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OZET

SISPLATIN UYGULANAN SICANLARIN TESTISLERINDE MEYDANA
GELEN DEGISIKLIiKLER VE BU DEGIiSIiKLIiKLER UZERINE KURKUMININ
ETKIiSi

Sentiirk S. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve

Embriyoloji Doktora (Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Sisplatin bircok kanser tiirlinii tedavi etmek i¢in kullanilan etkili bir antineoplastik
ilagtir. Bu ilacin en ¢ok bilinen yan etkisi infertilitedir. Zerdegal olarak da adlandirilan
kurkuminin antioksidan ve antitimor aktiviteleri bulunmaktadir. Bu ¢alisma, 6zellikle testis
kanserlerinde bir kemoterapotik ilag olarak kullanilan sisplatinin Sspermatogenetik seri
hiicrelerinde meydana getirdigi degisiklikler {izerine kurkuminin etkilerini arastirmak
amaciyla tasarlanmistir. Bu amagla ¢alismamizda Spraque Dawley soyuna ait siganlardan
rasgele segilerek kontrol, sisplatin, kurkumin ve kurkumin+sisplatin olmak {izere dort grup
olusturulmus ve her grup ii¢ alt gruba ayrilarak toplam 12 alt grup elde edilmis, her alt grupta
3 adet olmak lizere toplam 36 adet sigan kullanilmistir. Sicanlardan elde edilen testis dokulari
histokimyasal, immunohistokimyasal ve elektron mikroskokopik diizeyde degerlendirilmistir.
Bu c¢alismanin sonuglarinda sisplatin enjeksiyonuyla birlikte kurkumin verilen deney
gruplarinda apoptozis oraninin anlamli sekilde arttigi ve sisplatin verilen deney gruplarinda
X1, XII ve XIV. evreye ait uzamis spermatidlerde DNA paketlenmesinde gorevli protein
olan transition-1 immunpozitivitesinin kontrol gruplarma gore istatistiksel olarak arttigi
goriilmistiir. Hem 151k hem de elektron mikroskopik bulgular &zellikle sisplatinle birlikte
kurkumin verilen grupta yogun dejenerasyon, vakuolizasyon, germ hiicre kaybi ve
spermatogenetik arrest gerceklestigini gostermistir. Calismamizin sonuglari sisplatinin DNA
paketlenmesi {izerinden infertilitede sorunlara yol agabilecegini ve sisplatin ile birlikte
kullanilan kurkuminin koruyucu etkisinden ¢ok olumsuz etkileri daha da siddetlendirerek,

hiicreleri apoptozis ve nekroza siiriikledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, DNA paketlenmesi, kurkumin, sisplatin, testis
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ABSTRACT

CHANGES IN THE TESTES OF THE CISPLATIN APPLIED RATS AND THE
EFFECT OF CURCUMIN ON THESE CHANGES

Senturk S. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Histology and
Embryology (Veterinary) Program, PhD Thesis, Aydin, 2020.

Cisplatin is an effective antineoplastic drug which is used to treat many types of
cancer.
The most common known side effect of this drug is infertility. Curcumin, also called
turmeric, has antioxidant and antitumor activities. This study was designed to investigate the
effects of curcumin on the changes in spermatogenetic serial cells caused by cisplatin, which
is used as a chemotherapeutic drug especially in testicular cancers. For this purpose, randomly
selected 36 Spraque Dawley rats were seperated to 4 groups that of control, cisplatin,
curcumin and curcumin+cisplatin and each group was seperated to 3 subgroups, each of them
have 3 rats, so total 12 subgroups were obtained. The testicular tissues obtained from rats
were evaluated at histochemical, immunohistochemical and electron microscobic levels. In
the results of this study, it is observed that the rate of apoptosis increased significantly in the
experimental groups given curcumin together with cisplatin injection, and the transition-1
protein which is involved in DNA packaging in the elongated spermatids belonging to stages
of XII, XII an XIV, immunopositivity is increased statistically in the cisplatin-administered
experimental groups compared to control groups. Both light and electron microscopic
findings showed that intense degeneration, vacuolization, germ cell loss and spermatogenetic
arrest occurred especially in the group given curcumin together with cisplatin. The results of
our study showed that cisplatin can cause problems in infertility through DNA packaging and
dragging cells to apoptosis and necrosis by exacerbating the negative effects rather than the

protective effect of curcumin used together with cisplatin.

Keywords: Apoptosis, cisplatin, curcumin, DNA packaging, testes
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1. GIRIS

Sisplatin (SIS) testis, mesane, ovaryum, serviks, endometriyum, akciger, bas ve boyun
solid tiimorlerini tedavi etmek i¢in kullanilan etkili antineoplastik DNA-alkilleyici ajandir
(Colpi ve ark., 2004; Howell ve Shalet, 2005). Fakat bu ilacin {ireme sistemi lizerindeki

toksisitesini igeren deneysel antikanser ¢aligsmalari sinirlidir (Cherry ve ark., 2004).

SiS’in antikanser aktivitesinin altinda yatan mekanizma tam olarak aydinliga
kavusmamustir, fakat bircok mekanizma {izerinden hiicreleri 6ldiiren SIS, SIS-DNA adduktlar:
(yakinlagmasi) olusturan, DNA hasarina yol acan bir ajan olarak kabul edilmektedir (Wand ve
Lippard, 2005). SIS-DNA adduktlari; monofonksiyonel olarak guanine baglanmis sisplatin,
interstrand ¢apraz baglar, sisplatin-guanin ¢apraz bagi, GpG-interstrand ¢apraz bagi, GpNpG-

intrastrand ¢apraz bagi, ApG-intrastrand ¢apraz bagi olarak olusturulabilir.

Kurkumin (KMN) zerdegal olarak da bilinen hint safrani baharatinda (Curcuma longa)
bulunan sar1 renkli bir pigmenttir. KMN; Kanser Kemodnleme Enstitiisii, Amerika Ulusal
Kanser Enstitiisii (NCI) ve Amerika Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) tarafindan {i¢iincii nesil
kemodnleyici olarak kaydedilmistir (Aggarwal ve ark., 2007). Hem in vitro hem de in vivo
hayvan ¢aligmalarinda, KMN’nin antitimér (Strofer ve ark., 2011), antioksidan, antiartritik,
antiamiyolid®, anti-iskemik (Shukla ve ark., 2008) ve antiviral aktiviteleri (Mazumdar ve ark.,
1995) gosterilmistir. Ayrica, monositler ve alveolar makrofajlar tarafindan iretilen Timor
Nekrozis Faktor a (TNF- a)’y1 da igeren birgok kemokin ve sitokinin iiretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Chan, 1995; Abe ve ark., 1999). Cho ve ark., (2007), KMN TNF- a ile
muamele edilmis HaCaT hiicrelerinde niiklear faktor kappa B (NF-kB) ve mitojen
aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) yolaklarinin inhibisyonu iizerinden biiylimeyi durdurmus

ve anti-inflamatuar etki gostermistir.

Ilbey ve ark. (2009) KMN gibi bir antioksidan tarafindan NF-kP aktivasyonunun
kaldirilmasmin SIS ile olusturulmus testis hasarinda etkili bir korunma yontemi oldugunu
gostermisglerdir. KMN bu ajanin olusturdugu testis hasarinda giiclii bir koruma etkisine
sahiptir ve klinikte faydali olabilecegi ongoriilmektedir. Baharuddin ve ark. (2015) kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatlar1 iizerinde yapmis olduklari ¢alismada,

! Amiyolid denilen proteinlerin birikimleri neticesinde amiyolidoz denilen hastalik ortaya ¢ikar. Kongo
kirmizis1 boyasi ile histokimyasal olarak goriiniir hale gelir. Bu proteinlerin olusum ve birikimlerine karsi
kurkuminin koruyucu etkisinin oldugu ¢alismalarda gésterilmistir.



kurkuminin sisplatin tarafindan indiiklenmis metastatik inhibisyonu arttirdigin1 ve gocebe
kanser kok hiicresi (CSC) alt populasyonu olan CD166++/EpCAM+ hiicre hatlarinda
apoptozu ¢ogalttigini bulmustur. Bu sonug, kurkuminin tiimériin ilerlemesini inhibe ettigini
ve metastaz1 azaltmak i¢in kullanilan ortak kemoterapi i¢in tamamlayict olabilecegini

gostermistir.

KMN hakkindaki bilgilerin genellikle hastalik modelleri {izerine yapilan arastirmalardan
edinildigi goriilmektedir (Aggarwal ve ark., 2007). KMN’nin bir¢ok patolojik durumda testis
dokusu iizerine koruyucu islevleri bulunmaktadir (Giannessi ve ark., 2008; Ilbey ve ark.,
2009; Verma ve ark., 2009; Wei ve ark., 2009). Bununla birlikte normal doku ve hiicreler
tizerindeki molekiiler etkileri yeterince arastirtlmamistir. Kurkuminin insanlarda sperm
hareketliligini, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu inhibe edebilecegi daha onceki

caligmalarda bildirilmistir (Naz 2011; Rithaporn ve ark., 2003).

DNA’nin somatik hiicrelerde niikleozomlar tarafindan paketlenmesi, ¢ok daha kiiciik
niikleusa sahip olan spermatozoon icin yeterli degildir. Dolayisiyla spermatozoon kromatini
spermiyogenez sirasinda yeniden paketlenme siirecine girer. Paketlenme siirecinde somatik
histonlar metilasyon, fosforilasyon, ve iibikuitinasyon (ubiquitination) asamalarindan geger.
Bu asamalardan sonra somatik histonlar testise 6zgii histon varyantlariyla yer degistirir,
testise Ozgli histon varyantlar1 yerini transisyon proteinlerine (TP) birakir. Paketlenme
stirecinin en son agamasinda ise TP yerini protamin proteinlerine birakir ve kromatin protamin
proteinleri tarafindan paketlenerek bu siire¢ tamamlanir ( Laskey ve ark., 1993; Miller ve ark.,
2010).

Xiaoyu ve ark. (2012) yapmis olduklar1 calismalarinda fare spermatidlerini histon
asetilaz (HAT) inhibitorii olan KMN ile muamele etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar
KMN’nin germ hiicre hatt1 {izerindeki durdurucu etkisinin doza bagimli oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, primer haploid spermatidlerin apoptozunun KMN muamelesinden
sonra arttig1 gorilmiistiir. Beklenildigi gibi, asetile olmus histon seviyesi down regiile
olmustur. Ayrica, spermatidlerde transkripsiyonun durdurdugu, kromatin bagiml faktorlerin

dinamiginin bozuldugu goriilmistiir.

Tim bu caligmalarin 1s1ginda ¢alismamizda bir kemodnleyici olan kurkuminin ve
kanser tedavisinde etkili bir DNA-alkilleyici ajan olan sisplatinin &zellikle spermatogenetik

seri hiicrelerindeki DNA yapist ve spermiyogenez sirasinda gergeklesen DNA paketlenmesi



stireci tizerindeki etkilerinin histokimyasal, immunohistokimyasal ve elektron mikroskopik

diizeyde belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Testisin Histolojik Yapisi

Yetiskin testisleri viicut boslugu disinda, skrotum i¢inde yer alan ovoid sekilli bir ¢ift
organdir. Olgun testisin posterior yiizii epididimis ile iligkidedir. Hem testis hem de
epididimis skrotal kese igerisinde vas deferens, spermatik arter, venoz ve lenfatik pleksuslar

igeren spermatik kordon ile asilidir (Sekil 1).

Sekil 1: Testisin anatomik konumu (Mayo Clinic (2018) internet sistesi).

Her bir testis tunika albuginea adi verilen kalin, yogun bag dokusu kapsiiliiyle
sarilidir. Her bir testis, kapsiilden ¢ikint1 yapan, bag dokusu septumu tarafindan lopguklara
boliiniir. Lopguklar erkek tireme hiicreleri olan olgun spermatozoonlarin iiretildigi seminifer
tiibiiller ile Leydig ve interstisyal hiicreleri iceren bag dokusu stroma tabakasindan olusur
(Sekil 2). Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre populasyonunu igeren 6zellesmis seminifer
epitelyum ile doseli merkezi bir limene sahiptir: Somatik Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik

hiicreler (Sekil 3) (Gartner ve Hiatt, 2007).
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Sekil 2: Testisin anatomik yapis1 (Marieb 2009).
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Sekil 3: Seminifer tiibiil yapis1 (Junqueria ve ark, 2003).

Sertoli Hiicreleri, spermatogenetik hiicrelerin desteklenmesi ve olgunlagsmasinda ¢ok
onemli iglevlere sahip olan hiicrelerdir. Bu hiicreler ergenlikten sonra ¢ogalmaz. Ergenlige
kadar seminifer epitelyumun dominant hiicre tipi olan Sertoli hiicreleri, ergenlikten sonra

seminifer tilibiilleri doseyen hiicrelerin yaklagik %10’unu olusturur. Sertoli hiicreleri bazal



membrandan seminifer tiibiil epiteline kadar uzanan, smirlart giigliikle ayirt edilen prizmatik

hiicrelerdir (Ovalle ve Nahirney, 2007).

Spermatogenetik hiicreler, diizenli olarak ¢ogalan ve olgun spermatozoonlara
farklilasan hiicrelerdir (Sekil 4). Bu hiicreler, testisin erken gelisimi sirasinda yolk kesesi
icinde olusan, gonad sirtlarinda kolonize olan primordial germ hiicrelerinden tiirer.
Spermatogenetik hiicreler, ileri gelisme evrelerinin zayif tanimlanabilen tabakalari iginde,
bitisiklerindeki Sertoli hiicreleri arasinda dizilirler. Bu hiicrelerden bazal kompartmanda
yerlesim gosterenler spermatogonyumlar; adluminal kompartmanda yerlesim gosterenler ise
birincil spermatositler, ikincil spermatositler, spermatidler ve olgun spermatozoonlardir

(Gartner ve Hiatt, 2007).
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Sekil 4: Spermatogenetik hiicreler (Lamkin J, 2011).

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile dogrudan iligkide olan
spermatogenetik hiicrelerdir. Bunlar, ¢ap1 yaklasik 12 um olan; nispeten biiylik, yuvarlak bir
cekirdegi bulunan ve en az olgunlasmis grubu olusturan diploid (2n) kok hiicrelerdir. Birgok
mitotik boliinmeye ugrayarak bazaldan adluminal kompartmana go¢ eden nispeten biiyiik
¢ekirdeklere sahip ‘Birincil spermatositleri’ olustururlar. Birincil spermatositler, ilk mayoz

boliinmeyi gegirdikten sonra ‘ikincil spermatositleri’; ikincil spermatositler ise DNA
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replikasyonunu ge¢irmeden ikinci mayoz bdoliinmeye girerek ‘Spermatid’leri olustururlar.
Yuvarlak spermatidler, yaklasik 9 um capinda, haploid (n) kromozom sayisina ve DNA
igerigine sahip; akrozomal sistemin olusmadigi veya yeni olusmaya basladigi hiicrelerdir.
Uzayan spermatidler; spermatid basinin oval sekil aldigi, heniiz bir spermatozoon yapisina
sahip olmayan germ hiicreleridir. Uzamis spermatidler ise spermatozoon yapisini almis olan,
basin uzadig1 ve kuyrugun olustugu hiicrelerdir. Bu spermatid cinslerine seminifer tiibiillerin
farkli evrelerinde rastlanir. Spermatidler liimene dogru yol alirken sekilleri uzar ve
spermiyogenez adi verilen, mitoz bdliinmenin ger¢eklesmedigi karmasik bir olgunlagsma
isleminden geger. Bu olgunlagma siireci sonunda olgun ‘Spermatozoon’lar olusur (Gartner ve

Hiatt, 2007).

2.1.1. Spermatogenez Siireci

Diploid spermatogonyumlarin haploid olgun spermatozoonlar1 olusturdugu siireg
spermatogenez siireci olarak adlandirilir (Sekil 5). Bu siire¢ Spermatositogenez, Mayoz ve
Spermiyogenez olmak {izere ii¢ fazdan olusur. Spermatogonyumlarin birincil spermatositlere
doniligsmesi spermatositogenez; diploid birincil spermatositlerin kromozomlarini indirgeyerek
haploid spermatidleri olusturmasi1 mayoz; ve spermatidlerin olgun spermatozoonlara

farklilagsmasi spermiyogenez olarak tanimlanir (Gartner ve Hiatt, 2007).
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Sekil 5: Spermatogenez siireci (Ramm ve Scharer, 2014)

2.1.1.1. Spermatogonyumun Farkhilasmasi: Spermatositogenez

Spermatogonyumlar seminifer tiibiiliin bazal kompartmaninda yerlesim gosteren
kiigiik, diploid hiicrelerdir. Bu hiicreler bazal lamina iizerinde bulunur; ve ergenligi takiben,
hiicre dongiistine girmek icin testosterondan etkilenmeye baglar. Spermatogonyumlarin {i¢
siifi vardir:

Koyu A tipi spermatogonyum; 12 um capinda, kubbe bi¢imli kiigiik hiicrelerdir. Yassi,
yogun heterokromatinli oval ¢ekirdekleri vardir. Bu hiicreler hiicre dongiisiine girmemis fakat
girebilen kaynak kok hiicrelerdir. Mitoza ugradiklarinda, koyu A tipi spermatogonyum ile
birlikte soluk A tipi spermatogonyumlari olustururlar. Soluk A tipi spermatogonyum; soluk
bir goriinim veren cekirdeklerinin yogun Okromatine sahip olmasi haricinde koyu A tipi
spermatogonyumlara benzerler. Soluk A tip spermatogonyumlar birkag tane organel;- sinirl
Golgi kompleksi, birkag tane ribozomlu endoplazmik retikulum (RER) ve ¢ok sayida serbest
ribozom igerirler. Bu hiicreler testosteron tarafindan uyarilarak mitoz boliinme ile diger soluk

A tipi spermatogonyum ve B tipi spermatogonyumlar1 meydana getirirler.



B tipi spermatogonyumlar soluk A tipi spermatogonyumlara benzerler; fakat ¢ekirdekleri
yassidan ziyade yuvarlaktir. Bu hiicreler mitoz bdliinmeyle diploid birincil spermatositleri

olustururlar (Sekil 6) (Ovalle ve Nahirney, 2007).

©

© O

Sekil 6: Spermatositogenez siireci. Human spermatogonial stem cells: Insan spermatogonyal
kok hiicreler, Adark (reserve stem cell): Koyu A tip spermatogonyum (kaynak kok hiicre),
Apale (renewing stem cells): Soluk A tip spermatogonyum (kok hiicreyi yeniler), B: B tip
spermatogonyum, PI: preleptoten spermatosit (Golastaneh ve ark, 2009).

2.1.1.2. Spermatositlerin Mayoz Béliinmesi

Birincil spermatositler olusur olugsmaz; bazal kompartmandan adluminal kompartmana
goc eder. Bu hiicreler Sertoli hiicrelerinin yanina yerlestigi anda, Sertoli hiicreleri ile zonula
occludent adi verilen baglanti yapilarmi olustururlar; boylece kan-testis bariyerinin
biitiinliiglinlii korumaya yardimeci olurlar. Birincil spermatositler, seminifer epitelin en biiyiik
hiicreleridir. Bu hiicrelerin, kondensasyonun bir¢ok evresinde genis vezikiil goriiniimlii
cekirdekleri vardir. Olusumlarindan hemen sonra, 4n DNA igerigi elde etmek icin DNA’larini

iki katina ¢ikarirlar, fakat kromozom sayilart diploid kalir.

Ik mayoz béliinme sirasinda, DNA igerigi her bir kardes hiicrede yarilanir (2n DNA),
ve kromozom sayis1 haploid olur. Ikinci mayoz boliinme sirasinda ise, her bir kardes hiicrenin

DNA igerigi haploid olur (1n DNA), fakat kromozom sayis1 haploid (n) olarak kalir.

[Ik mayoz boliinmede I. profaz, 22 giin siirer ve leptoten, zigoten, pakiten, diyakinez
olmak tizere 4 evreden olusur. Leptoten evresi sirasinda birincil spermatositin kromozomu

yogunlagmaya, uzun iplikler olusturmaya baslar, zigoten sirasinda ise homologlariyla ¢iftler
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olusturur. Pakiten evresinde kondensasyon, tetrad olarak taninabilen kisa, kalin kromozomlar

olusturur. Diyakinez sirasinda homolog kromozomlarin par¢a degisimi meydana gelir.

I. metafaz silireci esnasinda ¢iftlesmis homolog kromozomlar ekvator eksenine
dizilirler. 1. anafaz sirasinda ise her ¢ift ayrilarak hiicrenin zit kutuplarma dogru goc eder.
Son olarak I. telofaz sirasinda kardes hiicreler iki adet ikincil spermatositleri olusturmak tizere
ayrilirlar.

Homolog kromozomlar anafaz sirasinda ayrilir. Bu ayrilma neticesinde X ve Y
kromozomlar1 sekonder spermatositlere paylastirilir. Sekonder spermatositler ise ileride bu
kromozomlar1 ayr1 ayri tasiyan spermatozoonlari olusturur. Bu yilizden, ileride olusacak
embriyonun kromozomal (genetik) cinsiyetini belirleyecek olan spermatozoondur.

Sekonder spermatositler kisa omiirlii oldugu i¢in, nispeten daha kiigiik hiicrelerdir.
Seminifer tiibiilde kolayca goriinmezler. 2n DNA’y1 igceren bu hiicrelerin kromozomlari
replike olmaz; 2 adet haploid spermatid olusturarak hizlica ikinci mayoz boliinmeye girerler.

Spermatogonyumun mitoz boéliinmesi ve spermatositlerin mayoz bdliinmesi sirasinda
¢ekirdek boliinmesi; farkli bir sitokineze eslik eder. Her bir hiicre iki hiicre olusturmak tizere
boliindiigiinde, birbirine baglanan yeni olusmus hiicreleri tutan sitoplazmik koprii aralarinda
kalir. Bu tamamlanmamis boéliinme birgok mitoz ve mayoz boliinme sirasinda meydana gelir
ve birbirine bagli spermatidler hiicre sinsisyumunu olusturur. Bu baglanti; spermatogenetik
hiicrelerin birbiriyle iletisimini ve aktivitelerinin es zamanli olmasini saglar (Gartner ve Hiatt,

2007).

2.1.1.3. Spermatidlerin Farkhilasmasi: Spermiyogenez

Spermatidler, 8 um c¢apinda kii¢iik, yuvarlak hiicrelerdir. Soluk A tipi
spermatogonyumlarin nesli olan tiim spermatidler birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglidir.
Kiiciik salkimlar olusturur ve seminifer tiibiil liimenini isgal ederler. Bu hiicrelerin bol
miktarda RER, ¢ok mitokondri ve iyi gelismis Golgi kompleksleri vardir. Spermatozoaya
farklilasmalar1 sirasinda, hidrolitik enzimlerini biriktirir; organellerini yeniden diizenler ve
sayilarini azaltir; flagella ve onunla iligkili iskelet elemanlarini olusturur ve sitoplazmalarinin
bir kismin1 geride birakirlar. Bu farklilasma olaylarini iceren spermiyogenez siireci; Golgi,
Kep, Akrozom, Olgunlasma olmak {izere baslica dort fazdan olusur (Ovalle ve Nahirney,
2007).
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Spermiyogenezin Golgi fazi sirasinda, hidrolitik enzimler RER’de olusur; Golgi
aygitinda degisime ugrar ve kiigiik, membrana bagli preakrozomal graniiller olarak trans
Golgi ag1 tarafindan paketlenir. Bu kiiciik vezikiiller birbirleriyle kaynasarak akrozomal
vezikiilii olustururlar. Bu vezikiiliin i¢indeki hidrolitik enzimler elektron mikroskobunda
akrozomal graniil olarak bilinen elektron yogun bolge olarak goriiniir. Gelismekte olan
spermatozoonun anterior kutbunu olusturmakta oldugu i¢in akrozomal graniil ¢cekirdek zariyla
iletisime katilir ve ¢ekirdek zarina bagli hale gelir. Akrozomal vezikiil olusurken, sentriyoller
¢ekirdegin yakinindan ayrilir ve bir tanesi flagellar aksonemin olusumuna katilir. Sentriyoller,
sentriyolleri ¢evreleyen yapt olan baglanti parcasinin olusumuna yardim etmek igin
¢ekirdegin yakinina geri donerler. Spermiyogenezin kep fazi sirasinda, akrozom vezikiiliinlin
hacmi artar. Bu vezikiil son hacmine genisledik¢e, akrozom olarak bilinen yapiya doniisiir.
Akrozom faz1 sirasinda, spermatidin morfolojisinde bir¢cok degisim gerceklesir. Cekirdek
yogunlagir, hiicre uzar ve mitokondri yer degistirir. Kromozomlar sikica yogunlasir ve
paketlenir. Kromozomal hacim diistiik¢e, tiim ¢ekirdegin hacmi de diiser. Ek olarak, ¢ekirdek
yassilagir ve 0zgiin goriinlimiine kavusur. Mikrotiibiiller spermatidin uzamasina yardim eden
silindirik yap1 olan manseti olusturmak iizere bir araya gelirler. Uzamakta olan sitoplazma,
flagellar aksonemin mikrotiibiillerine eristikge, manget mikrotiibiilleri ayrilir. Manset
mikrotiibiillerinin yerini spermatozoonun orta kismi ile bas kisminin baglantisinin seklini
cizen elektron yogun bdolge olan annulus devralir. Mitokondri kilifi, spermatozoonun
kuyrugunun orta kisminda aksonemin etrafin1 sekillendirir. Mitokondri kilifi olusumu ve
spermatidin uzamasi sirasinda, distaki yogun liflerin 9 siitunu aksonemin etrafini olusturur.
Bu yogun lifler, Golgi fazi sirasinda olusan baglanti pargasina tutunur. Olusumlarindan
sonra, yogun lifler, fibroz kilif olarak bilinen bir grup yiiziik bi¢cimli, yogun yapilar tarafindan
cevrilir. Olgunlagma fazi, spermatid sitoplazmasiin dokiilmesidir. Sitoplazmanin fazlasi
atildikca, sinsisyum bozulur ve bireysel spermatozoon genis hiicre kiitlesinden kurtulur.
Sitoplazmik atiklar, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve serbest kalan spermatozoon
seminifer tiibiiliin llimenine atilir (spermiasyon). Yeni olusmus spermatozoonun hareketsiz
oldugu ve bir oositi dolleyemeyecegi bilinmelidir. Spermatozoon epididimisten gecerken
hareketlilik kazanir. Sadece disi lireme sistemine giren spermatozoon kapasite olur (Gartner

ve Hiatt, 2007; Ovalle ve Nahirney, 2007).
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2.2. Spermatogenetik Dongii

Spermatogenetik hiicreler seminifer tiibiilde hiicresel iliskiler halinde organize olurlar.
Seminifer epitelin belirli bir bolgesinde, farklilasmalarini tamamlanmakta olan spermatidler,
spermatositler ve spermatogonyumlar ile 6zel kombinasyonlar seklinde goriilebilir. Bu
hiicresel gruplasmalar seminifer tiibiiliin belirli bir bolgesinde ardisik olarak takip eder ve bu
dizi dongiisel olarak kendini yineler.

Belirgin bir seminifer tiibiil alaninda, ayni1 hiicresel gruplasmanin, iki defa ortaya
cikmasi arasinda ardisik basamaklarin serisi, spermatogenetik dongii olarak tanimlanir.
Spermatogenezisin tanimlanmasi i¢in gerekli olan, bir spermatogenetik dongii i¢indeki evre
sayilar1 ve dongii sayist tiirler arasinda farklilik gosterir. Siganlarda bir spermatogenetik
dongii 14 evreye ayrilirken (Leblond ve Clermont, 1952), farelerde 12 evreye ayrilmaktadir
(Oakberg 1956). Siganlarda bir dongiiniin tamamlanmasi 12 giin siirerken, farelerde bu siire
8.45 glindiir. Bir spermatogonyumdan spermatozoa olusumu igin 4 dongiiye (si¢an:48giin,
fare:33 giin) gerek vardir. Bogalarda bu dongii 8 evreden olusurken, spermatogenezisin
tamamlanmas1 61 giin siirmektedir (Staub ve Johnson, 2018). insanlarda ise bir déngiiniin 6
evresi goriiliir. Spermatogenezisin tamamlanmasi ise 64 giin siirer (O'donnell ve ark, 2006).

Spermatogenetik dongii evrelerinin siniflandirilmasi igin, spermatid ¢ekirdeginin
(¢ekirdek caplarinin) ve akrozomun morfolojik 6zellikleri ile hiicrede mitotik figiirlerin
bulunmasi veya bulunmamasi gibi 6zellikler goz oniine alinir (Hess ve ark, 1990). Testis
icinde bu evreler, seminifer tubullerin uzunlugu boyunca birbirini takip eden diizen i¢inde
tekrar dizilir. Insan testisinde spermatogenetik hiicre nesilleri sarmal diizende organize
olmuslardir. Bir seminifer tiibiil kesiti sican testisindeki tek basamak yerine {li¢ veya dort
hiicresel gruplasmay1 (basamag) igerir. Insanda bir déngiiniin siiresi 16 giindiir. Dért déngii
sonunda (64giin) spermatogonyumlar testikiiler sperm haline gelir.

Sicanlarda seminifer tiibiillerde 14 evre bulunur. Spermatogenez siirecinin farkli
asamalarinin  gerceklestigi bu evrelerde B tipi spermatogonyumlarin preleptoten
spermatositlere boliinmesiyle I. mayoz boliinme VI. evrede baslamis olur. Spermatosit
hiicreleri mayoz boliinmenin ¢esitli asamalarindan gecerek XIV. evrede Il. mayozu bitirir ve
sekonder spermatositlere doniislirler. Bu asamadan sonra sekonder spermatositler yuvarlak
spermatidlere doniisiir ve spermiyogenez siirecine girerler. VII. evrede olgun bir
spermatozoon olusarak VIII. evrede limene serbestlenir. Siganlardaki bu spermatogenetik

dongii 12 giinde bir gerceklesir (Russell 1991).
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2.3. Hiicre Cekirdegi (Niikleus)

Cekirdek, okaryotik hiicrelerde genomu (genetik bilgi) iceren membranla sinirlandirilmis
bir bolgedir (Sekil 7). Genetik bilgi ile birlikte DNA replikasyonu, RNA transkripsiyonu ve
islenme mekanizmas1 da burada gerceklesmektedir. Interfaz hiicresi olarak da adlandirilan
boliinmeyen bir hiicrenin ¢ekirdegi asagidaki bilesenlerden olusmaktadir.

e Kromatin, Okromatin ya da heterokromatin olarak organize olmus c¢ekirdek
materyalidir. DNA’y1 ya da DNA’ni islev gérmesi igin gerekli, yaklasik olarak esit
kiitledeki ¢ekirdek proteinleri (6r; histonlar) igermektedir.

e (Cekirdekg¢ik (niikleolus), ¢ekirdek igerisinde transkripsiyonel olarak aktif ribozomal
RNA (rRNA) genleri seklindeki DNA’y1 RNA’y1 ve proteinleri igeren kiigiik bir
alandir. Cekirdek¢ik rRNA sentezinin yapildigi alandir ve diizenleyici hiicre dongiisii
(siklusu) proteinlerini igermektedir.

e Cekirdek zarfi; hiicrenin ¢ekirdegini saran bir membran sistemidir. Periniiklear
sisternal alan tarafindan ayrilan i¢ ve dis membrandan olusmaktadir ve cekirdek
porlart tarafindan delinmistir. Cekirdek zarfinin dig membrani graniillii endoplazmik
retikulum (gER) membrani ile devamlilik gosterir ve siklikla iizerinde yer yer
ribozomlar igermektedir.

e Niikleoplazma; kromatin ve niikleolus diginda geriye kalan ¢ekirdek igerigidir.

P

Z

e A
f0

Sekil 7: Hiicre ¢ekirdeginin yapisi. a: Periniliklear kromatin; b: Periniikleolar kromatin
(Yale Universitesi (2020) internet sistesi).
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Cekirdegin basit mikroskobik degerlendirmesi, hiicrenin iyiligi konusunda ¢ok miktarda
bilgi saglar. Cekirdegin boyutu, sekli ve yapisinin degerlendirilmesi, tiimor tanisinda 6nemli
rol oynamaktadir. Omnegin Olmekte olan hiicreler gozle goriiliir cekirdek farkliliklari
sergilerler. Bunlar arasinda asagidaki gibi siralanabilir.

e Artan DNAaz aktivitesi nedeniyle DNA’nin tamamen erimesi sonucu ¢ekirdegin yok

olmasi ya da karyoliz,

e (ekirdeklerin biiziismelerine (yogun bazofilik kiitleler halinde goriiniirler) yol acan

piknoz ya da kromatinin yogunlagsmasi ve

e Karyoreksis ya da cgekirdeklerin pargalara ayrilmasi (bu degisiklikleri genelikle

piknoz takip eder.) (Sekil 8) (Ross ve Pawlina, 2011).

Karyolizis Piknoz Karyoreksis
Cekirdegin Cekirdegin Cekirdegin
soluklagmasi buiziigmesi pargalanmasi

DNAaz ve RNAaz etkisi ~ DNA yogunlasmasi Cekirdek zarinin yirtdmasi
ile kromatin erimesi

gy |
I_b Cekirdek erimesi

GEKIRDEKSIZ NEKROTIK HUCRE

Sekil 8: Karyoliz, piknoz ve karyoreksisin sematik goriiniimii (Ozdamar ve ark, 2011).

2.3.1. DNA Paketlenmesi

Kromatin, ¢ift zincirli DNA iplik¢igi ve proteinlerden olugmaktadir. Kromatini
olusturan temel proteinler, negatif yiikli DNA molekiiline baglanmay1 kolaylastiran bazik
aminoasitleri (arjinin ve lizin) yiiksek oranda bulunduran histonlar ve asidik yapidaki non-
histon proteinlerdir. Histonlar ve non-histon proteinler DNA ve RNA sentezinde enzim
olarak, DNA’nn hiicre ¢ekirdeginde diizenlenmesinde yapisal protein olarak gorev alir. Non-
histon proteinler hiicrede ¢cok az miktarda ama ¢ok ¢esitli sayida bulunmasina ragmen, histon
proteinlerinin toplam kiitleleri, hiicre DNA’smin toplam kiitlesine esittir ve H1, H2A, H2B,

H3 ve H4 olmak iizere 5 tipi vardir.
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DNA iplik¢iginin histonlar lizerine sarilmasiyla olusan makromolekiile niikkleozom adi
verilir. Nikleozomlar hem oOkromatin hem de heterokromatinde ve kromozomlarda
bulunmaktadir. Bu 10 nm ¢apl1 partikiiller, kromatin katlanmasinin ilk seviyesini temsil eder.
Her niikleozom sekizli histon merkezi ve bu histon merkezini ¢eviren yaklasik iki tur donen
DNA’dan (yaklasik 146 niikleotid ¢ifti) olusur. Sekizli histon, her biri H2A, H2B, H3 ve H4
histonlarindan olusan iki molekiil igerir. H1 histonu sekiz molekiiliin etrafinda paketlenmis
olan DNA molekiilii ile gapraz bag yapar (Sekil 9). Kromatin niikleustan izole edildiginde,
kromatinin niikleozom yapis1 transmisyon elektron mikroskopide (TEM) ile goriilebilir ve

genellikle “boncuk dizisi” olarak tanimlanir.

H2A, H2B, H3 ve H4'lGn
her birinden ikiser molekdil

| €= 11 nm ———*E

Sekil 9: Bir niikleozomun yapis1 (Luger ve ark, 1997).

Memeli hiicresinde DNA yaklasik 2 m’lik bir uzunluga sahiptir. Oysa ¢ekirdegin ¢ap1
yaklagik 10 pm’dir. Bir DNA molekiiliiniin niikleozomlar1 olusturmasi ile uzunlugunda
yaklasik 7 katlik bir kisalma olusur ve uzunlugu 90 mm’ye iner. Bu kisalmaya ragmen
DNA’nin ¢ekirdek i¢ine sigabilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle niikleozom zincirleri
doniis basina 6 niikleozom igeren bir bobin sarmali (solenoid) olusturarak 30 nm’lik yogun
kromatin fibrillerine doniisiir (Sekil 10). Bu fibriller, daha ileri organizasyon ile halka
bolgeleri (Ing. Loop domains) (15.000-100.000 baz cifti igerir.) olustururlar ve bunlar da
histon olmayan proteinlerden olusan kromozom iskeletine ya da ¢ekirdek matrikse tutunarak
sabitlenirler. Heterokromatinde kromatin fiberleri sikica paketlenmis ve birbirleri ilizerine

katlanmiglardir; 6kromatinde kromatin fibrilleri daha gevsek diizenlemislerdir (Akay, 2012).
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8 histon seti

T H1 histenu

10 nm

S <«

30 nm
solenoid

Sekil 10: Niikleozomlarin bobin sarmali (solenoid) yapida organize olmasi.

Kromozomlar hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA replikasyonu sonucu hiicredeki DNA
miktarmin 1ki katina ¢ikmasi ve profazin baslangicinda kromatin ipliklerinin kisalip
kalinlasmasiyla olusan yogunlasmis kromatindir (Sekil 11). Her kromozom sentromer adi
verilen bir noktada birbirine bagl iki kromatidten olusmaktadir. Kromozomun her iki ucunda
bulunan bolgelere telomer denir. Telomerler hiicre bdliinmesi ile kisalirlar. Son ¢alismalar,
telomer uzunlugunun hiicre yasam siiresinin bir gostergesi oldugunu gostermistir.

Kromozom sayis1 her tiir i¢in farklidir. Viicut hiicrelerinde bulunan kromozom sayisi (2n,
diploit), esey hiicrelerinde bulunan kromozom sayisiin (n, haploit) iki katidir. insan viicut

hiicrelerinde 46 kromozom; esey hiicrelerinde 23 kromozom bulunur.

Kromozom
Kromatidler Kromatid Niikleus

Telomer *

Sentromer

. Baz Ciftleri
7

Sekil 11: Kromatinin kromozomal yap1 halinde paketlenmesi (bioconductor.org, 2002)
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2.3.1.1. Spermatozoonda DNA paketlenmesi

DNA’nin somatik hiicrelerde niikleozomlar tarafindan paketlenmesi, ¢ok daha kiigiik
cekirdege sahip olan spermatozoon i¢in yeterli degildir. Dolayisiyla spermatozoon kromatini
spermiyogenez sirasinda yeniden paketlenme siirecine girer. Bu siirecte gorevli proteinler olan
protaminler; histonlar ve daha sonra transisyon (gegis, araci) proteinleri ile yer degistirerek
somatik DNA’nin sperm niikleusunda daha 1iyi bir sekilde yogunlagmasini saglar
(Kierszenbaum 2006; Le Lannic ve ark, 1993). Protaminler arjinin ve sisteinden zengin,
yiiksek oranda bazik, sperme 6zgii niiklear proteinlerdir. Yiiksek oranda arjinin DNA’ya
gliclii bir sekide baglanma saglar (Balhorn ve ark, 2000). Sistein kalintilart ise kromatin
paketlenmesinde gerekli olan ¢oklu inter ve intra-protamin disiilfid baglarmin kurulmasini
kolaylastirir (Le Lannic ve ark,1993; Szcygiel ve Ward, 2002). Protaminler, daha siki ve
hidrodinamik bir niikleus olusturmak i¢in erkek genomunun yogunlagmasini saglar (Oliva,
2006). insanlarda yaklasik olarak esit oranda (Prm1/Prm2 yaklasik olarak 1) ifade edilen iki
tip protamin vardir; Prm1,Prm2. Prm3 ise hala ¢alisilmaya devam etmektedir. TP1 ve TP2 ise
histon-protamin siirecinde rol oynayan transisyon proteinleridir.

Somatik histonlarin testise 6zgili varyantlar1 olan transisyon proteinlerle (TP) ve ardindan
protaminlerle (PRM) ardisik olarak degisimi diizgiin sekilde yogunlagmis kromatine sahip
spermatozoa {iretimi ig¢in ¢ok iyi diizenlenmesi gerekir. Bircok tiirde, sperm olusumu
histonlarin protaminlerle yer degisimini icerir (Ausio, 1999). Baliklar ve kuslarda bu degisim
direkt gerceklesirken (Oliva ve Dixon, 1991) memeliler ve bazi deniz omurgalilarinda
(Wouter-Tyrou ve ark., 1998) histonlar ilk olarak TP1 ve TP2 adi verilen araci niikleer
proteinlerle yer degistirir. Bu proteinler daha sonra protamin 1 ve sonrasinda proteoliz ile
olgun formuna doniisen protamin 2 ile yer degistirir (Chauviere ve ark., 1992). DNA
paketlenmesi  spermiyogenezin uzamis spermatid evresinde gerceklesen oOzellesmis bir
stirectir. Paketlenme esnasinda spermatid ¢ekirdeginde baslica dort mekanizma gergeklesir
(Sekil 12).

1. Somatik histonlarda metilasyon, fosforilasyon,  ubikuitinasyon (ubiquitination)

modifikasyonlar1 gerceklesir.

2. Somatik histonlar asetilasyona ugrayarak testise 6zgii histon varyantlara doniisiir.

3. Histon varyantlar1 transisyon proteinleri (TP1, TP2) ile yer degistirir.

4. Transisyon proteinler protaminler ile yer degistirir (Carrell ve ark, 2007).
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Sekil 12: Somatik histonlarin protaminlerle yer degistirmesine gecisindeki dnemli olaylari
vurgulayan diyagram. Somatik histonlar, mayoz bdliinme sirasinda testise 6zgii histonlar (t)
ile degistirilmesini kolaylastiran bdlgeye 6zgli metilasyon, fosforilasyon ve ubikuitinasyon
gecirir.  H4-t'nin hiperasetilasyonu, testise 6zgii histonlarin transisyon proteinleri ile
degistirilmesini kolaylagtirmak i¢in, topoizomeraz 1’in sonradan yeniden baglanan ¢ift zincir
kirilmalarinda burulma stresini rahatlamasina karsilik, DNA sarmalinin rahatlamasinda
anahtar faktordiir. RNP pargaciklar1 havuzundan islenen protamin 1 ve 2, DNA’ya
baglanmadan ve baglanma sirasinda ve transisyon proteinleri ile degisimde olgunlagmaya tabi
tutulur. HR6B, ubikuitin-konjiige enzim E2B (UBE2B) (RAD6 homologu); HAT,
histonasetiltransferaz; Suv39, H3 Lys 9 histon metiltransferaz (Carrell ve ark, 2007).

Kromatinin tekrar modellenmesi negatif siiper sarmal olan niikleozomal DNA’nin
siiper sarmal olmayan duruma doniismesi (Ward ve ark., 1989), gegici DNA kiriklariyla
(McPherson ve Longo, 1993), ve kromatin kondensasyonu olan ¢ekirdek seklindeki
degisimlerle gergeklesir.
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2.3.1.1.1. Histon modifikasyonlar:

Sperm DNA kondensasyonu sirasinda histonlarin ugradigi modifikasyonlar ve bu
modifikasyonlarin kazandirdigi avantajlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Carrell ve ark,
2007).

a. Metilasyon: Okaryotik DNA’da metil gruplari, sitozin birimlerine 5 pozisyonunda
kolayca baglanarak, 5-metilsitozin olusturur (5-meC). Bu nedenle metilasyon,
oncelikle CG zengin bolgelerde goriiliir.Uygun bir sinyal geldiginde DNA’nin hemen
acilmamasi gerekir. O yiizden DNA metillenir. Metillenmeyi agan anahtar oositte
gizlidir. Spermatozoon oosit igerisine girdigi zaman, ooplazmada, maternal faktorler
paternal kromatin i¢ine hizla girer; inter ve intra-protamin disiilfid baglarin1 ¢ozer ve
erkek proniikleus olusmadan Once protaminler maternal histonlarla yer degistirir.
Spermin oositi fertilize ederek embriyoyu olusturabilmesi i¢in, bir yandan genlerinin
saglikli bicimde eksprese olabilmesi gerekirken, diger yandan da bazi genlerinin
inhibisyonu gerekir. Genin inhibe edilmesi onemlidir, ¢iinkii o gen eger caligirsa
urettigi faktor belki de spermatogenezde bazi basamaklar1 baskilayacaktir
(imprinting). Iste bir genin ekspresyonunun inhibe olabilmesi, bu genin sitozin bazina
"metil grubunun" baglanmasi ile gergeklesir.

b. Fosforilasyon: Kromozomal kondensasyonu saglar.

c. Asetilasyon: Testise 0zgli histon varyantlarinin hiperasetilasyonu niikleozom ve
DNA arasindaki bagi azaltir,kromatin gevsemesine sebep olur (Hong ve ark,1993)
Ayrica zincir kirilmalarini tesvik eden topoizomerazi aktiflestirir.

d. Ubikuitinasyon: Gen ekpresyonunda ve genom stabilitesinde dnemli rollere sahiptir.

Proteosomal bozulmaya direng saglar.

2.3.1.1.2. Transisyon Proteinleri

Kemirgenlerde, kromatin sekillenmesi %95 somatik histon proteinlerinin kiiciik bazik
proteinler olan PRM’lerle yer degistirmesiyle gerceklesir. Disiilfid baglarin olusmasiyla,
PRM’ler iireme basarist i¢in zorunlu bir siire¢ olan sperm kromatin yogunlasmasina izin
verirler (Balhorn ve ark, 2000). Bu dinamik siire¢ 6z somatik histonlarinin (H4 histon proteini
harig), testise 6zgii H2B (tH2B veya Hist 1h2ba) ve testise 6zgli (HIT2 ve HIFNT) H1 histon
aile tiyesi N ile yer degistirdigi erken postmayotik germ hiicreleri olan yuvarlak

spermatidlerde baslatilir (Martianov ve ark, 2005). Uzayan spermatidlerde, testise 6zgii
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cesitler kiiciik bazik transisyon proteinlerle (TP’ler) ve onlar da son olarak PRM’lerle yer
degistirir (Balhorn ve ark, 2000). Bilinen 4 adet TP (TP 1-TP 2-TP 3 ve TP 4) ve 2 adet PRM
(PRM 1-PRM 2) vardir (Lanneau ve Loir, 1982; Meistrich ve ark, 1978; Balhorn, 2007). TP
ve PRM genleri premayotik germ hiicreleri olan pakiten spermatositlerde transkribe edilir ve
yuvarlak spermatidlerde kullanima hazir hale geldiginde translasyona ugrar (Balhorn, 2007).

TP1 6.2-kDa, yiiksek 6l¢iide bazik (%20 kadar1 arjinin ve lizin) bir proteindir (Kistler
ve ark., 1975, Kleene ve ark., 1988). TP2 ise 13-kDa, bazik (%10 arjinin ve lizin) bir
proteindir (Grimes ve ark., 1977, Kleene ve Flynn, 1987). Bu iki proteinin tek benzerlikleri
yiiksek bazikligi, ekzon-intron genomik paternleri (Schliiter ve ark., 1996), ve gelisimsel
ekspresyonlaridir.

Araci niikleer proteinler (TP’ler) yalnizca uzayan ve yogunlagsmakta olan spermatid
cekirdeklerinde konumlanir (Meistrich, 1989). Bu proteinler ilk olarak 10-11. step
spermatidlerde tespit edilmistir (Alfonso ve Kistler, 1993; Heidaran ve ark., 1988). En yiiksek
seviyelerine TP2’den 2,5 kat fazla olan TP1 seviyeleriyle 12-13. steplerde ulasirlar (Yu ve
ark., 2000). Step 15’in erken evresinden sonra tespit edilmezler (Alfonso ve Kistler, 1993;
Heidaran ve ark., 1988) (Sekil 13, 14).

Histones X
Somatic & Testis IS S | .4
Nuclear fossasess —P2
Proteins 3 . TP4 :
Present . Pre P2
. Protamine 1(P1) e
Nuglear Sonication Sensitive ap Sonication Resistant .
Sl;blllty Round spermatids Elongating | Condensing Condensed spermatids
L]
Morphology
Steps ::H : 5 ;a; 7 t 3 9: i 12 1.\+u; 15 t 16 y Y Ak n; 19
< 9.2 Pg—2 =P ¢—3.1—p<¢ 7.4 >
D’ays . 13 L) 1] . L) 1 L}
Chrﬂiﬂ o o .
Oveanization Nucle'osoma. > << Fibrous
<¢—— Active > < Inactive

Transcriptional Activity

Sekil 13: Memeli spermiyogenezinin evrelerinin sematik gosterimi. Morfolojik degisiklikler
ve histon tipleri spermiyogenezin farkli evrelerinde agiklanmaktadir. 12-15 stepler arasinda
bulunan aralik transisyon proteinlerinin histonlarin yerini aldigini belirtmektedir (Pradeepa ve
Rao, 2007).
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Sekil 14: Limene dokiilmeden hemen once yogunlasmis spermatide gelisen yuvarlak
spermatidlerde histonlarin transisyon proteinleri ve protaminlerle degisimini gdsteren
diyagram (Sharma ve Agarwal, 2011).

TP’lerin bazi olast rolleri asagidaki sekilde siralanabilir.

e TPl niikleozomlar1 destabilize edip DNA’ya baglanmasini Oneleyebilir; bu
ozelliklerin her ikisi de histonlarin degisimine katki saglar (Baskaran ve Rao, 1990;
Levesque ve ark, 1998).

e TP2’nin ¢inko uglart segici olarak CpG bdlgesine baglanir ve RNA sentezinin genel
ekspresyonu i¢in sorumlu olabilir (Kundu ve Ras, 1996).

e TP’ler hem DNA zincir kirilmalarinda gruplagsma faktorii olarak rol oynayabilir, hem
de TP1 zincir kirilmalarina onarici olarak katilabilir (Boissonneault, 2002; Caron ve
ark, 2001)

e TP2 daha etkili olmasina karsin, hem TP1 hem de TP2 DNA’y1 yogunlastirabilir
(Baskaran ve Rao, 1990; Levesque ve ark, 1998; Brewer ve ark, 2002). TP2 sperm
cekirdeginin sekillenmesinde, histon degisiminde, kromatin kondensasyonuna giriste,

protaminlerin DNA’ya baglanmasinda veya fertilitede kritik bir faktor degildir, fakat
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PRM2’nin normal siirecini gerceklestirmesinde ve sonu¢ olarak kromatin

kondensasyonunu tamamlamasinda zorunludur (Zhao ve ark, 2001).

2.3.1.1.3. Spermatozoonda protaminler tarafindan DNA paketlenmesinin 6nemi

DNA kondensasyonu birka¢ maddeyle asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

e Daha siki ve hidrodinamik bir niikleus olusturmak icin erkek genomunun

yogunlagmasini saglar.

e Genetik bilgiyi niikleazlardan, mutajenlerden, ROT (Reaktif oksijen tiirevleri)

hasarindan veya diger faktorlerden korur.

e Spermiyogenez sirasinda epigenetik modifikasyonu saglar.

e Oositteki imprintleme kodunu resetlemeye yardim etmek igin transkripsiyon

faktorleri ve proteinleri kaldirir.

Sonug¢ olarak bir ¢ok c¢alismada; Prm2’ye sahip olmayan erkeklerle siddetli kisirlik
arasinda bir baglanti oldugu (de Yebra ve ark,1998; Carrell ve Liu, 2001); Prm1/Prm2
oranlarinin azalmasi ya da artmasinin; ireme kabiliyetinde diisiise sebep oldugu (de Yebra ve
ark,1993; Carrell ve Liu, 2001; Aoki ve ark, 2006; Oliva, 2006); azalmis Prm1/Prm2 oraninin,
Prm2 proteininin diisiik miktarinin ¢ogu kez sonucu oldugu (Carrell ve Liu, 2001; de Yebra
ve ark, 1998; Aoki ve ark, 2005); insan sperm protamin disregiilasyonunun, diisiik semen
kalitesi parametreleri, diisiik sperm islevi, bozulmus DNA biitiinliigiiyle iliskili oldugu (de
Yebra ve ark, 1998; Balhorn ve ark, 1999; Carrell ve Liu, 2001; Aoki ve ark, 2005) ve
normal Prm1/Prm2 oranina sahip hastalarla karsilastirildiginda, diisiik ya da yiiksek orana
sahip olanlarda sperm konsantrasyonunun, hareket yeteneginin, morfolojisinin 6nemli

derecede diisiis gosterdigi (Aoki ve ark, 2005) bulunmustur.

2.4. Hiicre Oliimii; Nekroz ve Apoptosis

Zedelenme hiicre goriiniimiinde degisiklik olusturmadan ¢ok once hiicre islevlerinde
kayip meydana gelir. Hiicre gériiniimiinde olusan degisiklikler ancak bir siire sonra fark edilir.
Uyaranlar hiicrenin uyum kapasitesini astiginda geri doniissiiz zedelenme ortaya ¢ikar ve
hiicre 6liimiine neden olur. Hiicre 6liimiiniin dnemli bir gostergesi, hiicre igindeki enzim ve
proteinlerin anormal sekilde gegirgenlesen hiicre zarindan kan dolasimina sizmasidir. Geri

doniissiiz  zedelenme sonucunda kalp kasit hiicrelerinden kreatin kinaz enziminin;
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hepatositlerden transaminaz enzimlerinin ve karacigerde safra yollar1 epitelinden de alkalen
fosfataz enziminin dolagima gegen miktarlar1 artar ve bu organlarin hastaliklar1 hakkinda bilgi
sahibi olmamiz1 saglar. Hiicre 6liimiiniin iki temel bi¢imi nekroz ve apoptozdur (Ozdamar ve
ark, 2011).

Nekroz hiicre 6liimiiniin; membran biitiinliigliniin bozulmas1 ve hiicre igeriginin disari
sizmasi sonucu hiicrelerin pargalanmasi ile iliskili tipi olup; biiyiik dl¢lide enzimlerin 6limciil
derecede hasar gormiis hiicre lizerindeki yikici etkileri sonucu gergeklesir. Disariya sizan
hiicre igerigi ¢ogu zaman, inflamasyon adi verilen, lokal konak reaksiyonuna yol agar. Bu
reaksiyonun amaci, 6lii hiicreleri ortadan kaldirmak ve sonraki onarim siirecini baglatmaktir.
Hiicrenin sindirilmesinden sorumlu enzimler, 6lmekte olan hiicrenin bizzat kendisine ait
lizozomlardan ve 6lii hiicrelere karsi gelisen inflamatuar reaksiyonun bir pargasi olarak
bolgede toplanan 16kositlerin lizozomlarmdan kaynaklanabilir. Nekroz, zedelenmis hiicrelerin
sitoplazmasindaki ve ¢ekirdegindeki degisikliklerle karakterizedir

» Sitoplazma degisiklikleri: Nekroza ugrayan hiicrelerde eozinofili artisi
(hematoksilen-eozin [H&E] boyasinda E harfiyle temsil edilen eozin boyasiyla pembe renge
boyanma 06zelliginin artmasi) goriiliir. Bu artis kismen, eozinin denatiire plazma proteinlerine
baglanmasiyla, kismen de sitoplazmadaki normal olarak riboniikleik asit (RNA) tarafindan
saglanan bazofilinin (“ H&E” kisaltmasinda H harfiyle temsil edilen, hematoksilen boyasiyla
mavi renkte boyanma 0zelligi) azalmasi ile agiklanabilir. Nekroza ugrayan hiicre canli
hiicrelerle karsilastirildiginda, 6zellikle glikojen partikiillerinin kaybolmus olmasi sonucu
daha camsi, homojen bir goriiniime sahiptir. Miyelin figiirleri nekroza ugrayan hiicrelerde,
geri doniiglii hasara ugramis hiicrelerde oldugundan daha belirgindir. Organelleri enzimler
tarafindan sindirilen sitoplazma vakuollii ve "giive yenigi" goriinimiindedir. Nekrotik
hiicreler elektron mikroskopisinde; plazma ve organel membranlarindaki kesintilerle,
mitokondrilerde biiyiik, sekilsiz (amorf) dansitelerin ortaya ¢ikmasiyla ve belirgin
geniglemeyle, lizozomlarin par¢alanmasi ve intrasitoplazmik miyelin figiirleriyle
karakterizedir.

e Hiicre cekirdegindeki degisiklikler: Tiimii DNA ve kromatin yikimi nedeniyle
gerceklesen ii¢ sonuctan biri seklindedir: deoksiriboniikleaz (DNAz) aktivitesi sonucu
kromatin bazofilisi soluklasabilir (karyoliz); g¢ekirdek, DNA'nin biiziilmiis, solid bir kitle
halini almasiyla biiziilebilir ve artmis bir bazofili sergileyebilir (piknoz); ya da piknotik
cekirdek, parcalanir (karyoreksis) (Sekil 8). Olen hiicrenin cekirdegi, 1-2 giin igerisinde
tamamen ortadan kaybolabilir. Elektron mikroskobunda, ¢ekirdegin pargalanmasiyla
sonuglanan, agir ¢cekirdek degisiklikleri goriiliir.
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e Nekrotik hiicrelerin akibeti: Nekrotik hiicreler, bir stire daha yerlerinde kalabilirler
ya da enzimler tarafindan sindirilerek tamamen kaybolabilirler. Olii hiicreler miyelin
figiirlerine dontisiirler. Bunlar ya diger hiicreler tarafindan fagosite edilirler ya da yag
asitlerine parcalanirlar. Bu yag asitlerinin kalsiyum tuzlarina baglanmasi, 6lii hiicrelerin
sonunda kalsifiye olmasi ile sonuglanabilir (Kumar ve ark, 2013).

Apoptozis programli hiicre 6liimiidiir ve viicutta siki denetim altindadir. Bu programin
islevi, konaga miimkiin oldugunca zarar vermeden istenmeyen hiicrelerin segici olarak yok
edilmesidir. Hiicrenin yapisi degisir, hiicre zar1 saglam kalir ve fagositoz icin belirgin bir
hedef haline gelir. Apoptotik hiicrenin igerigi ¢evreye sizmadan hizla ortadan kaldirilir. Bu
yiizden konakta iltihabi bir yanit gelismez. Apoptozis hiicrelerin enzimatik olarak sindirildigi,
iltihabi yanitin gelistigi ve membran biitiinliiglinde bozulmanin gergeklestigi nekrozdan
farklidir (Sekil 15). Apoptozis ve nekroz bazen ayni anda gergeklesebilir. Apoptozis
fizyolojik veya patolojik olabilir.

Fizyolojik apoptozis nedenleri:

* Embriyogenez sirasinda programli hiicre yikimi

» Erigkinlerde endometrium, prostat gibi dokularin hormona bagimli olarak kii¢iilmesi

* Hiicre sayisini sabit tutmak i¢in hiicre azaltilmasi

« Islevini yerine getiren hiicrelerin Sliimii

* Potansiyel olarak zararli lenfositlerin ortadan kaldirilmasi

 Viriisle infekte veya neoplastik hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin sitotoksik T
hiicrelerince uyarilan hiicre 6limii

Patolojik apoptozis nedenleri: Cesitli zedeleyici uyaranlar tarafindan meydana
getirilir. DNA onarim mekanizmalar1 zedelenme ile bag edemezse, hiicre malign (habis)
doniisiime neden olabilecek genetik degisim riskini engellemek igin apoptozis ile intihar eder.
Hepatit gibi baz1 viral infeksiyonlarda goriilen hiicre oliimii, pankreasta pankreas kanali
tikaniklig1 sonrasi gelisen patolojik atrofi ve tiimdrlerde gozlenen hiicre 6liimii buna drnek
verilebilir. Apoptozis hiicre biiziismesi, kromatin yogunlasmasi ve parg¢alanmasi, hiicresel
baloncuklagsma, apoptotik cisimciklere parcalanma ve apoptotik cisimciklerin ¢evredeki
saglikli hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilmesini kapsar. iltihap izlenmez
(Ozdamar ve ark, 2011).
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Sekil 15: Nekroz (solda) ve apoptozisin hiicresel 6zellikleri (Kumar ve ark, 2013)

2.5.Sisplatin

Platin bilesikleri, diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak organik platin tiirevli
genis spektrumlu ilaglardir. Bu gruptaki ilaglardan tedaviye ilk giren sisplatindir. Sisplatin
birgok solid tiimdriin tedavisinde siklikla kullanilan platin bilesigi bir kemoterapotik ajandir.
[lk defa 1970 yilinda Escherichia coli’nin biiyiime inhibitdrii olarak kesfedilmistir.
Aragtiricilar platin elektrotlar1 lizerinde elektrik potansiyeli olusturuldugu zaman alanda
tireme olmadigimi ve bunun flizerine sisplatinin hiicre bdliinmesini inhibe ettigini fark
etmislerdir. Daha sonraki yillarda anti kanser etkisi fark edilerek testis, over, serviks, bas ve
boyun, kii¢iik hiicreli dis1 akciger ve lenfoma tedavisinde kullanilmaya baglanmstir.
Sisplatinin molekiiler yapis1 incelendiginde iki klorid iyonu ve iki amin grubunun tetravalent
platinyjum atomu ile cis konfligurasyonu seklinde baglandigi belirtilmistir (Sekil 16)
(Rosenberg B,1985).
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Sekil 16: Sisplatinin molekiiler yapisi

Sisplatinin dokulara ve plazma proteinlerine %90 oraninda baglanmasi ve kismen geri
doniistimsiiz olarak DNA ile etkilesmesinden dolay1 sitotoksiktir. Karashawa ve Steyger’e
gore (2015) sisplatin toksisitesine katilan anahtar mekanizmalar dokuda oksidatif stres,
inflamasyon ve apopitoza neden olur. Uygulamadan 4 ay sonra bile dokuda platin
saptanabilir. Diger alkilleyici antineoplastik ilaglarda oldugu gibi, sisplatin de DNA hasarina
ve hiicre biliylimesinin yavaslamasina neden olur; ve bu hasar1 proksimal renal tiibiiller
tizerindeki etkisi ile gosterir. (Chen ve ark,2013; Howland ve Mycek, 2009).

Kuhlmann ve ark.’nin 1997 yilindaki ¢alismasinda sisplatinin primer ve sekonder
etkilerinin oldugu belirtilmistir. Sisplatin niikleolar hasar ve ribozomal bozukluga yol agarak
protein sentezi inhibisyonuna neden olarak ayrica sitoplazma ve mitokondride glutatyon
(GSH) ve protein-SH bozulmasina neden olarak primer etkisini gosterir. Sekonder etkisini ise,
tastyic1 proteinlerin inaktivasyonu, lipid peroksidasyonuna; Na®, K*, -ATPaz inhibisyonu,
Ca"™" almminda azalma, ATP bozulmasi, membran potansiyeli kaybina yol acarak
mitokondriyal hasar {izerinden gosterir.

Sisplatin DNA ile zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturarak etkilesir (Sekil
17). Bu ¢apraz baglar DNA’nin ¢ogalmasini ve RNA’nin sentezini engelledigi i¢in sitotoksik
etkiden sorumludur. Sisplatin’in baglandigi DNA, tekrar replike olamadig1 i¢in ortaya ¢ikan
DNA hasar1 apoptozu uyarir. Bu hasar onarilamayacak boyutta oldugunda, hiicre tarafindan

tolere edilemez ve hiicrenin 6liimiine neden olur (Kanter ve ark,2007).
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Sekil 17: Sisplatin ile olusan DNA etkilesim formlari. Sisplatin intravendz yolla verilerek kan
dolagimina ge¢mekte, ancak klor konsantrasyonunun yiiksek (=<100mM) olmasi nedeniyle
degisiklige ugramamaktadir. Hiicre i¢ine girdiginde burada klor konsantrasyonu diistiigii igin
(=4mM), klor iyonlarin1 kaybederek 2 adet su molekiilii almakta ve +2 yiik kazanmaktadir.
Bu sekilde hiicre i¢i makromolekiiller; protein, RNA ve DNA ile baglanabilir duruma
gelmektedir. Sisplatinin bir su molekiiliinii kaybederek DNA’ya baglanmasi ile tekli bag
formlar1 meydana gelmekte ancak bunlarin %901 tekrar reaksiyona girerek ¢apraz baglari
olusturmaktadirlar (Bozok Cetintas&Eroglu, 2013).

Sisplatinin neden oldugu sitotoksisiteden en fazla hiicre dongiisiiniin G1 ve S
evresinde olan hiicreler etkilenir. Sisplatin proteinlere ve tiyol grubu iceren diger organellere
baglanabilir (Howland ve Mycek, 2009). Sisplatin nefrotoksisitesinde olusan tiibiiler hiicresel
hasar uzun yillar aragtirmalara konu olmustur. Hiicresel toksisitede inflamasyon, oksidatif
hasar ve apoptoz sorumlu tutulmustur.

Reaktif oksijen tlirevleri (ROT) hiicreler arasi haberlesmede ikincil haberciler olarak
rol oynar ve normal hiicrelerde bir¢cok biyolojik siire¢ i¢in gereklidir. Fizyolojik kosullar
altinda ROT, ROT ireticileri tarafindan surekli turetilir ve ROT temizleme sistemleri
tarafindan redoks homeostazisini saglamak icin bertaraf edilir. Hiicreler; farklilasma ve
proliferasyon gibi hiicresel siire¢leri desteklemek, metabolik ve immiin stres adaptasyonuna
izin vermek i¢in ideal olan redoks dengesini saglamay1 hedefler. Endojen ve ekzojen sebepleri
olan redoks dengesinin degisimi; hiicresel hasar veren oksidatif strese ve hiicre
haberlesmesinin bozulmasiyla sonuglanan hem ROT seviyelerinde hem de iiretim oraninda
artisa neden olur. ROT’un azalmasi ise hiicresel haberlesmede sikintiya ve bu yiizden hiicre

homeostazisinin bozulmasina sebep olur. Genellikle kanser hiicre metabolizmasindaki
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degisiminin sonucu olan redoks dengesizligi, oksidatif stres ve bu stresi dengelemek igin
anormal antioksidan seviyeleri birgok kanserin karakteristik 6zelligidir (Cairns ve ark, 2011,
Glasaur ve ark, 2014). ROT’un kanserdeki rolii ¢ift taraflidir. ROT kanserin baslamasina,
devam etmesine, aktivasyon boyunca yayilmasina dahil olurken; ayni zamanda hiicresel
proliferasyon, canlilik, anjiyogenez ve metastazi diizenleyen sinyal yolaklarmin olugsmasina
sebep olabilir. (Weinberg ve ark, 2010; Wallace, 2012; Weinberg ve ark, 2009). ROT tiimor
olusumuna yol agan hiicre sinyal olaylarina katildiginda, onkojen rolii iistlenir. Diger taraftan,
kanser hiicrelerindeki ROT’un fazlaligi hiicre 6liimii sinyalini, yasliligi ve hiicre arrestini

uyarabilir (Ichijo ve ark, 1997; Moon ve ark, 2010).

2.5.1. Sisplatinin testislere etkisi

Insanlarda kanser tedavisi sirasinda karsilasilan baslica yan etkiler azoospermi ve
testikiiler atrofidir. Hayvan modellerinde sisplatinin spermatogenezde uzun siireli hasarlara
yol actig1, leydig hiicrelerini inhibe ederek testosteron salgisini bozdugu, akut veya kronik
kemoteropi maruziyetinin germ hiicrelerinde apoptoza neden oldugu bildirilmistir (Ahmed ve
ark, 2011). Sisplatin uygulamasi ile testislerde Bax artarken, BCL2 azalmistir. Spermatogenez
diger kemoterapotik ilaglara nazaran sisplatine daha duyarhdir. Sisplatin, testikiiler
antioksidan seviyesini azaltarak lipid peroksidasyonu indiikler (Ahmed ve ark, 2011; Turk ve
ark, 2011). Testislerde histopatolojik olarak, seminifer tiibiil sayisinda azalma, tiibiillerde
atrofi, dejenerasyon, spermatogonyumlarda vakuolizasyon, germ hiicre sayisinda azalma ve
seminifer tiibiil epitelinde incelme, Johnsen’s testis skorlamasinda azalma goriiliir (Turk ve
ark, 2011).

Yapilan c¢aligmalarda, sisplatin uygulanan grup kontrol ile karsilastirildiginda testis
dokusunda lipit peroksidasyonu artmis, antioksidan tedavi olan grupta ise lipit
peroksidasyonu azalmistir. Sisplatin ile indiiklenen hayvanlarin testislerinde O, ve
malondialdehit (MDA) artarken, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve GSH
seviyeleri ve testikiiler agirlik, plazma testosteron seviyeleri azalmistir (Ilbey ve ark, 2009;

Narayana ve ark, 2012; Marcon ve ark, 2011; Boekelheide, 2005).
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2.6. Kurkumin

Asya iilkelerinde yaygin olarak kullanilan bir baharatin bilesiminde bulunan ve
zerdegal (Curcuma longa) bitkisinden izole edilen sar1 renkli bir bilesiktir. Ayurveda tibbinda
zerdecal; dahili olarak midevi, tonik, kan temizleyici ve harici olarak cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilir (Jayaprakasha ve ark, 2005). Gelencksel Hint Tibbinda ise tozundan
safra hastaliklariin tedavisinde, anoreksi, grip, soguk alginligi, diyabetik yaralar, hepatik
rahatsizliklar, romatizma ve siniizitte yararlanildigi kayithdir (Ammon ve ark, 1992).
Bununla birlikte Amerikan Gida ve Ilag Dairesi [Food and Administration (FDA)], kurkumini
“genellikle giivenli kabul edilir” (generally recognized as safe) listesinde yayimlamistir ve su
anda bir¢ok iilkede gida takviyesi olarak kullanilmaktadir (Goel ve ark, 2008; Gupta ve ark,
2013). Yaklasik son 50 yilda yapilan detayli arastirmalar1 Ozetleyen bir c¢alismada,
kurkuminin kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein [low density lipoprotein (LDL)]
diizeyini diistirdiigli, platelet agregasyonunu ve miyokard infarktiisiinii engelledigi, Tip 2
diyabet, romatoid artrit, multipl skleroz ve Alzheimer ile iliskili semptomlar1 azalttigi, HIV
replikasyonunu inhibe ettigi, karaciger ve akciger toksisitesini onledigi, safra salgilamasini
artirdigi, katarakt olusumuna karsi koruyucu, ayrica kanserin énlenmesi ve tedavisinde etkin
rolii oldugu belirtilmistir (Aggarwal ve ark, 2003; Pari ve ark, 2008).

Geleneksel kullanimlarindan yola ¢ikilarak ugucu yagin kimyasal icerigi, kurkuminoitlerin
izolasyonu, tanimlanmasi1 ve c¢esitli biyolojik aktiviteleri hakkinda bir¢ok arastirma
yaptlmistir. Antienflamatuvar o6zelliklerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte 1970°11 yillarda
zerdegal tlizerindeki ilgi artmaya baslamistir. Antiseptik, koku ve tat diizeltici olarak bilinen
zerdegalin klinik testlerle antibakteriyel etkileri kanitlanmig, bdylece gida ve kozmetik
alaninin disinda da kullanimi artmistir (Ammon ve ark, 1992; Govindarajan, 1980; Khanna,
1999; Srimal, 1997). Curcuma longa’nin sagliktaki onemi, icerigindeki fenolik yapilarn
antioksidan ozelliklerinin anlagilmasi ile 6nemli Olgiide degismistir. Lipit peroksidasyonu
enflamasyon, kalp hastaliklar1 ve kanserde onemli rolii bulunan bir faktérdiir. Curcuma
longa’nin; siiperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri
muhafaza ederek lipit peroksidasyonunu diigiirebildigi gézlenmistir. Curcuma longa’dan izole
edilen maddeler, ortamdaki linoleik asite karsi bir model sistemde ve beyindeki lipitlerin in
vitro peroksidasyonu ile ilgili yapilan c¢alismalarda gii¢lii antioksidan aktivite gostermistir
(Jitoe ve ark, 1992; Masuda ve ark, 1992; Sharma, 1976; Toda ve ark, 1985). Kurkumin
ayrica lipit peroksidasyonunu tetikleyen siiperoksit anyonu, hidroksil radikali gibi serbest

oksijen radikallerini ve nitrojen dioksit radikallerini siipiiriicii etki gostermistir (Reddy ve ark,
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1992; Sreejayan ve ark, 1994; Unnikrishnan ve ark, 1992). Kurkuminin, yara tedavisinde ve
artritte antibakteriyal ve antienflamatuvar olarak, safra salgisini kontrol ederek yaglarin
hazmedilmesine yardimci, kolesterol diisiiriicii 6zelligi ile kalp krizlerinde 6nleyici, karaciger
koruyucu, lenfomatik tiimor hiicrelerinin biiylimesini 6nleyici ve timdr gelisimini durdurucu
ozellikleri nedeniyle kullanildig1 bilinmektedir. Son zamanlarda antikanserojen ve
antimutajenik ozellikleri ile ilgili bilimsel ¢alismalar artarak devam etmektedir (Jayaprakasha
ve ark, 2006; Kunnumakkara ve ark, 2007; Sandur ve ark, 2007; Sarvalkar ve ark, 2011).
Rizomlardan, tiiketme islemleri sonucu kurkuminoitler adi verilen fenilpropan yapisindaki
maddeler izole edilmistir. Kurkuminoitler ve ana madde kurkumin iizerinde yapilan calisma
sayist son yillarda giderek artmaktadir. Etkileri iizerinde yapilan ¢aligmalar agsagidaki sekilde
gruplandirilabilir:

e Antiviral, antibakteriyal, antifungal aktivite

e Antienflamatuvar aktivite

e Antioksidan aktivite

e Antiartrit aktivite

e Alzheimer tedavisi

e Antidiyabetik aktivite

e Antiallerjik aktivite

e Antikanser aktivite (kolon, akciger, gogiis, prostat, cilt kanseri)

Yapilan literatiir incelemelerinin sonucunda kurkumin ve sisplatinin spermatogenetik seri
hiicreleri iizerine etkilerini inceleyen smirli sayida ¢alisma mevcutken (Ilbey ve ark, 2009;
Mercantepe ve ark, 2018); DNA paketlenmesi ve hiicre apoptozisi iizerine etkilerini inceleyen
calismaya rastlanamamistir. Sunulan calismada, sisplatinin spermatogenetik seri hiicreleri
tizerinde meydana getirdigi degisikliklerin histokimyasal, immiinohistokimyasal, TUNEL ve
ultrastriiktiire] yontemlerle incelenmesi, ayrica oral olarak verilen kurkuminin bu hiicreler

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Protokolii

Deneylerimiz Bogazigi Universitesi Kurumsal Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun (BUHADYEK) 22.02.2016/1 tarih ve kodlu toplantisinda alman onay
dogrultusunda Bogazi¢i Universitesi Yasam Bilimleri ve Teknolojileri Uygulama ve

Aragtirma Merkezi Deneysel Hayvan Uretim ve Bakim Biriminde (Vivarium) gergeklestirildi.

Calismamizda Sprague Dawley soyuna ait ortalama agirliklar1 250-300 gr olan 8-10
haftalik erkek si¢anlar kullanildi. Kontrol, sisplatin, kurkumin ve kurkumin-+sisplatin olmak
tizere dort grup olusturuldu. Her grup ti¢ alt gruba ayrilarak toplam 12 alt grup elde edildi.
Her alt grupta 3 adet olmak iizere toplam 36 sigan ¢alismada kullanild1 (Tablo 1).

Kontrol grubundaki ilk alt gruba yalnizca deneyin ilk giinii 14 ml/kg serum fizyolojik
intraperitoneal (IP) yolla (Resim 1) verildi. Diger alt gruba 15 giin boyunca gavaj yoluyla
(Resim 2) 2’ser ml/gilin musir yagi verildi. Son alt gruba ise ilk giin 14 ml/kg serum fizyolojik
ip yolla verildikten sonra 15 giin boyunca 6 ml/kg/glin misir yagi gavaj yoluyla verildi.
Kontrol gurubundaki siganlar 16. giinde CO, gazi ile 6tenazi (Resim 3) edilerek testis
dokulari alindi (Resim 4).

SIS grubundaki siganlara ise yalnizca deneyin ilk giinii tek doz 7 mg/kg sisplatin (50
mg etken madde igeren 100 ml’lik hazir soliisyondan 14 ml/kg; KOCAK Barkod no:
8699828770077) IP yolla verildi (Atessahin ve ark, 2006; Tiirk ve ark, 2008). SIS grubundaki

alt gruplar sirasiyla 6, 11, ve 16. giinlerde CO; gazi ile 6tenazi edilerek testis dokulart alindi.

KMN grubundaki siganlara deney grubuna gore 5, 10, 15 giin boyunca 200 mg/kg
KMN (Curcumin Sigma C1386) 6 ml/kg/giin misir yaginda ¢ozdiiriilerek gavaj yoluyla
verildi (Chuang ve ark, 2000; Bayrak ve ark, 2008) ve sirasiyla 6, 11, ve 16. giinlerde CO;

gazi ile 6tenazi edilip testis dokular1 alindu.

SIS+tKMN grubundaki sicanlara deneyin ilk giinii tek doz 7 mg/kg SIS IP yolla
uygulandiktan sonra deney grubuna gore 5, 10, 15 giin boyunca 200 mg/kg kurkumin 6

ml/kg/giin misir yaginda ¢6zdiiriilerek gavaj yoluyla verildi. Bu gruptaki siganlar sirasiyla 6,
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11 ve 16. giinlerde diger gruplarda oldugu gibi CO; gaz1 ile 6tenazi edilip testis dokulari
alind1 (Tablo 1).

Resim 2: Bir si¢ana gavaj uygulamasi.
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Resim 3: CO; gazi ile 6tenazi uygulamasi.

Resim 4: Sakrifiye edilen siganlardan testis dokularinin alinmasi.
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Tablo 1: Deney Protokolii

Sican
Gruplar Yontem Deney Siiresi
Sayisi
Kontrol-Serum Tek doz 14 ml/kg serum fizyolojik L
. B 3 o . 16. giinde hayvanlar sakrifiye edildi.
fizyolojik deneyin ilk giinii ip olarak uygulandi.
Kontrol-Misir 3 Deney siiresince 6 ml/kg/giin misir yagt  Deney 15 giin uygulandi. 16. giinde hayvanlar sakrifiye
Yag gavaj yoluyla yedirildi. edildi.
Deneyin ilk giinii 14 ml/kg serum
Kontrol-Serum ] Y o & £
fizyolojik ip yolla uygulandiktan sonra  Deney 15 giin uygulandi. 16. giinde hayvanlar sakrifiye
fizyolojik-+misir 3 . o
5 deney siiresince 6 ml/kg/giin misir yagi  edildi.
ag1
yag gavaj yoluyla yedirildi.
3 6. giinde hayvanlar sakrifiye edildi.
Sisplatin (SiS) 3 Tek doz 7 mg/kg SIS (hazir soliisyondan 11. giinde hayvanlar sakrifiye edildi.
grubu 14 ml/kg) ip yolla uygulandi.
3 16. giinde hayvanlar sakrifiye edildi.
3 Deney 5 giin boyunca uygulandi. 6. giinde hayvanlar
sakrifiye edildi.
A 200 mg/kg KMN 6 ml/kg/giin misir yag:
Kurkumin o .g/ & ggu yoe Deney 10 giin boyunca uygulandi. 11. giinde hayvanlar
3 igerisinde ¢oziiliip, gavaj yoluyla deney . o
(KMN) grubu o sakrifiye edildi.
boyunca yedirildi.
3 Deney 15 giin boyunca uygulandi. 16. giinde hayvanlar
sakrifiye edildi.
3 Gavaj 5 giin boyunca uygulandi. 6. giinde hayvanlar
sakrifiye edildi.
. Tek doz 7 mg/kg SIS ip yolla -
SIS+KMN Gavaj 10 giin boyunca uygulandi. 11. giinde hayvanlar
3 uygulanadiktan sonra 200 mg/kg KMN - o
grubu . ~ sakrifiye edildi.
gavaj yoluyla deney boyunca yedirildi.
3 Gavaj 15 giin boyunca uygulandi. 16. giinde hayvanlar

sakrifiye edildi.
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3.3. Isik Mikroskobik inceleme

3.3.1.Histometrik degisimler

Gruplar i¢in seminifer tubulus ¢aplarin1 6l¢gmek i¢in her hayvandan rasgele secilen 10
adet yuvarlak veya yuvarlaga yakin tubuluslardan 2 adet 6l¢iim yapilarak ortalamasi alindi.
(Songur A ve ark, 2016). Olgiimler goriintii Olympus BX43F arastirma mikroskobu ve
CellSens Entry Goriintii Analiz Programi yardimiyla interaktif olarak gergeklestirildi.

3.3.2. Histokimyasal Inceleme

Sicanlardan alinan sol testis dokusu 151k mikroskobu takibi i¢in Bouin soliisyonunda
24 saat tespit edildi ve doku takip cihaz1 kullanilarak rutin doku takip asamalarindan sonra
parafine gomiildi. Alman Spm kalinhiginda kesitler bir gece 37°C etiivde bekletilip
hematoksilen-eosin (H&E) boyamasi yapilarak histolojik olarak degerlendirildi.

Spermatogenez histopatolojik olarak Johnsen ortalama testikiiler biyopsi puani
(MTBS) kriterleri kullanilarak degerlendirildi (Johnsen, 1970; Aktas C ve ark, 2012) Her

hayvana ait 3 preparata bu kriterlere gore 0-10 puan verildi.

Tablo 2: Johnsen kriterleri

Johnsen skoru Ozellik

1 puan Tiibiillerde germ hiicresi veya Sertoli hiicresi
bulunmaz.

2 puan Tiibiillerde germ hiicresi bulunmaz.

3 puan Tiibiillerde yalnizca spermatogonia bulunur.

4 puan Tiibiillerde birkag spermatosit bulunur.

5 puan Tibiillerde spermatosit bulunur; fakat spermatozoa

veya spermatid bulunmaz.

6 puan Tibiillerde birka¢ uzayan spermatid bulunur.

Spermatid farklilasmasinda sorun vardir.

7 puan Tiibiillerde birgok uzayan spermatid bulunur; uzamis

spermatid bulunmaz.

8 puan Tiibiillerde sadece birkag spermatozoa bulunur.

9 puan Tiibiillerde bir¢ok spermatozoa bulunur; fakat tiibtiler

epitel diizenli degildir.

10 puan Tibiillerde spermatogenezin tiim asamalar1 goriiliir.
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3.3.2. Immiinohistokimyasal inceleme

Spermatogenez siirecinde DNA paketlenmesi sirasinda histon-protamin proteinleri
arasinda araci protein olan transition protein-1 (TP1) proteinini immiiohistokimyasal olarak
isaretlemek i¢in rabbit TNP1/TP1 poliklonal primer antikoru (LifeSpan Biosciences LS-
B11624) antikoru kullanildi. Bu amagla her sigana ait sag testis immunohistokimyasal
inceleme i¢in %10’luk noétral tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde tespit edilerek doku takip
cihazi kullanilarak rutin doku takip asamalarindan sonra parafine gomiildii. Her hayvana ait
bloktan Poly-I-lysin kapli lamlara 5 um kalinliginda ikiser adet kesit alindi. Gece boyu 37°C
etiivde bekletilen kesitlerin deparafinizasyon ve dehidratasyonu (3 kez 5’er dakika Ksilol, 2
kez 3’er dakika absolii alkol, 3 dakika %96 alkol, 3 dakika %80 alkol, 3 dakika %70 etanol,
distile su) yapildiktan sonra kesitler kaynayan antigen retriavalda (0,1 M tri-sodyum sitrat
dihidrat) 5 dakika kaynatildiktan sonra sogumaya birakildi. Fosfat tamponu (PBS) ile 2
dakika yikanan kesitler %3’liik H,0; icerisinde 5 dk bekletildi. PBS ile 3 kez 5’er dk yikama
isleminden sonra kesitler bloklama serumu (Invitrogen, Blocking Solution Lot No:
1666262A) ile 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Negatif kontrol olan kesit hari¢ kesitlere
1/250 oraninda sulandirilmis primer antikor (LifeSpan Biosciences, LS-B11624) damlatilarak
slaytlar nemli kutuda +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin 3 kez 5’er dk PBS ile
yikanan slaytlara sekonder antikor (Invitrogen, Broad Spectrum Second Antibody Lot No:
1666262A) damlatilarak nemli kutu igerisinde 37°C etiivde 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra slaytlar tekrar 3 kez 5’er dk. PBS’le yikandi ve her kesite HRP
(Invitrogen, HRP-Streptavidin Lot No: 1666262A) damlatilarak 37°C etiivde 1 saat inkiibe
edildi. Slaytlar PBS’le yikandiktan sonra renklendirme islemi i¢in DAB damlatilarak 1 dakika
bekletilerek boyama islemi yapildi. Hematoksilen ile ¢ekirdek boyamasindan sonra kesitler
PBS ile yikandi. Hazir olan preparatlar yiikselen alkol serilerinde (%96, %100, %100) 3’er dk
bekletildi. 3 kez 5’er dk ksilolde bekletilerek entellan ile kapatilan kesitler incelemeye hazir
hale getirildi.

DNA paketlenmesinde histonlar ve protaminler arasinda araci protein olan Transition
Protein-1 (TNP-1) antikoru ile isaretlenen spermatidleri degerlendirmek icin, seminifer
tiibiillerde bu proteinin eksprese edildigi XII, XIII, ve XIV. evrelerdeki uzamis spermatidler
immunpozitif ve immunnegatif olarak sayildi. Bunun i¢in her hayvana ait preparatta 3’er adet
olmak tizere her grupta her evre i¢in 9 tubuldeki spermatidler sayildi. Sayilan spermatidlerin

yiizde degerleri alinarak istatistiksel olarak karsilastirildi.
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3.3.3. TUNEL Yontemi

Hiicrelerdeki apoptoz tayini i¢in galismamizda TUNEL Kiti (Merck Mlliopore, katolog
no: S7100) kullanildi. Her hayvana ait %10’luk nétral tamponlu formaldehitte tespit edilen
dokularin bloklarindan Poly-I-lysin kapli lamlara 5 um kalinliginda ikiser adet kesit alindu.
Gece boyu 37°C etiivde bekletilen kesitlerin deparafinizasyon ve dehidratasyonu (3 kez 5’er
dakika Ksilol, 2 kez 3’er dakika absoli alkol, 3 dakika %96 alkol, 3 dakika %80 alkol, 3
dakika %70 etanol, distile su) yapildiktan sonra kesitler 5 dk. PBS’te bekletildi. Nemli kutuda
oda 1si1sinda Proteinaz K uygulamasindan sonra kesitler distile suda yikanarak 20 dk. H,0O;
igerisinde bekletildi. 2 kez 5’er dk. PBS’te yikanan slaytlar 5 dk. dengeleme soliisyonunda
bekletildi ve sonrasinda TdT enzim uygulandi. Durdurma/yikama soliisyonunda hizlica
calkalanan preparatlar anti-dioksigenin peroksidaz (APK) konjugatinda nemli kutu igerisinde
30 dk. inkiibe edildi. Slaytlar 4 kez 2’ser dk. PBS’te yikandiktan sonra renklendirme islemi
icin DAB damlatilip mikroskop altinda takip edilerek boyama islemi yapildi. Hematoksilen
ile ¢ekirdek boyamasindan sonra kesitler ¢esme suyu ile yikandi. Hazir olan preparatlar
yiikselen alkol serilerinde (%96, %100, %100) 3’er dk bekletildi. 3 kez 5’er dk ksilolde

bekletilerek entellan ile kapatilan kesitler incelemeye hazir hale getirildi.

Gruplar i¢in Tubul Bagina Diisen Apoptotik Hiicre Sayis1 ve % TUNEL Pozitif Tubul
Orani belirlendi. Preparatlar 1s1k mikroskobunda (Olympus CX21) x40’lik objektif altinda
incelendi. Kahverengi presipitasyonun goriilmesi, reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi. Her
hayvan i¢in 100 adet tubulde goriilen apoptotik hiicreler sayilarak, apoptotik hiicre sayisi
hesaplandi. Ayrica her hayvan i¢in sayilan 100 adet tubulde en az bir adet apoptotik hiicre
iceren tiibiil sayis1 belirlenerek % TUNEL pozitif oran1 hesaplanda.

3.4. Elektron Mikroskopik inceleme

Calismamizin elektron mikroskopik doku takibi ve incelemesi Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Kontrol
grubu ve 15 giinliik deney gruplarindan birer sicandan alinan sol testis dokularinin yarisi
elektron mikroskobu incelemesi i¢in kakodilat tamponlu %2.5’luk glutaraldehit soliisyonunda
1 giin bekletildi. Elektron mikroskopik doku takibi Leica marka EM TP model doku takip

cthazinda gergeklestirildi. Leica marka EM UC7 model ultramikrotom cihazinda 70 nm’lik
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kesitler grid ad1 verilen bakir ya da nikel yiizeyli tasiyicilar iizerine alindi. Uranil asetat ile
gerceklestirilen kontraslama isleminden sonra Kkesitler elektron mikroskobunda incelenerek

fotograflandi.

3.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (for Windows Release 22.0 Standart
Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanilarak gergeklestirildi.
Verilerin normal dagilim uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile yapildi. Normal dagilim gésteren
viicut agirligi ve testis agirligi verileri, % TUNEL pozitif tubulus orani ve seminifer tubulus
caplar1 One-Way ANOVA Testi ve post-hoc Duncan Testi ile degerlendirildi.

Histokimyasal ve immunohistokimyasal veriler ve tubulus basma diisen apoptotik
hiicre sayist normal dagilim gostermedigi i¢in Kruskall Wallis Testi uygulandi ve girisimin
onemli oldugu verilerde gruplar arasi farkin 6nem kontrolleri Bonferroni Diizeltmeli Man-

Whitney-U Testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney oncesi ve sonrasi viicut agirhgi ile sag ve sol testis ortalama agirhk analizi

Her grupta yer alan 3’er adet deney hayvani deney oncesi ve deney sonrasinda tartildi.
Deney Oncesi ve deney sonrasi agirlik ortalamalar1 Tablo 3 ve 4’de 6zetlendi. Deney Oncesi
gruplarin agirlik ortalamalari istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi (Tablo 3). Deney
sonras1 gruplarm viicut agirlik ortalamalari incelendiginde sisplatin ve sisplatintkurkumin
gruplarinda kontrollere gore viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlendi (Tablo 4).

Her grupta yer alan 3’er adet deney hayvaninin sag ve sol testisleri tartildi ve agirlik
ortalamalar1 tablo 5’te &zetlendi. Uygulamanin 5. giiniinde SIiS-5, KMN-5, SIS KMN-5
gruplarini testis agirhiklarinin kontrollere gére arttigi goriildii. SIS KMN-10 ve SIS KMN-

15 gruplarinin testis agirliklarinin ise kontrollere gore azaldig1 gézlendi.

Tablo 3: Deney baslangicinda viicut agirligi ortalamalari.

Grup Deney 6ncesi viicut agirhig
(x+Sp

Sis-5 294,00+19,00
KMN-5 270,66%1,76

SiS KMN-5 248,66+1,33
Sis-10 284,66+12,34
KMN-10 220,66+24,00

SiS KMN-10 232,6612,40
Sis-15 228,66+7,68
KMN-15 254,00£24,97

SiS KMN-15 243,33111,62
Kontrol Mg 264,00+7,57
Kontrol Sf 265,33+7,68
Kontrol Sf Mg 270,66%20,17

SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve
kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS 10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10
giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik
grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15 giinliik grup, SIS KMN-15: Sisplatin ve kurkumin verilen 15 giinliik grup,
Kontrol Mg: Misir yagi verilen kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, Kontrol Sf
Mg: Serum fizyolojik ve misir yag1 verilen kontrol grubu.
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Tablo 4: Deney sonunda viicut agirligi ortalamalart.

Deney sonrasi viicut agirhg

Grup it
(x£S%)
Sis-5 234,66+19,47%%¢
KMN-5 252,66+5,81%°
SiS KMN-5 210,66+2,9°%°
Sis-10 226,93+7,13%¢%¢
KMN-10 230,69+20,75>%¢
SiS KMN-10 158,21+4,10°
Sis-15 203,3343,33"¢
KMN-15 270,66+22,34%
SiS KMN-15 187+20,59°°
Kontrol Mg 282+7,21'
Kontrol Sf 294+6,11"
Kontrol Sf Mg 290+20,98"

abedel - Farkly harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik grup,
KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS 10:
Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, SIS KMN-15: Sisplatin ve kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yagi verilen
kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir
yag1 verilen kontrol grubu.

Tablo 5: Sag ve sol testis agirlig ortalamalari.

Sag ve sol testis ortalama agirhgi

Grup (x£S5)
Sis-5 2,56+0,15°
KMN-5 2,97+0,04°
Sis KMN-5 2,43+0,13°
Sis-10 1,82+0°
KMN-10 1,55+0,1°¢
Sis KMN-10 0,92+0,23°
Sis-15 1,38+0,07°
KMN-15 1,59+0,04°¢
SiS KMN-15 0,890,257
Kontrol Mg 1,58+0,02°¢
Kontrol Sf 1,72+0,09°¢

Kontrol Sf Mg 1,59+0,08"¢

abed -Farkh harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik grup,
KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS 10:
Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, SIS KMN-15: Sisplatin ve kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yag1 verilen
kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir
yag1 verilen kontrol grubu.
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4.2. Seminifer Tubulus Cap1

Seminifer tubulus caplarimi 6lgmek i¢in her hayvandan rastgele segilen 10 adet
yuvarlak veya yuvarlaga yakin tubuluslardan 2 adet 6lglim yapilip ortalamasi alindi (Resim
5). Bu 6l¢iim sonuglarina gore SiS-10, SIS KMN-10 ve SIS KMN-15 gruplarinda tubulus
caplarinin diger gruplara gore daraldigi ve bu daralmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (Tablo 6).

Tablo 6: Seminifer Tubulus Capi

Grup Seminifer Tubulus Capi
(x+S85)
Sis-5 306,73+6,69°
KMN-5 313,11+7,85%¢
Sis KMN-5 299,21+4,88°
Sis-10 277,12+4,08°
KMN-10 304,20+5,49°
SiS KMN-10 251,88+12,75°
Sis-15 330,93+5,81°%
KMN-15 304,68+4,6°
SiS KMN-15 210,9346,83°
Kontrol Mg 340,5346,6'
Kontrol Sf 310,87+10,93%¢
Kontrol Sf Mg 329,63+8,25°%

abedel:Earkls harf tagtyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.(p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik grup,
KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS 10:
Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, SIS KMN-15: Sisplatin ve kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yag1 verilen
kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir
yag1 verilen kontrol grubu.
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Resim 5: Seminifer tubulus ¢ap 6l¢iimii. Olgiilen her tubulusta 2 adet 6l¢iim yapilip (oklar) ortalamasi
alinmaktadir.
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4.2. Histokimyasal bulgular

Hematoksilen Eosin ile boyanan preparatlar evrelerine ayrilmadan 1sik mikroskobu

altinda incelendi. Johnsen Kriterlerine gore puanlanan gruplarin karsilastirilmasi tablo 7’de
ozetlendi (p<0,05). Bu tablonun sonuglarina gére SIS KMN-5, SIS KMN-10 ve SIS KMN-15
gruplar tiim kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,05).
Kontrol ve deney gruplarina ait kesitler evreleme yapilarak spermatogenetik seri hiicrelerinin
yapilar1 incelendi. Kontrol grubuna ait testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin bazal
kompartmaninda spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri, adluminal kompartmanda ise
primer ve sekonder spermatositler ile yuvarlak (erken), uzayan (orta), uzamis (geg)
spermatidler ve spermatozoonlar yerlesim gostermekteydi (Resim 6, 7).

Johnsen kriterlerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunan deney gruplarina ait testis

kesitleri incelendiginde o6zellikle SIS KMN-10 ve SIS KMN-15 deney gruplarindaki
histopatolojik bulgular dikkat c¢ekti. Her iki deney grubunda da spermatogenezde arrest
goriildii.
Yapilan mikroskobik incelemelerde, SIS KMN-10 deney grubunda hiicre kayiplarmna bagh
hiicreler arasi ayrilmalar, limende hiicre dokiintiileri gortildii (Resim 8). Ayni deney grubuna
ait seminifer tiibiiller detayli incelendiginde spermatogenez arrestine bagli olarak
spermatogenetik seriye ait hiicrelerde devamlilik olmadigi ve spermatogenezin yuvarlak
spermatide kadar ilerleyebildigi dikkati ¢ekti (Resim 9, 10).

SIS KMN-15 deney grubuna ait testis kesitleri incelendiginde Johnsen kriterleriyle
paralel olarak daha dramatik bulgular géze garpti. Bu gruba ait mikroskobik incelemelerde
germ hiicre kaybi1 diger gruplarla karsilastirildiginda olduk¢a dikkat c¢ekiciydi.
Spermatogenezin spermatositlere kadar ilerleyebildigi ve devamlilik gdstermedigi goriildii
(Resim 11, 12). Diger yandan hiicrelerde morfolojik bozukluklarla birlikte apoptotik hiicreler
(Resim 12,13,14) ve ¢ok ¢ekirdekli polimorfik dev hiicreler (Resim 13) dikkati cekti.
Spermatositlerde kromatinde yogun (dens) goriiniim (Resim 13,14), ¢ekirdeklerde biiziisme,
tiibiiler smirlar1 belirleyen tunika albuginea tabakasmin diizensiz hal almasi, tiibiiler

biiziigmeye bagh testis atrofisi (Resim 15) izlendi.

42



Tablo 7: Johnsen kriter puanlarinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Grup Johnsen Skoru
(x + S5
Sis-5 8,55:+0,17%¢
KMN-5 9,11+0,2"9
SIS KMN-5 8+0°
Sis-10 8,22+0,14°%¢
KMN-10 8,88+0,11°%f
SIS KMN-10 7,33+0,16°
Sis-15 7,88+0,11°
KMN-15 8+0°
SIS KMN-15 5,11+0,48°
Kontrol Mg 9,6620,16"
Kontrol Sf 9,44+0,179"
Kontrol Mg Sf 9,77+0,14"

abedelfoh -Farkli harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik

grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS
10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, SIS KMN-15: Sisplatin ve kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yag1 verilen
kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu, Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir
yag1 verilen kontrol grubu.
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20 pm

Resim 6: Kontrol sf mg grubundan bir hayvana ait VII. evre seminifer tiibiil kesiti.Bazal kompartmanda
spermatogonyumlar (yildiz) ve Sertoli hiicreleri (ok bas1), adluminal kompartmanda ise primer spermatositler
(kalin ok) ile yuvarlak spermatidler (ince ok) ve spermatozoonlar (S) yer almaktadir. Hematoksilen Eosin

boyama yontemi, Bar: 20 um.

L
~

2 S : SD\\ K

20 pm

Resim 7: Kontrol sf mg grubundan bir hayvana ait XIV. evre seminifer tiibiil kesiti. Bazal kompartmanda
spermatogonyumlar (ok basi), adluminal kompartmanda ise mayotik spermatositler (kalin ok) ve uzamisg

spermatidler (SD) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama yontemi, Bar: 20 um.

44



all P\ R

‘e
N . .
< 50 y SR . 4
a’"s 4b ‘e . . ot e
- # e S . v
m « e ‘-.
v 3 y 00,
XY 23872
' o0 ¥ o
4 - N
e L A " *
L - . .
o , o
e
. T .
. o il
s X - ® 2 8y
2 ¥ R
.
s N o
. : .
. - £ .
. - o 4
y - <8 » %%
i, Reo s

Resim 8: Sis-Kmn 10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti. Tubulus liimeninde hiicre dokiintiileri (oK) ve
hiicreler arasi ayrilmalar (ok bast) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama yontemi, Bar: 100 um.

: — ———— — =
-‘ ~£c’°:§ %r? f'«" b Y .5 7'\ ‘ »- \ ? :
o # ¢ i‘m '\"?—/ » ‘ ™ ’tﬁ PR C" f

“ L PO 4 g% A P - @
/ P 48 a5 L P
Vit LS W T *D
Q b 9./ %90 LR -\
. - o 9 ~ ‘ﬁ\':‘é\‘
- . ¢ : ,
Pt " X o )
g e ©© ao « 'iig 9
“ Q) o ¥%A
©" R
< T <
o 0 y ] O £ ® o b T
?3 “ * ¢ O ¢ (Y » f
.» o Q % a 3 % ‘* )
; y 2.9
Pw‘ o < . 2 A
‘ v 3 ) 2
R é ) (% (®) \'. '3) 4
b \ ; J )
43 y 5, go. e g, :-'_,L\-
P o g8 o b
! Ry NG N .M -

Resim 9: Sis-Kmn 10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti.Spermatogenezde yuvarlak spermatitte arrest
(oK) ve hiicreler arasi ayrilmalar (ok bagst) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama yontemi, Bar: 20 um.
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Resim 10: Sis-Kmn 10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti.Spermatogenezde primer spermatositte

arrest (ok), hiicreler arasi ayrilmalar (ok basi) ve liimende hiicre dokiintiileri (ince ok) goriilmektedir.
Hematoksilen Eosin boyama yontemi, Bar: 20 um.
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Resim 11: Sis-kmn 15 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti.Spermatogenezde primer spermatositte
arrest (0k), hiicreler arasi1 ayrilmalar (ok basi) gériilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama yontemi, Bar: 20 pm.
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Resim 12: Sis-kmn 15 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti.Spermatogenezde primer spermatositte
arrest (ok), hiicreler aras1 ayrilmalar (yildiz) ve apoptotik hiicreler (ok basi) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin
boyama yontemi, Bar: 20 pm.

Resim 13: Sis kmn-15 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti.Cok gekirdekli polimorfik dev hiicre (ok
bas1), kromatinde yogun goriiniim (0k), apoptotik hiicreler (ince ok) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama
yontemi, Bar: 20 pm.
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Resim 14: Sis kmn-15 deney grubundan bir hayvana ait testis kesiti. Kromatinde yogun gériiniim (ok), apoptotik
hiicreler (ok bas1) goriilmektedir. Hematoksilen Eosin boyama ydntemi, Bar: 20 pm.

Resim 15: Atrofik testis. Kontrol grubu (B) ile karsilastirildiginda SIS KMN-15 grubundan (A) bir hayvana ait
testisin atrofik oldugu gériilmektedir.
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4.3. immunohistokimyasal bulgular

Calismada, tiim gruplardan elde edilen testis kesitleri TNP-1 (DNA paketlenmesinde
histonlar ve protaminler arasinda araci proteinler olan Transition Protein-1) antikoru ile
immunohistokimyasal olarak boyandi. Ardindan kesitler 151tk mikroskobunda incelendi.
Testiste TNP-1 ekspresyonu XII, XIII ve XIV. evrelerde olan seminifer tiibiillerde uzamis
spermatidlerin ¢ekirdeklerinde izlendi.

Gruplara gore XII, XI1I ve XIV. evre spermatidleri igeren tubulus kesitlerinde TNP-1
pozitif ve negatif uzamis spermatid oranlar1 sirayla tablo 8, tablo 9 ve tablo 10°da verildi. SIS
KMN-10 ve SIS KMN-15 deney gruplarinda tiibiillerde dejenerasyon gériildiigiinden dolay1
tubuller evrelerine ayrilamadi ve bu degerlendirmeye alinmadi. Kontrol gruplari kendi
arasinda istatistiksel olarak anlamli ¢itkmadig1 i¢in birlestirildi.

Gruplar incelendiginde, XII. evre immun pozitif uzamis spermatid oranlarinin kontrol
(Resim 17) ve diger gruplara gore SIS-5 deney grubunda (Resim 16) belirgin bir sekilde
arttigr gorildi (p<0,05) (Tablo 8). Genel olarak diger deneme gruplarinda XII. evre
immunpozitif uzamis spermatid oranlarinin kontrollere gore istatistiksel olarak farkli olmadigi
goriildii. Fakat sisplatin verilen gruplarda, 5. giinde pozitif spermatidlerin belirgin bir sekilde
artmasinin ardindan 10. glinde siddetli bir sekilde azaldig1 ve 15. giinde kontrollerin degerine

yakin bir sekilde artis gosterdigi dikkati gekti.

Tablo 8: XII. Evre pozitif ve negatif uzamis spermatid oranlarmin gruplar arasi
karsilastirilmasi.

Grup (x £+ S%)

Pozitif Negatif
Sis-5 80,71+4,18° 19,29+4,18°
KMN-5 40,9446,11*>"  59,05+6,11%"¢
SiS KMN-5 29,02+3,61°¢ 70,97+3,61°
Sis-10 13,4543,16" 86,54+3,16"
KMN-10 48,16+5,89*°  51,8445,89%%¢
Sis-15 46,64+5,89*%"  53,35+5,89%%f
KMN-15 54,05+8,3%%# 45,94+8,3%%%

Kontrol Gruplari 37,37+3,47°%%%%¢ 62 6243474 8

abedels . Ay siitunda farkli harf tagtyan gruplar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen
5 giinliik grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik
grup, SIS 10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin
verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol gruplari: Tiim kontrol gruplari.
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R 20 pm

Resim 16: SIS-5 deney grubundan bir hayvana ait XI1. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu. Pozitif
(oK) ve negatif uzamis spermatidler (ok basi) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yo6ntemi, Bar: 20 um.

20 pm

Resim 17: Kontrol grubundan bir hayvana ait XII. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu. Pozitif
(ok) ve negatif uzanug spermatidler (ok bast) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yo6ntemi. Bar: 20 pm.
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XIII. evre immun pozitif uzamis spermatid oranlarinin SIS-5 deney grubunda (Resim
18) kontrol gruplarina (Resim 20) gore belirgin bir sekilde arttigi goriildii (Tablo 9). Yine
sisplatin verilen gruplarda, 5. giinde pozitif spermatidlerin belirgin bir sekilde artmasinin
ardindan 10. ve 15. glinde azalarak kontrollerin degerine yaklastig1 dikkati ¢ekti. Fakat ilging
bir sekilde, sadece kurkumin verilen grupta immun pozitif hiicrelerin 5. (Resim 19) ve 10.

giinde artt1g1 15. giinde ise kontrollere (Resim 20) yakin degerlere indigi gozlendi (Tablo 9).

Tablo 9: XIll. evre pozitif ve negatif uzamis spermatid oranlarinin gruplar arasi
karsilastirilmast.

Grup (x££ S%)

Pozitif Negatif
Sis-5 84,22+2,84° 15,77+2,84°
KMN-5 58,2617,16 "% 42,11+7,37%°8
SiS KMN-5 36,7546,31>%%"  63,24+6,31%°F
Sis-10 13,0643,77° 86,93+3,77°
KMN-10 56,28+5,38 ¢ 43 ,71+5,38%%8
Sis-15 27,39+1,84°¢ 72,60+1,84°¢
KMN-15 20,88+2,50 “*¢  79,14+2,30%%¢
Kontrol Gruplari  23,67+3,16 ' 76,2743,16°

abedels . Ay siitunda farkli harf tastyan gruplar istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen
5 giinliik grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik
grup, SIS 10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin
verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol gruplari: Tiim kontrol gruplari.
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20 pm

Resim 18: SiS-5 deney grubundan bir hayvana ait XIII. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu.
Pozitif (ok) ve negatif uzamis spermatidler (ok basi) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yontemi. Bar: 20 um.

20 pm

Resim 19: KMN-5 deney grubundan bir hayvana ait XIlIl. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu.
Pozitif (ok) ve negatif uzamis spermatidler (ok bas1) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yontemi. Bar: 20 pm.
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Resim 20: Kontrol grubundan bir hayvana ait XIII. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu. Pozitif
(ok) ve negatif uzamis spermatidler (ok basi) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yontemi. Bar: 20 pum.
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XIV. evre immun pozitif uzamis spermatid oranlarmin SiS-5 deney grubunda (Resim
21) kontrol gruplarina (Resim 22) gore arttigi gozlendi. Yine sisplatin verilen gruplarda, 5.
giinde pozitif spermatid oranlarinin belirgin bir sekilde artmasinin ardindan 10. giinde azaldig:
15. glinde ise bir artis egilimi gostererek kontrollerin degerine yaklastig1 dikkati ¢ekti. Bu 10.
ve 15. glindeki dalgalanmaya ragmen istatistiksel olarak fakli bulunmadi (Tablo 10.)

Tablo 10: XIV. evre pozitif ve negatif spermatid oranlarinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

Grup (x £+ S%)

Pozitif Negatif
Sis-5 80,92+2,4° 18,1242,74°
KMN-5 41,55+10,92>" 58,64+10,34*°
Sis KMN-5 21,12+2,86>>%° 78,87+2,86>>
Sis-10 1,4+1,4° 98,6+1,4°
KMN-10 38,1545,25°  64,62+4,68°
Sis-15 19,29+1,25*°  80,70+1,25%"
KMN-15 4,7242,15°  95,2742,15>¢

Kontrol Gruplari  10,47+2,01 >  89,02+2,01°°

an,cd :Ayn1 siitunda farkli harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5
giinliik grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik
grup, SIS 10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin
verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15 giinliik grup, Kontrol gruplari: Tiim kontrol gruplari.

54



20 pm

Resim 21: SiS-5 deney grubundan bir hayvana ait XIV. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu.
Pozitif (ok) ve negatif uzamis spermatidler (ok basi) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yontemi. Bar: 20 pm.

: 20 pm

Resim 22: Kontrol grubundan bir hayvana ait XIV. evre seminifer tiibiil kesitinde Tnp-1 ekspresyonu. Pozitif
(ok) ve negatif uzamig spermatidler (ok basi) goriilmektedir. Streptavidin Biyotin Yontemi. Bar: 20 pm.
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4.4. Apoptotik hiicre sayis1 ve TUNEL pozitif tubul oram

TUNEL metodu ile yapilan incelemede kontrol gruplarinda her tubulusta pozitif
hiicreye rastlanmadi. Deney gruplarinda ise pozitif hiicreleri igeren tubullerdeki artis dikkati
cekti. Gruplar icin tubul basina diisen apoptotik hiicre sayis1 ve % TUNEL pozitif tubul orani
belirlendi. SIS KMN-15 deney grubunda tubullerde dejenerasyon gériildiigii i¢in bu grup bu
degerlendirmeye alinmadi. Gruplara goére tubulus basina diisen apoptotik hiicre sayisi tablo
11°de verildi. Veriler incelendiginde; apoptotik hiicre sayilarinin, kontrol gruplarma (Resim
28,29,30) ve sadece kurkumin verilen gruplara gore sisplatin ve sisplatin+kurkumin verilen
gruplarda artt1g1 goriildii. Bu artisgin SIS KMN-10 (Resim 23,24), SiS-10 (Resim 25) ve SIS-
15 (Resim 26, 27) gruplarinda oldukga belirgin oldugu dikkati ¢ekti.

Tablo 11: Kontrol ve deney gruplarinda seminifer tubul basina diisen apoptotik hiicre sayisi.

Tibilis Basina Diisen

Grup Apoptotik Hiicre Sayisi
(x+S5)

Sis-5 2,73+0,29

KMN-5 0,8+0,1°

SiS KMN-5 1,33+0,16°

Sis-10 4,42+0,42

KMN-10 1,31+0,18**

SiS KMN-10 20,41+0,78"°

Sis-15 5,2+0,38°

KMN-15 0,620,1%

Kontrol Mg 0,4+0,07%*

Kontrol Sf 0,4+0,05"

Kontrol Sf Mg 0,60,1"

abedefohiik:Ea ks harf tagtyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik

grup, KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS
10: Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yag1 verilen kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu,
Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir yagi verilen kontrol grubu.
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Gruplara gore % TUNEL pozitif tubulus orani tablo 12°de verildi. Veriler
incelendiginde, % TUNEL pozitif tubulus oranmm; SiS-5, SiS-10, SiS-15 gruplarinda

kontrol gruplarina gére, SIS KMN-10 grubunda ise biitiin gruplara gore istatistiksel olarak

anlamli oldugu gortildii.

Tablo 12: % TUNEL pozitif tubulus orani

Grup % TUNEL Pozitif Tubulus Degeri
(x+S3)

Sis-5 49,66+1,85"

KMN-5 27+41,73°

SiS KMN-5 3243°

Sis-10 50,66+13,42°

KMN-10 3542%°

SiS KMN-10 100°

Sis-15 71,66+4,09°

KMN-15 22,542,5°

Kontrol Mg 19,33+2,02°

Kontrol Sf 19+3°

Kontrol Sf Mg 23,5+0,5°

40O Farkli harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). SIS 5: Sisplatin verilen 5 giinliik grup,
KMN 5: Kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS KMN-5: Sisplatin ve kurkumin verilen 5 giinliik grup, SIS 10:
Sisplatin verilen 10 giinliik grup, KMN 10: Kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS KMN-10: Sisplatin ve
kurkumin verilen 10 giinliik grup, SIS 15: Sisplatin verilen 15 giinliik grup, KMN 15: Kurkumin verilen 15
giinliik grup, Kontrol Mg: Misir yagi verilen kontrol grubu, Kontrol Sf: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu,
Kontrol Sf Mg: Serum fizyolojik ve musir yag1 verilen kontrol grubu.
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20 pm

Resim 23: SIS KMN-10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesitinde apoptotik hiicreler. Dejenere olmus
spermatogenetik seri hiicrelerinde yaygin pozitivite goriilmektedir. TUNEL metodu, Bar: 20 pm.

20 pm

Resim 24: SIS KMN-10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesitinde apoptotik hiicreler. Dejenere olmus
spermatogenetik seri hiicrelerinde pozitivite goriilmektedir. TUNEL metodu, Bar: 20 pm.
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20 pm

Resim 25:SiS-10 deney grubundan bir hayvana ait testis kesitinde apoptotik hiicreler. Pozitif spermatosit (ok
bas1) ve pozitif uzamis spermatidler (ok) gériilmektedir. TUNEL metodu, Bar: 20 pm.

x

*

*

*

100 pm

Resim 26: SIS-15 deney grubundan bir hayvana ait TUNEL pozitif seminifer tiibiiller (y1ldiz). TUNEL metodu,

Bar: 100 um.
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20 pm

Resim 27: SiS-15 deney grubundan bir hayvana ait apoptotik hiicreler. Sertoli hiicresi (ok) ve pozitif uzamis

spermatidler (ok basi) gériilmektedir. TUNEL metodu, Bar: 20 um.

50 um

Resim 28: Kontrol Sf grubundan bir hayvana ait TUNEL negatif seminifer tibiiller goriilmektedir. TUNEL

metodu, Bar: 50 um.
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20 pm

Resim 29: Kontrol Sf grubundan bir hayvana ait apoptotik hiicre. Pozitif Spermatosit (ok) goriilmektedir.

TUNEL metodu, Bar: 20 um.

20 pm

Resim 30: Kontrol Mg grubundan bir hayvana ait apoptotik hiicreler. Pozitif spermatogonyum (ok)

goriilmektedir. TUNEL metodu, Bar: 20 um.
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4.2. Elektron Mikroskopik Bulgular

Elektron mikroskobik incelemeler, deneysel uygulamalardan 15 giin sonra alinan

orneklerde gerceklestirildi.

Kontrol grubuna ait sicanlarin testislerinin yari1 ince kesitlerinde biitiin gelisim
evrelerinde seminifer tiibiillerin bazal ve adluminal kompartmanlarinda bulunan hiicreler

histolojik (morfolojik) olarak normal gériintimliydii.

Kontrol grubuna ait ince kesitlerde spermatogenezin asamalar1 ayrintili olarak
izlendiginde; bazal kompartmanda A ve B tipi spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri,
adluminal kompartmanda primer ve sekonder spermatositler, limene yakin kisimda ise;

yuvarlak, uzayan, uzamis spermatidler ve spermatozoonlarin yer aldig1 goriildii.

Kontrol grubu mikrograflari incelendiginde I. evreden V. evreye kadar gelisimlerinin
cesitli asamalarinda izlenebilen spermatogonyumlardan kok hiicre tabiathi olan koyu
gorinimlii A tipi spermatogonyumlar oval ve heterokromatik ¢ekirdekleriyle, soluk
gorinimlii A tipi spermatogonyumlar ise Okromatik ¢ekirdekleriyle ayirdedilmekteydi.
Yuvarlak cekirdeklere sahip B tipi spermatogonyumlardan olusan primer spermatositler ise
genis vezikiil gortinimlii ¢ekirdeklere sahipti (Resim 31). I-VIII. evrelerde, spermiyogenez
siirecindeki yuvarlak spermatidlerde Golgi cisimciginden akrozom olusumunun asamalari
izlenmektedir (Resim 32). VII. evrede yuvarlak spermatidlerin akrozom yaylari spermatid
bagmin yarisin1 kaplayacak kadar genislemisti (Resim 32). IX, X ve XI. evrelerde gozlenen
uzayan spermatidlerde, spermatid basinin oval sekil almasiyla dikkat ¢ekmektedir. (Resim
33). Uzamis spermatidlerde ise kondensasyonun tamamlandig1 goriildii. Bu hiicreler belirgin
bir nukleolusa ve bazalden adluminal kompartmana uzanan genis bir sitoplazmaya sahip
Sertoli hiicrelerinin derin kriptalar1 arasinda gomiilii bulunmaktaydi. Yalnizca VII ve VIII.
evrede izlenebilen spermatozoonlar ise bas, boyun ve kuyruk yapilariyla dikkat ¢cekmektedir
(Resim 34). Bu evrelere ait ince kesitlerde liimende spermatozoonlara ait kuyruk kesitleri,

bas yapilari ve residual cisimler izlendi (Resim 35).
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Resim 32: K-Sf grubuna ait testis elektron mikrografi. VII. Evre yuvarlak spermatid akrozom (ok). Bar: 5 pm.
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Resim 34: K-Sf grubuna ait testis elektron mikrografi. VII. Evre limende spermatozoonlar. Bar: 5 pm.
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Resim 35: K-Sf grubuna ait testis elektron mikrografi. VII. evre limen Bar: 5 pm.
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Sisplatin uygulamasinin 15. giiniinde (SIS-15) siganlarmn testislerinden alman ince
kesitler kontrol grubu ile Karsilastirildiginda; gelisim evrelerinin bir ¢ogunda bazal
kompartman hiicreleri arasinda interseliiler mesafenin arttig1 ve hiicreler arasi ayrilmalarin

oldugu izlendi.

Bu grupta 6zellikle Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki siki
baglant1 komplekslerinin bozuldugu goriildii. Adluminal kompartmanda bulunan hiicreler
arasimna uzanan Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar1 igerisinde vakuolizasyon dikkat
¢ekti. Yine Sertoli hiicrelerinde sitoplazmada lipofuskin graniillerinde artis izlendi (Resim
36).

Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki siki  baglanti
komplekslerinde bozulma neticesinde gergeklesen interseliiler mesafedeki artis spermatositler
arasinda da goriildii. Ayn1 kesitte sekonder spermatositte lipofuskin graniillerinde artis dikkat
cekti. Primer spermatositlerde de lipofuskin graniillerinde artig ile birlikte cekirdegin

parcalanmasi ile karakterize nekrozun karyoreksis agamasi izlendi (Resim 37).

Ayrica adluminal kompartmanda bulunan yuvarlak spermatid ve spermatositler
arasinda da interseliiler mesafede artis ve sitoplazmada vakuolizasyon izlendi. Yine ayni
kesitte yuvarlak spermatidlerde plazma membrani etrafinda dizilmis mitokondrilerde Krista

kayb1 dikkat ¢ekti (Resim 38).

Primer spermatositlerde goriilen nekrozun haricinde, bazal kompartmanda bulunan 2

hiicrenin, hiicre lizisi neticesinde nekrozun ileri asamalarinda oldugu goriildii (Resim 39).

Nekrozun ileri asamasinda olan baska bir spermatosit liimende yuvarlak spermatid ile

birlikte goriildii (Resim 40).
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Resim 36: SiS-15 deney grubuna ait testis elektron mikrografi. Sertoli hiicreleri (S) ve spermatogenetik seri
hiicreleri arasindaki siki baglanti komplekslerinde bozulma (oklar), Sertoli hiicresinde lipofuskin graniilleri (ok
bas1) ile birlikte Sertoli hiicre uzantilarinda vakuolizasyon (ince ok) goriilmektedir. Bar: 5 pm.

Resim 37: SIS-15 deney grubuna ait testis elektron mikrografi. Spermatogenetik seri hiicreleri arasinda ayrilma
(oK), primer ve sekonder spermatositlerde lipofuskin graniilleri (ok bagt), nekrotik primer spermatosit (P). Bar: 5
pm.

67



Resim 38: SiS-15 deney grubundan bir hayvana ait adluminal kompartman elektron mikrografi. gériintiisii.
Interseliiler mesafede artis (ok) goriilmektedir. Bar: 5 pm.

Resim 39: SiS-15 deney grubundan bir hayvana ait adluminal kompartman elektron mikrografi. Nekrotik
hiicreler (N). Bar: 2 um.
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Resim 40: SiS-15 deney grubundan bir hayvana ait adluminal kompartman elektron mikrografi. Nekrotik
hiicreler (N). Bar: 5 um.
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KMN-15 deney grubundaki hiicreler incelendiginde; bazal kompartmanda bulunan
spermatogonyuma ait mitokondrilerde sigkinlik ve lipid damlaciklarinda artis dikkat g¢ekti
(Resim 41,43). Bazal kompartmana ait farkli bir bolgede soluk A tip spermatogonyum ve
spermatositler arasinda interseliiler mesafede artis ve yogun vakuolizasyon goriildii (Resim
42,43). Endoplazmik retikulum, mitokondri, lipofuskin graniilleri ve lipid damlacigin iceren
apoptotik cisim dikkat ¢ekti (Resim 42).

Adluminal kompartmana ait mikrograflar incelendiginde primer spermatosit
sitoplazmasinda vakuolizasyon artigi ile birlikte siki baglanti bolgelerinin bozulmasi dikkat
cekti (Resim 44). XI. evreye ait ince Kesitlerde uzayan spermatidlerin sitoplazmasinda
vakuolizasyon ve lipofuskin graniillerinde artis izlendi (Resim 45).

Resim 41: KMN-15 grubu bazal kompartmanda bulunan spermatogonyumun elektron mikrografi. Lipid
damlaciklar1 (L) ve mitokondrilerde siskinlik (ok) goriilmektedir. Bar: 2 um.
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Resim 42: KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Apoptotik cisim (oklar), A tipi spermatogonyum
(A) ve spermatosit (S) arasinda interseliiler mesafede artig (ok bas1) goriilmektedir. Bar: 5 um.

Resim 43: KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Spermatogonyumda lipid graniilleri (L),
spermatogonyum ve primer spermatositler arasinda ayrilma (ok), primer spermatosit sitoplazmasinda
vakuolizasyon (ok bas1) goriilmektedir. Bar: 5 pm.
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Resim 44: KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Lipid damlaciklari (L), primer spermatosit (P),
baglant1 komplekslerinde bozulma (ok), vakuolizasyon (ince ok) goriilmektedir. Bar: 5 pm.

Resim 45: KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Uzayan spermatidler (US), vakuolizasyon (ok) ve
lipofuskin graniilleri (ok bas1) goriilmektedir. Bar: 5 um.
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Sisplatin Kurkumin-15 deney grubuna ait ince kesitler incelendiginde, daha garpici bir
tablo ile karsilasildi.

Bazal kompartmana ait hiicrelerde dramatik degisiklikler meydana geldigi goriildi. Bu
hiicrelerde hiicreler arasi ayrilmalara ek olarak, sitoplazmada multilamellar cisim olusumu,
mitokondride krista kayb1 ile goriilen dejenerasyon, otofajik vakuoller, vakuolizasyonda ve
lipid damlaciklarinda fazla miktarda artis oldugu dikkat ¢ekti (Resim 46, 47).

Adluminal kompartmana ait ince kesitler incelendiginde; yine vakuolizasyon artigi ve
hiicreler aras1 baglanti komplekslerinde bozulma neticesinde hiicreler arasi ayrilma yogundu.
Ayni1 bolgede nekrotik hiicreler mevcuttu (Resim 48). Yuvarlak spermatidlerde multilameller
cisim olusumu, mitokondrilerde krista kaybi ile goriilen dejenerasyon ve endoplazmik
retikulumda hipertrofi ile birlikte, lipid damlaciklarinda sayica artis ve membranla sarili

organelleri igeren apoptotik cisimler dikkat ¢cekti (Resim 49, 50).

Resim 46: SIS KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Lipid damlaciklar1 (L), hiicreler arasinda
arasinda ayrilma (ok bagt), multilameller cisim (ok), mitokondrilerde krista kayb1 (ince ok), vakuolizasyon (siyah
ince ok), otofajik vakuol (kesik ¢izgi) goriilmektedir. Bar: 5 um.
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Resim 47: SIS KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Lipid damlaciklar1 (L), hiicreler arasinda
arasinda ayrilma (ok bast), vakuolizasyon (siyah ince ok), goriilmektedir. Bar: 5 pm.
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Resim 49: SIS KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Multilameller cisim (ok), mitokondrilerde krista
kayb1 (ince ok), endoplazmik retikulumda hipertrofi (ok basi) apoptotik cisim (kesik ¢izgi) goriilmektedir. Bar:
5 um.

Resim 50: SIS KMN-15 deney grubu testis elektron mikrografi. Multilameller cisim (ok), lipid damlaciklart (L),
vakuolizasyon (ince ok) goriilmektedir. Bar: 5 um.
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5. TARTISMA

5.1. Agirhik Analizi ve Histometrik Degerlendirme

Atessahin ve arkadaslar1 (2006) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda sisplatinle uyarilmis
spermiyotoksisitenin {izerine likopenin olas1 koruyucu etkilerini kantitatif, biyokimyasal
histopatolojik olarak incelemeyi amaglamislardir. Bu calismada her grupta 6 sican olmak
lizere 24 adet sican dort gruba ayrilmugtir. Ik gruba 10 giin musir yag1 oral yolla verildikten
sonra tek doz serum fizyolojik (1 ml) ip yolla enjekte edilmistir. Ikinci gruba 10 giin musir
yag1 oral yolla verildikten sonra 7 mg/kg sisplatin ip yolla enjekte edilmistir. Ugiincii gruba
10 giin 4 mg/kg likopen oral yolla verildikten sonra 7 mg/kg tek doz sisplatin ip yolla enjekte
edilmistir. Son gruba ise 7 mg/kg tek doz sisplatin ip yolla enjekte edildikten sonra likopen 5
giin gavaj yoluyla uygulanmistir. Sicanlar sisplatin uygulandiktan 5 giin sonra dekapite
edilmistir. Tiim deney gruplarinda hem sag hem de sol testis agirliklar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik bulunmustur. Seminifer tiibiil ¢aplari ise yalnizca
sisplatin verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bizim
calismamizda ise, bu ¢alismanin aksine uygulamanin 5. giiniinde (SiS-5, SIS KMN-5) alinan
testislerin agirliklarinin kontrollere goére arttigi goriildii. Uygulamanin 10 ve 15. giinlerinde
ise (SIS KMN-10 ve SIS KMN-15) testis agirliklarinin kontrollere gore azaldigi gozlendi.
Bizim ¢alismamizin seminifer tubulus ¢ap dl¢iim sonuglarma gore SIS-10, SIS KMN-10 ve
SIS KMN-15 deney gruplarinda tubulus ¢aplarmin diger gruplara gore daraldigi ve bu
daralmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.

Bir galigmada sisplatin kaynakl testis toksisitesi iizerine eugenolun antiapoptotik ve
antioksidant etkileri arastirtlmistir (Ekinci Akdemir ve ark, 2019). Bu ¢alismada sprague
Dawley sicanlara tek doz 15 mg/kg sisplatin ip yolla enjekte edilmis ve hayvanlar 72 saat
sonra sakrifiye edilmistir. Calismada sisplatin grubunda toplam testis agirliginda anlaml
derecede diisiis bulunmustur. Bizim c¢aligmamizda Karsilastirildiginda bu caligmada gerek
verilen doz miktar1 gerekse hayvanlarin sakrifiye edildigi giin acisindan farklilik
bulunmaktadir. Nitekim bizim c¢alismamizda sisplatin uygulamasinin 5. giliniinde testis

agirliklarinda diisiisten ziyade kontrollere gore bir artis bulunmustur.
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5.2. Apoptozis ve Histokimyasal Degerlendirme

Mesane kanserinin sisplatine direnci basarili bir tedavinin 6niinde bir engeldir. Park ve
ark. (2016) 253J-Bv (p53 wild-type) ve T24 (p53 mutant) insan mesane kanseri hiicre hatlar
tizerinde yapmis olduklari g¢alismalarinda sisplatinin kurkumin ile birlikte tedavisinin
apoptotik etkilerini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda, kurkumin ve sisplatin ile birlikte
tedavinin birincil olarak ROT’u ve mesane kanserinde apoptozise giris sirasinda ekstraseliiler
regulated kinaz (ERK) sinyalini hedefledigi bulunmustur. Sisplatinle tedaviye maruz kalan
hiicrelerle karsilastirildiginda, kurkumin ve sisplatin ile birlikte tedavi edilen 253J-Bv ve T24
hiicrelerinde apoptozis orani artmistir. Ayrica, kurkumin ve sisplatin ile birlikte tedavi edilen
her iki hiicrede p-MEK ve p-ERK1/2 sinyalinin upregiilasyonunun kaspaz-3 aktivasyonu ve
ROS {iretimini indiikledigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada ERK inhibitorleri (NAC ve UO126)
uygulamasinin  kurkumin ve sisplatin tarafindan indiikklenen apoptozu inhibe ettigi
goriilmustiir. Ayrica, 253J-Bv hiicreleri kurkumin ve sisplatinle birlikte tedavi edildiginde,
hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri olan p53 ve p21 ekspresyon seviyelerinin kontrole
nazaran belirgin olarak arttigi bildirilmistir. 253J-Bv hiicrelerinden farkli olarak, T-24
hiicrelerinin kurkumin ve sisplatinle birlikte tedavi edildiginde p-sinyal cevirici ve
transkripsiyon 3 aktivatorinin (STAT3) downregulasyonu yoluyla apoptoza girdigi
goriilmiistiir. Bundan bagka, UO126 ile 6n muamelenin kurkumin ve sisplatinin indiikledigi
p53, p21 ve p-STAT3’iin upregulasyonunu ve hayati 6nem tasiyan proteinlerin down
regiilasyonunu baskiladigr her iki hiicre tipinde de gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
kurkumin ve sisplatinin birlikte tedavisinin mesane kanserinde ERK1/2’nin ROS-aracili
aktivasyon yoluyla apoptozu etkilesimli olarak indiikledigi bildirilmistir. Kanser hiicre
hatlartyla yapilmis olan bu caligma tezimizin sisplatin-kurkumin deney grubunun artmis
apoptoz oranlarindaki TUNEL bulgulariyla uyumluluk gostermekle birlikte bu g¢alismada
normal hiicrelerdeki etkisi gosterilmemistir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamizin bulgulari
Oonem arz etmektedir.

Boroja ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada karaciger, bobrek ve testiste
sisplatin tarafindan indiiklenmis oksidatif hasara karsi geyik otu olarak bilinen Satureja
hortensis bitkisinin diizenleyici etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada ilk 5 giin antioksidan
uygulamasindan sonra sisplatin enjeksiyonu yapilmis ve 5 giin daha antioksidan verilmeye
devam edilmistir. En son uygulamadan 24 saat sonra siganlar dekapite edilmistir. Apoptozisle
iliskili proteinler olan Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarina bakilmistir. Bu sonuglara gore sisplatin

grubunda Bax protein ekspresyonu anlamli 6l¢lide artmistir. Diger taraftan farkli dozlarda
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antioksidan verilen gruplarda karaciger, bobrek ve testis dokularinda Bax seviyesi anlamli
ol¢iide diismiistiir. Bcl-2 gen ekspresyonu ise sisplatin grubunda her ti¢ dokuda diismiistiir. Bu
calismanin sonuglari, antioksidan ile tedavinin Bcl-2’nin gen ekspresyonundaki artistyla
kanitlanan sisplatin kaynakli apoptozise karsi koruyucu etkilerinin oldugunu gostermistir.
Bizim ¢alismamizin sonuglarinda da SIS-10 ve SiS-15 gruplarinda apoptozis anlamli derece
artmasina ragmen, kurkuminin verilmesi apoptozis atisin1 daha da siddetlendirmistir.

Yine aymi g¢alismanin histopatolojik bulgularinda sisplatin ile birlikte antioksidan
verilen gruplarin testis doku oOrneklerinde seminifer tiibiiller ve Sertoli hiicrelerinde hafif
derecede dejenerasyon bulundugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizdaki histopatolojik
sonuglarla karsilastirildiginda, sisplatin ile birlikte antioksidan verilen grupta dejenerasyonun
goriilmesi benzerlik gdstermistir. Her ne kadar ¢alismamizin SIS KMN-10 ve SIS KMN-15
deney gruplarinda dejenerasyon daha siddetli olsa da Boroja ve ark. (2018)’nin ¢aligmalarinda
antioksidanin sisplatin enjeksiyonundan oOnce verilmesinin koruyucu etki gosterdigi
distiniilmektedir.

Mercantepe ve arkadaglarmin 2018 yilinda yaptiklart bir ¢alismada amifostine,
kurkumin ve kafeik asit fenil ester (CAPE) gibi antioksidanlarin sisplatin kaynakl: testis
hasarindaki yararlar1 incelenmistir. Bu ¢alismada 5 mg/kg sisplatin enjeksiyonundan 24 saat
once bir kez 100 mg/kg kurkumin verilmis ve 7. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye
edilmistir. Bu ¢alismanin 1s1k mikroskobik sonuglarinda sisplatin grubunda seminifer tiibiilde
germinal epitel hiicreleri kaybina bagli olarak testis dokusunda yaygin olarak 6dem
goriildiigli, yogun kromatin igeren atipik cekirdege sahip spermatogonyumlarin varligi ve
spermatositler arasindaki baglantinin bozuldugu, spermatozoa ve spermatidlerin kontrol
grubuna gore sayilarinin daha az oldugu, seminifer tiibiillerin bazal laminasinda dejenerasyon
ve interstisyel aralikta yogun hiyalinizasyon oldugu bildirilmistir. Sisplatin+kurkumin
grubunda ise seminifer tiibiillerde epitel hiicreleri arasinda az miktarda vakuolizasyon oldugu,
spermatogonyum ve spermatidlerin normal goriildiigli, spermatozoanin sisplatin grubuna gore
sayica daha fazla, interstisyel aralikta hiyalinizasyonun daha az oldugu bulunmustur.
Calismamizda ise SIS-5 grubunda dejeneratif degisiklikler cok belirgin degilken, SIS-15
grubunda bu dejeneratif degisikliklerin daha carpict oldugu goriilmiistiir. Fakat Mercantepe ve
ark. (2018)’nin bulgularmin aksine, bizim ¢aligmamizda SIS KMN-10 ve SIS KMN-15 deney
gruplarinda sisplatin bulgularinin daha da siddetlenerek, hiicre kayiplarina bagl hiicreler arasi
ayrilmalar, limende hiicre dokiintiileri, spermatogenetik arrest, apoptotik hiicreler,
spermatosit kromatininde yogun (dens) goriiniim, tiibiiler sinirlar1 belirleyen tunika albuginea

tabakasinin diizensiz hal almasi, tiibiiler biizisgmeye bagli testis atrofisi izlenmistir. Yine
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Mercantepe ve ark. (2018)’nin ¢alismasinda bir apoptozis belirteci olan kaspaz-3
immunohistokimya bulgularina gore sisplatin verilen grupta ozellikle A ve B tip
spermatogonyumlarda, primer spermatosit ve spermatidlerde immunpozitif hiicrelerin arttigi
goriilmiistiir. Sisplatin+kurkumin grubunda Sertoli hiicreleri ve spermatidlerde immunpozitif
hiicrelerin azaldig1 bildirilmistir. Bizim calismamizin sonuglarinda da SIiS-10 ve SIS-15
gruplarinda apoptozis anlamli derece artmasina ragmen, kurkuminin verilmesi apoptozis
atisin1 daha da siddetlendirmistir. Sisplatin+kurkumin grubundaki farkliliklarin sebebinin
calismamizda kurkumini iki kat daha fazla dozda kullanmamiz ve uygulama siiresi ile
zamaninin farkli olmasindan kaynaklandigi kanisindayiz.

Mercantepe ve ark. (2018)’nin elektron mikroskobik sonuglarinda sisplatin grubunda
bazal laminada dejenerasyon goriildiigii, apoptotik spermatogonyum ve spermatositlerin
oldugu, spermatogonyum ve spermatid c¢ekirdeklerinde fragmantasyon gorildiigi,
spermatogonyum c¢ekirdekgiklerinde yogunlagma oldugu, spermatogonyum ve spermatidlerin
mitokondrilerinin vakuolizasyon igerdigi bildirilmistir. Sisplatin+kurkumin grubunda ise
bazal laminanm, spermatid ile spermatositlerin ve yogun matriks igeren mitokondrilerin
normal bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda sisplatin verilen grupta
benzer bulgular elde etmemize ragmen sisplatintkurkumin gruplarinda olumsuz etkilerin
daha da siddetlendigi goriilmiistiir. Soyle ki, sitoplazmada multilamellar cisim olusumu,
mitokondride krista kayb1 ile goriilen dejenerasyon, otofajik vakuoller, apoptotik cisimler,
vakuolizasyonda ve lipid damlaciklarinda fazla miktarda artis oldugu dikkat cekmistir.

Ekinci Akdemir ve ark. (2019)’nin sisplatin kaynakli testis toksisitesi {izerine
eugenolun antiapoptotik ve antioksidant etkileri arastirildig1 ¢calismalarinda Sprague Dawley
sicanlara tek doz 15 mg/kg sisplatin ip yolla enjekte edilmis ve hayvanlar 72 saat sonra
sakrifiye edilmistir. Bu c¢alismanin histopatolojik bulgularinda sisplatin  grubunda
spermatogonyumlarda dejenerasyon ve nekroz, limende az sayida spermatozoa, intestisyel
araliklarda 6dem, damar dilatasyonu ve hiperemi tespit edilmistir. Bu bulgular bizim 1s1k
mikroskobik bulgularimizla paralellik gostermektedir. Bu c¢alismada doz ve siire agisindan
farklilik olsa da ¢aligmamizda yaptigimiz Johnsen kriterleri degerlendirmesine gore her ne
kadar sisplatin ile birlikte kurkumin verilen gruplarda daha siddetli olsa da tiim sisplatin
gruplar1 da kontrol gruplarina gore anlamli olarak farkli bulunmustur. Ayni ¢alismada gruplar
arasinda kaspaz-3 ekpresyonu karsilastirildiginda sisplatin grubunda spermatogonyum ve
spermatosit sitoplazmasinda ekspresyon daha siddetli bulunmustur. Yalnizca eugenol verilen
grupta kaspaz-3 ekspresyonu goriilmezken, sisplatinle birlikte eugenol verilen grupta sisplatin

verilen grupla Kkarsilastirildiginda orta siddette ekpresyon tespit edilmistir.  Bizim
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calismamizin % TUNEL pozitif tubulus oraninin sisplatin ve sisplatinle birlikte kurkumin

verilen gruplar da kontrol gruplarina gore anlamli derecede artis gosterdigi bulunmustur.

5.3. Immunohistokimyasal Degerlendirmeler

Erkeklerin iireme ¢aginda etkilendigi en yaygin kanser tiirii olan testis kanseri diinyada
hizla yayilmaktadir (Shanmugalingam ve ark, 2013); bununla birlikte erken teshis ve tedavi
protokollerindeki gelismelerden dolay1r 6liim oranlar1 dikkat c¢ekici bir sekilde diigmiistiir
(Elzinga-Tinke ve ark, 2015; Robinson D ve ark, 2007). Kemoterapotik ilag kokteyli olan
bleomisin, etoposit ve sisplatinin (BEP) birlikte uygulanmasi testis kanseri hastalarinin
omriiniin 5 yi1l uzamasini %90 {izerinde arttirmistir (Einhorn ve Foster, 2006; Huddart ve
Birtle, 2005; Kopp ve ark, 2006). O’Flaherty ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis olduklar1
calismalarinda BEP ile tedavi edilmis hastalarda tedavi sonrasi1 24. aya kadar anlamli derecede
DNA hasar1 ve kromatin yogunlagsmasinda azalmaya sebep olan BEP’in sperm kromatin
kalitesi tizerinde kalict etkisi oldugunu gostermistir. Maselli ve arkadaslarinin 2012 ve 2013
yillarinda yapmis olduklar1 hayvan caligmalarinda BEP ile tedavi edilmis Kahverengi Norveg
Sicanlarinda somatik histonlarin sayisinin anlamli derecede artisiyla birlikte, siganlarda
bilinen tek protamin (PRM) olan PRM 1’in ekspresyonunun diistiigii ve bu yiizden germ
hiicrelerinde histon ¢ekilmesinin sorunlu oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu sayede kromatin
sekillenmesine katilan sperm basindaki proteinler lizerine BEP’in kalict etkilerinin oldugu
gosterilmistir.

Bagheri-Sereshki ve arkadaslart 2016 yilinda yapmis olduklari c¢alismada; normal
sperm kromatin yogunlasmasindaki potansiyel mekanizmay:1 agiklamak igin, erkek germ
hiicre kromatin sekillenmesinin tiim fazlarinda, BEP muamelesinin histon modifikasyonlari
tizerindeki etkilerini tespit etmeyi amaglamislardir. Bu ¢alismada saflastirilmis proteinlerden
modifikasyona ugramis anahtar histonlarin ekspresyonunu belirlemek i¢in Western blot
analizi yapilmistir. Bu sonuglara gore, BEP muamelesi sonrasi pakiten spermatositlerde
kromatinin yeniden sekillenmesine dahil olan genlerin transkripsiyonuna olanak vermesi i¢in
niikkleozomlarin destabilize olmadigimi gosteren, H3K9m (H3 histonunun 9. lizinde
monometillenme) ekpresyonu anlamli derecede yiikselmis ve tH2B (veya Histlh2ba)
ekspresyonu anlamli derecede diismistiir. Ayrica BEP muamelesi, histon ¢ekilmesinin
sorunlu oldugunu gosteren ve olgun spermatozoada gevsek kromatin yapisina sebep olan
H4K8ac ekspresyonunu degistirmistir. Daha az yogunlagmis sperm kromatininin sperm

epigenomunda degisimlerle birlikte erkek fertilitesi {izerine olumsuz etkilerinin oldugu
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bilinmektedir. Ayn1 ¢alismada sigan spermatogenezinde kromatin sekillenmesiyle ilgili histon
modifikasyonlar1 immunohistokimyasal teknikler kullanilarak gosterilmis ve germ hiicre
kromatin sekillenmesi sirasinda gergeklesen isaretler tizerine BEP’in etkileri belirlenmistir.
Calismanin analiz sonuclari hem aktif isaretler olan H4KS5, K8 ve K12 asetilasyonu (ac) hem
de baskilayici igaretler olan H3K9m ve H2AK119u’nun germ hiicre gelisimi sirasinda son
derecede dinamik oldugunu gostermistir. BEP muamelesi, I-111. evre yuvarlak spermatidlerde
H4K8ac’nin immunofloresan yogunlugunu onemli ol¢iide diisiiriirken IV-VI evre yuvarlak
spermatidlerde anlamli  Olgiide arttirmustir.  Ayrica, I-ll1l.  evrelerde H4K12ac’nin
immunofloresan yogunlugu diismistir. H4K12ac, H4K5ac veya H3K9m proteinlerinin
uzayan spermatidlerde floresan yogunlugu BEP muamelesi sonrast degismemistir. Bu
sonuglar Western blot analizlerini dogrulamakta ve kromatinin yeniden sekillenmesine dahil
olan histon isaretleri iizerinde BEP muamelesiyle indiiklenmis degisikliklerin hiicre ve evreye
0zgli oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmanin immunohistokimyasal sonuglar1 sisplatin
uygulanan 5 giinliik (SIS-5) deney grubumuzdaki immunohistokimyasal bulgularimizi
desteklemektedir. Bizim sonuglarimiza gére TP1 proteini immunpozitivitesi hiicre ve evreye
ozgii olarak bulunmus ve SIS-5 deney gruplarinda incelenen her ii¢ evrede uzamus
spermatidlerde kontrollere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. TP proteini ile ilgili
kematerapotik ajanlar {izerine yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamakla birlikte
Western blot analizi ileride yapilacak c¢alismalar igin Onerilmektedir. Caligmamizin
immunohistokimyasal bulgular1 bu agidan diisiiniildiigiinde bir ilk olmaktadir.

Diger yandan ROT’un, onkojenik mutasyonlara neden olabildigi ve onkojenik yollart
aktive edebildigi bilinmektedir. Fakat antioksidanlarla tedavinin bazi kanserleri baslattigi
veya tam tersine bazi kanserlerin ilerlemesini baskiladigi bildirilmistir (Gorrini ve ark., 2013;
Lewis ve ark., 2014; Fan ve ark., 2014; Ye ve ark., 2014; Chandel ve ark., 2014). Benzer
sekilde; baz1 ¢caligmalarda antioksidanlarin veya antioksidan enzimlerin kanserin baslamasini
baskiladig1 gosterilmekle birlikte (Gao ve ark, 2007; Teoh-Fitzgerald ve ark, 2014; Glasauer
ve ark, 2014); bazi1 ¢aligmalarda da kanserin baslamasini uyardig: bildirilmistir (Harris ve ark,
2015; Sayin ve ark, 2014; DeNicola ve ark, 2011; Glasauer ve ark, 2014). Diyette
antioksidanlarin arttirilmasi kanserin baslamasini klinik denemelerde genellikle azaltmamistir
(Fortmann ve ark, 2013). Antioksidanlarin diyete eklenmesinin gercekte akciger ve prostat
kanserlerine sebep oldugu ve 6liime yol actigin1 gdsteren ¢alismalar da vardir (Klein EA ve
ark, 2011; Goodman GE ve ark, 2004). Piskounova ve ark. (2015)’nin yapmis olduklar1 bir
calismada, melanomada antioksidanlarin metastaz1 arttirarak hastalik siirecini ilerlettigi
bildirilmistir.
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Le Gal ve ark. (2015), diyete antioksidan ilavesinin endojen malignant melanomali
farelerde timor siireci ve matastaz ayrica malignant melanoma hiicre hatlarinda proliferasyon,
migrasyon ve yayilmasi tizerine etkilerini incelemislerdir. Bu calismada antioksidan N-
acetylsysteine (NAC-ROT u bertaraf eder.) uygulamasinin lenf nodu metastazi sayisini ve her
metastazda tiimdr hiicreleri oranini arttirdigi, fakat primer tiimorlerin sayisi ve boyutu lizerine
etki etmedigi kanitlanmistir. S6z konusu ¢alismanin artmis metastaz bulgulari kanser
hastalarmin  antioksidanlar1  dikkatle kullanmalar1  gerektigini Onermektedir. Bizim
calismamizda da sisplatin ile birlikte verilen antioksidanin testislerde histopatolojik,
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik bulgular1 daha da siddetlendirdigini
gostermistir. Caligmamiz bir kanser calismasi degildir fakat kemoterapotiklerle birlikte

antioksidanlarin kullanilmasinin sakincali olabilecegini gostermistir.

5.4. Elektron Mikroskopik Bulgular

Aydiner ve arkadaglari 1995 yilindaki yapmis olduklari ¢alismada 21 sigana 5 mg/kg
sisplatin ip olarak uygulamis ve deneyin 3, 12, 21 ve 28. giinlerinde {iger sigan1 dekapite
etmiglerdir. Bu c¢alismanin elektron mikroskopi bulgularinda kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda 3. ve 12. giinlerde SER dilatasyonlari, mitokondri yapisinda bozulma,
Sertoli-germinal hiicre ve germinal hiicreler arasinda iliski bozulmasi mevcutken; bu
bozulmalarin 21. giin deney grubunda diizelmeye basladigi ve 28. giin deney grubunda
normale dondiigii goriilmiistiir. Lipid ve lipofuskin grantillerinde artisin ise 28. glin deney
grubunda diizelmeye basladig1 belirtilmistir. Bu ¢alismanin elektron mikroskopik bulgulari
sisplatin uygulanan 15 giinliik (SIS-15) deney grubumuzdaki elektron mikroskopik
bulgularimiz1 desteklemektedir. Bizim c¢aligmamizda sisplatin uygulamasinin 15. giiniinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda; gelisim evrelerinin bir ¢ogunda bazal kompartman
hiicreleri arasinda interseliiler mesafenin arttig1 ve hiicreler arasi ayrilmalarin oldugu izlenmis,
Ozellikle Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki siki baglanti
komplekslerinin bozuldugu goriilmiistiir. Adluminal kompartmanda bulunan hiicreler arasina
uzanan Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar icerisinde vakuolizasyon dikkat ¢ekmis ve
bu hiicrelerde sitoplazmada lipofuskin graniillerinde artis izlenmistir. Sertoli hiicreleri ve
spermatogenetik seri hiicreleri arasindaki siki baglanti komplekslerinde bozulma neticesinde
gerceklesen interseliiler mesafedeki artis spermatositler arasinda da goriilmistiir. Sekonder
spermatositte de lipofuskin graniillerinde artis ile birlikte yuvarlak spermatidlerde plazma

membrani etrafinda dizilmis mitokondrilerde krista kayb1 dikkat ¢ekmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢aligmada deney sonu agirlik ortalamalarinin sisplatin ve sisplatin+kurkumin
gruplarinda kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaldig1 goriildii. Bu azalma detayli olarak incelendiginde SIS KMN-10 ve SIS KMN-15
deney gruplarinin agirlik ortalamalarmin diger tiim gruplardan anlamli olarak farkli oldugu
saptand1. Sisplatinle birlikte kurkuminin verilmesi agirlik kaybinda etkili olmustur. Diger
yandan testis agirlik ortalamalarinin yine SIS KMN-10 ve SIS KMN-15 gruplarinda anlamli
bir sekilde distiigii ve sisplatinle birlikte kurkumin verilmesinin bu disiiste etkili oldugu
gorilmiistir.

Seminifer tubulus ¢ap ortalamalar1 gruplar arasi karsilastirildiginda SIS-10, SIS KMN-
10 ve SIS KMN-15 deney gruplarindaki daralma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
daralmanin sisplatinle birlikte kurkumin verilen gruplarda sisplatin verilen grup ile
karsilastirildiginda siddetlendigi dikkat cekmistir.

Johnsen kriterlerine gore degerlendirilen histokimyasal bulgular g6z Oniinde
bulunduruldugunda yukarida aciklanan sonuglara paralel bulgular elde edilmistir. SIS KMN-
10 ve SIS KMN-15 gruplarinda spermatogenetik arrest en ¢ok gbze carpan dejenerasyon
olarak belirlenmistir. Mevcut ¢alisma tiimor modelinde olmamakla birlikte sisplatinle birlikte
kurkumin kullaniminin infertiliteye yol agabilecegini ve 6zellikle testis kanseri tedavisi goren
ve sisplatin kullanan hastalarin kurkumin kullanmamalar1 gerektigini, sayet bir antioksidan
kullanacaklarsa uygun doz ve siirede doktor kontroliinde kullanmalar1 gerektigini bir kez daha
giindeme getirmistir.

XII, XIII ve XIV. evrelerde uzamis spermatidlerde yerlesim gosteren TNP-1
immunopozitif hiicrelerin SIS-5 deney grubunda her ii¢ evrede de artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu sonuglar bize DNA paketlenmesi sirasinda gerceklesen olaylarin
sisplatinden etkilenebilecegini ve kromatinin gevsek paketlenmesinin infertileye yol
acabilecegini diisiindiirmiistiir. ileride bu konuyla ilgili yapilacak olan ¢aligmalar icin Western
Blot Analizi yapilmasinin bu bulgulart dogrulamak acisindan Onemli olacag:
diistiniilmektedir.

Testisteki apoptotik hiicre sayilar1 géz 6niine alindiginda SIS KMN-10, SiS-10 ve SIS-
15 deney gruplarinda kontrollere gore anlamli artiglar bulunmustur. Bu ii¢ deney grubu kendi
arasinda karsilastirildiginda ise apoptoza giden hiicre sayilarimin SIS KMN-10 deney
grubunda diger iki gruba gore dramatik bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. SIS KMN-15 deney
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grubunun yogun dejenerasyondan dolay1 apoptoz degerlendirmesine katilamadigl géz Oniine
alindiginda sisplatinle birlikte kurkumin verilmesi reaktif oksijen radikallerini daha da
arttirarak hiicreleri apoptoza siiriiklemis olabilir. Esasinda, tiimor hiicrelerinde apoptoz olmasi
kanserin ilerlemesini durdurmak i¢in dogru bir yol olarak goriilmektedir; fakat calismamizda
bir tiimdr modeli olusturmadigimiz diistintildiiglinde sisplatinle birlikte kullanilan kurkuminin
saglikli hiicrelere verdigi zarar kacinilmazdir. Bu durumun da tedavi goren kemoterapi
hastalarina agir hasarlar verecegi ongoriilmektedir.

Calismamizda 15 giinliik deney gruplarinda gergeklestirdigimiz elektron mikroskobik
bulgular bize SIS KMN-15 deney grubunda yogun dejenerasyonun, apoptotik cisimlerin,
nekroza ugrayan hiicrelerin varligini gostermis ve sisplatinle verilen kurkuminin koruyucu
etkisinden ¢ok zarari oldugunu bir kez daha gdzler oniine sermistir. Ote yandan diger 15
giinliik gruplar degerlendirildiginde SIS KMN-15 deney grubu kadar olmasa da SiS-15 deney
grubunda da hiicreler aras1 mesafenin ve vakuolizayonla birlikte lipofuskin graniillerindeki
artisin hiicre yaslanmasina sebebiyet verebilecegi diisiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda 15 giin
boyunca yalnizca kurkumin verilen deney grubunda da mitokondrilerdeki dejenerasyon ve
hiicreleraras1 ayrilmalarin kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi gériilmiistiir. Bu bulgu
bize bir antioksidan olan kurkuminin tek basina kullanilirken bile kontrollii kullanilmasi ve
doktor nezaretinde doz ve siiresinin ayarlanmasi gerektigini gostermistir.

Tiim bu bulgularin 15181nda ¢alismamiz bizi asagidaki sonuglara gotiirmiistiir;

1. Ozellikle testis kanserlerini tedavide kullanilan bir antineoplastik ajan olan sisplatin
uygulama dozu ve siiresine bagli olarak seminifer tiibiil ¢aplarinda daralmaya yol
acarak testiste atrofiye neden olabilir.

2. lleride yapilacak DNA paketlenmesi ¢alismalari igin daha objektif sonug verecegine
inandigimiz Western Blot analizi 6nerilmektedir.

3. lleride tiimdr modelleri kullamlarak yapilacak ¢aligmalarda kurkuminin sisplatinle
kullanilmas: ve bu hiicreleri apoptoza siiriikleyerek kanserin baskilanmasi iizerine
etkileri degerlendirilebilecegi gibi normal hiicrelerde hiicre siklusunu diizenleme yolu
da diger bir diisiiniilmesi ve ¢aligilmas1 gereken konudur.

4. Hem 151k hem de elektron mikroskopik bulgular sisplatinle birlikte kurkumin verilen
gruplarda stlireye bagl olarak spermatogenezde arrest ve hiicre kayiplarindan kaynakli
yogun morfolojik dejenerasyon oldugunu gostermistir.

5. Tezin tartigma bolimiinde de belirtildigi gibi 6nceki ¢alismalarda kurkumin sisplatin
enjeksiyonundan 6nce verilmis ve koruyucu etkisinin oldugu goriilmiistiir. Her ne

kadar bu ¢alismada kurkumin sisplatin enjeksiyonuyla birlikte verilmis olsa da degil
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koruyucu etkisi olumsuz etkilerinin siireye bagli olarak dramatik bir sekilde arttigi
goriilmiistiir. Bulgularimizda bahsettigimiz bu olumsuz sonuglarla ilgili yapilmis olan
caligmalar smirlidir. Calismamizin  6zellikle sisplatinle tedavi edilen kanser
hastalarindaki DNA paketlenmesi ve morfolojik degisimler ile ilgili ileride yapilacak

calismalara 151k tutacagi ve literatiirde 6nemli bir agig1 kapatacagi kanisindayiz.
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