisin
posteriyor ylizeyinde kalinlagip birleserek mediasten testisi olusturur ve igeriye dogru
septalar yaparak testisi yaklagik 250 lobiile ayirir. Her lobiil seminifer tiibiil ve

interstisyumdan olusur (14, 21).
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Sekil 2.4. Testis yapisi (14).
2.4.2. Testikiiler Interstisyum Histolojisi

Testikdiler interstisyum; seminifer tiibiiller arasinda bulunan lenf ve kan damarlar1
ile sinir lifleri igeren alandir. Bu alan fibroblast, makrofaj, lenfosit ve Leydig hiicreleri

iceren gevsek bag dokusu ile sarilidir (22).
2.4.3. Leydig Hiicreleri

1850°de Alman zoolog ve anatomist Franz von Leydig’in interstisyel alanda
hiicreler oldugunu ortaya atarak bunlara Leydig ismini vermistir. 1903’te ise
androjenlerin Leydig hiicreleri tarafindan sentezlendigi ortaya atilmig ve 1960’11 yillarda
3B-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi ile karakterize oldugu one siiriilmiistiir. 1969
yilinda ise Leydig hiicrelerinin kolesterolden testosteron hormonu sentezlemesi
kesfedilmistir (23). Daha sonra fotal hayatta testislerin inisinde, kemik metabolizmasinin
diizenlenmesinde ve yetiskin donemde germ hiicre apopitozunu engellemede rol oynayan

INSL3 peptit hormonu sentezledigi ortaya atilmistir (24).

Leydig hiicreleri tiibiiller arasinda tek tek veya gruplar halinde bulunan, biiyiik
poligonal ve eozinofilik boyanan hiicrelerdir (10). Sitoplazmasinda yag damlaciklarini
igermenin yani sira lipofuskin pigmenti ve Reinke kristalleri de igerir. Salg1 yaptigi i¢in
aktif bir hiicredir ve Golgi kompleksi, aER c¢ok gelismistir. Ihtiyaca gore iiretilen

testosteron hormonunu depolanmadan direkt olarak kana verir (14, 23). Bu hiicreler {fotal



Leydig hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleri seklinde iki ayr1 donem ile karakterizedir.
Fotal donemin 8. haftasindan itibaren farklilasarak testosteron ve diger androjenleri
salgilamaya baglarlar ve gonadlarin gelisiminden sorumludur. Ancak gelisimin 5. ayinda
itibaren inaktif hale gelir ve purbeteye kadar inaktif formda kalir. Pubertede gonadotropik
stimiilasyonla birlikte tekrar aktif hale gelir ve bireyin yasami boyunca aktif olarak
androjen salgilamaya devam ederler. Pubertede spermatogenezin baslamasindan ve
sekonder seks karakterlerinin gelisimi agisindan, yetiskin doneminde ise devamlilig

acgisindan onemlidir (25).
2.4.4. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Tubili seminiferi kontorti olarak da adlandirilan seminifer tiibiiller, 30-50 cm
arasinda uzunluga ve 150-200 pm ¢apa sahip kivrintili kanallardir (10). Tiibiiliin germinal
epiteli, spermatogenik hiicrelerden ve onlar1 destekleyen Sertoli hiicrelerinden
olugsmaktadir. Etrafi ise fibroz bag dokusu yapisinda Tunica propriya ile gevrilidir (Sekil
2.5). Bu tabakada miyoid hiicreler ve kollajen fibrillerden zengindir. Miyoid hiicreler
ritmik kasilmalarla Sertoli hiicrelerinin sentezleyip salgiladig: testikiiler sivinin ve
spermatozoanin tiibiillerden bosaltim kanallarina akisini yonlendirmektedir (14, 21).
Olgunlasan spermatozoa, seminifer tiibiillerin devami olan tiibiilii rektiye ve oradan rete

testise taginir ve epididimis ile devam eder (10).
2.4.5. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicresi, 1865 yilinda Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmis ve Sertoli ad1
verilmistir. 1975’ten sonra hiicre kiiltiirii calismalariyla ilgi odag: haline gelmistir (26).
Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiil iizerinde niikleusu bazal laminaya oturmus sekilde ve
sitoplazmasi tiibiil liimenine kadar uzanan prizmatik sekilli hiicrelerdir (Sekil 2.5).
Elektron mikroskobunda ¢ok sayida mitokondri, aER, lizozom, yag damlaciklar1 ve Golgi
kompleksi igerir.  Puberteyle birlikte spermatogenik hiicrelerin her bir gelisim
asamasinda onlara destek olan hiicrelerdir. Eozinofilik sitoplazma, ¢entikli 6kromatik bir
niikleus ve 1-2 niikleolusu bulunur(10). Sertoli hiicreleri, embriyonik gelisim sirasinda
gonadlarda ilk farklilasan ve SRY genini eksprese eden hiicre ¢esitidir. Ayrica fetlisiin
erkek yoniinde geliserek disi Miillerian kanallarin1 inhibe etmek icin AMH

sentezlemektedir. Sertoli hiicreleri embriyonik gelisim boyunca ve dogumdan sonra
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puberteye kadar AMH sentezlemeye devam eder ve seminifer epitelin baskin hiicre

tipidir. Puberteden sonra ise %10’luk kismin1 olusturmaktadir (27).

Sertoli  hiicrelerinin  bazali seminifer epitel bazal laminas1 {izerine
hemidesmozomlar ile baghdir. Apikal kisimlar1 ise tiiblil liimiinine uzanir ve
sitoplazmalarinda derin ¢okiintiiler bulunur (26). Hiicre iskeleti; aktin, vimentin,
tiibiilobulbar kompleks, ektoplazmik 6zellesmeler, mikrotiibiil ve ara filamentlerden
olusmaktadir (10, 27). Bir Sertoli hiicresiyle komsu Sertoli hiicresi arasinda siki
baglantilar bulunur ve bu baglantilar kan-testis bariyerini (BTB) olusturur (28). BTB
seminifer epiteli bazal ve luminal olmak {izere iki bolgeye ayirarak maddelerin
paraseliiler gecisini engeller. Bazal bdlgede spermatogonyum ve primer spermatosit
hiicreler bulunur. Luminal bdlgede ise sekonder spermatosit, erken ve ge¢ spermatid

hiicreler bulunur (14).

Sertoll Hicresl

permatogonyum
Primer Spermatosit
onder Spermatosit
varlak Spermatit
zamis Spermatit

Spermatozoa

Sekil 2.5. Seminifer tiibiil ve spermatogenik seri hiicreleri (29).

Sertoli hiicreleri ekzokrin ve endokrin salgi yapan hiicrelerdir. Basta androjen
baglayic1 protein (ABP) olmak iizere ekzokrin salgilari, spermatogenik hiicreler i¢in
testosteron igeren mikro c¢evre olusturur (29). Ayrica ABP spermatogenez ve sperm
olgunlasmasinda da rol oynamaktadir. Endokrin salgilar1 olan aktivin, 6n hipofiz
bezinden FSH salinimini aktive ederken inhibin ise FSH salinimini engeller (22). Ayrica
Sertoli hiicreleri miillerian inhibe edici faktdr (MIF), seruloplazmin ve plazminojen

aktivator gibi glikoproteinler salgilamaktadir. Spermatogenezin son asamasi olan
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olgunlagma fazinda ise rezidiiel cisimcikleri ve kusurlu spermatidleri fagosite etme

yetenegine sahiptir (27).
2.4.6. Spermatogenez

Seminifer tiibiillde meydana gelen ve spermatogonyal kok hiicrelerin ¢ogalip
farklilagarak spermatozoanin olugmasiyla tamamlanan uzun ve karmasik bir siirectir.
Puberteden kisa bir siire 6nce FSH, LH, seminifer biiyiime faktorii ve fibroblast biiyiime
faktoriiniin uyarimi ile spermatogenez baslar. 74 giinde olgunlasir ve giinde ortalama 150-
275 milyon araliginda sperm iiretilir. Yaslanmayla birlikte azalsa da 6miir boyu siirer (27,
30). Uc ana bashk altinda incelenmektedir. Bunlar; spermatositogenez, mayoz

(spermatosit) ve spermiyogenez (spermatid) fazladir (31).
2.4.7. Spermatositogenez Fazi

Spermatogonyumlar 46 kromozomlu diploit hiicrelerdir. Diizenli olarak mitoz
boliinmeler gegirerek ¢ogalir ve spermatozoayr olustururlar (Sekil 2.6). Bu hiicreler
primordiyal germ hiicrelerinden kdken alir ve tiibiiliin bazal laminasi iizerine uzanmis
sekilde bulunur. Histolojik olarak niikleus biiytikliigii, sekli ve kromatin yogunluguna
gore tip A koyu (Ad), tip A a¢ik (Ap) ve tip B spermatogonyumlar olmak iizere
smiflandirilir (32).
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Sekil 2.6. Spermatogenez asamalar1 (32).

Ad spermatogonyumlar; oval niikleuslu, yogun olarak bazik boyanan, ince
graniil kromatinli hiicrelerdir. Diizensiz araliklarla mitoz boliinme gecirerek ¢ogalir ve
farklilagirlar. Bu hiicreler primordiyal germ hiicrelerinden kdken alir ve seminifer epitelin
kok hiicreleri oldugu disiiniilmektedir (10). Mitoz bdliinme ile bir c¢ift Ad
spermatogonyum ya da Ap spermatogonyum olustururlar. Ap spermatogonyumlar tip A
acik spermatogonyumlar1 yani farklilasma yetenegine sahip hiicrelere doniisiirken Ad
spermatogonyumlar ise tip A koyu spermatogonyum yani kok hiicre olarak kalmaktadir

(14, 29).

Ap spermatogonyumlar; niikleuslar1 oval ve acik boyanan hiicrelerdir. Pes pese
mitotik boliinmeler gegirerek sayilarini arttirirlar. Daha sonra farklilagarak tip B

spermatogonyumlar1 olustururlar (10, 14).

Tip B spermatogonyumlar; tip A spermatogonyumlara gore biiyiik ve yuvarlak

niikleusa sahip, niiklear membran boyunca yogunlagsmis kromatinleri bulunan
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hiicrelerdir. Mitotik boliinmeler gecirerek spermatogonyal fazdaki son asamay1 temsil

eder (10, 14).
2.4.8. Spermatosit (Mayoz) Faz

Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinmeler gecirerek primer spermatositleri
olusturur. Niikleuslar1 biiylik ve vezikiil seklindedir (10). Mayoz boliinme baslamadan
Once primer spermatosit replikasyon gegirerek 2n kromozomlu ve 4d DNA miktarina
sahip olur. Primer spermatositlerin mayoz I béliinme sonucu kromozom sayilar1 2n’den
yariya inerek 1n’e, DNA miktar1 ise 4d’den 2d’ye diiser ve primer spermatosit, sekonder
spermatosit olarak adlandirilir. Mayoz II baslamadan 6nce DNA replikasyonu olmaz.
Mayoz II boliinme sonucu 1n kromozom ile 2d DNA miktarli sekonder spermatositten

In kromozomlu ve 1d DNA miktarina sahip spermatid olusur (29).
2.4.9. Spermiyogenez (Spermatid) Fazi

Mayoz II sonucu olusan spermatid, haploid DNA miktari ile 22 otozomal ve bir
esey X ya da Y kromozomuna sahiptir. Erken ve ge¢ spermtatid agsamalarindan olusur.
Erken spermatidler, Sertoli sitoplazmasina gomiilii yuvarlak veya poligonal sekilli
hiicrelerdir (10). Ge¢ spermatidler ise seminifer epitelin son asamasini temsil eder ve
liimene salinmadan 6nce dort asamada olgunlasir (Sekil 2.7). Bu asamalar; Golgi, kep,

akrozom ve maturasyon fazidir (33).

GOLG! FAZI KEP FAZ| AKROZOM FAZI MATURASYON FAZI
SC
S¢
L ) s o
38’“ ‘GG -5 ,(
N~ e~ -
SpT ) n ’
$pT

Sekil 2.7. Spermiyogenez (33).

Golgi faz1; golgi kompleksi iizerinde ¢ok sayida graniil bulunur ve proakrozomal
graniiller olarak adlandirilir. Proakrozomal graniiller niiklear membrana komsu,
membranla sarili bir vezikiil olusturmak i¢in bir araya gelirler. Daha sonra membranla
cevrili bu vezikiil genisler ve spermin 6n kutbunu olusturur. Sentriyollerde arka kutba go¢

eder ve niiklear membrana dik agiyla hizalanirlar. Daha sonra sentriyoller, sperm kuyruk
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aksonemini olugturan mikrotiibiil pargalarinin bir araya gelerek birlesmesini baglatir (10,

33).

Kep faz1; genisleyen akrozom vezikiil, sperm niikleusunun 6n kutbu boyunca
yayilir. Olusan bu yapiya akrozomal kep denir. Kep altinda kalan niiklear zarf porlarini

kaybederek kalinlagir ve niiklear icerik yogunlasir (33).

Akrozom fazi; akrozom fazinda spermatid basi Sertoli hiicre sitoplazmasina iyice
gomiiliir. Spermatid kendini hizalayarak uzamakta olan kuyruk kismi tiibiil liimenine
dogru uzanir. Niikleus yogunlasarak yassilasir ve onu ¢evreleyen akrozom ile birlikte
membranin 6n kismina taginir, sitoplazma ise posteriyore dogru kayar. Olusan akrozomun
arka tarafindan spermatidin posteriyor kutbuna dogru mikrotiibiillerden olusan silindirik
kilif, manseti olusturur. Sentriyoller ise niikleusun posteriyor kutbuna taginir ve burada
spermatidin boyun ya da baglanti pargasini olusturur. Plazma zar1 flagellumu sarmak i¢in
posterior kutba dogru uzar ve manset kaybolur. Mitokondriyonlar spermatidin boyun
bolgesinin arka tarafina siki bir kilif olusturmak i¢in go¢ ederler ve burada kuyrugun orta

parcasini olustururlar (33).

Maturasyon (olgunlasma) fazi; spermiyogenezin son asamasidir. Bu asamada
spermatid etrafindaki fazla sitoplazma (rezidiiel cisimcik) Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir. Daha sonra spermatidler ile Sertoli hiicreleri arasindaki 6zellesmis
baglant1 kompleksleri ayrilarak tiibiil limenine salinir ve olgunlasan spermatid
spermatozoa olarak adlandirilir. Tibil limenine salinan spermatozoalar ise ileri

modifikasyonlar i¢in epididimise taginir (33).
2.5. Matiir Sperm Yapisi

Insan olgun spermi; 60 um uzunlugunda, bas bolgesi sivri ve yassi, 3 pm
genisliginde, 4.5 pm uzunlugunda ve 1 pm kalinligindadir. Bas kism1 akrozomal kep ve
postakrozomal bolgeden olusur (Sekil 2.8). Akrozomal kep bolgesi tripsin benzeri
enzimler icermektedir ve bu enzimler ovum zona pellusidasinin yikilmasi i¢in gereklidir.
Kuyruk bolgesi ise baglanti sapi, orta, esas ve son parca olmak iizere dort bdliime
ayrilmaktadir. Baglanti sap1 bolgesi fiberlerin baslangicini ve sentriolleri, 7 um
uzunlugundaki orta parca mitokondriyonlari, 40 pm uzunlugundaki esas parga fibroz

kilif1 ve fiberleri, 5 um kalinligindaki son parga ise aksonemal kompleksi icerir (14).
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Sekil 2.8. Matur sperm yapis1 (34).

Sperm kuyrugunda aksonem yapisi baglanti sapinda baslar ve son parcada
sonlanir. Kuyruk aksonemi 9+2 mikrotiibiil ciftinden olusmaktadir. Periferdeki
mikrotiibiil ¢iftleri birbirlerine nexin ile merkezdeki mikrotiibiil ¢iftine ise radyal parmak
sekilli uzantilar ile baglanmaktadir. Periferdeki mikrotiibiiller etrafinda i¢ ve dis dynein
kollar1, kuyruk hareketi ve vurusunu saglamaktadir (34, 35).

Tiibiil limenine salinan spermatozoanin heniiz hareket yetenegi yoktur ve Sertoli
hiicreleri tarafindan tiretilen s1v1 igerisinde diiz tiibiillere tasinir. Daha sonra sirasiyla rete
testise oradan duktuli efferentese ve epididimisin proksimal bdlgesine tasinir.
Epididimise gelen spermatozoalar, kivrimli kanal boyunca tasinirken hareket kazanir ve
ileri olgunlagmaya ugrarlar. Bu degisimler; sitoplazmanin azalarak spermatozoanin ince
bir form almasi, DNA’nin yogunlasarak bas bolgesinin kiigiilmesi, akrozomal
membranda dekapasitasyon ve glikozilasyon olmasidir. Spermatozoalar epididimisin
distal boliimiine dogru peristaltik kasilmalarla tasinarak getirilir ve burada
ejakiilasyondan 6nce depo edilir. Epididimisin bu bolgesinde spermatozoalar birkag hafta

canli kalabilirken disi tireme kanalinda sadece 2-3 giin hayatta kalir (14).
2.6. Kanser ve Sisplatin

Kanser, kiiresel o0lgekte insan yasamini en fazla tehdit eden hastaliklar arasinda

ikinci siradadir. Kanser vakalari 1975'ten bu yana her yil siirekli olarak artis
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gdstermektedir (36). Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) agiklamalarma gore 2020 yilinda
diinya genelinde 18.1 milyon kanser hastasi ve kanser nedeniyle 10 milyon kisinin
hayatin1 kaybettigi rapor edilmistir (37, 38). Kanserin ilerlemesi esnasinda, tlimoér doku
veya hiicreleri genellikle DNA, RNA gibi niikleik asitleri veya sakkaritler, proteinler gibi
belirli maddeleri asir1 eksprese ederler. Bu da biyokimyasal parametreler kullanilarak
kanser teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilir (36). Kanser gelisimi, in situ bir durumdan
evrilen ve nihayetinde kotli huylu bir tiimorle sonuglanan ¢ok adimli bir siireci igerir.
Kanser hiicrelerinin yakin veya uzak organlara invazyonu ve metastazi, ¢ogunlukla
kanserle iliskili tim morbidite ve mortaliteden sorumludur (1). Kanser tedavilerinde ilk
sirada cerrahi miidahale, radyotrapi ve kemoterapoétik ilaglarin uygulanmasi yer alir (3,
39). Kanser kemoterapisinde diisiik doz etkili tedaviyi onlerken, yliksek doz toksisite ile
sonuclanir. Kemoterapdtik ilaglarin sitotoksik etkisi malingn hiicreler icin segici olmayip
normal hiicreleri de etkilediginden, ilacin viicutta se¢ici olmayan dagilimi kaginilmaz
olarak 6nemli yan veya toksik etkilere neden olmaktadir. Nitekim, kemoterapoétik ilaclar
cogunlukla nefrotoksisite, hepatoksisite, ndrotoksisite, ototoksisite, reprodiiktif

disfonksiyon gibi yan etkilerle iliskilidir (4, 5).
2.6.1. Sisplatin’in Kesfi ve Molekiiler Yapisi

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaclar arasinda yaygin olarak
kullanilan sisplatin, ilk olarak 1845°te Italyan bir kimyager tarafindan tanimlanmistir ve
1893’te kimyasal yapis1 ortaya konmustur (40). Daha sonra 1960’11 yillarda Escherichia
coli bakterisinde sitotoksik etkisi kesfedilmis ve 1970’11 yillarin sonunda germ hiicre
kaynakl1 kanser tedavisinde anahtar rol oynadig1 belirlenerek FDA onayli ilk platin ilag
grubu olmustur. Sisplatin, sis-diamindikloroplatin II (CDDP), sisplatinum ve sis-
diamindikloroplatinyum olarak da adlandirilmaktadir. Diizlemsel kare geometrik sekle
sahiptir (Sekil 2.9). Merkezinde bir platin atomu, ¢evresinde iki Cl atomu ve iki NHs
grubu ile karakterize bir bilesiktir (39). Oda sicakliginda beyaz veya koyu sari-turuncu
renkte toz halde bulunur. Suda az ¢6ziinmesinin yani sira dimetilprimanit ve N,N —
dimetilformamid de ve serum fizyolojikte ¢oziiniir. Sisplatin; 301.1 gm/mol agirhiga, 3.74
g/cm?® yogunluga, oda sicakliginda 2.53 g/L suda ¢oziiniirliige ve 270 "C’de erimeye
noktasina sahiptir (6, 41).
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Sekil 2.9. Sisplatinin molekiiler yapisi (42).
2.6.2. Sisplatin’in Sitotoksik Mekanizmasi ve Yan Etkileri

Sisplatin; bas-boyun, 6zofagus, akciger, testis, ovaryum, rahim agzi ve mesane
karsinomlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (39). Doza bagh etki
mekanizmasi oldukca yiiksektir ve viicuda alindiktan sonra hiicre membran proteini olan
Bakir Membran Tasiyicisi (CTRI) veya Organik Katyon Tasiyicilari-2 (OCT-2)
sisplatinin hiicre iginde taginmasina aracilik eder. Hiicre sitozoliine taginan sisplatin iki
Cl iyonuna ayrisarak elektrofilik substrat olusturur ve DNA halkasi {lizerindeki piirin
bazlarinin N7 bolgelerine kovalent baglar ile baglanarak halka i¢i ¢apraz baglantilar
olustururlar. Sisplatinin genomik veya mitokondriyal DNA halkas1 {izerinde yapmis
oldugu bu capraz kovalent bagl eklentiler ¢ift zincirli heliks yapisini ¢ozerek bozar ve
DNA onarim mekanizmalart ile Nrf2 gibi bir¢ok sinyal yolagini aktif hale getirir (40, 43).
DNA onarim mekanizmalar1 basarisiz olsa bile hiicre 6liimii veya apoptoz ile sonuglanir.
Sisplatin ile tedavinin diger bir avantaji ise replikasyonlar1 farkli asamalarda durdurarak
hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadir. Ancak kanser hiicreleri ile saglikl1 hiicreler arasinda
secici olmayis1 ve sitoplazmik proteinleri, fosfolipidleri ve hiicresel yapilarin
aktivitelerini bozmasi gastrotoksisite, bulanti, kusma, hepatotoksisite, ototoksisite,

nefrotoksisite ve azospermi gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir (6, 40).
2.6.3. Sisplatin’in Yan Etki Mekanizmasi

Normal fizyolojik kosullarda saglikli hiicreler, reaktif oksijen tiirleri(ROS) ve
bunlar1 temizleyen katalaz(CAT), indirgenmis glutatyon(GSH) ve siiperoksit
dismutaz(SOD) antioksidan enzimleri bulundurur ve ROS seviyesi hiicrede dengelenir.
Ancak Sisplatin uygulanmasi hiicrelerde asir1 ROS iretimine yol acar. Bu da hiicre i¢i
protein, lipit ve DNA yapisinin bozulmasina ve apoptoz basamaklarinin baslatilmasina

neden olur (43). Sisplatin iki ana yol ile apoptoz yolagi basamaklarini baslatir.
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Ligandlar tiimor nekroz faktor-o (TNF-o) baglanir ve adaptér molekiil araciligiyla
prokaspaz-8’in aktive olarak plazma membran inhibe reseptorii kaspaz-8 ve
mitokondriyal bozukluga sebep olan kaspaz-9’u aktive eder. Bu da kaspaz-3 ve kaspaz-
7’yi asag1 regiile ederek hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur.

DNA eklentileri olusturarak DNA’ya ¢apraz baglanir ve replikasyonu engeller. Bu durum
hiicresel strese neden olarak mitokondriden sitokrom-c salinmasina ve prokaspaz-9’un

aktive olmasina neden olarak apoptoz yolagini aktive eder (44).
2.6.4. Sisplatin ve Kombine ila¢c Kullaninm

Sisplatinin dezavantajlar1 olarak yan etki ve ilaca karsi direng, etkinligini
azaltmaktadir. Bu dezavantajlar1 azaltmak veya ortadan kaldirmak igin tekli ilag
kullanim1 olan monoterapi yerine iki veya daha fazla ilacin kombine sekilde kullanilmasi
ilacin terapotik etkinligini arttirmada umut vaat etmektedir. Kombine kullanilan
ilaglardan biri kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in indiiklerken diger kullanilan ilag
saglikli hiicreler iizerinde koruyucu etki gosterebilmektedir. Bunlar gbéz Oniine
alindiginda antioksidan ilaglarin kanser ilaglariyla kombine kullanilmast saglikli

hiicreleri toksisiteden koruyacaktir (7, 43).
2.7. Karotenoidler ve Astaksantin

1930'da Kuhn ve Karrer tarafindan B-karotenin yapisi kesfedilmis ve giiniimiize
kadar ~750 dogal karotenoid tanimlanmuistir (45). Karotenoidler genel olarak 40 karbon
atomundan olusurlar ve karotenler ile ksantofiller olarak iki grupta incelenirler. Karoten
grubu hidrojen ve karbon atomlarindan olusurken ksantofil grubu bunlara ek olarak keton
veya hidroksi gruplarindan birini igermektedir (46). Karotenidler, antikanser ve
antioksidan ozelliklerinin yan1 sira diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu

hastaliklar1 ve yaslanmaya kars1 korucu etkiye sahiptir (46).

Su ana kadar kesfedilen karotenoidlerin ~250’si denizde yasayan bakteri,
fitoplankton, kril, karides, somon ve 1stakoz gibi canlilar tarafindan sentezlenmekte ve
besin zinciriyle baliklar ve daha biiylik deniz canlilarina aktarilmaktadir. Bu deniz
karotenoid ¢esitleri astaksantin, kantaksantin, B-kriptoksantin, zeaksantin ve lutein
vb.’den olugmaktadir. Viicuda alindiginda hidroperoksitleri stabil hale, molekiiler

oksijeni ortadan kaldirmaya, oksidasyon iligkili reaksiyonlarini diizenlemede oldukca
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etkilidir. ~ Yapilan son c¢aligmalarda astaksantin, antioksidan ve antiinflamatuar

ozelikleriyle ilgi odagi haline gelmistir (8, 46).
2.7.1. Astaksantin Sentezi

Baslangicta hayvan takviye yemi olarak kullanilan astaksantinin 1990’lardan
itibaren biyolojik aktivitesi kesfedilmistir, 1999 yilanda FDA tarafindan onaylanmis ve
giinimiizde kozmetik, farmasotik, nutrasotik ve gida takviyesi olarak diinya c¢apinda
oldukca yaygidir. Genellikle deniz bakterileri, kirmizi maya, yesil mikroalg ve adonis
bitkileri tarafindan iiretilmektedir. Ticari olarak iiretilen astaksantin ise Paracoccus
carotinifaciens deniz  bakterisinden, Xanthophyllomyces dendrorhous kirmizi
mayasindan ve en c¢ok tercih edilen Haematococcus pluvialis mikroalginden elde
edilmektedir. Dogal astaksantini elde etmenin zorlugu yapay olarak sentezlemeye
yonlendirmistir ve disodyum disiiksinat astaksantin (DDA) formu iskemi-reperfiizyon
modelinde, CDX-085 formu karaciger enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir.
Ancak dogal elde edilen astaksantin yapay formlarina gore 20-50 kat daha fazla
antioksidan etkiye sahiptir. Astaksantinin emilim ve sindirimi lipitlerinkine benzerdir ve
balik yagi, zeytinyagi veya kolestrol icerigi yiiksek besinler ile alinmasi antioksidan
etkinligini arttirmaktadir. Balik yagi ile birlikte viicuda alinmasi glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (CAT) ve sliperoksit dismutaz (SOD) seviyelerini arttirmakta ve nitrik
oksit (NO) seviyesini azaltmaktadir. Astaksantin bagirsaklarda emildikten sonra safra
enzimleri ile pargalara ayrilarak pasif diflizyonla enterosit hiicrelerine aktarilir ve

lipoproteinler araciligiyla dokulara taginir (46, 47).
2.7.2. Astaksantin’in Molekiiler Yapisi

Kirmiz1 veya turuncu renkte, yagda ¢oziinebilen maddedir. Astaksantin, molekiiler
yapisinda oksijen bulundurmasiyla diger karotenoidlerden ayrilir. Molekiil yapisinda
serbest radikalleri notralize eden polar iki iyon halkast bulundurmakta ve polar olmayan
bolgesinde elektron uzaklastirmay1 saglayan 13 karbon-karbon ¢ift ¢coklu doymamis
bagdan olugmaktadir (Sekil 2.10). Her iki ugtaki keton ve hidroksil gruplar1 polariteyi
arttirarak astaksantinin hiicre membranindan ge¢mesini kolaylagtirmaktadir. Karbon-
karbon ¢ift coklu doymamis bagi bulundurmasiyla cis ve trans olmak iizere iki izomerik
formu mevcuttur ve bu 6zelligi diger karotenoidlere gore daha ¢ok antioksidan 6zellik

gostermesini saglamaktadir (8). Baslangigta su iiriinleri yetistirme yerlerinde baliklar igin
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yem olarak kullanilan astaksantin, daha sonra FDA tarafindan onaylanmis ve gida
takviyesi olarak kullanilmaya baglanmistir. Takviye olarak kullanilan Haematococcus

pluvialis mikroalgi tarafindan sentezlenen formudur (9, 46).

Sekil 2.10. Astaksantinin molekdiler yapis1 (8).

2.7.3. Astaksantin ve Antioksidanlar

Yapilan son calismalara gore astaksantinin farmasotik ve nutrasotik etkinligine
kars1 ilgi giderek artmaktadir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi kronik
durumlar oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres ise proteinleri, lipitleri ve
DNA yapisini bozarak hiicrede hasar olusturur. Astaksantin bu hastaliklarin neden oldugu
oksidatif strese karst koruma ve inflamatuar yanit mekanizmalarimi diizenleyerek
antioksidan aktivite gostermektedir (9). Ayrica kombine ilag olarak kullanilan a-lipoik
asitten 75, antosiyaninden 150, polifenolden 200, vitamin E’den 550, Coenzim Q10'dan
800 ve vitamin C’den 6000 kat daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ek olarak
antiinflamatuar, antiapoptik, antikarsinojenik ve antidiyabetik etkinligi daha dnce yapilan
calismalarda ortaya konmustur (46, 48). Diyabet hastaliginin retinopatiye neden olmasi
sonucu olusan hasara karsi astaksantinin hiicre igerisinde ARE ile iliskili Nrf2’yi
diizenledigi ve niikleusa tagmarak heme oksijenaz-1 (HO-1) diizeyini arttirdig1 rapor
edilmistir (49). Yine baska bir arastirmada keratinositlerin UV 1sinlarinin hasaria karsi
ROS ve inflamatuar faktorler olan IL-1B, TNF-a ekspresyonunu azaltarak koruma
saglamistir (50). Bu ¢alisma klinik olarak da uygulanmis ve agizdan alinan astaksantin

UV isimlarindan korumustur (51).
2.7.4. Astaksantin ve Nrf2 Sinyal Yolag:

Oksidatif stres ve inflamasyon durumunda bir¢ok sinyal yolagi aktive olmaktadir.
Nrf2’de bu sinyal yolaklarindan biridir. Nrf2, protein yikimi, DNA onarimi, REDOX

homeostazisi ve eksojen metabolizma ile immiin yanitin diizenlenmesinde ¢esitli islevleri
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olan kritik bir transkripsiyonel diizenleyicidir. Son yillarda kanserin 6nlenmesinde ve
tedavisinde temel hedeftir. Hiicre sitoplazmasinda pasif halde bulunan Nrf2 insanlarin
ikinci kromozomun 2q31.2 bdlgesinde bulunan NFE2L2 geni tarafindan kodlanan, 605
aminoasitlik alkali 16sin fermuar protein ailesindendir (52). 7 6zel aktive ve inhibisyon
bolgeden olusmaktadir (Sekil 2.11). Bu bolgelerden birincisi Nehl bolgesidir ve DNA
veya muskuloaponorotik fibrosarkomlar (sMaf) baglanma bolgesi icerir. Neh 2 bolgesi
kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1 (Keap1) baglanma bolgesidir. Neh 3 sitoplazmada
Nrf2’nin aktif hale gelmesinde rol alir. Neh 4 ve 5, baglayici proteine (CBP) ve siklik
adenosin monofosfat yanit elemani aktivatoriine (CREB) baglanma bolgesidir. Neh 6, 3-
transducin tekrar proteine (B-TrCP) baglanma bolgesidir. Neh 7 ise baskilama bolgesidir
(53, 54). Nrf2’nin aktivasyonu kanser gelisimini engelleyebilmektedir ancak ¢ok fazla
aktive olmasi ve eksprese edilmesi hiicrenin kanserlesmesine, radyasyon ve

kemoterapiden hiicrenin kagmasina neden olmaktadir (52).

KEAP1 CBP B-TrCP CHD6
4 y
/7 / RXRa RARa | SMAF  DNA /
| | / \ I 4 ‘
beve @w @
KEAP1 Baglanma SMAF, DNA

Bolgesi Baglanma Bolgesi

Sekil 2.11. Nrf2 spesifik bolgeleri (54).

Astaksantin, fosfoinosid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt) ve mitojen ile
aktive olan protein kinaz (MAPK)/hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen protein kinaz (ERK)
sinyal yolaklarin1 diizenleyebilmektedir. Hiicre icine alinan astaksantin bir¢ok sinyal
yolagini diizenlemektedir. Bu sinyal yolaklarindan biride Nrf2’dir ve normal fizyolojik
sartlarda Nrf2, Keapl ve Cul3 protein kompleksi seklinde inaktif halde bulunur ve yar1
omrii yirmi dakikadir (Sekil 2.12). Keap]1 {izerinde inaktif sistein bolgesi bulunmaktadir
ve oksidanlar, proinflamatuar sitokinler veya elektrofilik ajanlar tarafindan
modifikasyona ugrayarak Nrf2’nin, Keap1’den ayrilarak aktif hale gelmesine neden olur.
Keapl’den ayrilan Nrf2, sitoplazmadan niikleusa translokasyon olur ve once sMaf‘a
ile heterodimer olusturur daha sonra antioksidan yanit elemanina (ARE) baglanarak

antioksidan yanit elemaninin transkripsiyonunu baslatir. Bunlar; Heme Oksijenaz (HO-
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1), glutamat-sistein ligaz degistirici alt birim (GCLM), NAD(P)H kinon oksidorediiktaz-
1 (NQO-1), glutamat-sistein ligaz katalitik (GCLC) ve glutatyon-S-transferaz-ol’dir
(GST-al) ve oksidatif strese karsi yamit olusur (54-56) . Kanser hiicrelerinin
metabolizmasi genler tarafindan kontrol edilemedigi i¢in hiicrede asir1t ROS birikimine
ve antioksidanlarin ¢ok fazla aktivasyonuna neden olur. Kanser hiicrelerinin Nrf2, Neh 2
bolgeleri mutasyona ugramistir ve ¢ok fazla aktive olarak kanser hiicrelerinin hayatta

kalmasina ve ¢ogalmasina destek olur (52).

Nrf2

Keap1l Keap1l
-2 13
cul3 /‘ Keap1
\ it ‘

» o

Sekil 2.12. Nrf2 sinyal yolagi (54).

Normal fizyolojik sartlar altinda saglikli bir hiicrede Nrf2 seviyeleri kontrollii bir
sekilde arttirilirsa kanserlesme dnlenir. Ancak uzun siireli aktivasyonu kanserli hiicrelerin
artmasina hatta metastazina neden olmakta ve ayrica kemoterapik ilaglara kars1 hiicreye
diren¢ kazandirmaktadir. Nrf2’nin bu karanlik yiizli heniiz aydinlatilamamakla birlikte

arastirmalar devam etmektedir (57).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Beyam

Bu proje Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan
HAYBIS 17821 kodu ile onaylanmustir. Indnii Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi
Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2023-3360 proje koduyla finanse edilmistir.

3.2. Deney Hayvanlari ve Tasarim

Deneyde kullanilan hayvanlar inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezinden satin alindi. Proje kapsaminda WSSPAS (Web-Based Sample
Size & Power Analysis Software programi) kullanilarak minimum 6rneklem biiytikligii
hesaplandi. Buna gore 1. tip hata miktar1 (alfa) 0.05, testin giicli (1-beta) 0.8 ve etki
biiyiikliigii 0.65 olacak sekilde her bir grupta en az 8 hayvan olarak tespit edildi. Ancak

sisplatin uygulanacak gruplarda 6liim riski nedeniyle 10 hayvan kullanildi.

Deneyde 16 haftalik 300-350 gram agirliginda 36 adet Wistar albino cinsi erkek
sican kullanildi. Her bir gruptaki sicanlar deney siiresi boyunca iki plastik kafeste
barindirilacak  sekilde yerlestirildi ve 2442°C oda sicakliginda, 12 saatlik
karanlik/aydinlik dongii altinda deney odalarinda tutuldu. Standart pelet yemine ve igme
suyuna sinirsiz erigim saglandi ve bir hafta boyunca kafeslerde aligma siirecine tabi
tutuldu. Kontrol ve astaksantin (AST) grubunda 8, sisplatin (CP) ve astaksantin+sisplatin
(AST+CP) grubunda 10 adet sigan olacak sekilde gruplar olusturuldu (Tablo 3.1). Deney
stiresi 10 giin olacak sekilde diizenlendi ve deneye baslamadan 6nce hayvanlarin agirlig
Olctilerek not edildi.

Kontrol grubuna deney siiresi boyunca oral gavaj (0.g) ile 1 mg/kg zeytinyagi (58)
verildi. AST grubu i¢in deney siiresi boyunca 25 mg/kg astaksantin (Orzax Ocean) (59)
1 mg/kg zeytinyag igerisinde homojenize bir sekilde karistirarak o.g. ile verildi. CP
grubuna deneyin ilk giinii 7 mg/kg intraperitoneal (i.p.) sisplatin (BDLpharm) (60)
uygulandi ve deney siiresi boyunca o.g. ile 1 mg/kg zeytinyagi verildi. CP+AST grubuna
ise deneyin ilk giinii 7 mg/kg 1.p. sisplatin uygulandi ve deney siiresi boyunca 25 mg/kg
astaksantini (59) 1 mg/kg zeytinyagi igerisinde homojenize bir sekilde karistirilarak o.g.

ile verildi.
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Tablo 3.1. Deney tasarimi
Gruplar Uygulama Siiresi

Kontrol 10 giin boyunca o.g. 1 mg/kg zeytinyag verildi.

AST 10 giin boyunca o.g. ile zeytinyagi igerisinde ¢ozdiiriilmiis 25
AST mg/kg verildi.
Cp Deneyin 1. giinii tek doz i.p. 7mg/kg CP uyguland1 ve 10 giin

boyunca o.g. ile zeytinyagi verildi.

Deneyin 1. Giinii tek doz i.p. 7mg/kg CP uygulandi ve 10 giin
AST+CP boyunca o.g. ile zeytinyag1 igerisinde ¢ozdiiriilmiis 25 mg/kg

AST verildi.

3.3.Deneyin Sonlandirilmasi

10 giinliik deney siiresinden sonra 11. giin hayvanlarin 6nce viicut agirliklar
Olgiilerek not edildi. Sisplatin grubundan bir sicanin 6ldiigii kaydedildi. Ardindan
ketamin/ksilazin (50 mg/kg-5 mg/kg) anestezisi altinda karin bolgeleri agilarak kalpten
kan Ornekleri alindi. Daha sonra bu kan ornekleri 3000 RPM’de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kisimlar1 ependorf tiiplere alinarak biyokimyasal analizler icin -
80°C’de saklandi. Sag ve sol testisler, epididimisler ile birlikte ¢ikarilarak ayrildi ve sag
testislerin agirliklar1 Olgiilerek not edildi. Sag testis histolojik analizler i¢in %10’luk
formaldehit soliisyonuna alindi. Sol testisler ise biyokimyasal analizler i¢in aliminyum
folyolara sarilarak -80°C’de saklandi. Sperm parametreleri i¢in sag epididimisin kauda
bolgesi cikarilarak 1 ml serum fizyolojik su ile doldurulan ependorf tiipleri iginde +4°C

saklandi.
3.4. Histolojik Yontemler

Alman testis dokular1 histopatolojik degerlendirmeler i¢in %10’luk formaldehit
igerisinde tespit edildi. Daha sonra tespit maddesinden alinan dokular hizli bir sekilde
trimlenerek plastik kasetler icerisine konuldu ve tekrar formaldehit soliisyonuna alindi.
Tespit olan testisler, daha sonra doku takip islemleri i¢in Tissue-Tek VIP/SAKURA
marka cihaza alinarak dehidrasyon, seffaflastirma ve infiltrasyon asamalarina tabi

tutuldu.
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Dehidrasyon asamasi; dokudan suyun alkol ile uzaklastirilmasina
dayanmaktadir. Dokular %70-80-96 ve %99’luk (absolii) alkol serilerine alindi. Her bir

seri icerisinde 1’er saat bekletildi.

Seffaflastirma asamasi; dokunun seffaflasarak alkol ile ksilenin yer
degistirmesine dayanir. Absolii alkolden alinan dokular {i¢ ksilen serisinden gegirildi. Her

bir ksilen asamasinda 1’er saat bekletildi.

Infiltrasyon asamasi; ksilenden ¢ikarilan dokular sicak parafin igerisine alindi.
Bu asamadaki amag¢ doku igerisine parafinin niifuz etmesidir. Dort parafin serisinde 1’er

saat bekletilerek doku igerisinde ksilenin parafin ile yer destirmesi saglandi.

Bloklama; bu asama dokularin infiltrasyon maddesi igerisine gomiilmesine
dayanir. Testis dokusu bir yiizey 6zelligi arz etmedigi i¢in trimlenen en genis yiizeyi alta
gelecek sekilde metal kasetler icerisine sicak parafin konulup dondurularak bloklandi. Bu

islem i¢in Leica EG1160 markali cihaz kullanildi.

Kesit alma; parafin bloklardan Leica RM2145 marka mikrotom cihazinda 5 pm
kalinliginda kesitler alinarak DEN092A markal1 parafin su banyosu iizerinde +55°C’de
acilmasi bekletildi ve immiinohistokimyasal analizler i¢in polilizin kapli pozitif lamlara,

hematoksilen-eozin (H-E) boyama i¢in ise rodajli lamlara doku kesitleri alindi.
3.4.1. Mayer’s Hematoksilen-Eozin Metodu

Bu boyama metodunun amaci, hematoksilen ile hiicre niikleuslarini ve eozin ile
hiicre sitoplazmasini boyamaktir. Bu metod i¢in Leica CV5030 marka boyama cihazi
kullanildi. Oncelikle doku kesitleri, etrafindaki parafinin erimesi i¢in +65°C’de 45 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 3 ksilen serisine alindi ve her bir seride 5’er dakika
bekletilerek alkol serilerine alindi. Kesitler %99’luk (absolii) alkolden baslayarak %80 ve
%70’1ik her bir seride 3’er dakika bekletildi. Distile suya alinarak ~1 dakika bekletildi ve
Mayer’s hematoksilene alinarak 10 dakika beklendi. Daha sonra 3 ¢esme suyu serisine
almarak 5’er dakika yikandi ve eozine alinarak 2 dakika bekletildi. Eozin boyamasindan
sonra dokular %70, %80 ve absolii alkol serilerinde 3’er dakika bekletilerek ksilene alindi

ve 3 ksilen serisinde 5’er dakika bekletilerek boyama islemi tamamlandi.
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3.4.2. Iimmiinohistokimya Metodu

Bu yontem, hiicrede hem protein ekspresyonunu hem de lokalizasyonunu
belirleyerek gorsellestirmek amaciyla kullanilir. Yontemde doku igindeki belirli
proteinleri (antijenleri) etiketleyerek 1sik mikroskobuyla goriiniir hale getirmek i¢in
spesifik antikorlar kullanilmaktadir. Immiinohistokimya i¢in bu projede; Nrf2, HO-1,
kaspaz-3, 3B-HSD, vimentin ve PCNA antikorlar1 kullanildi.

Deparafinizasyon asamasi; dokudan parafini uzaklastirmak i¢in yapilir. Sepete
dizilen lamlar +65°C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 3 ksilen serisinde

5’er dakika bekletilerek parafin uzaklastirildi.

Dehidrasyon asamasi; ksilenden alinan dokular %99, %80 ve %70’lik alkol
serilerinde 3’er dakika bekletildi. Bu asamada dokuya niifuz eden alkol, ksilen ile yer

degistirmektedir.

Rehidrate asamasi; dokuya tekrar suyun kazandirilmasi i¢in yapilir. Alkol

serilerinden alinan dokular distile suya konularak 5 dakika rehidrate edildi.

Sitrat tamponu (pH: 6.0); dokudaki antijenik bolgeleri ortaya ¢ikarmak igin
yiiksek basing altinda bekletilmesine dayanir. Lamlar sitrat tamponu i¢ine alind1 ve 2100
Retriever marka otoklavda 121 °C’de 15 dakika kaynatildi ve daha sonra sogumaya
birakildi. Soguyan dokular distile suya ve daha sonra fosfat tamponlu saline (PBS) alindi.

PBS’ten ¢ikarilan dokularin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izilerek boya platformuna dizildi.

Hidrojen peroksit blok asamasi; dokudaki endojen peroksidazlari inhibe ederek
kullanacagimiz antikorun yanlis pozitiflik vermesini engellemektedir. Platforma yatay
sekilde dizilen lamlar iizerine hizli bir sekilde hidrojen peroksit blok damlatarak 12

dakika bekletildi. Daha sonra PBS’e alinarak yikandi.

Protein blok asamasi; protein blok dokudaki biyotin ve avidini inhibe ederek
sekonder antikor asamasinda kullanilacak olan biyotinlenmis kegi anti-polivalentinin
dokudaki avidine baglanmasini saglayarak yanlis pozitiflik vermesini engellemektedir.
Doku kesitlerine damlatilan protein blok 5 dakika bekletildikten sonra uzaklastirildi ve

kesitler PBS soliisyonunda yikanmadan primer antikor agamasina gegildi.
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Primer antikor asamasi; lretici firma tarafindan verilen bilgilere gore diliie
edilerek hazirlanan primer antikor doku kesitleri iizerine damlatilarak yaklasik Isaat

bekletildi ve PBS’te yikand1 (Tablo 3.2).

Sekonder antikor (biyotinlenmis keci anti-polivalent) asamasi; sekonder
antikorun dokuda primer antikora baglanmasina dayanir. Damlatildiktan sonra 15 dakika

bekletildi ve PBS’e alinarak yikandu.

Streptavidin peroksidaz asamasi; biyotinlenmis protein ve molekiilleri tespit
etmek i¢in kullanilan sekonder antikor, dokular iizerine damlatilarak 15 dakika bekletildi

ve PBS ile yikandi.

AEC kromojen asamasi; kromojen peroksidaz enzimi varliginda kirmizi renk

olusturur. Kromojen agamasindan sonra tiim dokular PBS’e alindi.

Mayer’s Hematoksilen asamasi; hiicre niikleuslarinin boyanmasina dayanir.
PBS’den alinan lamlar hematoksilene konularak 5 dakika bekletildi ve Once gesme
suyunda daha sonra da distile suda 2 dakika yikandi. Sepetten alinan lamlar kurutma
kagidi lizerine yatay sekilde konularak su bazli kapatic1 damlatildi ve lamel ile kapatilarak

151k mikroskobunda goriintiilemek i¢in hazir hale getirildi.

Tablo 3.2. Antikor diliisyon oranlar1

Primer Antikor Diliisyon Oram Ureticisi
Nrf2 1:300 Thermo Fisher Scientitific
HO-1 1:100 Santa Cruz
Kaspaz-3 1:100 Santa Cruz
3p-HSD 1:100 Santa Cruz
Vimentin 1:100 Santa Cruz
PCNA 1:100 Santa Cruz

3.5. Histolojik Degerlendirme

Her bir ornekten rastgele secilen 30 adet seminifer tiibiil, atrofi, germ hiicre
dejenerasyonu, mayotik duraklama, cok c¢ekirdekli dev hiicre olusumu ve olgunlagsmamis
germ hiicrelerinin liimene dokiilmesi gibi dejeneratif degisiklikler agisindan incelendi.
Tiibiiler dejenerasyon; yoksa 0, tiibiiliin %1-%25'ini igeriyorsa 1, tiibiiliin %26-%50'sini

igeriyorsa 2 ve tiibiiliin %51-%100"inii iceriyorsa 3 olarak skorlandi (Tablo3.3).
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Ayrica, her preparattan 20x biiyilitmede, VIII. asamada bulunan 50 adet yuvarlak
ve yuvarlaga yakin seminifer tiibiiliin cap1 ve epitel kalinlig ol¢iildi (Sekil 3.1).

Degerlendirmeler Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintli Analiz
sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, Ingiltere) ile yapildi.

Tablo 3.3. Histopatolojik puanlama

Derece Yayginhk (% olarak)
0 Dejenerasyon Yok
1 %1-25
2 %26-50
3 %51-100

A. Seminiser tiibiil ¢ap 6l¢liimii. B. Seminifer tiibiil epitel kalinlig1 dlgiimii.

Sekil 3.1. Seminifer tiibiil cap ve epitel yiikseklik 6lgtimii.
3.6. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Nrf2, HO-1, kaspaz-3, vimentin ve 3B-HSD proteinleri icin yapilan
degerlendirmede her bir drnekten 30 seminifer tiibiildeki boyanma, immiinreaktivitenin
yaygimlig (0: 0-%25, 1: %26-50, 2: %51-75, 3: %76-100) ve siddeti (0: yok, +1: hafif,
+2: orta, +3: siddetli) esas alinarak semikantitatif olarak skorlandi (Tablo 3.4). Toplam

boyanma skoru (H); yayginlik x siddet hesaplanarak elde edildi (61).
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Tablo 3.4. H skor degerlendirme

Immiinreaktivite Immiinreaktivite
Yayginhgi Yogunlugu

4 9%100-76 3 Giicli Boyanma
3 9%75-51 2 Hafif Boyanma
2 9%350-26 1 Zayif Boyanma
1 9%25-0 0 Boyanma Yok

PCNA, hiicre boliinmesine hazirlik asamasi olan S fazindaki hiicreleri goriintir
hale getirmek i¢in kullanilan bir belirtectir. PCNA proteini i¢in immiinreaktivite
degerlendirilmesi immiinreaktif hiicre yogunluguna gore (4: %95-100, 3: %94-80 2:
%79-50 ve 1: %49 >) yapildi (62). Degerlendirmeler Leica DFC280 151k mikroskobu ve
Leica Q Win goriintii analiz sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd. Cambridge,

Ingiltere) ile gergeklestirildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. PCNA immiinreaktivite degerlendirme

Derece PCNA immiinrekatif hiicre yogunlugu (% olarak)
4 1-2 Hiicre Kayb1 %95-100
3 3-10 Hiicre Kayb1 %94-80
2 10-30 Hiicre Kaybi1 9%79-50
1 30< Hiicre Kayb1 %49 >

3.7. Sperm Sayisinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda epididimisin kauda bolgesi ¢ikarilarak 1 cc serum fizyolojik ile
dolu ependorf tiiplerine alind1 ve +4°C’de sakladi. Ependorf tiipler icerisinden ¢ikarilan
epididimisler pargalara ayrilarak spermler ortaya ¢ikarildi ve tekrar eppendorf tiipler
konuldu. Daha sonra 5000 RPM’de 1 dakika santrifiij edilerek stipernatant kisimlar1 bagka
ependorflara alind1 ve homojenize edildi. Homojenize edilen spermlerden 15 pl mikro
pipet yardimiyla cekilerek Thoma lami iizerine damlatildi ve X200 biiylitmede sperm

yogunlugu degerlendirildi. Thoma lam iizerinde 16 biiylik kare ve her karede 16 kiigiik
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kare bulunmaktadir. Yani toplamda 256 kiigiik kare bulunmaktadir ve degerlendirme igin
16 biiyiik karenin dort kasesi ve ortadan herhangi bir biiyiik kare degerlendirmeye alindi.
Lam iizerine alinan her bir 6rnekte 5 biiylik kare yani 80 kiigiik kare iizerine diisen

spermler sayilarak not edildi ve daha sonra istatistiksel analizleri yapild1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Thoma lam1 sperm sayimi
3.8. Biyokimyasal Analizler

Calisma sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin sol testisleri, biyokimyasal analizler
icin hizl bir sekilde toplanarak -80°C’de kaldirildi. Daha sonra ¢alisilmak iizere ¢ikarilan
dokular ayr1 ayr tartilarak her ornekten 100+10 mg alindi. Ultra Turrax T25 bazik
homojenizator kullanilarak parcalandi ve 1 mL PBS (50mM, pH=7.4) ile homojenize
edildi. Daha sonra Bandelin Sonopuls HD 2070 ultrasonik homojenizatér (IKA
Labortechnik; IKA-Werke, Staufen, Almanya) ile 3x15 saniye sonikasyona tabi tutuldu.
Elde edilen bu homojenat 14000 RPM’de 10 dakika santrifiiz edildi ve siipernatant
kisimlar1  toplanarak ependorf tiiplere alindi ve -20°C’de saklandi. Protein
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in standart BSA ile sigir albiimini kullanilarak Bradford

yontemi ile degerlendirildi (63).
3.8.1. Malondialdehit (MDA) Seviyelerini Degerlendirme

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) seviyesi Kunio ve
arkadaslar1 tarafindan bildirilen metoda gore belirlendi (64). 500 pL. PBS (50 mM; pH
7.4) igeren tliplere 0.05 g karaciger ve testis dokusu tartilarak homojenizasyon islemi

gerceklestirildi. Homojenatlar 4 °C, 10.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
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stipernatanlardan 100 pL cam tiiplere alinarak tizerine 200 pL % 8.1’lik sodyum dodesil
stilfat, 11 distile su ile hazirlanan 700 pL %0.8 TBA ve %20 asetik asit ¢ozeltisi ilave
edildi. Cam tiipler 60 dakika boyunca (100 °C) su banyosunda inkiibe edilmis ve oda
sicakligima kadar sogutulmustur. Karistm 10 dakika boyunca 10.000 rpm'de
santrifiijlendi. Olusan pembe renkli kromojenin absorbansi bir mikroplaka okuyucu
(BioTek Instruments, ABD) ile 532 nm'de dl¢iilmiistiir. Orneklerdeki MDA seviyeleri
standart olarak 1.1.3.3-tetrametoksipropan kullanilarak standart bir egriden hesaplandi.

Dokulardaki MDA seviyeleri nmol/mg protein olarak ifade edildi.
3.8.2. Total Glutatyon (tGSH) Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Karaciger ve testis dokularindaki tGSH igerigi Arbo ve ark. (65) tarafindan
uygulanan yonteme gore belirlendi. Ilk olarak 0.24 mM NADPH ve 0.7 mM DTNB
¢ozeltisi PBS (71.5 mM Na2HPO04, 71.5 mM NaH2P04 ve 0.63 mM EDTA; pH 7.5)
tamponu i¢inde taze olarak hazirlanmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu ¢oklu plakaya 100
pL numune, standart ve kor birakildiktan sonra 65 pL taze hazirlanmig reaktif (0.24 mM
NADPH ve 0.7 mM DTNB) ilave edildi. Karisim daha sonra oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben her kuyucuga 40 pL taze glutatyon rediiktaz
soliisyonu (10 U/mL PBS) eklenerek reaksiyonun gergeklesmesi ve sar1 bir renk elde
etmek icin 3 dakika 37 °C'de inkiibe edildi. 5-tiyo-2- nitrobenzoik asit olusumunun
absorbansi bir mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments, ABD) araciliiyla 412 nm'de
izlendi. Her numunedeki tGSH seviyesini hesaplamak i¢in standart egri kullanildi ve elde
edilen sonuclar nmol/mg protein olarak ifade edildi.Inkiibasyondan sonra her bir
kuyucuga 40 pL taze glutatyon rediiktaz ¢ozeltisi eklenerek sar1 renk almasi i¢in 3 dakika
bekletildi. Daha sonra 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit absorbansi, mikro plaka okuyucu

tarafindan 412 nm'de takip edildi. tGSH seviyeleri nmol/mg protein olarak ifade edildi.
3.8.3. Testosteron Hormon Testi

Testis dokularindaki testosteron seviyesinin belirlenmesi i¢in Elabscience’dan
(Testosteron, ELISA Kit. Katalog No: E-EL-0155, Wuhan, Cin) temin edilen 0.31-20
ng/mL tespit aralig1 ve 0.17 ng/mL hassasiyete sahip olan ELISA kitindeki protokoller
takip edilerek ol¢iildii. Testosteron miktar1 yas doku agirlig1 bagina salinan ng cinsinden

testosteron konsantrasyonu olarak edildi.
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3.9.istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen veriler, IBM SPSS Statistics uygulamasi 27.0 siiriimii
kullanilarak analizleri yapildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-
Wilk testi ile karar verildi. Normal dagilim gosteren veriler Anova (Tamhane T2) testi ile
analiz edildi. Normal dagilim gdstermeyen veriler i¢in parametrik olmayan testlerden
Kruskal Wallis varyans analizi tiim degiskenler yoniinden gruplarin genel
karsilastirilmasinda kullanildi ve ikili gruplar arasi karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmesiyle Mann-Whitney-U testi ile yapildi. Zamana bagh farkliliklarin
belirlenmesinde paired sample T testi kullanildi. Veriler dagilimina gére medyan
(minimum-maksimum) ve aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. p<0.05

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma sonunda elde edilen bulgular sekil ve tablolar ile gosterilerek
aciklanmigtir. Test sonuglarinin anlamlilik dereceleri p<0.05 ise anlamli, p>0.05 ise

anlaml bir fark yoktur seklinde yorumlandi.
4.1. Hayvan Viicut Agirhik Bulgular

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin deney 6ncesi ve deney sonrasi viicut
agirliklarinin karsilagtirmali istatistiksel analizleri yapildi (Tablo 4.1). Kontrol ve AST
gruplar1, deney baslangici ve sonu viicut agirliklart yoniinden benzer bulundu. Diger
yandan, CP ve AST+CP gruplarinda deney sonrasi viicut agirliklarinin, deney

baslancindaki agirliga goére anlamli derecede azaldigi saptandi (p<0.05).

Tablo 4.1. Deney baslangici ve sonu arasindaki viicut agirlik oranlari

Gruplar Deney baslangici Deney sonu
Kontrol 325.25+39.75 329.63+35.93
AST 326.50+£22.50 325.50+20.28
Cp 333.40+36.68 289.10+40.42%
AST+CP 340.89+37.07 314.00+43.52%

Veriler AO+SS olarak ifade edildi. “Deney baglangicina gére anlamli gére azalma (p<0.05).

4.2, Testis Agirhik Bulgular:

Calisma sonunda elde edilen sag testis doku agirliklarinin istatistiksel analizleri
yapild1 (Tablo 4.2). Sonuglara gore kontrol ve AST gruplarinda testis agirliklar1 benzer
bulundu. CP grubunda ortalama testis agirligi kontrol ve AST gruplarina gore hafif
diizeyde azalmis olmakla beraber bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. AST+CP
grubunda, CP grubu ile karsilastirildiginda, testis agirhiginda bir artis oldugu ancak bu

artisin da anlamli olmadig tespit edildi.

Tablo 4.2. Ortalama testis agirlig.

Gruplar Testis agirhgi
Kontrol 1.43+0.12
AST 1.40+0.07
Cp 1.32+0.12
AST+CP 1.38+0.09

Veriler AO£SS olarak ifade edildi.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular
4.3.1. MDA Seviyesi

MDA seviyesi, kontrol ve AST gruplarinda benzer (p>0.05) bulundu. CP
grubunda MDA seviyesinin, kontrol ve AST gruplan ile karsilastirildiginda belirgin
sekilde yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Diger yandan, AST+CP grubunda, MDA
seviyesinin CP grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). MDA
seviyesi gruplar arasi karsilastirildi (Sekil 4.1).
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Kontrol AST CP AST+CP

Veriler AO + SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda (p<0.05), *CP grubu
ile karsilastirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.1. MDA seviyelerinin karsilagtirilmasi.
4.3.2. tGSH Seviyesi

tGSH seviyesinin, en yiikksek AST grubunda tespit edilmekle birlikte, kontrol ve
AST gruplarinda istatistiksel olarak benzer oldugu bulundu. En diigiik tGSH seviyesi CP
grubunda saptandi (p<0.01). Diger yandan, tGSH seviyesi yoniinden, CP grubu ile
kontrol grubu arasindaki fark anlamli bulunmazken; CP grubu ile AST grubu arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. AST+CP grubunda dl¢iilen tGSH
seviyesinin CP grubu ile karsilastirildiginda belirgin sekilde yiiksek oldugu bulundu
(p<0.01). tGSH seviyesi gruplar aras1 karsilastirildi (Sekil 4.2).
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *AST grubu ile karsilastirildiginda (p<0.01), ®CP grubu ile
karsilagtirildiginda (p<0.01).

Sekil 4.2. tGSH seviyelerinin karsilastiriimast.
4.3.3. Testosteron Seviyesi

En yiiksek serum testosteron seviyesi kontrol grubunda 6l¢iildii. Bununla birlikte,
testosteron seviyesi, kontrol ve AST gruplarinda istatistiksel olarak benzer bulundu. CP
grubunda, testosteron seviyesinin diisiik oldugu ve bu farkin kontrol ve AST gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05). AST+CP
grubunda, testosteron seviyesinin CP grubuna gore belirgin olarak yiikseldigi tespit edildi
(p<0.05). ). Serum testosteron seviyesi gruplar arasi karsilastirildi (Sekil 4.3).
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Serum testosteron seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi. Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. “*Kontrol ve

AST grubu ile karsilagtirldigida (p<0.01), °CP grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.01).

Sekil 4.3. Testosteron seviyelerinin karsilastirilmasi.
4.4. Histopatolojik Bulgular

Histolojik incelemeler sonucunda, kontrol (Sekil 4.4) ve AST (Sekil 4.5)
gruplarinda seminifer tiibiillerin biiyiik bir kism1 normal histolojik goriinlimde izlendi.
Sertoli ve spermatogenik seri hiicreleri belirgin olarak ayirt edilen seminifer epitel,

normal gorliniime sahipti. Ortalama tiibiil cap1 ve seminifer epitel kalinligi, sirasiyla,

36



kontrol grubunda 307.73+£11.86 pum ve 52.81+1.12 pm; AST grubunda 308.97+9.81 pm
ve 53.16+1.97 um olarak 6l¢iildii. Bu parametreler yoniinden kontrol ve AST gruplari

istatistiksel olarak benzer bulundu.

Sekil 4.4. Kontrol grubu histopalotojik degerlendirme.

-
R %

AST grubu seminifer tiibiil yapisi kontrol grubu ile benzer histolojik goriiniimiinde (oklar) izlenmektedir

(H-E, X100).
Sekil 4.5. AST grubu histopalotojik degerlendirme.

CP grubunda seminifer tiibiillerde dejeneratif degisiklikler izlendi. Yer yer

gozlenen atrofik tiibiil, spermatogenik hiicrelerdeki mayotik duraksama, ¢ok c¢ekirdekli
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dev hiicrelerin varliginin yani sira bu gruptaki en dikkat ¢ekici degisiklik olgunlasmamis
germ hiicrelerinin limene dokiilmesiydi (Sekil 4.6). Bu degisiklikler yoniinden CP grubu
kontrol ve AST gruplarindan istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0.001). CP grubunda
Olctlilen ortalama tiibiil ¢apinin (299.67+7.30 um) kontrol ve AST gruplarina benzer
oldugu ancak, ortalama seminifer epitel kalinliginin (50.93+1.27 um) kontrol ve AST
gruplart ile karsilagtirildiginda anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05).
AST+CP grubunda seminifer tiibiillerde izlenen dejeneratif degisiklikler CP grubuna gore
hafif diizeyde azalmis olmakla birlikte, istatistiksel olarak bu farkin anlamli olmadigi
saptand1 (Sekil 4.7). Bu grupta ortalama tiibiil ¢ap1 (303.34£13.11 um) CP grubuna
benzer bulunurken ortalama seminifer epitel kalinliginin (52.92+1.99 pm) ise CP grubuna
gore belirgin sekilde arttigr bulundu (p<0.05). Histopatolojik degerlendirme sonuclari
(Tablo 4.3) seminifer epitel kalinlig1 (Sekil 4.8) ve seminifer tiibiil cap1 (Sekil 4.9)
degerlendirildi.

CP grubunda gelisimini tamamlamamig spermatogenik hiicrelerin (ok) liimene dokiilmesi (kalin oklar)

dikkat ¢ekmektedir (H-E, X100).

Sekil 4.6. CP grubu histopalotojik degerlendirme.
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AST+CP grubunda liimene dokiilen gelisimini tamamlamamis hiicrelerin azaldigi (oklar) ve

dejenerasyonun hafifledigi gézlenmektedir (H-E, X100).

Sekil 4.7. CP+AST grubu histopalotojik degerlendirme.

Tablo 4.3. Histopatolojik degerlendirme

Gruplar Histopatolojik Skor
Kontrol 0.0 (0.0-1.0)

AST 0.0 (0.0-1.0)

Cp 0.0 (0.0-3.0)*
AST+CP 0.0 (0.0-3.0)

Veriler medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplarina gore anlamli bir
azalma (p<0.001).
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Seminifer epitel kalinligi (um)

T T
Kontrol AST cpP AST+CP

Veriler AO = SS olarak ifade edildi. Epitel kalinlig1 *Kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda
(p<0.05), °CP grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.8. Seminifer epitel kalinlig1 degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. Tiibiil ¢cap1 *Kontrol ve AST gruplart ile kargilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.9. Seminifer tiibiil ¢cap1 degerlendirme.
4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.5.1. Nrf2, HO-1 ve kaspaz-3 immiinreaktivitesi

Nrf2 (Sekil 4.10 ve 4.11), HO-1 (Sekil 4.16 ve 4.17) ve kaspaz-3 (Sekil 4.22 ve
4.23) immiinreaktivitesi hem seminifer epitelde hem de interstisyel alanda
degerlendirildi. Buna gore kontrol ve AST gruplarinda hafif diizeyde izlenen Nrf2 (Sekil
4.12 ve 4.13), HO-1 (Sekil 4.18 ve 4.19) ve kaspaz-3 (Sekil 4.24 ve 4.25)
immiinreaktivitelerinin benzer oldugu gozlendi. Diger yandan CP grubunda Nrf2 (Sekil
4.14), HO-1 (Sekil 4.20) ve kaspaz-3 (Sekil 4.26) proteinlerin immiinreaktivitesinde,
kontrol ve AST gruplaria kiyasla belirgin bir artis saptandi (p<0.05). Diger yandan,
AST+CP grubunda Nrf2 (Sekil 4.15), HO-1 (Sekil 4.21) ve kaspaz-3 (Sekil 4.27) protein
immiinreaktivitesinin azaldigi ve bu azalmanin CP grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Veriler AO = SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplari ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.10. Seminifer epitel Nrf2 degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.11. interstisyel alan Nrf2 degerlendirme.

Kontrol grubu seminifer epitel (kalin ok) ve interstisyel alanda hafif (ince ok) diizeyde Nrf2

immiinreaktivitesi izlenmekte (X200).

Sekil 4.12. Kontrol grubu Nrf2 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST grubunda kontrol grubu ile benzer sekilde seminifer epitel (kalin ok) ve interstisyel alanda

hafif (ince ok) diizeyde Nrf2 immiinreaktivitesi izlenmekte (X200).

Sekil 4.13. AST grubu Nrf2 immiinreaktivite degerlendirme.

Sekil 4.14. CP grubu Nrf2 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST+CP grubunda Nrf2 immiinreaktivitesi kontrol grubuna benzer sekilde izlenmekte (X200).

Sekil 4.15. CP+AST grubu Nrf2 immiinreaktivite degerlendirme.
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Veriler AO = SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplari ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.16. Seminifer epitel HO-1 degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplari ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.17. Interstisyel alan HO-1 degerlendirme.

EJRN, - S S
Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.18. Kontrol grubu HO-1 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST grubu seminifer epitel ve interstisyel alanda hafif (oklar) diizeyde HO-1 immiinreaktivitesi
izlenmekte (X200).

Sekil 4.19. AST grubu HO-1 immiinreaktivite degerlendirme.

CP grubu HO-1 immiinreaktivitesi kontrol grubuna gére belirgin bir artis (oklar) izlenmekte

(X200).

Sekil 4.20. CP grubu HO-1 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST+CP grubu HO-1 immiinreaktivitesi kontrol grubuna benzer oldugu izlenmekte (X200).

Sekil 4.21. CP+AST grubu HO-1 immiinreaktivite degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.22. Seminifer epitel kaspaz-3 degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplar ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05).

Sekil 4.23. interstisyel alan kaspaz-3 degerlendirme.

Kontrol grubu seminifer epitel (kalin oklar) ve interstisyel alanda (ince oklar) kaspaz-3

immiinreaktivitesi hafif diizeyde izlenmekte (X200).

Sekil 4.24. Kontrol grubu kaspaz-3 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST grubu seminifer epitel (kalin oklar) ve interstisyel alanda (ince ok) kaspaz-3

immiinreaktivitesi hafif diizeyde izlenmekte (X200).

Sekil 4.25. AST grubu kaspaz-3 immiinreaktivite degerlendirme.

CP grubu, kontrol ve AST gruplarina gore siddetli (kalin ve ince oklar) immiinreaktivite
gostermekte. (X200).

Sekil 4.26. CP grubu kaspaz-3 immiinreaktivite degerlendirme.
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AST+CP grubu CP grubuna gore seminifer epitel ve interstisyel alanda immiinreaktivitenin

azaldig1 (kalin ve ince oklar) dikkati cekmekte (X200).
Sekil 4.27. CP+AST grubu kaspaz-3 immiinreaktivite degerlendirme.
4.5.2. Vimentin Immiinreaktivitesi

Sertoli hiicre belirteci olarak hiicre iskeleti proteini olan vimentin kullanild1 (Sekil
4.28). Kontrol ve AST gruplarinda (Sekil 4.29 ve 4.30) vimentin immiinreaktivitesi,
periniikleer sitoplazmik bolgede daha yogun olmakla birlikte Sertoli hiicre
sitoplazmasinda belirgin sekilde izlendi. Istatistiksel olarak bu gruplarda vimentin
immiinreaktivitesinin benzer oldugu bulundu Diger yandan, CP grubunda Sertoli hiicre
sitoplazmasinda siddetli vimentin immiinreaktivitesi gozlendi (Sekil 4.31). CP grubunda
izlenen bu immiinreaktivite artisi, kontrol ve AST gruplart ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). AST+CP grubunda (Sekil 4.32) vimentin
immiinreaktivitesinde CP grubuna kiyasla belirgin sekilde azaldigi saptandi (p<0.05).
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplar ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.28. Vimentin immiinreaktivite degerlendirme.
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Kontrol grubu vimentin immiinreaktivitesi Sertoli sitoplazmasinda (oklar) belirgin sekilde

izlenmekte (X200).

Sekil 4.29. Kontrol grubu vimentin immiinreaktivite degerlendirilme.
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AST grubu kontrol grubu ile benzer sekilde vimentin immiinreaktivitesi Sertoli sitoplazmasinda
belirgin sekilde izlenmekte (X200).

Sekil 4.30. AST grubu vimentin immiinreaktivite degerlendirilme.

CP grubunda kontrol ve AST gruplarina gore vimentin immiinreaktivitesinde belirgin bir artis
(oklar) izlenmekte (X200).

Sekil 4.31. CP grubu vimentin immiinreaktivite degerlendirilme.
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CP+AST grubu kontrol ve AST gruplarina benzer (oklar) immiinreaktivite izlenmekte (X200).

Sekil 4.32. CP+AST grubu vimentin immiinreaktivite degerlendirilme.

4.5.3. 3-HSD immiinreaktivitesi

Leydig hiicre belirteci olarak testosteron sentezinde anahtar rol oynayan
membrana bagli bir enzim olan 33-HSD kullanildi. En yiiksek immiinreaktivite AST
grubunda gozlendi (Sekil 4.33). Bununla birlikte istatistiksel olarak kontrol (Sekil 4.34)
ve AST (Sekil 4.35) gruplari benzer bulundu. Diger yandan, 3B-HSD
immiinreaktivitesinin CP grubunda (Sekil 4.36), kontrol ve AST gruplan ile
karsilagtirildiginda belirgin olarak diisiik oldugu saptandi. AST+CP grubunda ise
immiinreaktivite siddetinin CP grubuna gore yiiksek oldugu ve bu farkin anlamli oldugu

bulundu (Sekil 4.37).
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplar ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilagtirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.33. 38-HSD immiinreaktivite degerlendirme.
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Kontrol grubu 3B-HSD immiinreaktivitesi gosteren (oklar) Leydig hiicreleri izlenmekte (X200).

Sekil 4.34. Kontrol grubu 38-HSD immiinreaktivite degerlendirilme.

AST grubu kontrol grubu ile benzer (oklar) sekilde 3p-HSD immiinreaktivitesi gosteren Leydig
hiicreleri izlenmekte (X200).

Sekil 4.35. AST grubu 3B-HSD immiinreaktivite degerlendirilme.
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CP grubu Leydig hiicre immiinreaktivitesinde belirgin sekilde azalma (oklar) izlenmekte (X200).

Sekil 4.36. CP grubu 33-HSD immiinreaktivite degerlendirilme.

izlenmekte (X200).

Sekil 4.37. CP+AST grubu 38-HSD immiinreaktivite degerlendirilme.
4.5.4. PCNA Immiinreaktivitesi

Proliferetif hiicre niikleer antijeni olan PCNA, hiicre bdliinmesinin bir belirtecidir.

PCNA immiinreaktif hiicre yogunlugunun kontrol (Sekil 4.38) ve AST (Sekil 4.39)
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gruplarinda benzer oldugu bulundu. CP grubunda (Sekil 4.40), immiinreaktif hiicre
yogunlugunda kontrol ve AST gruplarina gore belirgin bir azalma tespit edildi. AST+CP
grubunda (Sekil 4.41), CP grubu ile karsilastirildiginda, PCNA immiinreaktif hiicre
yogunlugunda anlamli bir artisin oldugu saptandi (p<0.05). CP+AST grubunda niikleer
boyanma, kontrol ve AST gruplarina benzer oranda artig gézlendi ve istatistiksel olarak

anlamli bulundu (Sekil 4.42).
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Kontrol grubu niikleer boyanma yogun (oklar) sekilde izlenmekte (X200).

Sekil 4.38. Konrtol grubu PCNA immiinreaktivite degerlendirme.

3

AST grubunda kontrol grubu ile benzer yogunlukta (oklar) niikleer boyanma izlenmekte (X200).

Sekil 4.39. AST grubu PCNA immiinreaktivite degerlendirme.
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CP grubu kontrol AST gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (oklar) izlendi
(X200).

Sekil 4.40. CP grubu PCNA immiinreaktivite degerlendirme.

CP+AST grubu CP grubuna gore niikleer boyanmada anlamli bir artis (oklar) izlendi (X200)

Sekil 4.41. CP+AST grubu PCNA immiinreaktivite degerlendirme.
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Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplar ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilagtirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.42. PCNA degerlendirme.

4.6. Sperm Sayis1

Sperm sayis1 kontrol ve AST gruplarinda benzer bulunurken CP grubunda sperm
sayisinin kontrol ve AST gruplarina gore belirgin sekilde azaldig saptand: (Sekil 4.43).
AST+CP grubunda sperm sayisinin CP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

arttigi tespit edildi (p<0.05).

30+

T

10

Sperm sayisi

T T T
Kontrol AST CP AST+CP

Veriler AO =+ SS olarak ifade edildi. *Kontrol ve AST gruplari ile karsilastirildiginda (p<0.05),
°CP grubu ile karsilastirldiginda (p<0.05).

Sekil 4.43. Sperm say1 degerlendirme.
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5.  TARTISMA

Kanser, diinyada 6liimle sonuglanan hastaliklarin baginda gelmektedir. Doku veya
organlarda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla olusur. Hiicrelerin
kanserlesmesine genetik yatkinlik, biyolojik kanserojenler, kimyasal ve fiziksel
kanserojen maddelere maruziyet neden olabilmektedir. Evresi ve tiiriine bagli olarak
kanser, radyasyon, kemoterapi gibi geleneksel tedaviler veya gen, hormon ve immiino
terapi gibi yeni tedavi yontemleriyle tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir. Kemoterapi, bir
veya daha fazla ilacin kombine olarak kullanilmasidir ve yaygin bir tedavi yontemidir
(66).

Sisplatin, platin ila¢ grubuna ait ve bas-boyun, meme, mesane, akciger ve over
kanserlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ajandir. Diinyadaki kanser
hastalarinin yaklasik %350°’si sisplatin ile tedavi edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalar
sisplatinin hedefe 6zgii olmay1p diger dokulara da zarar vermesi bir¢ok yan etkiye neden
olmaktadir (66). Nefrotoksisite, ndrotoksisite, hepatoksisite ve gastrotoksisite gibi ciddi
yan etkileri vardir. Testis iizerindeki yan etkileri ise testis toksisitesi, azospermi,
testosteron seviyelerinde diisiis, Leydig hiicre disfonksiyonu ve sperm DNA hasaridir (37,
67). Mevcut caligsma, sisplatinin yan etkisi olan testis hasarini azaltmak ve ortadan
kaldirmak i¢in karotenoid bir bilesik olan astaksantinin koruyucu ve tedavi edici etkisini
biyokimyasal ve histolojik olarak ortaya koymustur.

Astaksantin, yenge¢, karides gibi deniz canlilarinda dogal olarak bulunan ve
inflamasyona neden olan sinyal yolaklarini inhibe eden giiclii bir antioksidan bilesiktir.
Yagda kolay bir sekilde ¢oziinebilmektedir. Ticari olarak Haematococcus pluvialis
mikroalginden elde edilmektedir. Oksidatif stres durumunda birikmis ROS tiirlerini
parcalamada, inflamatuar sitokinleri diizenlemede ve hiicresel hasar1 engellemede aktif
rol almaktadir (68).

Sisplatin kaynakli toksisitede yer alan en 6nemli mekanizmalardan biri oksidatif
strestir. Sisplatin hiicre i¢i ROS birikimini artirarak oksidatif strese neden olur. Oksidatif
stres, oksidanlarin iiretimi ile antioksidan sistem arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasidir. Bu dengesizlik, hiicrenin hasarina ve Oliimiine yol acan metabolik
degisiklikleri indiikler. Calismamizda CP’nin oksidatif stres iizerine etkileri MDA ve

tGSH seviyeleri Olgiilerek degerlendirildi. Lipid peroksidasyonunun en énemli son
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tiriinlerinden olan MDA, oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir. GSH ise oksidatif
strese karsi hiicrenin koruyucu mekanizmasinin 6nemli bir bilesenidir.

Calismamizda, kontrol ve AST gruplanyla karsilastirildiginda, CP grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte MDA seviyesinin yiiksek, tGSH
seviyesinin ise belirgin sekilde diisiik oldugu saptandi. Bu sonuglar CP’nin testis
dokusunda oksidan/antioksidan dengesini bozarak oksidatif strese neden oldugunu
gostermektedir. Calismamizin sonuglartyla uyumlu olarak ¢ok sayidaki ¢alisma CP’nin
testis dokusunda oksidatif stres olusturdugunu bildirmistir (69, 70). Oksidatif stres
hiicresel hasara ve apopitoza yol acan metabolik degisiklikleri uyarir. Nitekim
calismamizda da CP grubunda kaspaz-3 immiinreaktivitesi, kontrol ve AST gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. CP grubuna ait testikiiler
dokuda, hem interstisyel alanda hem de seminifer epitelde yaygin kaspaz-3 pozitif
hiicrelere rastlandi. Kaspaz-3, 6nemli apopitotik enzimlerden biri olup apopitozun geri
dondiiriilemez noktasmin bir belirtecidir. Onceki ¢alismalar da CP uygulamasinin agiri
kaspaz-3 ekspresyonuna neden oldugunu gostermistir (71, 72). CP grubunda bu
bulgularla uyumlu olarak, kontrol ve AST gruplarima kiyasla seminifer tiibiil
liimenlerinde siklikla olgunlagmamis germ hiicrelerine rastlandi. Ayrica CP grubunun
seminifer epitel kalinliginin da belirgin olarak diisiik oldugu tespit edildi. Tian ve ark. da
CP’nin seminifer epitelde diizensizlige ve hasara yol agtigini, gelisimini tamamlamamis
spermatogenik hiicrelerin seminifer tiibiil limenine dokiilmesine ve seminifer epitel
kalinliginda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (73).

Hiicreler toksik oksidatif ajanlara maruz kaldiklarinda, hiicre i¢i antioksidan
savunma yolaklarin1 aktive ederek kendilerini korumaya g¢alisir. Bu hiicresel savunma
yolaklarindan biri Nrf2/HO-1 sinyal yolagidir. Nrf2, oksidatif strese karsi hiicresel
yanitlarin transkripsiyonel ana diizenleyicisidir. Normal fizyolojik kosullar altinda Nrf2,
kompleksler olusturmak i¢in Kelch benzeri epiklorohidrin ile iligkili proteinlere (Keap1)
baglanir. Bu kompleksler sitoplazmada aktin tarafindan sabitlenir ve diisiik aktivitedir.
Sitozolde Nrf2’ye baglanan Keapl, bir substrat adaptor proteini olup Cul3’e bagimli E3
ubikuitin ligaz1 tarafindan Nrf2’nin poliubikitinlenmesini saglar. Keapl, ubikuitinin
aracilik ettigi bir siirecte proteozom yoluyla sitoplazmik Nrf2’nin siirekli yikilarak diigiik
seviyelerde olmasinmi saglar. Nrf2 yikimi, stresli olmayan kosullar altinda diisiik bazal
ekspresyona izin verir. Oksidatif stres veya diger patolojik uyaranlar altinda, Keapl'in
sistein kalintisi, Nrf2'nin fosforilasyonunu indiikler. Bu durum Nrf2 birikimi ve Nrf2’ nin

kompleksten salinarak niikleusa gegisiyle sonuclanir. Nrf2 niikleusa tasindiktan sonra
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sMaf proteinleri ile heterodimerize olur ve antioksidan reaksiyon elemanlarina (ARE’ye)
baglanir. Bu baglanma, sitoprotektif ve detoksifiye edici genlerin transkripsiyonunu
indiikleyerek primer olarak HO-1 olmak {izere c¢esitli antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu artirir. HO-1, bir prooksidan olan hem proteininin bilirubine, karbon
monoksite ve demire parcalanmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Primer
fonksiyonunun yan1 sira HO-1 gii¢lii sitoprotektif, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik
etkilere de sahiptir (74). Calismamizda CP uygulanan grupta hem seminifer epitel hem
de interstisyel alanda Nrf2 ve HO-1 immiinreaktivitesinin kontrol ve AST gruplarina gére
istatistiksel olarak yiiksek oldugu saptandi. Bu bulgular, literatiir bilgileriyle uyumlu
olarak, CP uygulamasiyla artmis oksidatif strese karsi testikiiler doku hiicrelerinde
hiicresel savunma yolaklarinin belirgin sekilde aktive oldugunu gostermektedir.
Calismamizin bu sonuglariyla uyumlu olarak, Abdel-Wahab ve arkadaslar1 da tek doz 7
mg/kg CP uyguladiklar1 calismada, CP’nin testikiiler dokuda Nrf2 ve HO-1’in mRNA
ekspresyon seviyelerini kontrol gruplarina gére 6nemli 6l¢iide artirdigini bildirmislerdir
(75). Benzer sekilde, Yu ve arkadaslar1 CP ile indiiklenen nefrotoksisite modelinde,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CP grubu bdbrek dokularinda Nrf2 ve HO-1
ekspresyonunda artis oldugunu kaydetmislerdir (76). Bu sonuglarin aksine CP’nin gesitli
dokularda Nrf2 ve HO-1 ekspresyonlarini diisiirdiigiinii bildiren ¢ok sayida ¢calismada da
mevcuttur (77, 78). CP’nin Nrf2 ve HO-1 seviyelerindeki bu farkliliklar uygulanan CP
dozu ve deney siiresi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Mevcut calismada, AST, CP’nin neden oldugu artmis MDA seviyesini
diisiirtirken, azalmis tGSH seviyesini yiikseltmistir. Yilmaz N ve arkadaglari testis
torsiyonu/detorsiyonu olusturulan ratlarda AST nin MDA ve TOS seviyelerini diisiirerek;
tGSH ve TAS seviyelerini ise yiikselterek testis dokusunda iskemik hasara kars1 koruyucu
etkiler gosterdigini rapor etmislerdir. Ayni ¢calismada AST nin spermatogenik hiicrelerde
kaspaz-3 immiinreaktivitesini azalttig: bildirilmistir (79). iskemi-reperfiizyon modelinin
olusturuldugu bir bagka calismada AST uygulanan grupta MDA seviyesinin diistiigi,
antioksidan enzim aktivitelerinin artti1, kaspaz-3 pozitif hiicre sayismin azaldig
kaydedilmistir  (80). Calismamizda da AST+CP grubunda, CP grubu ile
karsilastirildiginda, kaspaz-3 immiinreaktif hiicre yogunlugunun azaldigi tespit edildi.
Ek olarak, AST+CP grubunda seminifer tiibiil dejenerasyonun hafifledigi, seminifer
epitel kalinligmin arttig1 izlendi. Literatiir bilgileriyle uyumlu olarak mevcut ¢aligmadan
elde edilen bu bulgular, gii¢lii bir antioksidan ve ROS temizleyicisi olan AST nin, CP ile

indiiklenen testikiiler toksisiteye karsi koruyucu etkisini gostermektedir.
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Calismamizda AST+CP grubunda, Nrf2 ve HO-1 immiinreaktivitesinin belirgin
sekilde azaldigi dikkat ¢ekti. Bu bulgularimiz o6nceki calismalarin verileriyle
celismektedir. Farkli deneysel modellerle indiiklenen organ toksisite ¢alismalarinda,
AST’nin, Nrf2/HO-1 genlerinin ekspresyonunu artirdigr ve bdylece oksidatif stres
diizeyini azaltarak doku hasarini hafiflettigi bildirilmistir (81, 82). Mevcut ¢alismada elde
edilen sonuglar AST’nin, CP’nin olas: etkilerini 6énemli dl¢iide bertaraf ederek hiicre
homeostazini korudugunu diisindiirmektedir. AST, kendine 06zgii kimyasal yapisi,
ozellikle 13 konjuge cift bag igeren merkezi polien zinciri nedeniyle, singlet oksijeni
notralize ederek, serbest radikalleri temizleyerek ve lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
yoluyla membran yapisin1 koruyarak oksidatif hasara karsi dogal bir ajan olarak hareket
edebilir. Ek olarak, AST SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi oksidatif strese yanit
veren enzimlerin ekspresyonunu artirarak ROS olusumunu azaltir (83).

Calismamizda CP grubunda ¢ok sayida tiiblil liimeninde gelisimini
tamamlamamig spermatogenik hiicre gruplar1 izlendi. Bu grupta seminifer epitel
kalinliginin da belirgin olarak azaldig: tespit edildi. CP grubundaki bu degisiklikler,
yukarida belirtildigi gibi artmis oksidatif stres nedeniyle spermatogenik hiicrelerin
apopitozuyla iligkilendirilebilecegi gibi bu hiicreleri destekleyen Sertoli hiicre
disfonksiyonunu da diisiindiirmektedir. Seminifer epitelde bulunan somatik bir hiicre tiirii
olan Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicrelere fiziksel ve metabolik olarak destek
saglamak, sperm salinimina yardimci olmak, fagositoz yapmak ve immiinolojik bir
bariyer gorevi gormek de dahil olmak {izere intratestikiiler ortamin korunmasinda rol
oynar. Sertoli hiicrelerinin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini yerine getirmesinde hiicre
iskeletinin O6nemli bir rolii vardir (84). Hiicre iskeleti proteinleri, tiim hiicrelerin
sitoplazmasinda birbirine bagli protein filamentlerinden olusan karmasik dinamik aglar
olusturarak hiicrelerin yapisal ve islevsel biitiinliigiine katkida bulunur (85). Sertoli
hiicrelerinin hiicre iskeleti sistemindeki bozulmalarin, bozulmus spermatogenez ve
seminifer tiibiil dejenerasyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir (86).

Hiicre iskeleti sisteminin 6nemli bir bileseni olan vimentin, Sertoli hiicrelerini
tanimlamak i¢in bir belirte¢ olarak kullanilir. Vimentin hiicreye mekanik destek saglar,
hiicre seklini ve niikleer pozisyonu korur, sepermatogenik hiicrelerle Sertoli hiicre
baglantisinda 6nemli bir rol oynar (87, 88). Bir¢ok calisma testikiiler toksisite
durumlarinda vimentin ekspresyon seviyesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir (89-
91). Ancak calismamizda, 6nceki calismalarin sonuglarinin aksine, CP uygulamasinin

vimentin immiinreaktivitesini, kontrol ve AST guplarina gore 6nemli diizeyde artirdigi
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tespit edildi. Saito ve ark. calismalarinda E vitamini eksikliginin Sertoli hiicrelerinde
vimentin ekspresyonunu artirdigin1  bildirmislerdir. Arastirmacilar, artan vimentin
ekspresyonunun, yaslanma veya kimyasal maddeler nedeniyle cevrenin bozuldugu
durumlarda, Sertoli hiicrelerinin germ hiicreleriyle etkilesimlerini yeniden kurmak
amactyla gosterdikleri hiicresel bir tepki olabilecegini ileri silirmiiglerdir. Mevcut
calismada, en dikkat c¢ekici bulgu olarak seminifer tiibiil limenlerinde gelisimini
tamamlamamis spermatogenik hiicrelerin varligi, Sertoli hiicreleri ile spermatogenik
hiicreler arasindaki etkilesimin bozulmasiyla iligskilendirilebilir. Arastirmacilar ayrica,
vimentin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin, morfolojik olarak izlenmesi zor olan
spermatogenik disfonksiyonun erken bir isareti de olabilecegini kaydetmislerdir (84).

Proteomik ¢alismalar, vimentinin prostat ve meme kanserleri de dahil olmak iizere
cesitli malignitelerde metastazla iligkili bir faktér oldugunu ve metastaz sirasinda hiicre
seklini ve hareketliligini degistiren epitel-mezenkimal gecis siirecinde vimentin
miktarinin arttigini géstermistir (92). Bu nedenle, vimentinin artmis seviyeleri, bozulmus
homeostatik islevlerin isareti olabilir. Mevcut ¢calismada AST uygulamasi, CP’nin Sertoli
hiicrelerinde vimentin ekspresyonu iizerindeki etkilerini ve testis dokusunun
histopatolojik degisikliklerini hafifletti. Onceki calismalarin sonuglariyla tutarli olarak
AST’nin, CP tarafindan indiiklenen oksidatif stresi Onleyerek hiicre homeostazini
korudugu diisiiniilebilir.

Calismamizda CP grubunda seminifer epitelde izlenen histopatolojik degisiklikler
i¢in bir bagka mekanizma testosteron seviyesindeki anormal azalma olabilir. Testosteron,
spermatogenez ve erkek fertilitesinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli bir hormon olup c¢esitli
biyosentetik enzimlerin kaynagi olan Leydig hiicrelerinde sentezlenir. Kong ve ark. (93),
testosteron sentezinin bir dizi enzimin dahil oldugu karmasik bir siire¢ oldugunu
bildirmistir. P450 yan zincir kesme enzimi (CYP11A1), testosteron sentezinin ilk adim
enzimidir ve testosteronun hammaddesi olan kolesteroliin pregnenolona doniisiimiinii
gerceklestirir. 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD3B1) daha sonra pregnenolonu
progesterona doniistiiriir ve progesteron, 17a-hidroksilaz (CYP17A1) yoluyla
androstendiona  donustiiriiliir.  17B-hidroksisteroid ~ dehidrogenaz ~ (HSD17B),
androstendionun testosterona doniistiiriilmesinde son adim enzimidir (73).

Oksidatif stres, Leydig hiicrelerinde testosteron iiretimini azaltan baslica
faktorlerden biridir. Birgok calisma, ROS'un STAR protein ekspresyonunu ve 3f-HSD
ve CYP11A1 aktivitesini azaltarak testosteron iiretimini degistirdigini gostermektedir.

Mitokondriler, steroid hormon biyosentezi i¢in kritik bolge oldugundan, ROS'un neden
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oldugu mitokondriyal membran potansiyelinin dagilmasi, testis testosteronunun asagi
regiilasyonuna da neden olur (94). Onceki ¢alismalar, CP’nin testis Leydig hiicrelerinde
ROS seviyelerini artirirken testosteron sentezinde yer alan enzimlerin mRNA
ekspresyonunu inhibe edebilecegini ve bunun da nihayetinde Leydig hiicrelerinde
testosteron sentez bozukluklarina yol acabilecegini gostermistir (73, 95). Calismamizda,
CP Leydig hiicrelerinde 3f-HSD immiinreaktivitesinde kontrol ve AST gruplarina gore
belirgin diizeyde bir azalmaya neden oldu. Ek olarak, mevcut ¢alismada CP grubunda,
interstisyel alanda kaspaz-3 immiinreaktif hiicre yogunlugunun da kontrol ve AST
gruplarmma gore yliksek oldugu izlendi. Dolayisiyla CP, Leydig hiicrelerinin
disfonksiyonuna ve testikiiler steroid sentezi bozukluguna neden olarak ve/veya Leydig
hiicre apopitozunu indiikleyerek testosteron diizeylerini azaltir ve bu durum da bozulmus
spermatogeneze yol acabilir. Bozulmus spermatogenez ise spermatogenik hiicrelerin
gelisimini tamamlayamayarak epitelden dokiilmesine ve bdylece seminifer epitelin
incelmesine neden olabilir.

Wang J-Y ve ark. fare Leydig hiicrelerinde hidrojen peroksit ile indiikledikleri
oksidatif strese karsi AST’nin etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar, Leydig
hiicrelerinde oksidatif stresin StAR proteini, 3B-HSD ve testosteron ekspresyon
seviyelerini diisiirdiigiinii ancak AST’nin oksidatif stresi hafifleterek bu proteinlerin
ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢giide artirdigini bildirmiglerdir (94). Mevcut ¢alismada
da AST+CP grubunda, AST nin testikiiler dokuda oksidatif stresi dnledigi, 38-HSD ve
testosteron ekspresyon seviyelerini belirgin sekilde artirdig tespit edildi.

Calismamizda CP’nin neden oldugu azalmis germ hiicre proliferasyonu iizerine
AST’nin etkilerine de bakildi. Hiicre dongiisiiniin S fazinda maksimum ekpresyon
seviyesine ulasan PCNA, DNA polimeraz i¢in yardimce1 bir proteindir. Bu nedenle, PCNA
hiicrelerin proliferatif aktivitesini tespit etmek i¢in giivenilir bir belirteg olarak kullanilir
(96). Onceki ¢alismalarda, CP tedavisinin germ hiicrelerinde PCNA ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (97, 98). Calismamizda da CP uygulanan siganlarda PCNA pozitif
hiicre yogunlugu anlamli sekilde azaldi. CP uygulamasinin seminifer epitelde neden
oldugu kaspaz-3 immiinreaktivitesindeki artis ve PCNA pozitif hiicre yogunlugundaki
azalma daha fazla spermatogenik hiicrenin hasarlandigini ve daha az hiicrenin hayatta
kalabildigini gostermektedir. AST uygulamasi, PCNA pozitif hiicre yogunlugunda
onemli dlgilide bir artis saglayarak CP’nin germ hiicre proliferasyonu lizerindeki olumsuz
etkilerini hafifletti. Elde ettigimiz bu sonuglar, AST nin muhtemelen oksidatif stresi

azaltarak germ hiicre sag kalimini ve ¢ogalmasini artirdigini ortaya koymaktadir. Ulucan
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A. ve ark. formaldehit kaynakli spermatogenik hiicre proliferasyonunda azalma ve
apopitozundaki artiga karst AST nin koruyucu etkilerini rapor etmislerdir (99). Kim J-H
ve ark. da AST’nin sinir progenitér hiicrelerinin proliferasyonu ve kok hiicre
potansiyelleri tizerine etkilerini aragtirmak {lizere yaptiklar1 ¢alismada, fosfatidilinositol
3-kinaz ve mitojenle aktive edilen protein kinaz/hiicre disi sinyalle diizenlenen kinaz
sinyal yollarinin aktivasyonuyla AST nin bu hiicrelerin proliferasyonunu etkili bir sekilde
indiikledigini ve kok hiicre potansiyellerini artirabilecegini ortaya koymuslardir (100).
Mevcut calismada CP uygulamasi nedeniyle ortaya g¢ikan tiim bulgularin bir
sonucu olarak, CP sperm sayisin1 énemli dlgiide diisiirdii. Onceki ¢alismalarda da sperm
sayisinin CP uygulamastyla azaldig1 rapor edilmistir (101, 103). Normal testis fonksiyonu
sirasinda diisiik seviyelerde iiretilen ROS kapasitasyon, hiperaktivasyon ve sperm-oosit
flizyonu dahil olmak {izere bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli bir rol oynar. Konsantrasyonu
ve lokalizasyonuna bagli olarak ROS, hiicre sagkalimini veya apoptotik yollar1 aktive
edebilir (104, 105). Sperm plazma zar1 yiikksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asitleri
icerdiginden ve sperm sitoplazmasi diisiik diizeyde enzimatik/enzimatik olmayan
antioksidanlar icerdiginden, yiiksek diizeyde ROS sperm fonksiyonlarina zararl olabilir
(106). Buna karsin AST uygulamasi CP’nin sperm yogunlugu iizerindeki etkilerini
belirgin sekilde hafifletti. Lu ve ark, antioksidan 6zelliklerine dayanarak AST’nin hiicre
zar1 bitiinligiinii  koruyarak ve ROS seviyelerini azaltarak oksidatif hasardan
kaynaklanan sperm oOliimiinii azalttigim1 bildirdi (107). Heidari Khoei H ve ark. da
metotreksat ile indiiklenen testikiiler toksisitede AST uygulanmasi, sperm sayisinda,
hareketliliginde, canliliginda ve normal morfolojisinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis

sagladigini bildirmislerdir (108).
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda, sisplatin ile indiiklenen testis toksisitesinde astaksantin
histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal etkinligi tespit edildi.

Elde edilen histopatolojik sonucglara gore, kontrol grubu ile AST uygulanan
gruplar karsilagtirildiginda bazalde spermatogonyum ve Sertoli hiicreleri, liimene uzanan
spematogonik seri hiicreler normal histolojik goriiniimii sergilerken sadece CP uygulanan
grupta bazaldeki hiicrelerin yapisal olarak bozuldugu, seri hiicrelerin llimene dokiildigi
gozlendi. CP grubu ile CP uygulanip AST ile tedavi edilen grup karsilastirildiginda
hiicrelerin normal histolojik gériimiinii yansitarak liimene dokiilen seri hiicrelerin azaldigi
gozlendi.

Immiinohistokimyasal bulgulara gére, Nrf2/HO-1 sinyal yolag1 kontrol ve AST
gruplarinda hem seminifer epitelde hem de interstiyel alanda hafif diizeyde
immiinreaktivite gosterirken CP grubunda bu immiinreaktivitenin artmasi oksidatif strese
kars1 hiicrelerin antiokisadan yolaklar1 aktive etmesi sonucunu ¢ikardi. Benzer sekilde
kaspaz-3 immiinreaktivitesi de CP grubunda artarak apoptoz yolagini aktive etmesini
kanitlayan hem seminifer tiibiil hiicrelerinde hem de interstiyel alanda yogun boyanma
gozlendi. CP uygulanip AST ile tedavi edilen grup Nrf2/HO-1 ve Kkaspaz-3
immiinreaktivitesinde zay1f boyanma ve anlamli bir azalma gdzlendi. interstisyal alanda
bulunan Leydig hiicre belirteci olan 3B-HSD, kontrol ve AST gruplarinda yogun
immiinreaktivite gosterirken CP grubunda CP’nin neden oldugu hasarla birlikte zayif
immiinreaktivite gosterdi. CP+AST grubunda ise anlamali bir artis ile birlikte kontrol ve
AST uygulan gruplara benzer reaktivite gosterdi. Hiicre iskeleti proteini olan ve Sertoli
hiicre belirteci olarak kullanilan vimentin, kontrol ve AST gruplarinda benzer
immiinreaktivite gosteriken CP grubunda anlamli bir azalma, CP+AST grubunda ise
anlaml bir artig gézlendi. Hiicre proliferasyonunu belirlemede kullanilan PCNA, kontrol
ve AST gruplarinda yiikksek diizeyde reaktivite gosterirken CP  grubu
spermatogonyumlarinda anlamli bir diisiis ve zay1f boyanma gozlendi. CP uygulanip AST
ile tedavi edilen grupta ise CP grubuna gdre anlamli bir artig gozlendi. Bu sonuglarda
AST’nin giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugunu gézler dniine sermektedir.

Biyokimyasal analizlere gore testosteron hormonu ve oksidatif stres belirteci olan
MDA, kontrol ve AST gruplarinda benzer seyrederken tGSH seviyeleri, AST grubunda
kontrol grubuna gore yliksek seviyede seyretmektedir. CP uygulanan grupta ise MDA
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seviyesinde anlamli bir artis gozlenirken tGSH ve testosteron seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlendi. CP+AST grubu MDA seviyesinde anlamli bir azalma,
tGSH ve testosteron seviyesinde ise anlamli bir artis gézlendi.

Bu sonuglar astaksantinin sisplatin gibi saglikli hiicreleri de etkileyen ajanlara
kars1 antioksidan ve antiinflamatuar etki gostererek koruma ve iyilestirme sagladigini
gozler Oniine sermektedir. Klinik ¢aligmalarla desteklenerek sisplatin ile kombine sekilde

kullanilabilecegi iimit edilmektedir.

66



10.

11.

12.

13.

KAYNAKLAR

Gyamfi J, Kim J, Choi J. Cancer as a metabolic disorder. Int. J. Mol. Sci.
2022;23(3):1155.

Sudhakar A. History of cancer, ancient and modern treatment methods. J. Cancer
Ther. 2009;1(2):4.

Zaimy M, Saffarzadeh N, Mohammadi A, Pourghadamyari H, Izadi P, Sarli A, et
al. New methods in the diagnosis of cancer and gene therapy of cancer based on
nanoparticles. Cancer Gene Ther. 2017;24(6):233-43.

Arafa MH, Atteia HH. Protective role of epigallocatechin gallate in a rat model of
cisplatin-induced cerebral inflammation and oxidative damage: impact of
modulating NF-kB and Nrf2. Neurotoxicity research. 2020;37(2):380-96.

Hao Y, Miao J, Liu W, Peng L, Chen Y, Zhong Q. Formononetin protects against
cisplatin-induced acute kidney injury through activation of the
PPARo/Nrf2/HO-1/NQO1 pathway. Int. J. Mol. Med. 2021;47(2):511-22.

Dasari S, Tchounwou PB. Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanisms of
action. Eur. J. Pharmacol. 2014;740:364-78.

Negrette-Guzman M. Combinations of the antioxidants sulforaphane or curcumin
and the conventional antineoplastics cisplatin or doxorubicin as prospects for
anticancer chemotherapy. Eur. J. Pharmacol. 2019;859:172513.

Si P, Zhu C. Biological and neurological activities of astaxanthin. Mol. Med Rep.
2022;26(4):1-12.

Davinelli S, Saso L, D’Angeli F, Calabrese V, Intrieri M, Scapagnini G.
Astaxanthin as a modulator of Nrf2, NF-xB, and their crosstalk: molecular
mechanisms and possible clinical applications. Molecules. 2022;27(2):502.

Vardi N, Yorukoglu K. Erkek Genital Sistemi Histoloji ve Patolojisi. Histoloji ve
Patoloji, 2. Baski. Ankara, Nobel Tip Kitapevleri, 2023:519-43.

Sadler TW. Second week of development: Bilaminar germ disc. Langman's
medical embryology. 14" ed. London, Wolter Kluwer, 2022:51-87.
Rouiller-Fabre V, Habert R, Livera G, editors. Effects of endocrine disruptors on
the human fetal testis. Annales d'endocrinologie. 2014:4.

Chaffey N, Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K. Molecular biology
of the cell. 4™ ed. Oxford University Press. 2003.

67



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Pawlina W, Ross MH. Histology: a text and atlas: with correlated cell and
molecular biology, 6™ed. Lippincott Williams & Wilkins, 2010:784-816.

Peri¢ MH, Takahashi M, Jezek D, Cunha GR. Early development of the human
embryonic testis. Differentiation. 2023;129:4-16.

Hutson JM, Li R, Southwell BR, Newgreen D, Cousinery M. Regulation of
testicular descent. Pediatr Surg. Int. 2015;31(4):317-25.

Logsdon NT, Sampaio FJ, Favorito LA. The role of intra-abdominal pressure in
human testicular migration. Int Braz J Urol. 2020;47(1):36-44.

Favorito LA, Costa SF, Julio HR, Sampaio FJ. The importance of the
gubernaculum in testicular migration during the human fetal period. Int Braz J
Urol. 2014;40(6):722-29.

Snell RS. Pelvis ve perine. Iginde: Yildirim M (Ceviren). Topografik Klinik
Anatomi. 1. Baski, Ankara, Palme Yayincilik , 2015: 215-46.

Dalley II AF, Agur AM. Pelvis and perineum. Moore's clinically oriented
anatomy, 1%'ed. New York, Wolters Kluwer Health, 2023: 614-98.

Mescher AL. Junqueira’s basic histology: text and atlas, 17" ed. New York,
McGraw-Hill Education, 2024:356-98.

Miyaso H, Ogawa Y, Itoh M. Microenvironment for spermatogenesis and sperm
maturation. Histochem Cell Bio. 2022;157(3):273-85.

Zirkin BR, Papadopoulos V. Leydig cells: formation, function, and regulation.
Biology of reproduction. 2018;99(1):101-11.

Zhu Q, Li H, Wen Z, Wang Y, Li X, Huang T, et al. Perfluoroalkyl substances
cause Leydig cell dysfunction as endocrine disruptors. Chemosphere.
2020;253:126764.

Bhattacharya I, Dey S. Emerging concepts on Leydig cell development in fetal
and adult testis. Front. Endocrinol. 2023;13:9.

Zomer HD, Reddi PP. Characterization of rodent Sertoli cell primary cultures.
Mol. Reprod. Dev. 2020;87(8):857-70.

Neto FTL, Bach PV, Najari BB, Li PS, Goldstein M. Spermatogenesis in humans
and its affecting factors. Semin. Cell Dev. Biol. 2016.

Mruk DD, Cheng CY. The mammalian blood-testis barrier: its biology and
regulation. Endocrine reviews. 2015;36(5):564-91.

Trost N, Mbengue N, Kaessmann H. The molecular evolution of mammalian

spermatogenesis. Cells Dev. 2023;175:203865.

68



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Cannarella R, Condorelli RA, Mongioi LM, La Vignera S, Calogero AE.
Molecular biology of spermatogenesis: novel targets of apparently idiopathic male
infertility. Int. J. Mol. Med. Sci. 2020;21(5):1728.

Staub C, Johnson L. Spermatogenesis in the bull. Animal. 2018;12(s1):527-s35.
Varuzhanyan G, Chan DC. Mitochondrial dynamics during spermatogenesis. J
Cell Sci. 2020;133(14):jcs235937.

Zakrzewski P, Lenartowska M, Buss F. Diverse functions of myosin VI in
spermiogenesis. Histochem Cell Biol. 2021;155(3):323-40.

Freitas MJ, Vijayaraghavan S, Fardilha M. Signaling mechanisms in mammalian
sperm motility. Biol Reprod. 2017;96(1):2-12.

Inaba K. Sperm flagella: comparative and phylogenetic perspectives of protein
components. Mol Hum Reprod. 2011;17(8):524-38.

Wu M, Zhang Z, Mo F, Shi X, Sun D, Zhao L, et al. Recent advances in
electrochemical MOF-based aptasensors for cancer biomarker detection: A
review. Microchem J. 2024:110924.

Eren H, Mercantepe T, Tumkaya L, Mercantepe F, Dil E, Horsanali MO, et al.
Evaluation of the protective effects of amifostine and melatonin against cisplatin
induced testis injury via oxidative stress and apoptosis in rats. Exp. Mol. Pathol.
2020;112:104324.

Khok Xw, Ng Whd, Lee Ay, Yoon Hj, Devi Mk, Johnston B, et al. Journey
towards resiliency: A systematic review and meta-synthesis of cancer patients’
experiences. Eur. J Oncol Nurs. 2024:102640.

Pourmadadi M, Eshaghi MM, Rahmani E, Ajalli N, Bakhshi S, Mirkhaef H, et al.
Cisplatin-loaded nanoformulations for cancer therapy: A comprehensive review.
J. Drug Deliv Sci Technol. 2022;77:103928.

Patel S, Sathyanathan V, Salaman SD. Molecular Mechanisms Underlying
Cisplatin-Induced Nephrotoxicity and the Potential Ameliorative Effects of
Essential Oils: A Comprehensive Review. Tissue and Cell. 2024:102377.

Sun W, John U. JARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to
humans.  Polychlorinated  dibenzo-para-dioxins  and  polychlorinated
dibenzofurans. IARC Monogr. Eval Carcinog Risks Hum.1997.

Weiss RB, Christian MC. New cisplatin analogues in development: a review.

Drugs. 1993;46(3):360-77.

69



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Li K, Li J, Li Z, Men L, Zuo H, Gong X. Cisplatin-based combination therapies:
their efficacy with a focus on ginsenosides co-administration. Pharmacol Res.
2024:107175.

Shen D-W, Pouliot LM, Hall MD, Gottesman MM. Cisplatin resistance: a cellular
self-defense mechanism resulting from multiple epigenetic and genetic changes.
Pharmacol Rev. 2012;64(3):706-21.

Galasso C, Corinaldesi C, Sansone C. Carotenoids from marine organisms:
Biological functions and industrial applications. Antioxidants. 2017;6(4):96.
Adiguzel E, Ulger TG. A marine-derived antioxidant astaxanthin as a potential
neuroprotective and neurotherapeutic agent: A review of its efficacy on
neurodegenerative conditions. Eur. J. Pharmacol. 2024:176706.

Grimmig B, Kim S-H, Nash K, Bickford PC, Douglas Shytle R. Neuroprotective
mechanisms of astaxanthin: a potential therapeutic role in preserving cognitive
function in age and neurodegeneration. Geroscience. 2017;39:19-32.

Kinal ME, Tatlipmar A, Uzun S, Keskin S, Tekdemir E, Ozbeyli D, et al.
Investigation of astaxanthin effect on cisplatin ototoxicity in rats by using
otoacoustic emission, total antioxidant capacity, and histopathological methods.
Ear Nose Throat J. 2021;100(4):198-205.

Baccouche B, Benlarbi M, Barber AJ, Ben Chaouacha-Chekir R. Short-term
administration of astaxanthin attenuates retinal changes in diet-induced diabetic
Psammomys obesus. Curr. Eye Res. 2018;43(9):1177-89.

Yoshihisa Y, Rehman MU, Shimizu T. Astaxanthin, a xanthophyll carotenoid,
inhibits ultraviolet-induced apoptosis in keratinocytes. Exp. Dermatol.
2014;23(3):178-83.

Ito N, Seki S, Ueda F. The protective role of astaxanthin for UV-induced skin
deterioration in healthy people—A randomized, double-blind, placebo-controlled
trial. Nutrients. 2018;10(7):817.

Wu L, Hu Z, Song X-f, Liao Y-j, Xiahou J-h, L1 Y, et al. Targeting Nrf2 signaling
pathways in the role of bladder cancer: From signal network to targeted therapy.
Biomed Pharmacother. 2024;176:116829.

Bellezza I, Giambanco I, Minelli A, Donato R. Nrf2-Keap1 signaling in oxidative
and reductive stress. Biophys Acta Mol. Cell Res. 2018;1865(5):721-33.

70



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Kryszczuk M, Kowalczuk O. Significance of NRF2 in physiological and
pathological conditions an comprehensive review. Arch Biochem Biophys.
2022;730:109417.

Wu Q, Zhang X-S, Wang H-D, Zhang X, Yu Q, Li W, et al. Astaxanthin activates
nuclear factor erythroid-related factor 2 and the antioxidant responsive element
(Nrf2-ARE) pathway in the brain after subarachnoid hemorrhage in rats and
attenuates early brain injury. Mar Drugs. 2014;12(12):6125-41.

Muri J, Kopf M. Redox regulation of immunometabolism. Nat Rev Immunol.
2021;21(6):363-81.

Wang H, Liu X, Long M, Huang Y, Zhang L, Zhang R, et al. NRF2 activation by
antioxidant antidiabetic agents accelerates tumor metastasis. Sci Transl Med.
2016;8(334):334-51.

Ghlissi Z, Hakim A, Sila A, Mnif H, Zeghal K, Rebai T, et al. Evaluation of
efficacy of natural astaxanthin and vitamin E in prevention of colistin-induced
nephrotoxicity in the rat model. Environ. Toxicol Pharmacol. 2014;37(3):960-69.
Alex M, Sauganth Paul M, Abhilash M, Mathews VV, Anilkumar T, Nair RH.
Astaxanthin modulates osteopontin and transforming growth factor B1 expression
levels in a rat model of nephrolithiasis: a comparison with citrate administration.
BJU Int. 2014;114(3):458-66.

El-shafaei A, Abdelmaksoud R, Elshorbagy A, Zahran N, Elabd R. Protective
effect of melatonin versus montelukast in cisplatin-induced seminiferous tubule
damage in rats. Andrologia. 2018;50(9):e13077.

Yildiz A, Ozhan O, Ulu A, Dogan T, Bakar B, Ugur Y, et al. Effects of the apricot
diets containing sulfur dioxide at different concentrations on rat testicles. Environ
Sci Pollut Res. 2023;30(29):74301-13.

D'Andrea M, Lawrence D, Nagele R, Wang C, Damiano B. PCNA indexing as a
preclinical immunohistochemical biomarker for testicular toxicity. Biotech
Histochem. 2008;83(5):211-20.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem.
1976;72(1-2):248-54.

Shigeru M, Hiroshi O, Nonbuko O, Takeuchi YK, Hisashi S. Lipoperoxide level
of the retina of chick embryo exposed to high concentration of oxygen. Clinica

Chimica Acta. 1977;80(2):355-60.

71



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Arbo MD, Silva R, Barbosa DJ, da Silva DD, Rossato LG, de Lourdes Bastos M,
et al. Piperazine designer drugs induce toxicity in cardiomyoblast h9c2 cells
through mitochondrial impairment. Toxicol Lett. 2014;229(1):178-89.

Ghosh S. Cisplatin: The first metal based anticancer drug. Bioorg Chem.
2019;88:102925.

Fung C, Vaughn DJ. Complications associated with chemotherapy in testicular
cancer management. Nat. Rev. Urol. 2011;8(4):213-22.

Medoro A, Intrieri M, Passarella D, Willcox DC, Davinelli S, Scapagnini G.
Astaxanthin as a metabolic regulator of glucose and lipid homeostasis. J J Funct
Foods. 2024;112:105937.

Abdel-Latif R, Fathy M, Anwar HA, Naseem M, Dandekar T, Othman EM.
Cisplatin-Induced Reproductive Toxicity and Oxidative Stress: Ameliorative
Effect of Kinetin. Antioxidants. 2022;11(5).

Eren H, Mercantepe T, Tumkaya L, Mercantepe F, Dil E, Horsanali MO, et al.
Evaluation of the protective effects of amifostine and melatonin against cisplatin
induced testis injury via oxidative stress and apoptosis in rats. Exp Mol Pathol.
2020;112:104324.

Cummings BS, Schnellmann RG. Cisplatin-induced renal cell apoptosis: caspase
3-dependent and -independent pathways. J Pharmacol Exp Ther. 2002;302(1):8-
17.

Simsek N, Koc A, Karadeniz A, Yildirim ME, Celik HT, Sari E, et al.
Ameliorative effect of selenium in cisplatin-induced testicular damage in rats.
Acta Histochem. 2016;118(3):263-70.

Tian M, Liu F, Liu H, Zhang Q, Li L, Hou X, et al. Grape seed procyanidins extract
attenuates Cisplatin-induced oxidative stress and testosterone synthase inhibition
in rat testes. Syst Biol Reprod Med. 2018;64(4):246-59.

Soo E, Welch A, Marsh C, McKay DB. Molecular strategies used by hibernators:
Potential therapeutic directions for ischemia reperfusion injury and preservation
of human donor organs. Transplant Rev. (Orlando). 2020;34(1):100512.
Abdel-Wahab BA, Alkahtani SA, Elagab EAM. Tadalafil alleviates cisplatin-
induced reproductive toxicity through the activation of the Nrf2/HO-1 pathway
and the inhibition of oxidative stress and apoptosis in male rats. Reprod Toxicol.

2020;96:165-74.

72



76.

T7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Yu C, Dong H, Wang Q, Bai J, Li YN, Zhao JJ, et al. Danshensu attenuates
cisplatin-induced nephrotoxicity through activation of Nrf2 pathway and
inhibition of NF-xB. Biomed Pharmacother. 2021;142:111995.

Akhigbe RE, Adelowo OE, Ajani EO, Oyesetan RI, Oladapo DD, Akhigbe TM.
Testicular toxicity in cisplatin-treated Wistar rats is mitigated by Daflon and
associated with modulation of Nrf2/HO-1 and TLR4/NF-kB signaling. J Trace
Elem Med Biol. 2024;85:127489.

Alanezi AA, Almuqati AF, Alfwuaires MA, Alasmari F, Namazi NI, Althunibat
OY, et al. Taxifolin Prevents Cisplatin Nephrotoxicity by Modulating Nrf2/HO-1
Pathway and Mitigating Oxidative Stress and Inflammation in Mice.
Pharmaceuticals (Basel). 2022;15(11).

Yilmaz N, Yildiz A, Tanbek K, Kisaoglu A, Yilmaz U, Kose E. Protective effect
of astaxanthin on testis torsion/detorsion injury through modulation of autophagy.
Rev Int Androl. 2024;22(1):29-37.

Baskovi¢ M, Krsnik D, Himelreich Peri¢ M, Katusi¢ Bojanac A, Sin¢i¢ N, Sonicki
Z, et al. Astaxanthin Relieves Testicular Ischemia-Reperfusion Injury-
Immunohistochemical and Biochemical Analyses. J. Clin. Med. 2022;11(5).
Lorestani F, Movahedian A, Mohammadalipour A, Hashemnia M, Aarabi MH.
Astaxanthin prevents nephrotoxicity through Nrf2/HO-1 pathway. Can J Physiol
Pharmacol. 2024;102(2):128-36.

Zhang Q, Luo C, Li Z, Huang W, Zheng S, Liu C, et al. Astaxanthin activates the
Nrf2/Keap1/HO-1 pathway to inhibit oxidative stress and ferroptosis, reducing
triphenyl phosphate (TPhP)-induced neurodevelopmental toxicity. Ecotoxicol and
Environ Saf. 2024;271:115960.

Davinelli S, Saso L, D'Angeli F, Calabrese V, Intrieri M, Scapagnini G.
Astaxanthin as a Modulator of Nrf2, NF-xB, and Their Crosstalk: Molecular
Mechanisms and Possible Clinical Applications. Molecules. 2022;27(2).

Saito H, Yokota S, Kitajima S. Immunohistochemical analysis of the vimentin
filaments in Sertoli cells is a powerful tool for the prediction of spermatogenic
dysfunction. Acta Histochem. 2023;125(5):152046.

Fuchs E, Cleveland DW. A structural scaffolding of intermediate filaments in

health and disease. Sci (NY). 1998;279(5350):514-9.

73



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Yao C, Li G, Qian Y, Cai M, Yin H, Xiao L, et al. Protection of Pentoxifylline
against Testis Injury Induced by Intermittent Hypobaric Hypoxia. Oxid Med Cell
Longev. 2016;2016:3406802.

Aumuller G, Steinbruck M, Krause W, Wagner HJ. Distribution of vimentin-type
intermediate filaments in Sertoli cells of the human testis, normal and pathologic.
Anat Embryol (Berl). 1988;178(2):129-36.

XuY, Lei H, Guan R, Gao Z, Li H, Wang L, et al. Prophylactic protective effects
and its potential mechanisms of Icarisidell on streptozotocin induced
spermatogenic dysfunction. Int. J. Mol. Sci. 2014;15(9):16100-13.

Hamam ET, Awadalla A, Shokeir AA, Aboul-Naga AM. Zinc oxide nanoparticles
attenuate prepubertal exposure to cisplatin- induced testicular toxicity and
spermatogenesis impairment in rats. Toxicology. 2022;468:153102.

Chen W, Duan P, Tang S, Huang WT, Quan C, Qi SQ, et al. [Effects of bisphenol
A on the expression of N-cadherin, Vimentin and FSHR in rat Sertoli cells].
Zhonghua Lao Dong Wei Sheng Zhi Ye Bing Za Zhi. 2017;35(2):101-5.

Yildiz A, Ozhan O, Ulu A, Dogan T, Bakar B, Ugur Y, et al. Effects of the apricot
diets containing sulfur dioxide at different concentrations on rat testicles. Environ
Sci Pollut Res Int. 2023;30(29):74301-13.

Li M, Zhang B, Sun B, Wang X, Ban X, Sun T, et al. A novel function for
vimentin: the potential biomarker for predicting melanoma hematogenous
metastasis. J Exp Clin Cancer Res. 2010;29(1):109.

Kong D, Zhang J, Hou X, Zhang S, Tan J, Chen Y, et al. Acetamiprid inhibits
testosterone synthesis by affecting the mitochondrial function and cytoplasmic
adenosine triphosphate production in rat Leydig cells. Biol Reprod.
2017;96(1):254-65.

Wang JY, Lee YJ, Chou MC, Chang R, Chiu CH, Liang Y]J, et al. Astaxanthin
protects steroidogenesis from hydrogen peroxide-induced oxidative stress in
mouse Leydig cells. Mar Drugs. 2015;13(3):1375-88.

Garcia MM, Acquier A, Suarez G, Gomez NV, Gorostizaga A, Mendez CF, et al.
Cisplatin inhibits testosterone synthesis by a mechanism that includes the action
of reactive oxygen species (ROS) at the level of P450scc. Chem Biol Interact.
2012;199(3):185-91.

74



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

D'Andrea MR, Lawrence D, Nagele RG, Wang CY, Damiano BP. PCNA indexing
as a preclinical immunohistochemical biomarker for testicular toxicity.
Biotech Histochem. 2008;83(5):211-20.

Demir M, Altindag F. Sinapic acid ameliorates cisplatin-induced disruptions in
testicular steroidogenesis and spermatogenesis by modulating androgen receptor,
proliferating cell nuclear antigen and apoptosis in male rats. Andrologia.
2022;54(4):e14369.

Koéroglu KM, Cevik O, Sener G, Ercan F. Apocynin alleviates cisplatin-induced
testicular cytotoxicity by regulating oxidative stress and apoptosis in rats.
Andrologia. 2019;51(4):e13227.

Ulucan A, Yuksel H, Sahin E, Yakut S, Bozkurt MF. Protective Effects of
Astaxanthin Against Formaldehyde Induced Apoptosis of Testicular Tissue in
Rats. Pak Vet J. 2021;41(3).

Kim JH, Nam SW, Kim BW, Choi W, Lee JH, Kim WJ, et al. Astaxanthin
improves stem cell potency via an increase in the proliferation of neural progenitor
cells. Int. J. Mol. Sci. 2010;11(12):5109-19.

Aldemir M, Okulu E, Késemehmetoglu K, Ener K, Topal F, Evirgen O, et al.
Evaluation of the protective effect of quercetin against cisplatin-induced renal and
testis tissue damage and sperm parameters in rats. Andrologia. 2014;46(10):1089-
97.

Algahtani MJ, Negm WA, Saad HM, Salem EA, Hussein IA, Ibrahim HA.
Fenofibrate and Diosmetin in a rat model of testicular toxicity: New insight on
their protective mechanism through PPAR-oa/NRF-2/HO-1 signaling pathway.
Biomed Pharmacother. 2023;165:115095.

Aa Aly H, G Eid B. Cisplatin induced testicular damage through mitochondria
mediated apoptosis, inflammation and oxidative stress in rats: impact of
resveratrol. Endocr J. 2020;67(9):969-80.

Asghari MH, Moloudizargari M, Bahadar H, Abdollahi M. A review of the
protective effect of melatonin in pesticide-induced toxicity. Expert Opin Drug
Metab Toxicol. 2017;13(5):545-54.

Agarwal A, Virk G, Ong C, du Plessis SS. Effect of oxidative stress on male
reproduction. World J Mens Health. 2014;32(1):1-17.

Agarwal A, Prabakaran SA, Said TM. Prevention of oxidative stress injury to

sperm. J Androl. 2005;26(6):654-60.

75



107.

108.

Dokumacioglu E, Iskender H, Yenice G, Kapakin KAT, Sevim C, Hayirli A, et al.
Effects of astaxanthin on biochemical and histopathological parameters related to
oxidative stress on testes of rats on high fructose regime. Andrologia.
2018;50(7):e13042.

Heidari Khoei H, Fakhri S, Parvardeh S, Shams Mofarahe Z, Baninameh Z,
Vardiani M. Astaxanthin prevents the methotrexate-induced reproductive toxicity

by targeting oxidative stress in male mice. Toxin Rev. 2019;38(3):248-54.

76



EK-1. OZGECMIS

EKLER

77


mailto:nuraytepee@gmail.com

EK-2. ETiK KURUL KARARI

78



