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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Agl > Giimiis iyodiir

AgNOs3 : Giimiis nitrat

Apaf-1 . Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1

ATM . Ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis protein
ATP : Adenozin trifosfat

Bcel-xL : B-hiicreli lenfoma, ekstra biiyiik

BUN : Kan iire nitrojeni

CAMP : Siklik adenozin monofosfat

CDDP : Sisplatin, cis-diamminedichloroplatinum

CIS : Sisplatin

Ctrl : Copper transporter 1 (bakir tasiyici 1)

CytC : Sitokrom ¢

FADD : Fas ile iliskili 61iim oran1

FasL : Fas ligand

FDA : Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug

Administration)
FLIP : Flice benzeri inhibitdr protein
gDNA : Genomik DNA

GLOBOCAN : Global Kanser Gozlemevi

GSH . Aktif Glutatyon

GST . Glutatyon S-transferaz enzimi
HCI - Hidroklorik Asit)

H&E : Hematoksilen ve Eozin
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IARC
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INSL3
IVF
K2[PtCl4]
Kl

mM
MMR
MPT
MtDNA
NCI
NDA
NER
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procaspaz-9
PTEN
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SER

SM
TAS
TAI
TOS

WHO

: High mobility group (Yiiksek mobilite grubu)
: Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom

: Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

. Bir arastirmaya dayali yeni ila¢ bagvurusu

: Insiilin benzeri protein

. In vitro fertilizasyon

: Potasyum tetrakloroplatinat

. Potasyum iyodiir

: Mikromol

: Mismatch repair (yanlis eslesme onarimi)

: Mitokondriyal gecirgenlik gecisi

: Mitokondriyal DNA

: National Cancer Institute (Ulusal Kanser Enstitiisii)
: New drug application (yeni ila¢ uygulamasi)
: Niikleotid eksizyon onarimi

: Periyodik Asit Schiff

: Kaspaz sistein aspartata 6zgili proteaz

: Fosfotaz ve tensin’in homologu

. Reaktif oksijen tiirleri

: Endoplazmik retikulum

> Silymarin

: Total antioksidan seviyesi

: Testis agirlik indeksi)

: Total oksidan seviyesi

: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
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OZET

SICANLARDA SISPLATIN ILE OLUSTURULAN TESTIS HASARI UZERINE
SILYMARIN’IN OLASI ETKILERININ MORFOLOJIK OLARAK INCELENMESI

Sahmelikoglu A.G. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Anatomi (Tip) Programi Doktora Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu calismadaki amag sisplatin ile olusturulmus testis hasarinda silymarin’in, olasi

koruyucu etkilerinin morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Caligmamizda ortalama 300/350 gr agirligindaki erkek Wistar albino

sicanlar kullanilmis ve her grupta 10’ar sigan yer almustir.
CON (10): Kontrol grubu; bu grupta bulunan si¢anlara herhangi bir islem yapilmadi.

SM200 (10): Giivenlik grubu (Yiiksek doz); bu grupta bulunan siganlara 0.giinden itibaren 3
giin boyunca 200mg/kg/giin silymarin, oral gavaj yolu ile verildi. Silymarin, 12 saatte bir olmak

tizere giinde 2 doz halinde 100mg/kg/giin seklinde verilmistir.

CIS (10): Sisplatin grubu; bu gruptaki siganlara 7mg/kg/giin tek doz sisplatin, intraperitoneal
olarak verildi ve bu siganlar sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra anestezi altinda sakrifiye
edildi.

CIS+SMS50 (10): Diisiik doz tedavi grubu; bu grupta yer alan siganlara 0.giinde 25mg/kg/giin
silymarin oral gavaj yoluyla verildi ve 2 saat sonra 7mg/kg/giin sisplatin, intraperitoneal olarak
uygulandi. ik doz silymarin verilmesinden 12 saat sonra tekrar 25mg/kg/giin silymarin oral
gavaj yolu ile verildi ve toplam 3 giin boyunca giinde 2 kere olmak iizere (12 saatte bir) toplam
50mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verilmeye devam edildi. Tedavinin 3.giiniinde

sicanlar anestezi altinda sakrifiye edildi.

CIS+SM200 (10): Yiksek doz tedavi grubu; bu grupta yer alan siganlara 0.glinde
100mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verildi ve 2 saat sonra 7mg/kg/glin sisplatin,
intraperitoneal olarak uygulandi. Ik doz silymarin verilmesinden 12 saat sonra tekrar 100

mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verildi ve toplam 3 giin boyunca giinde 2 kere olmak
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tizere (12 saatte bir) toplam 200 mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verilmeye devam

edilerek tedavinin 3.gilinlinde siganlar anestezi altinda sakrifiye edildi.

Sicanlar, ketamin+tksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildikten sonra testis dokular1 ¢gikartildi

ve kanlar1 alindi. Sag testis dokular1 histolojik incelemeler i¢in alindi.

Bulgular: Yapilan analiz sonuglarina gore gruplar arasinda hayvan agirligi, testis agirligi, testis
longitudinal ve transvers ¢ap Olglimleri ve inhibin B seviyeleri agisindan gruplar arasinda
anlaml farklilik goriilmedi. Tubulus seminiferi contorti ¢api, germinal epitel kalinlig1, bazal
tabaka kalinlig1, bazal lamina kalinligi, tunica albuginea kalinlig, arter gap1, peritubuler atrofi
oran1 degerleri, sperm sayisi, sperm Slii-canli oran1 ve sperm morfolojisi, TAS, TOS, Inhibin A

seviyeleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik gortildi.

Sonug: Silymarin uygulamasinin sisplatin ile testis hasar1 olusturulan siganlarda olumlu etkisi

goriildii.

Anahtar kelimeler: Sisplatin, Silymarin, Sigan, Testis, Morfoloji.
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ABSTRACT

A MORPHOLOGICAL INVESTIGATION OF THE POSSIBLE EFFECTS OF
SILYMARIN ON CISPLATIN-INDUCED TESTES DAMAGE IN RATS

Sahmelikoglu A.G. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Anatomy (Medicine) Program Doctoral Thesis, Aydin, 2023.

Objective: The aim of this study is to examine the possible protective effects of silymarin in

cisplatin-induced testicular damage by morphological and biochemical methods.

Material and Methods: Male Wistar albino rats weighing an average of 300/350 g were used

in our study. There were 10 rats in each group.
CON (10): Control group; The rats in this group were not treated.

SM200 (10): Safety group (High dose); The rats in this group were given 200mg/kg/day
silymarin by oral gavage for 3 days starting from day 0. Silymarin was given as 100mg/kg/day

in 2 doses every 12 hours.

CIS (10): Cisplatin group; Rats in this group were given a single dose of 7mg/kg/day cisplatin
intraperitoneally and these rats were sacrificed under anesthesia 72 hours after cisplatin

administration.

CIS+SM50 (10): Low dose treatment group; The rats in this group were given 25mg/kg/day
silymarin by oral gavage on day 0 and 7mg/kg/day cisplatin was administered intraperitoneally
2 hours later. 12 hours after the first dose of silymarin was given, 25mg/kg/day silymarin was
given again by oral gavage, and a total of 50mg/kg/day silymarin was given by oral gavage,
twice a day for a total of 3 days (every 12 hours). On the 3rd day of the treatment, the rats were

sacrificed under anesthesia.

CIS+SM200 (10): High-dose treatment group; The rats in this group were given 100mg/kg/day
silymarin by oral gavage on day 0 and 7mg/kg/day cisplatin was administered intraperitoneally
2 hours later. 12 hours after the first dose of silymarin was given, 100 mg/kg/day silymarin was

given again by oral gavage, and a total of 200 mg/kg/day silymarin was given by oral gavage,
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twice a day for a total of 3 days (every 12 hours). On the 3rd day of the treatment, the rats were

sacrificed under anesthesia.

After the rats were sacrificed under ketamine+xylazine anesthesia, testicular tissues were
removed and their blood was taken. Right testis tissues were taken for histological

examinations.

Results: According to the results of the analysis, there was no significant difference between
the groups in terms of animal weight, testicular weight, testicular longitudinal and transverse
diameter measurements, and inhibin B levels. There was a significant difference between the
groups in terms of tubulus seminiferi contorti diameter and germinal epithelial thickness, basal
layer thickness, basal lamina thickness, tunica albuginea thickness, arterial diameter,
peritubular atrophy rate values, sperm count, sperm dead-live ratio and sperm morphology,
TAS, TOS, Inhibin A levels.

Conclusion: Silymarin administration had a positive effect in rats with testicular damage with
cisplatin.

Key words: Cisplatin, Silymarin, Rat, Testis, Morphology.
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1. GIRIS

Kanser, saglikli hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi, yayilmasi ve metastaz yapmasi ile
baslayan ve kalp hastaliklarindan sonra en ¢ok 6liime yol agan nedenler arasinda ikinci sirada
yer alan bir hastalik tablosudur (Katzung ve digerleri 2004). Kanser, gelisim evresine veya
tipine gore radyoterapi, kemoterapi veya cerrahi ¢ikarim yontemlerinin kombine uygulanmasi
yada tek basina uygulamalart ile tedavi edilebilmektedir (Chu ve digerleri 2004).

Insanlik tarihi boyunca kanser, biiyiik kitleleri oldiiren bir hastalik olmustur ve
endiistriyel ve teknolojik acidan gelistikge goriilme sikligi artmistir. Icinde bulundugumuz
donemde, gelismis iilkelerde birka¢ kanser tiiriiniin riski 6nemli Ol¢iide azalmis olsa da,
hastaligin en 6nemli tiirlerinin goriilme sikligi artmistir. Akciger, prostat, meme, rektum ve
kolon kanserleri, sigara kullanimi, sagliksiz beslenme aligkanliklari ile ¢evresinde veya
isyerinde tehlikeli kimyasallara maruz kalma gibi risk faktorlerinin artik daha yaygin oldugu
ilkelerde daha sik goriilmeye baslanmistir (Trichopoulos ve digerleri 1996).

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum-I1, CIS), testis, mesane, yumurtalik, bas, boyun,
serviks, akciger ve endometrium kanserleri dahil olmak iizere ¢ogu solid tiimérlerin tedavisinde
etkili bir antineoplastik bir ajandir (Chirino ve digerleri 2004). Buna ragmen, i¢ kulak, periferik
sinirler, bobrekler ve testisler lizerinde bulunan olumsuz etkileri sebebiyle tam klinik kullanimi1
siirhdir. Sisplatinin bobrek fonksiyonunu bozmasi, temel yan etkilerden biridir ve bu durum
en 6nemli doz sin 1rlayici faktor olarak kabul edilmektedir (Atessahin ve digerleri 2005).

Sisplatinin neden oldugu testis toksisitesi bir¢ok deneysel c¢alismada ortaya konmustur
(Amin ve digerleri 2012; Amin ve digerleri 2008; Awadalla ve Nutrition, 2012; Azu ve digerleri
2010). Sisplatinden kaynaklanan testis hasarinin altinda yatan mekanizma, reaktif oksidatif
stres (ROS) ve oksidatif stres olusumundan meydana gelen morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal doku bozukluklarini igermektedir (Atessahin, Karahan, ve digerleri 2006b; Azu
ve digerleri 2010; Tiirk, Atessahin, Sonmez, Ceribasi, Yiice, ve digerleri 2008). Bu nedenle
sisplatin kaynakli testis hasarina karsi cesitli antioksidanlarin koruyucu etkisi test edilmistir.
Arjunolik asit, melatonin, Kigelia Africana meyve 6zii, likopenvitamin E, Ginkgo biloba ve
Nigella sativa yagi ¢esitli ¢alismalarda sisplatin kaynakli hasar1 6nlemek i¢in antioksidan olarak
kullanilmistir (Amin ve digerleri 2012; Atessahin, Karahan, ve digerleri 2006b; Azu ve digerleri
2010; Choudhury ve Jagdale, 2002; Sherif, Abdel-Aziz, Sarhan, ve digerleri 2014; Tiirk,
Atessahin, Sonmez, Ceribasi, Yiice, ve digerleri 2008).



Silymarin adi1 verilen flavonoid antioksidan, Silybum marianum (Meryem ana dikeni,
veya Milk thistle) denilen bir bitkiden elde edilir (AbouZid ve digerleri 2017; Kien ve
Walterova, 2005). Gegmiste bu bitkinin ¢igekleri, yapraklar1 ve sap1 tibbi amaglh kullanilmis
olmakla birlikte, modern tipta tohumlar1 kullanilmaktadir. Bu bitkinin tohumlarinda; flavono-
lignan tiirevi bilesikler, nisasta, sabit yag (%25-30), tanen, ve silymarinler (silidianin, silibin ve
silikristin) bulunmaktadir (Yang ve digerleri 2003).

Silymarin ve silymarinin yapisal bilesenlerinden biri olan silibin’in, hepatoprotektif
Ozellikleri yapilan c¢alismalarla belgelenmistir. Buna ragmen hala tam olarak etKki
mekanizmalar1 anlagilamamustir. Literatiirdeki veriler silymarin ve silibin'in dokular1 dort farkli
bicimde etkiledigini gostermektedir:

- glutatyonun hiicre i¢i iceriginin antioksidanlari, temizleyicileri ve diizenleyicileri
olarak;

- hiicre zar1 gecirgenlik diizenleyicileri ve stabilizatorleri seklinde hepatotoksik
maddelerin hepatositlere girmesini dnleyerek;

- ribozomal RNA sentezinin destekleyicileri seklinde karaciger rejenerasyonunu
uyararak;

- stellat hepatositlerin siroza yol agan kollajen liflerinin birikmesinden sorumlu olan
miyofibroblastlara doniisiimiiniin inhibitorleri olarak islev goriir. Serbest radikal siipiiriicii,
anahtar mekanizma olarak c¢alisarak karacigeri korumay1 saglamaktadir. Bu antioksidanin ayn
zamanda antikanserojenik ve anti-inflamatuar ve ozellikleri de gosterilmistir (Fraschini ve
digerleri 2002).

Yapilan farmakokinetik ¢alismalarda, silymarin‘in oral yol araciligi ile emildigi ve
sindirim sistemine (pankreas, mide, karaciger, bagirsak) dagildigi gosterilmistir. Temel olarak
safradan metabolitler olarak atilir ve enterohepatik dolasima girer. Toksisitesi oldukc¢a
diigiiktiir, 6ldiiriicii doz siganlarda 10 g/kg ve kopeklerde tolere edilebilen maksimum doz 300
g/kg'dir. Ayrica silymarinin embriyotoksik potansiyeli bulunmamaktadir (Fraschini ve digerleri
2002; Platt ve Schnorr, 1971).

Yapmis oldugumuz bu c¢alismadaki amag sisplatin ile olusturulmus testis hasarinda
silymarin etken maddesinin olasi koruyucu etkilerini morfolojik ve biyokimyasal yontemlerle
arastirmaktir. Bu amagla esit siirelerde yliksek ve diisiik doz olarak uygulanan silymarin’in

antioksidan ve koruyucu etkilerini arastirdik.



1. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek ilireme sistemi i¢ genital organlar (organa genitalia masculina interna) ve dis
genital organlar (organa genitalis masculina externa) olmak iizere iki grupta incelenir. I¢ genital
organlar testis (orchis), epididymis, ductus deferens, vesicula seminalis, prostata (glandula
prostatica) ve glandula bulbourethralis’ten meydana gelir. D1s genital organlar ise penis, urethra
masculina scrotum’dan olusur.

I¢ genital organlardan biri olan testisler funiculus spermaticus’a asil1 olarak bulunur ve
sagl sollu bir ¢ift olarak scrotum’un igerisinde yer alirlar (Arinct ve Elhan, 2014). Testisler iri
bir badem biiyiikliiglindedir ve insanda ortalama olarak 4-5 cm uzunluga, 2,5 cm genislige, 3
cm kalinlhiga ve 10-14 gr agirhiga sahiptir. Testisler peritoneumun arkasinda, karin arka
duvarinda gelisir ve gubernaculum denen serit seklindeki olusum, testisin alt kutbunu canalis
inguinalis’ten gegerek scrotum derisine baglar (Arincit ve Elhan, 2014). Testislerde hem
spermium dretilir hem de testosteron gibi erkek iireme fizyolojisini yoneten hormonlari
salgilayan endokrin hiicreler barindirilir. Testosteron hormonu, embriyonik gelisim ve fetal
gelisim sirasinda cinsel farklilasma, spermatogenez ve hipofizden gonadotropin
salgilanmasinin kontrolii i¢cin 6nemlidir. Genital kanallar ve burada yer alan aksesuar bezler,
spermiumun aktivitesini saglamak i¢in gereken salgilari iiretir, Spermatozoa’yr ve salgilari
(semen) penil tiretradan ilerletebilmek igin biiziiliirler (Mescher, 2013).

Urethra masculina ve penis, semen ile idrarin dis ortama iletilmesini saglar. Scrotum
denen yap1 ise epididymis, testis ve funiculus spermaticus’un bir kismini sarar. Glandula
vesiculosa, prostata ve glandula bulbourethralis’in salgilar yardimiyla semenin penis’e gegisi
kolaylagtirilir. Ductus deferens ile epididymis ise semenin ductus ejaculatorius’a gegisi igin bir
kanal sistemi meydana getirirler (Arinct ve Elhan, 2014; Govsa, 2003).

Testis, tunica albuginea denen mavi-beyaz renkte siki bir fibroz tabaka ile sarilmistir.
Bu fibr6z tabaka arka kenarda, testis’in i¢ kismina dogru vertikal boliimler seklinde uzantilar
gonderir. Bu yapi, testis’in sinir, damar ve spermium kanallarinin gectigi kisimdir ve buraya
mediastinum testis denir. Bu yapinin 6n ve yan kisimlarindan g¢ikan septula testis adindaki

bolmeler, disaridan testisi saran tunica albuginea denen yapiya tutunurlar. Septula testisler,



testis’i piramit bi¢cimindeki bosluklara ayirir. Bu bosluklarin icerisinde tubuli seminiferi recti
ve tubuli seminiferi contorti denen tiip bicimindeki yapilar yer alir (Arinci ve Elhan, 2014).
Gevsek bag dokusunda kasilabilen peritubiiler miyoid hiicreler, sinirler, makrofajlar,
androjen treten leydig hiicreleri, kan damarlar1 ve lenf damarlar1 bulunur. Her bir testis’te
yaklasik 400-600 adet tubuli seminiferi contorti bulunmakta ve bu tiiplerin ortalama g¢aplar1
0,12-0,3 mm, toplam uzunluklar1 70-80 cm arasinda degigsmektedir. Tubuli seminiferi
contorti’ler, mediastinum testis’e dogru yoneldikg¢e diizlesir, sayilar1 azalir ve ¢aplar1 genisler.
Tubuli seminiferi recti denilen bu tiipler, mediastinum testis’in fibréz dokusu i¢inde testis’in
arka kismina uzanarak rete testis (Haller ag1) denilen ag1 olustururlar. Rete testis, mediastinum
testis’in list boliimiinde yer alan ve sayilar1 12-15 arasinda degisen kanallara doniigiir. Bu
kanallar ductuli efferentes testis’in baslangici olup, testis arka {ist kisminda tunica albuinea’y1

delerek disar1 ¢ikarlar (Arinci ve Elhan, 2014).
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Sekil 1. Insanda erkek genital sistem anatomik yapis1 (Bookstein, 2017).

Testiste, septula testis’ler ve tunica albuginea arasindaki bosluklarda uzun tiiplerin
meydana getirdigi, sayilar1 250-300 arasinda degisen ve lobuli testis ad1 verilen bez kiimeleri
yer alir. Lobuli testisler, bulunduklar1 yere gore sekil almakla birlikte merkezi boliimlerde daha
genis ve uzundurlar (Arifoglu, 2021; Gékmen, 2003). Bir lobuli testis, tubuli seminiferi contorti
ad1 verilen ve sayilar1 1-4 arasinda degisen kivrintili bezlerden meydana gelir. Bu tiipler kor bir
uc ile baglar ve tiiplerin arasinda gevsek bag dokusu yer alir. Bu gevsek bag dokusu igerisinde
sinirler, androjen hormon iireten Leydig hiicreleri, kasilabilen miyoid hiicreler, kan damarlari,

makrofajlar, ve lenf damarlar1 bulunur (Stevens, 2006). Mediastinum testis’e gidildikg¢e tubuli
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seminiferi contorti’ler diizlesir, ¢aplar1 genisler ve sayilar1 azalir. Mediastinum testis’in fibroz
yapil1 dokusu icerisinde tubuli seminiferi recti denen tiipler bulunur ve bu tiipler arka kisma
dogru uzanarak rete testis (Haller ag1) denen ag1 meydana getirir. Mediastinum testis’in {ist
boliimiinde yer alan rete testis, sayilar1 12-15 arasinda degisim goOsteren kanallara doniistir.
Babhsi gecen kanallar, ductuli efferentes’in baglangicidir ve arka iist boliimde tunica albuginea

tabakasini delip disar1 ¢ikarlar (Arinci ve Elhan, 2014; Govsa, 2003).
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Sekil 2. Testis ve epididymis’in yapisi (Schiinke ve digerleri 2007).

2.2. Testis Histolojisi

Testislerin, tunica albuginea denen alisilmadik derecede kalin bir bag dokusu kapstilii
bulunmaktadir. Bu yogun ve kalin bag dokusu kapsiilii, yani tunica albuginea her bir testisi
kaplar. Bu yapinin i¢ kisminda yer alan yapi tunica vasculosa, kan damarlarini igeren ve gevsek
yapida bir bag dokusudur. Her bir testis, kapsiilde yer alan ve ¢ikint1 yapan tamamlanmamas bir
bag dokusu septumu ile yaklasik olarak 250 lobule boliinmiistiir. Testis arka yiizii boyunca
burada yer alan tunica albuginea tabakasi kalinlasir ve i¢e dogru mediastinum testis olarak
¢ikint1 yapar. Mediastinum testis’ten lenf ve kan damarlari ile genital salgi kanallar1 girer veya
¢ikar (Ross ve Pawlina, 2006).

Testiste yer alan her bir lobul, ¢ok kivrimli tubuli seminiferi contorti’den meydana gelir.
Testisin her bir lobulii igerisinde spermiumlarin tiretildigi 1-4 tubuli seminiferi contorti’den ve
testesteron hormonunun iretildigi Leydig (insterstisyel) hiicrelerinin yer aldigi bag dokusu
stromasindan meydana gelir. Lobulun igerisinde yer alan her bir tubul olduk¢a uzun
oldugundan dolay1 kivrimli sekilde bulunur, bu sekilde lobul, kendi iizerinde katlanir. Bu

kivrimli yapinin uglari, diiz ve kisa bir yol olusturduklari testisin mediastinum’unun yakininda
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yer alir ve tubuli seminiferi contorti’nin bir pargasi olan tubuli seminiferi recti (diiz tubul) olarak

isimlendirilir. Bu yap1 mediastinum igerisinde anastomoz yapan bir kanal sistemidir ve rete

testis ile devam eder (Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006).

Tubuli seminiferi contorti’ler, tunica propria ile ¢evrilmis bir epitel tabakadan meydana

gelir. Her bir tubuli seminiferi contorti yaklasik olarak ortalama 50 ¢cm uzunluga (30-80 cm

arasinda) ve yaklasik 150-250 um ¢apa sahiptir. Tubulus seminiferi contorti epitel tabakasi iki

ana hiicre populasyonundan meydana gelen diizensiz tabakali bir epiteldir;

Sertoli hiicreleri: destekleyici hiicreler olarak bilinirler. Ergenlik sonrasi bu hiicreler
cogalmaz. Bu hiicreler, komsu hiicreleri ¢evreleyen ve bunlarin arasinda yer alan
bosluklar1 kaplayan genis lateral ve apikal yapilara sahip olan siitun seklindeki
hiicrelerdir. Buna ek olarak sertoli hiicrelerinin bu detayl dizilimi, rutin olarak yapilan
hematoksilen ve eozin (H&E) boyali preparatlarda net olarak goriilemez. Sertoli
hiicreleri, tubuli seminiferi contorti epitelinin biitiin kalinligi boyunca siralanirken
tubulilere biitiinliik saglar (Ludewig ve digerleri 1995; Ross ve Pawlina, 2006).

Spermatogenik hiicreler; diizenli olarak ¢ogalir ve olgun spermiuma doniisiirler.
Spermatogenik hiicreler, testisin erken gelisimi doneminde gonodal ¢ikintilari bir araya
getiren yolk kesesinden orjin alan ilkel germ hiicrelerinden meydana gelir. Bu hiicreler,
komsu sertoli hiicreleri aralarinda zayif tanimlanmis ilerleyici gelisim katmanlarinda
organize edilir. Spermatogonia denen olgunlasmamis spermatogenik hiicreler, tubuli
seminiferi contorti’nin liimenini smirlayan Sertoli hiicrelerinin apikal kisimlarina

baglidir (Junqueira ve digerleri 1993; Ober ve Izzetoglu 2006; Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 3. Tubuli seminiferi contorti ve onu ¢evreleyen yapi (Junqueira ve digerleri 2009).

Lamina propria, peritiibiiler doku olarak da isimlendirilir ve tipik fibroblastlardan

mahrum ¢ok tabakali bir bag dokusudur. Insanlarda tubuli seminiferi contorti’nin bazal

laminas1 dis kisminda 3 ya da 5 kat miyoid hiicre (peritiibiiler kontraktil hiicreler) ve kollagen

liflerinden olusur. Ultra yapisal seviyede miyoid hiicreler, bazal lamina, bir¢cok aktin filamenti
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ve diiz kas hiicreleriyle ilgili 6zellikler barndirirlar. Ayrica 6nemli Slglide endoplazmik
retikulum (rER) sergilerler. Bu durum, tipik fibroblastlarin bulunmamasi durumunda kollagen
sentezindeki gorevlerini gosterir (Gokmen, 2003; Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina,
2006). Miyoid hiicrelerin belli bir ritimde kasilmalari, semenin ve igerisinde yer alan
spermatozolarin tubuli seminiferi contorti yoluyla, burada bulunan kanal sistemine taginmasina
yardim eden peristaltik dalgalar meydana getirir. Miyoid tabakanin disinda, genis lenfatik
yapilar ve kan damarlar ile Leydig hiicreleri yer alir. Yaslanmanin olagan akist sonucu tunica
propria tabakasmin kalinligi artar. Bu kalinlagsma ile birlikte spermium tiretim hiz1 azalir ev
tubuli seminiferi contorti’lerin boyutunda genel olarak bir azalma meydana gelir. Tunica
propria’nin hayatin ilk donemlerinde fazlaca kalinlagmasi infertilite ile alakalidir (Junqueira ve
digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006). Ornegin inmemis testis durumunda spermatojenik
elementlerde progresif bir azalma ve buna bagl olarak zamanla artan lamina propria kalinlig
goriilmektedir. Bu durumda bazi iirologlar spermatojenik kapasiteyi koruyabilmek icin hasta
yasaminin dordiincii yilinda ya da daha dnce orsiopeksi yapmayi tercih eder (Levin, 1979).
Interstisyel alan, interstisyum denen gevsek yapili bag dokusu, fibroblastlar, mast
hiicreleri, makrofajlar, Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirleri ihtiva eden

kisimdir (Junqueira ve digerleri 1993).

Primer spermatositler

Sertoli hilcreleri

Kan damarlari

— Spermatogonyum

AR Gl
LJ'———? Interstisyel hiicreler

Sekil 4. Tubuli seminiferi contorti epitel hiicreleri ve interstisyel hiicreler (Junqueira ve
digerleri 2009).

Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler), genel olarak lipid damlaciklar1 bulunduran
biiyiik, eozinofilik, poligonal hiicrelerdir. Bu hiicrelerde siklikla lipofuscin pigmenti yer alir ve
bunun yani sira belirgin cubuk seklinde sitoplazmik kristaller yani Reinke kristalleri bulunur.
Rutin histolojik ¢alismalarda yapilan preparatlarda bu kristaller epey kirilgandir ve yaklasik
olarak boyutlar1 3x20 pm'dir. Tam olarak gorevi ve dogasi bilinmemekle birlikte, biiyiik
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olasilikla hiicrenin bir protein iriiniiniin belirgin 06zelliklerini yansitmaktadirlar. Leydig
hiicreleri de bagka steroid salgilayan hiicreler gibi, ayrintili bir endoplazmik retikulum (SER)
ve dolayisiyla eozinofiller igerir (Ober ve Izzetoglu, 2006). Testosteron’un kolesterolden
sentezlenebilmesi i¢in gerekli olan enzimler sER ile baglantilidir. Steroid salgist yapan
hiicrelerin bir diger karakteristik 6zelligi de tubulovesicular cristae’lt mitokondriler de ayrica
Leydig hiicrelerinde yer alir. Leydig hiicreleri, erken fetal donemde farklilasir ve testosteron
salgilamaya baslar. Ureme, cinsel olgunlasma ve embriyolojik gelisim esnasinda testosteron
salgilanmas1 gerekmektedir (Junqueira ve digerleri 1993);

e Embriyoda, gonadlarin normal olarak gelisebilmesi igin erkek fetiiste testosteron ve
oteki androjenlerin salgilanmasi gerekmektedir. Leydig hiicreleri, testosterona ek olarak
gelisim esnasinda testislerin inigini uyaran insiilin benzeri protein (INSL3) salgilar.

e Testosteron salgisi, ergenlikte yardimer cinsiyet bezlerin salgilarindan, spermium
tiretiminin baglangicindan ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelisiminden sorumludur.
Bunun yani sira tubuli seminiferi contorti’lerde INSL3’iin salgilanmasi mayotik
boliinmeleri de tetikler (Ross ve Pawlina, 2006).

Testosteron  salgilanmast  yetigkinlerde ikincil cinsiyet Ozelliklerinin = ve
spermatogenezin, aksesuar esey bezlerinin ve genital salgi kanallarinin korunmasi igin
onemlidir. Erigkin testislerinde bulunan Leydig hiicreleri, dolasim sisteminde yer alan
INSL3’iin temel kaynagidir. Leydig hiicresi steriode genetik kapasite indeksini meydana
getirebilmek icin klinik testler sirasinda INSL3 o6l¢limii kullanilmaktadir. Leydig hiicreleri
INSL3’iin salgilanmasindan bagka ayrica oksitosin liretir ve salgilarlar. Testiikiiler oksitosin
hormonu, tubuli seminiferi contorti’lerin etrafini saran miyoid hiicrelerin kasilmalarini uyarir
ve spermiumlarin efferent kanallara dogru hareket etmelerini saglar (Bayram ve digerleri 2020;
Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006).

Erkek fetiisiin erken farklilagsmasi sirasinda Leydig hiicreleri aktiftir, daha sonra fetal
donemin yaklasik olarak 5.ayinda baslayan bir hareketsizlik devresinden gecer. inaktif Leydig
hiicrelerinin fibroblastlardan ayirt edilebilmesi zordur. Leydig hiicreleri ergenlik doneminde
gonadotropik uyarilarin etkisinde kaldiklart igin tekrar androjen salgi yapan hiicreler haline
gelirler ve hayat boyu aktif halde bulunurlar (Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina,
2006).

2.2.1. Spermatogenez

Spermatogonia’nin spermiuma doniistiigii stiirece spermatogenez denir. Spermatogenez,
spermiumun tretildigi siiretir ve karmasik, essiz bir dizi olay sonucu gergeklesir. Ergenlik
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doneninden kisa bir siire dnce baslar ve artan hipofiz gonadotropin seviyelerinin etkisinde hayat
boyu siirer. Spermatogenez 3 asamada incelenir (Junqueira ve digerleri 1993);

e Spermatogonial faz; spermatogonia’nin mitozla boliinerek kendisini degistirdigi ve
nihayetinde birincil spermatositleri meydana getiren kararli bir Spermatogonia
toplulugu olusturdugu fazdir.

e Spermatosit faz1 (mayoz); spermatit denen haploid hiicreleri tiretebilmek igin primer
spermatositlerin hem DNA miktarin1 hem de kromozom sayisini azaltabilmek igin
mayoz boliinmeye calistig1 fazdir.

e Spermatid faz1 (spermiyogenez); spermatidlerin olgun spermium hiicrelerine doniistiigii
fazdir (Ross ve Pawlina, 2006).

Spermatogenez sonucu spermatidler en son olgunlasmis hallerine gelirler ve tubuli
seminiferi contorti’lerin liimen kismina dogru spermiasyon denen siiregle destekleyici Sertoli

hiicreleri’nden salinirlar (Junqueira ve digerleri 1993; Kizilay ve Altay, 2019).

2.2.1.1. Spermatogoniyal Evre

Bu evrede kok hiicreler kararli bir spermatogonia toplulugu saglamak ve kendilerini
degistirebilmek icin boliiniirler. Rutin histolojik preparatlarda ¢ekirdek goriinlimiine gore 3 tip
spermatogonium bulunmaktadir (Junqueira ve digerleri 1993);

1. Tip A koyu (Ad) spermatogonia; ince graniiler ve yogun bazofilik kromatinli oval
cekirdekler icermektedir. Bunlarin tubuli seminiferi contorti epitellerine ait olan kok
hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir. Bu hiicreler, sistemli araliklarla boliinerek veya
yedek kok hiicre olarak kalarak bir ¢ift Ap ya da Ad tipi spermatogonyum olustururlar.

2. Tip A soluk (Ap) spermatogonia; g¢ekirdekleri ince graniiler kromatinli ve hafif
boyanmis olarak goriiliir. Ap spermatogonia, spermium iiretiminin meydana geldigi
farklilagma stirecinde dnemli rol oynar. Bu hiicreler arka arkaya mitoz bdliinme gegirir
ve sayilarini artirirlar. Bu hiicreler ayn1 zamana yenileyici kok hiicre olarak da
isimlendirilir.

3. Tip B spermatogonia; ¢ogunlukla hiicre ¢eperi boyunca ve merkezi bir nukleolus
etrafinda biiylik kiimeler seklinde yogunlasan kromatinli kiire seklinde g¢ekirdekleri

bulunur (Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006).

Ad spermatogonium’un 2 tip Ap spermatogonium’a bdliinmesinin bir diger 6zelligi de
yavru hiicrelerin ince bir sitoplazmik koprii ile birlikte bagli olarak kalmasidir. Bu ayn1 olusum

9



alisilageldik Ap spermatogonium ¢iftinin devam eden her bir mitoz ve mayoz bdliinmesi yolu
ile olusur. Bu sekilde bir Ap spermatogonia ¢iftinin soyunun tamami ardisik olarak birbirlerine
baglhidir. Bu baglantilar spermatidlerin olgunlagmalarinin son asamalarina kadar bozulmaz ve
orijinal bir Ap hiicre ¢iftinden meydana gelen her bir klonun senkronize gelisimi i¢cin 6nemli ve
gereklidir. Birkag kez boliindiikten sonra A tipi Spermatogonia, B tipi spermatogonia’ya
farklilagir. Spermatogonial fazdaki son olay1 B tipi spermatogonia’nin goriinimii temsil eder

(Junqueira ve digerleri 1993; Maximow ve Bloom, 1952; Ross ve Pawlina, 2006).

()
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Sekil 5. Germ hiicrelerinin klonal 6zelligi (Hill, 1986; Junqueira ve digerleri 2009).
2.2.1.2. Spermatosit Faz1 (Mayoz)

Bu fazda, birincil spermatositler hem DNA hem de kromozom miktarlarin1 azaltmak
amaciyla mayoz bdliinme gegirirler. B tipi spermatogonilarin mitoz boliinme gergeklestirmeleri
sonucu birincil spermatositler iiretilir. Bu yapilar, olustuktan kisa bir siire sonra DNA’larini
kopyalarlar ve bu sekilde her birincil spermatosit, normal sayida (2n) kromozom igerir ve

boylece DNA miktarlarini (4d) iki katina ¢ikarmis olurlar. Her bir kromozom, iki kardes
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kromotit’ten meydana gelir ve bundan 6tiirii DNA miktar1 4d kadardir (Junqueira ve digerleri
1993; Ross ve Pawlina, 2006).

Mayoz I sonucunda kromozom sayis1 (2n’den In’ye) yariya iner, ayrica DNA miktar1
haploid duruma (4d’den 2d’ye) diiser. Bundan dolay: ikincil spermatosit 2d DNA miktar1 ve
haploid kromozom sayis1 (1n) ile belirtilir. DNA replikasyonu, mayoz II’den 6nce olmadigi
icin bu boliinme gerceklestikten sonra her bir spermatid 1d kromatit igeren haploid (1n)
kromozom barmdirir (Ross ve Pawlina, 2006).

[1k mayoz béliinmenin profaz asamasinda kromatin, goriiniir kromozomlara yogunlasir
ve yaklasik olarak 22 giin kadar siirer. Profaz agamasi sonucunda her biri iki kromatid’e sahip
yani iki kromatin ipligi barindiran ¢ bir X ve bir Y ve 44 otozom kromozom belirtilebilir.
Metafaz plagi tizerinde siralandigi siireg igerisinde homolog kromozomlar eslenir (Junqueira ve
digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006).

Tetrad adi verilen ve dort kromatitten meydana gelen eslestirilmis homolog
kromozomlar, ¢aprazlama denen siire¢ igerisinde genetik materyali degistirir. Bu degisim
esnasinda ise dort kromatitten meydana gelen ve sinaptotermal kompleks denen ticlii yapi tekrar
diizenlenir ve bu siire¢ sonucunda genetik cesitlilik saglanmis olur. Bu degisim sayesinde her
bir spermatositten iiretilmis olan dort spermatid, diger tiim spermatidlerden ve birbirlerinden
farkli olur (Junqueira ve digerleri 1993). Homolog kromozomlar, ¢aprazlama tamamlandiktan
sonra ayrilirlar ve mayoz ig iplik¢iginin zit kutuplarina dogru hareket ederler. Boylelikle
caprazlama ile degistirilen tetradlar ayrilarak yeniden ikili olurlar. Capraz gegis ile degistirilmis
de olsa her bir orjinal kromozomun iki kromatidi birlikte kalir. Bu olay mitoz boliinme ile
gerceklesen olayimn tam tersidir ve bunlardan biri "kalip" yapiy1 ve digeri yeni sentezlenen
DNA’y1 temsil eden ¢ift kromatidler ayrilir (Ross ve Pawlina, 2006).

Homolog bir kromozom ¢iftinin herhangi birinin, ig iplik¢iginin herhangi bir kutbuna
olan hareketi rastgele olmaktadir. Yani anne ve babadan tiiretilen kromozomlar, metafaz
plakasinda kendilerini siralamazlar. Bu olay, meydana gelen yeni spermiumdaki genetik
cesitliligin bir baska kaynagidir (Ross ve Pawlina, 2006).

[Ik mayoz béliinme sonrasinda olusan hiicrelere ikincil spermatositler denmektedir. Bu
hiicreler, bir S fazindan ge¢meden yani yeni DNA sentezlenmeden cabucak ikinci mayoz
boliinmenin profaz sathasina girerler. Bu ikinci mayoz béliinme daha kisadir ve sadece birkag
saat siirer. Her bir ikincil spermatosit, bir X ya da Y ve 22 otozom kromozom ile temsil edilen
In sayida (yani azaltilmis sayida) kromozoma sahiptir. Burada yer alan her bir kromozom, iki
kardes kromatitten meydana gelir ve ikincil spermatosit, diploid miktarda yani 2d miktarda

DNAya sahiptir. Ikinci mayoz béliinmenin metafaz asamasi sirasinda kromozomlar, metafaz
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plakasinda dizilir ve burada kardes kromatitler birbirlerinden ayrilarak ig iplik¢iginin zit
kutuplarina dogru harekete gegerler. ikinci mayoz béliinme bittiginde ve cekirdek zarlar
yeniden olustukea, her bir ikincil spermatosit, 23 ‘er tek iplige sahip kromozom (1n) ve 1’er d
miktarda DNA barindiran ikiser haploid spermatid meydana getirir (Junqueira ve digerleri
1993; Ross ve Pawlina, 2006; Sadler, 2014).

2.2.1.3. Spermatid Fazi (Spermiyogenez)

Spermiyogenez asamasi, spermatidlerin spermatozoa’ya dontiserek meydana getirdigi
degisiklikler serisidir. Bu degisiklikler su sekilde siralanabilir (Ross ve Pawlina, 2006; Sadler,
2014);

1. Cekirdek yiizeyinin yarisini dolduran ve déllenme esnasinda yumurta ve ¢evresinde yer
alan katmanlarin penetrasyonuna yardim edecek enzimleri barindiran akrozom’un
olusmasi,

2. Cekirdek yogunlasmast,

3. Kuyruk, bas ve orta par¢canin olusumu,

4. Sertoli hiicrelerinin fagosite ettigi kalinti cisimler yani sitoplazmanin ¢ogunun

dokiilmesi.

Insanlarda, bir spermatogonium yaklasik 74 giin igerisinde olgun bir spermatozoa’ya
doniistir ve bir giinde yaklasik olarak 300 milyon kadar spermium hiicresi tiretilir. Spermatozoa
tamamen olustugu zaman tubuli seminiferi contorti’lerin limenine girer. Tubuli seminiferi
contorti’lerin duvarlarinda yer alan kasilma elemanlari tarafindan buradan epididymis’e dogru
itilirler. Ik baslarda sadece biraz hareketli olan spermatozoa, epididymis’de tam hareketlilige
sahip olur (Sadler, 2014).
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Sekil 6. Spermiyogenez siiresi boyunca spermatidlerde meydana gelen temel degisiklikler

(Junqueira ve digerleri 1993).

2.2.1.4. Olgun Spermiumun Yapisi

Spermiyogenez olaylar1 sonucunda yapisal olarak benzersiz bir hiicre meydana gelir.
Olgun bir insan spermiumu, ortalama 60 um uzunluga sahiptir. Spermiumun bas kismi sivri ve
yassidir, yaklasik olarak 4,5 pm uzunlukta, 3 um genislikte ve 1 pm kalinliktadir. Akrozomal
baslik ¢ekirdegin on licte ikisini kaplar ve noraminidaz, hiyaliironidaz, akrosin, asit fosfataz
denilen tripsine benzer bir proteaz barmdirir. Bu akrozom enzimleri, zona penetrasyonu igin
gereklidir. Spermium kuyrugu; orta parca, ana parga, boyun ve son pargadan meydana gelir
(Ross ve Pawlina, 2006). Kisa boyun kisminda sentriolleri ve kaba fiberlerin kdkenlerini yani
baslangi¢ kisimlarmi barindirir. Orta parca yaklasik olarak 7 pm uzunluga sahiptir ve
mitokondriler burada yer alir. Mitokondriler; kaba lifler ve aksonemal kompleksin etrafinda
sarmal olarak yer alir. Bu mitokondriler kuyruk hareketi i¢in enerji temin ederler ve bu sekilde
spermium hareketliliginden mesuldiirler. Ana parga yaklasik olarak 40 pm’lik bir uzunluga
sahiptir ve kaba fiberler ile aksonemal kompleks disinda yer alan lifli kilifi barindirir. Son parca
ise olgun spermiumdaki yaklasik olarak son 5 um’lik kisimdir ve yalnizca aksonemal
kompleksi barmdirir (Ross ve Pawlina, 2006; Sadler, 2014). Yeni salinmig olan spermium
hiicreleri, daha fazla olgunlastiklari i¢in ve haraketlilik kazandiklarindan dolay: epididymis’de
islenirler. Yeni salinan spermiumlar hareketsizdirler ve sertoli hiicrelerince salgilanan bir sivida
tubuli seminiferi contortilerden tasimirlar. Stvi ve spermium, lamina propria’ya ait peritubuler

kontraktil hiicrelerinin peristaltik kasilmalariyla tubuli seminiferi contorti’lerden akar. Bunlar
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daha sonra epitel hiicrelerinin sadece sertoli hiicrelerinden meydana geldigi tubuli seminiferi
recti’lere girerler (Sadler, 2014). Sivi ve spermium, mediastinum testis’te basit kiibik epitel
hiicreleri ile kapli kanallarin anastomoz sistemi olan rete testis boliimiine girer. Daha sonra rete
testis’ten ductuli efferentes’in sirasiyla 6nce ekstratestikiiler boliimiine oradan disariya akan
kanal sisteminin ilk boliimiine ve daha sonra da epididymis kanalinin proksimaline (ductus
epididymis) dogru hareket ederler. Spermium hiicreleri, epididymis’in ¢ok kivrimli kanalinin
4-5 m’si boyunca hareket eder, bu esnada hareketlilik kazanir ve tiirli olgunlasma
degisikliklerine ugrar (Junqueira ve digerleri 1993; Ross ve Pawlina, 2006; Sadler, 2014). Bu
degisiklikler sunlardir;

* Histonlarin protaminler ile degistirilmesine neden olan bir seri kromatin yeniden sekillenme
olaylar dizisi sebebi ile niikleer DNA’nin daha ¢ok yogunlagsmasi meydana gelir. Spermium
basi kiigiiliir.

» Sitoplazma daha da azaltilir. Spermium hiicreleri incelir.

* Plazma zar1 proteinleri, lipitleri ve glikolizasyonda degisiklikler meydana gelir,

* Dekapasitasyon yani dis akrozomal membranda degisiklikler meydana gelir. Spermium
hiicrelerinin dollenme kabiliyetini engelleyebilmek icin yiizey ile iliskili dekapasitasyon
faktori ilave edilir (Ross ve Pawlina, 2006).

Hiicrelerin epididymisten gecisi esnasinda spermium hiicrelerinin motilitelerinin
baslamas1 biiyiik ihtimalle Ca?* (kalsiyum iyonlar1), cAMP (siklik adenozin monofosfat), ve
hiicre i¢i pH’1n hiicre seviyesindeki degisikliklerle alakalidir. Bu etkenler, protein fosfotaz ve
protein kinazlarin etkinliklerinden kaynaklanan protein fosforilasyonunda meydana gelen

degisimler yolu ile flagellar aktiviteyi tanzim eder (Sadler, 2014).

k\“"\\— Bas, akrozom

Sentriol

Mitokondri
Orta parca

Esas parca

Sekil 7. Olgun bir spermatozoon (Schiinke ve digerleri 2007).
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2.2.1.5. Spermium Fizyolojisi

Tubuli seminiferi contorti’lerde meydana gelen spermiumlar epididymis ve bu
tubullerde hareketsiz halde bulunurlar. Spermiumlar yaklasik olarak 18-24 saat kadar
epididymis’te bulunduktan sonra hareket kabiliyeti kazanir fakat baskilayict proteinler
tarafindan ejakiilasyona kadar hareketleri engellenir (Hall ve Hall, 2020). Dogal olarak fertil ve
hareketli olan spermiumlar, sivi bir ortamda, dakikada ortalama 1-4 mm hizla flagellalarin
hareketleri sayesinde ilerleyebilirler. Spermium aktivitesi, ejakiilat semenindeki gibi nétral ve
hafif alkalik ortamda oldukga fazla bir artig gosterir (Barrett ve digerleri 2010). Ancak ortam
orta derecede asidik oldugu zaman hareketliligi biiyiik 6l¢tide baskilanir. Kuvvetli bir asidik
ortam, spermiumlarin hizlica 6liimiine neden olabilir. Artan sicaklikla spermium aktivitesi bariz
bir sekilde artar, bundan dolay1 metabolizma hizi da artmis olur. Bu artis, spermium dmriiniin
belirgin bicimde kisalmasina sebep olur (Widmaier ve digerleri 2006). Testislerin genital
kanallarinda spermiumlar baskilanmis sekilde haftalarca yasayabilirler ancak kadin genital
sistemine bosalan spermiumlar yalnizca 1 ila 2 giin kadar yasayabilirler (Barrett ve digerleri
2010; Hall ve Hall, 2020; Widmaier ve digerleri 2006).

Erkek esey hiicreleri olan spermiumlarin olusumu, testisin baslica ekzokrin
fonksiyonudur ve bu fonksiyon birgok faktore yani hormona baghdir. Glandula
hypophysialis’in lobus anterior’undan salgilanan follikiil stimiile edici horman (FSH),
memelilerde spermatogenezi stimiile etmektedir. FSH ise, dogruca Sertoli hiicrelerini etkiler ve
androgen baglayic1 protein (ABP) sentezi ile salinimini stiimile etmektedir. ABP, testosteron
ile baglanmakta ve tubulus seminiferi contorti liimenine salinmaktadir. Sertoli hiicreleri, ayni
zamanda inhibin denen diger bir testikiiler hormonu da salgilanmasim1 saglamaktadir
(Dogantekin ve Ozcan, 2016). Inhibinler, gonadlardan salgilanarak dolasima salman hormonlar
olarak islev goriirler ve bu hormonlar etkilerini FSH salgilanmasi {izerinde uygular (de Kretser
ve digerleri 2004). Inhibin hormonu kana gecmekte ve glandula hypophysialis’in lobus
anterior’undan FSH salinimini inhibe etmektedir (Dogantekin ve Ozcan, 2016). Transferrin,
seruloplazma, TGF-a, TGF B, androjen baglayici protein (ABP), plazminojen aktivatorti,
inhibin B, insiilin benzeri biiylime faktorii, ve anti Miillerian hormon da dahil, spermatogenezi
destekleyen Sertoli hiicrelerinden kaynakli faktorlerin hareketleri hakkinda birgok calisma
mevcuttur. Ornegin yapilan ¢alismalarda varikoselin FSH hormonu diizeyinde artisa ve bir
Sertoli hiicresi aktivite parametresi olan inhibin B hormonu diizeyinde azalmaya neden oldugu
ve varikoselektomi sonrasinda bu iki parametrede anlamli diizelme saglandig: belirtilmistir

(Kass ve digerleri 1993; Ozden ve digerleri 2008).
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Genel 6zellikler goz oniine alindiginda inhibinlerin ve aktivinlerin FSH sekresyonunu
modiile ettigi ve dolayl1 olarak da testis fonksiyonlarmi etkileyebildigi acik¢a goriilmektedir
(de Kretser ve digerleri 2004; Tilbrook ve digerleri 1993). Bunlar 6nemli kontrol sistemleridir
ve bu konu ile ilgili son yillarda yapilan en biiyiik ilerleme, bu proteinlerin testis i¢indeki yerel
faaliyetleri ile ilgilidir. Bu bilginin bir kismui, alt birimleri 6zgiil olarak tanimlayabilmek i¢in
monoklonal antikorlarin varligindan ve bunlarin inhibin A, inhibin B ve aktivin A igin spesifik
ELISA testlerine dahil edilmesi ile ortaya ¢ikmistir. Heniiz aktivin B i¢in saglam ve giivenilir
bir ELISA testi bulunmamaktadir (de Kretser ve digerleri 2004; Groome ve digerleri 2001).

Viicutta stres olusturan durumlarda testis fizyolojisinin bozulmasi kaginilmaz
olmaktadir. Stres gelisimi total oksidan seviyesi (TOS) ve total antioksidan seviyesi (TAS)
oOl¢lim kitleri ile belirlenebilmektedir (Ahiskali ve digerleri 2021; Kurt ve digerleri 2021). Daha
ileri seviyedeki biyokimyasal arastirmalar i¢in de Ornegin Katalaz aktivitesi (CAT),
Siiperoksidaz dismutaz aktivitesi (SOD), Peroksidaz aktivitesi (POD), Glutatyon rediiktaz
aktivitesi (GR), vb olgtimler, uygun ELISA Kkitleri kullanilarak yapilabilmektedir (Jahan ve
digerleri 2018).

2.2.2. Sican Testis Ozellikleri

Sicanlarda testisler, kobay ya da tavsanlara oranla biraz daha geride ve birbirlerine daha
yakin olarak bulunur, aniis ile preputium arasinda yer alirlar. Sicanlarda antis ile preputium
arasindaki mesafe yaklasik olarak 26 mm kadardir. Scrotum tek bir kese halindedir ve caudal
ucu aniisii ventral kisimdan kaplar. Iki testis arasinda ve scrotum’un iizerinde caudal kisimda
daha belirgin bir oluk yer alir. Tunica vaginalis ve scrotum agildig1 zaman testis kiit-oval sekle
sahip (yuvarlaga biraz yakin) olup cauda epididymis’le beraber extremitas caudata’nin biraz
medialine dogru kivrilir. Corpus epididymis ise tipki tavsanlardaki gibi testis’in extremitas
capitata’sin1 tipki bir sapka gibi Orter ve bahsi gecen diger iki tiire gore daha biiyiik
sekillenmistir. Bu yapiin ¢evresinde az miktarda yag doku bulunmaktadir. Ductus deferens,
corpus epididymis’in dorsalinde yer alir. Ayrica siganlarda bursa testicularis bulunmaktadir
(Cakar, 2001).

Sigan testisi yaklasik olarak 14 mm’lik bir ¢apa ve 20 mm’lik bir uzunlukta oval sekilli
bir yapiya sahiptir. Tunica albuginea denen beyazimsi mavi renkli 20-40 pm kalinlikta yogun
bir kollagen dis tabakasi vardir. Tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (prosesus vaginalis'in
testisi saran boliimii) ile tunica albuginea temas halindedirler ancak bu tabaka testisi tamamen

kaplamaz. Dorsal kisminda kan damarlarint ve tubuli seminiferi contorti’lerin epididymis’e
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giden efferent kanallarini igceren mesorchium denen bag dokusundan olusan bir sap1 vardir.
Tunica albuginea’nin altinda tunica vascularis denen bir damar tabakasi yer alir (Maynard ve
Downes, 2019).

Sigcanlarda i1yi gelismis lenfatik sinlizoidler ve kan damarlar1 sistemi bulunur ve bu
yapilar tubuli seminiferi contorti’lere bitisiktir. Tubuller arasindaki bag dokusunda biiyiik
eozinofilik endokrin hiicreler, Leydig hiicreleri yer alir. Siganlarda nispeten daha az sayida
Leydig hiicreleri bulunur ve bunlar genellikle lenfatik bosluklarla ¢evrili alanlarda yer alir
(Foley, 2001).

2
3
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~J

Sekil 8. Erkek sican iirogenital sistemi
1. Glandula vesiculosa, 2. Glandula prostata (ventral kisim), 3. Glandula prostata (dorsolateral
kisim), 4. Canalis pelvis i¢indeki urethra, 5. Ductus (vas) deferens, 6. Crus penis, 7. Glandula
bulbourethralis, 8. Caput epididymis, 9. Testis, 10. Cauda epididymis, 11. Vesica urinaria, 12.

Symphysis pubis (pelvik kanali agiga ¢ikaran kesim), 13. M. Bulbocavernosus, 14. Penis (Van
De Graaff, 2011).
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2.2.2.1 Sicanlarda Spermium Ozellikleri

Sican tubuli seminiferi contorti enine kesitleri karsilastirildigi zaman hiicre tiplerinin
cesitli kombinasyonlar1 goriilmektedir. Bazi boliimlerdeki yiizeyel hiicreler agik bir sekilde
spermatidlerdir ve bunlar spermatozoa olmak iizeredirler, digerlerinde ise yiizeyel hiicreler
kesin olarak spermatidler olsalar da heniiz gelisimin erken asamasindadirlar. Erken
spermatidler yuvarlanir ve gelisim esnasinda daha da uzarlar. Leblond ve Clermont (1952)
yapmis olduklar1 ¢alismada tubuli seminiferi contorti’lerin epitel tabakalarinin hiicre tiplerinin
belirli kombinasyonlarinin tekrar tekrar ortaya g¢iktiklarini belirlemislerdir. Bunun yani sira
kobay ve si¢anlarin tubuli seminiferi contortileri boyunca alinan seri kesitlerin belirli bir desen
dizisi oldugunu gosterdigini, tubuli boyunca ilerler gibi géziiken bir dalga olusturdugunu ve
belirli araliklarla kendisini tekrar ettigini gostermislerdir. Bu belirgin dalga, tubuli seminiferi
contorti boyunca her noktada hiicrelerin bir dizi gelisme fazindan ge¢mesi ve katmandan
katmana ilerlemesi sebebi ile meydana gelir, ancak tubuli boyunca her béliimde gelisim
asamalar1 bir miktar farkli olmaktadir.

Sperm olusum asamalar1 icin Clermont ve Leblond, her biri belirli bir hiicre tipi
kombinasyonu ile nitelendirilen bir dizi tanimlanabilir asama betimlemislerdir (Maynard ve
Downes, 2019). Creasy'ye (1997) gore hiicre dongiisii asamalar1 su sekildedir;

1. Belirli bir asamanin ortaya ¢ikigindan bir sonraki goriiniimiine kadar dongii siiresi ya da
tekrar siiresi 12,9 giindiir.

2. Her bir dongii 14 asamaya boliinmiistiir, yani asama basina diizenli 1 giin degildir.

3. 14 asama, siirelerine gore degisir, ornegin siganlarda 7. agsama 58 saat siirer ancak 9. ve 11.
asamalarin her biri yalnizca 7 saat siirer. Bu degiskenligin 6nemli bir sonucu vardir; eger
rastgele boliimlere bakarsaniz hiicre dongiisiiniin 10.agamada oldugunu gérme ihtimalinize
kiyasla 7.asamada oldugunu gérme ihtimaliniz 8 kat fazladir.

4. Tiim siire¢ 56 giin stirer.

5. Tim siire¢ 4,5 dongii igerir.

6. Yuvarlak spermatid-spermatozoon dizisinde 19 adim bulunmaktadir. Bu durum, spermatid
dizisinde yer alan 14 agama ile 19 asama arasinda bir uyumsuzluk oldugu anlamina gelmektedir.
Birkag asama; birden fazla ayird edilebilir spermatid tiirii icermelidir.

Insanlarda tubuli seminiferi contortilerin enine kesitleri, hiicre dongiisiiniin birden fazla
asamasini gostermektedir. Bu durum, bu konuda ilk kez calisan aragtirmacilari, kemirgenlerde
goriilen diizenli dongiiniin insanlarda var olmayabilecegine inandirmistir. Aslinda durum

boyledir ancak dongiileri tanimlayabilmek daha zordur. Parametreler su sekildedir; 4 dongii,
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her biri 16 giin, dongii basina 6 asama ve bastan sona toplam siire 64 giindiir (Maynard ve
Downes, 2019).

Sicanlarda spermatozoon yaklasik olarak 190 um uzunluga sahiptir ve bas kism1 keskin
bir ¢engel seklindedir. Memeli tiirleri arasinda spermatozoa kafa sekilleri biliyiik farkliliklar
gbsterir. Insanda spermium bas sekli insanda oval bigimindedir. Kiiciik kemirgenlerin
spermatozoalari insan (53 pum) ve filden (50 um) ¢ok daha uzundur (Bishop ve Walton, 1960).
Spermatozoanin anatomik gelisimi testiste tamamlanir ancak epididymis’te motilitesini kazanir
ve kapasitasyon (oosite niifuz etme ve déllenmeyi ger¢eklestirme kapasitesinin gelisimi) sadece

ciftlesmeden sonra disi tireme yolunda gergeklesir (Maynard ve Downes, 2019).

2.2.3. Sisplatin

Sisplatin, yaygin bir sekilde bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan oldukga giiglii
ve kiymetli bir kemoterapi ajanidir (Esteban Cvitkovic ve digerleri 1977). Cis-[Pt(NH3)2Cl2]
bilesigi ilk kez 1845 yilinda Michele Peyrone tarafindan hazirlanmis ve bu sebeple de uzun bir
slire Peyrone tuzu olarak isimlendirilmistir (Peyrone, 1844). Peyrone tuzunun kimyasal yapist,
Alfred Werner tarafindan 1893 yilinda uygun bir sekilde ortaya ¢ikartilmistir (Barry ve Sadler,
2014). Cogu kisi tarafindan bilindigi lizere sisplatin baslangigcta Dr. Barrett Rosenberg
tarafindan zekice ve tesadiifi bir gozlemle kesfedilmistir (Rosenberg, 1980). Sisplatinin klinik
deneme asamasina gelmesindeki en hassas adim, NCI (National Cancer Institute/ Ulusal Kanser
Enstitiisii) ilag gelistirme programi araciligiyla, bu Kimyasal bilesigin deneysel timor
modellerinde ¢ok etkili oldugunun gézlemlenmesi idi. Bu deneysel faaliyet sonucunda sisplatin
klinik calisma igin gelistirildi ve nihayetinde Gida ve Ilac idaresi’ne IND (bir arastirmaya dayali
yeni ilag basvurusu) basvurusuna yol agti (Carter ve Goldsmith, 1974). Rosenberg,
elektromanyetik radyasyon uygulayarak bakteri ve memeli hiicrelerinin boliinmesine etkilerini
arastirdig1 esnada Escherichia coli tiirli izerinde yaptig1 ilk deneylerde biiyiime bolgelerinde
platin elektrotlar kullaniyordu. Platin elektrotlarin yer aldig1 biiyiime bolgesi kisminda yer alan
bakterilerde normalden 300 kat fazla uzun filamanlarin bulundugunu belirledi. Kisa bir zaman
dilimi igerisinde bu etkinin verilen elektromanyetik alandan dolay1 degil de platin elektrotlardan
meydana gelen elektroliz iirlinleri sayesinde oldugunu gosterdi. Bu deney sonucu ayrintili bir
kimyasal analiz gergeklestirerek bu etkiye neden olan bilesigin ilk kez 1845 yilinda Peyron’un
bulmus oldugu ve Peyron kloridi de denen ve daha sonralar1 sisplatin adini alan ndortal bir cis
izomeri oldugu kesfedilmistir. Bu bilesenin, bakterilerin hiicre boliinmelerini engelledigi fakat

geri kalan oteki biiyiime yapilarini engellemedigi ve bundan dolay1 epey uzun filamanlarin
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meydana geldigini ortaya koymustur. Sisplatine dair bu bulgular 1965°de yayinlanmis ve
1968°de sarkomlu fare iizerinde yapilan intraperitoneal sisplatin uygulamasi sonucu, tiimoriin
boyutlarinda ¢iplak gozle goriilebilecek kadar bir kiigiilme meydana geldigi saptanmistir. Bu
sonug, sisplatinin antineoplastik ve antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmis ve bundan dolay1
sisplatin ve tiirevlerinin bu hedef dogrultusunda kullanilabilecegi fark edilmistir (Stordal ve
Davey, 2007).

Dallas’ta yer alan Wadley Enstitlisii’'nde ila¢ ile tedavisi yapilan ilk hasta ig¢in
baslangigta ¢ok yiiksek dozlar kullanilmistir. NCI destekli denemeler sirasinda ilk 6nceleri
ilacin aktif oldugu ve bobrekler icin toksik oldugu belirlendi. Erken donemde bazi goriisler
meydana gelen bdbrek toksisitesinden dolay1 ilacin erken kullanimini engelleyecegi
yoniindeydi. Ancak ilacin potansiyel degeri ¢ok net oldugu igin deney sonucunda hidrasyon
aracilig1 ile toksisitesini bilyilik olglide iyilestiren bir mekanizma kesfetti. Bu renal toksisiteyi
onleme kabiliyeti ile ilag daha yiiksek dozda uygulanabildi ve birgok tiir solid timér etkinligi
ortaya ¢ikartilabildi. Bu etkinlik, sisplatini ulusal kanser programina ve klinik arastirmalarin
hastalik temelli stratejilerine girmesini sagladi. Ornek olarak James Holland onderliginde bir
grup, Oonce Roswell-Park Memorial Enstitlisi'nde gozlenen testis kanseri aktivitesinde,
hastaligin metastaz fazinda iyilestirici kemoterapinin gelistirilmesinde 6nemli bir etki sagladi
(Carter, 1984; Higby ve digerleri 1974; Wallace ve Higby, 1974).

Bristol Myers sirketi tarafindan sisplatin’in pazarlama ruhsati alinmig ve yeni ilag
uygulamas1 (new drug application/ NDA) hazirlanarak bu ilacin yumurtalik ve testis kanseri
endikasyonlarinda kullanilmasi i¢in FDA onay1 almasini saglamistir. Bristol Myers sirketi daha
sonra mesane kanserinin ek endikasyonu i¢in de NDA onay1 almistir. Bu sebeple sisplatin’in
tarihcesi modern kanser kemoterapisi devrinin baglangicindan beri etkili kanser ilaglarinin
biiyiik kisminda meydana gelenleri temsil eden endiistriyel girdi, akademik ve siyasi isbirliginin
basarili bir karigimidir (Carter, 1984).

Kanser, viicutta herhangi bir bélgede anormal olan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasidir. Kanserin gelismesi viicudun normal mekanizmasinin ¢alismay1 birakmasi sonucu
meydana gelebilecegi kabul edilmektedir. Kanserli hastalarda eski hiicreler 6lmezler ve
kontrolden ¢ikarak yeni anormal hiicreler meydana getirirler. Bu fazlalik hiicreler, tiimor
denilen bir doku kitlesi meydana getirebilir (Siegel ve digerleri 2018). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)’ya gore kanser, fiziksel kanserojenler (iyonlastirici ve ultraviyole 1sinlar), biyolojik
kanserojenler (belirli parazitlerde, bakterilerden ve virlislerden kaynaklanan enfeksiyonlar),
kimyasal kanserojenler (tiitlin dumani ve bilesenleri, asbest, arsenik ve aflatoksin) ile bir kiginin

genetik faktorlerinin etkilesimi nedeniyle ortaya ¢ikabilir (Blackadar, 2016; Ghosh, 2019).
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Kanserin evresine ve tlirline bagli olarak hastalar ya ameliyat, radyasyon tedavisi veya
kemoterapi gibi geleneksel tedavilerle veya immunoterapi, hormon tedavisi, gen tedavisi,
fotodinamik terapi veya hedefe yonelik tedavi yontemleri ile tedavi edilir (A Baudino, 2015;
Abraham ve Staffurth, 2011; H. Zhang ve Chen, 2018). Cerrahi miidahalede kanserli doku
ameliyat ile ¢ikartilir ve genelde sadece kanser lokal bir bolgede ise uygulanir (Benjamin,
2014). Radyoterapi yani radyasyon tedavisinde, kanseri 6ldiirmek ya da kiigiiltmek amaciyla
yiiksek dozda radyasyon kullanilir (Benjamin, 2014). Diger yandan kemoterapi bir ya da daha
cok alkilleyici veya kemoterapdtik ajanin kullanildigr yaygin ve etkili bir kanser tedavisi
prosediiriidiir (Eastman, 2017; Lind, 2008; Shewach ve Kuchta, 2009).

Kanser, insan sagligindaki en 6nemli sorunlardan biridir ve Amerika Birlesik Devletleri
gibi gelismis ve kalabalik bir tilkedeki ikinci 6liim nedenidir. 2021 yilinda yapilan bir calismada
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) GLOBOCAN (Global Kanser Gozlemevi)’in
2020 kanser hastaliklar istatistiklerini derleme amaci ile kullanilmis olan verilerin kaynaklar
ve yontemleri gdzden gegirilmis ve belirli ana sonuglara ulasilmistir. Diinya ¢capinda 38 kanser
bolgesi, 185 iilke/bolge i¢in sonuglar incelenmis ve tahminen 19,3 milyon (%95 belirsizlik
araligi ortalama: 19,0-19,6 milyon) yeni kanser vakasi (18,1 milyon; melanom dis1 cilt kanseri
hari¢) ve yaklagik 10,0 milyon (%95 ortalama: 9,7-10,2 milyon &liim gergeklestigi
belirlenmistir. Diinya ¢apinda en sik olarak teshis edilen kanser tiirleri; kadin meme kanseri
(2,26 milyon vaka), akciger kanseri (2,21 milyon vaka), ve prostat kanseri (1,41 milyon vaka)
olarak belirlenmistir. En yaygin kanser 6liim nedenleri ise akciger kanseri (1,79 milyon 6liim),
karaciger kanseri (830 bin 6liim) ve mide kanseri (769 bin 6liim) olarak belirlenmistir (Ferlay
ve digerleri 2021).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, sisplatin’in kansere kars1 etkinligini birden ¢ok yere
saldirarak gerceklestirdigini gostermektedir (Florea ve Biisselberg, 2011). Sisplatin cogunlukla
mitokondriyal DNA (mtDNA) veya genomik DNA (gDNA) ile DNA lezyonlar1 meydana
getirme, proteinlerin ve mRNA’larin tiretimini engelleme, DNA replikasyonunu durdurma ve
daha sonra apoptoz veya nekroza neden olan gesitli transdiiksiyon yollarini aktive etme amact
ile baglanir (Achkar ve digerleri 2018; Ciccarelli ve digerleri 1985; Jordan ve Carmo-Fonseca,
2000; Riddell ve Lippard, 2018; Siddik, 2003). ilag¢ direnci ve yan etkiler sebebi ile sisplatin
potansiyelinin tamamini gosteremez. Sisplatin direnci, ilacin farkli proteinlere baglanmasi ile
inaktivasyonu, ila¢ birikiminin azalmasi, apoptozu gosteren farkli yapidaki proteinlerin
degismesi gibi bir¢ok etkene baglidir (Kauffman ve digerleri 1963; Kelland, 2000; Rocha ve
digerleri 2018; Skowron ve digerleri 2018). Sisplatin tedavisi sonucu goriilen baslica

toksisiteler ototoksisite, nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite ve
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norotoksisitedir (Astolfi ve digerleri 2013; Dasari ve Tchounwou, 2014; Manohar ve Leung,
2018; Oun ve digerleri 2018). Ayrica kanserin tekrar ortaya ¢ikmasi da sisplatinin 6nemli
dezavantajlarindan biridir (Giaccone, 2000; Rossi, 2016). Sisplatinin bu 6zellikleri
arastirmacilari binlerce sisplatin analogu tizerinde ¢alismaya sevk eder (Johnstone ve digerleri
2016; Wilson ve Lippard, 2014). Diinya ¢apinda bu analoglardan yalnizca ikisi karboplatin ve
oksaplatin onaylanmis olup ve bu ilaglardan birkagi da klinik denemelere alinmistir (Shah ve
Dizon, 2009). Ancak ¢ogu platin bilesigi, sisplatine nazaran 6nemli bir ayricalik géstermez (J.
Zhang ve digerleri 2010).

Glinlimiizde sisplatin testis, ovaryum, bas-boyun, mesane kanserleri, akciger kiiciik
hiicreli timorleri, solid tiimorler ve cesitli hematolojik kanser tedavilerinde degerlendirilen

genis spektrumlu bir antineoplastik ajandir (Links ve Lewis, 1999).

2.2.3.1. Sisplatin’in Kimyasal Yapisi

Sisplatin, CDDP veya cis-diamminedichloroplatinum olarak isimlendirilen inorganik
bir dilaventtir. Bu madde suda ¢dziinebilen platinum igeren bir yapiya sahiptir. Iki degerli

merkezi bir atoma bagl iki klor ve iki amonyum bag ihtiva etmektedir (Lebwohl ve Canetta,
1998).

Sekil 9. Sisplatin’in ti¢ boyutlu yapisinin sematize edilmis hali (Ghosh, 2019).
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2.2.3.1.2. Sisplatin Sentezi

En etkili sisplatin sentezi yontemi 1970’de Dhara tarafindan verilmistir (Dhara, 1970).
Dhara methodu semada gosterildigi tizere sulu Kz[PtCls]’tin ilk etapta Ko[Ptls] meydana
getirmek i¢in fazla KI ile muamele edildigi ¢ok basamakli bir islemdir. Bu koyu kahverengi
K>[Ptls] ¢ozeltisinde amonyum hidroksit eklenir ve sonug¢ olarak cis-[Pt(NHz3)2l2]'nin sar1
¢okeltisi meydana gelir. Bu ¢dzelti daha sonra toplanip kurutulur. Iyodiir liganlarmi cis-
[Pt(NH3)2l2] kompleks yapisindan ¢ikarmak amaciyla ¢oziiniir [Pt(NHs)2(H20)2)% ve
¢oziinmez Agl olusumu ile neticelenen 2 esdeger sulu AgNO3 ¢ozeltisi ilave edilir.
Coziinmeyen Agl, siiziiliip atilir. [Pt(NHz)2(H20)2]?* barindiran filtrat bundan sonra izomerik
olarak saf sar1 sisplatin elde etmek amaci ile fazla KCI ¢ozeltisi ile birlikte islenir. Sisplatin,
%9’luk NaCl ya da 0,1 M HCl igeren sicak sudan, yeniden kristallesme yolu ile saflagtirilabilir
(Davies ve digerleri 2008; Hoeschele ve digerleri 1982). ilk yapilacak islem yani K[PtCls]'iin
K2[Ptl4] haline gelmesi gergekten 6nemli bir basamaktir ¢linkii iyodidin kloriire nazaran daha

giiclii trans etkisi, saf sisplatin’in imal edilmesine yardimci olur (Alderden ve digerleri 2006).
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Sekil 10. Sisplatinin sentetik semasi (Dhara yontemi).

2.2.3.1.3. Sisplatin’in Etki Mekanizmasi

Sisplatin, hastalara intravendz olarak steril salin soliisyonu halinde uygulanir (Ghosh,
2019). Viicuttaki kan dolagiminda kloriir konsantrasyonu yaklasik olarak 100 mM’diir ve
bundan dolay1 sisplatin notr kalir ve degismez (Alderden ve digerleri 2006; Petrovi¢ ve
Todorovi¢, 2016b). Sisplatin degismeden kan dolasimi vasitasi ile tiim viicuda akmaya devam
eder. Sisplatin ile albiimin, plazma proteinleri, sistein, vb. ile giiclii bir baglant1 kurabilir ve
bundan dolay1 biiyiik miktarda uygulanan sisplatin deaktivasyonu meydana gelir (Alderden ve
digerleri 2006; Nagai ve digerleri 1996). Yapilan calismalarda, uygulamadan sonraki 24 saat
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icerisinde sisplatin’in %65-95’inin kan plazma proteinine baglanabilecegi goriilmistiir (Ivanov
ve digerleri 1998). Geriye kalan sisplatin, plazma membranindan pasif difiizyon aracilig1 ile
tiimor hiicrelerine gocebilir (Alderden ve digerleri 2006; Gately ve Howell, 1993; Petrovi¢ ve
Todorovi¢, 2016b). Gliniimiizde yapilan ¢alismalar, CTR1’in (bakir tastyict protein) sisplatin
alimindan da yiikiimlii oldugunu géstermektedir (Ishida ve digerleri 2002). Sisplatin, CRT1
konsantrasyonun bozulmasini, kanser hiicreleri araciligi ile daha disiik sisplatin birikimi
meydana getirerek saglar. Daha yiliksek CTR1 ekspresyonuna sahip olan hiicreler, daha fazla
miktarda sisplatin birikimine sahip olabilir ve dolayisi ile bu olay da sisplatine daha yiiksek bir
hassasiyet saglamig olur (Dasari ve Tchounwou, 2014). Sisplatin hiicre i¢ine girdigi zaman
kloriir ligandlarindan bir tanesinin bir su ligandi ile degistirilir ve bu sekilde aktive olur yani
sisplatin’in monoaquasyonu ger¢eklesmis olur. Sisplatin’in mono ve/veya diagquasyonu,
sitoplazmada yer alan kloriir konsantrasyonun daha diisiik olmasi (yaklasik 4-20 mM) ve gii¢li
elektrofil olmalart sebebi ile meydana gelir. Niikleik asitlerin nitrojen dondr atomlar1 ve
proteinin stilfhidril gruplart vb. gibi bir seri niikleofil ile reaksiyona girebilirler ¢iinkii su
kloriirden daha iyi gruptan ayrilir (Dasari ve Tchounwou, 2014; Fuertes ve digerleri 2002).
Yapilan in vitro ¢alismalarda monoaquasyonlu platinin DNA baglanmasina kars1 diaquasyonlu
platinden daha reaktif oldugu kanitlanmistir (Davies ve digerleri 2000).

Sisplatin toksisitesinde oksidatif stres hasari ¢ok yaygin goriilen bir mekanizmadir.
Oksidatif stresin indiiklenmesi, sisplatin konsantrasyonu ve sisplatine maruz kalma siirecine
bagli olarak siiperoksit, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturulmasi ile
meydana gelir (Brozovic ve digerleri 2010). Sisplatin toksisitesinin siilthidril gruplarinin
tilkenmesinden, ROS un lipid peroksidasyonundan, degisen farkli sinyal iletim yollarindan, vb.
sorumlu oldugu farz edilmektedir bundan dolayr DNA hasar1 ve dolayisi ile hiicrelerin
apoptozisine sebep olabilir (Florea ve Biisselberg, 2011). Oksidatif stresin en Onemli
hedeflerinden biri mitokondridir ve ROS, hiicre islev bozukluguna neden olarak mitokondriyal
solunumu etkileyebilir (Saad ve digerleri 2004). ROS, Ca*? ve Bax (Bcl2 ile iliskili X) ile
beraber mtDNA hasar1 ve MPT (mitokondriyal gecirgenlik gecisi)’de diisiise sebep olur
(Kroemer ve digerleri 1997) ve bu olay mitokondri yirtilmasini kolaylastirir (Green, 1998).
Mitokondri yirtilmasi sonucu kaspaz-9'u aktive eden bir apoptozom kompleksi olugturmak i¢in
ATP (adenozin trifosfat) ve sitozolik Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) ile bag
kuran procaspaz-9 (kaspaz sistein aspartata 6zgli proteaz) ve Cyt C (sitokrom c)’yi serbest
birakir. Kaspaz-9 aktive edildikten sonra diger kaspazlarla etkilesime girer, kaspaz-3, kaspaz-6

ve kaspaz-7 yi aktive eder bu da temel substratlar1 bolerek apoptoza neden olur (Reed, 2002).
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Apoptoz, hiicre intihar1 ya da ATP bagimli programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen olaydir
(Elmore, 2007).

Sisplatin, hiicre zarindan hiicre apoptozunu da indiikleyebilir (Rebillard ve digerleri
2008). Aym zamanda sisplatin, Fas ligandi1 (FasL) (tip II transmembran proteini olup timor
nekroz faktor ailesindendir) ve Tip Il transmembran proteinini daha sonra FADD (Fas ile iliskili
6liim orani) ve procaspaz-8’den apoptozom kompleksinin meydana getirilmesini kolaylastiran
Fas reseptoriinii aktive etmektedir (Fuertes ve digerleri 2002). Meydana gelen bu apoptozom
kompleksi sonradan kaspaz-6, kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi aktive eden kaspaz-8’i aktive eder ve
dolayisi ile en sonunda bu olay temel substrati ayirir ve hiicre apoptozuna neden olur (Ghosh,
2019).

Sisplatin’in temel hedefi genomik DNA (gDNA)’dir fakat hiicreler arasi sisplatin’in
kiictik bir miktar1 (yaklagik %1 kadar1) genellikle gDNA’ya baglanir (X. Lin ve digerleri 2002).
Yiiksek mobilite grubu (HMG-high mobility group) proteinleri gibi farkli proteinler, sisplatin-
DNA kombinasyonlarini kolaylikla tanir. HMGI proteini, 1,2-cisplatin-DNA eklentisini segici
olarak taniyarak baglanir, onlara kalkan olur ve onarimdan korur (Imamura ve digerleri 2001;
Zamble ve digerleri 2002). Sisplatin-DNA-HMG1 kompleksi, 3 farkli yol izler. Bu yollardan
ilki DNA’nin onarimini gergeklestirmek i¢in NER (niikleotid eksizyon onarimi) mekanizmasi
akisin1 saglamaktir ve bu sekilde hiicre hayatta kalir. ikinci yol; onarim koruma modelidir. Bu
modelde HMG proteini, sisplatin-DNA eklentilerini DNA onarim enzimleri tarafindan
taninmaktan koruyabilecegi varsayilir (Miguel A. Fuertes, 2003). Ugiincii yol ise kagirma
modelidir, bu modelde SSRP1 gibi HMG proteinleri, DNA hasarini takiben hiicre dongiisii
olaylarini ayarlayabildigini ve hiicre dlimlerini tetikleyebildigini gostermektedir (Brown ve
digerleri 1993; Miguel A. Fuertes, 2003).

Sisplatin  sitotoksisitesinin en Onemli parcalarindan biri de DNA onarim
mekanizmasidir. NER ve MMR (mismatch repair-yanlis eslesme onarimi), DNA onarimi ile
ilgili proteinlerdir. NER sistemi, 17 farkli protein igerir, bunlar, Pt-DNA zincir i¢i ¢apraz
baglar1 tanir ve sonra 20-29 baz ciftine kadar DNA dizilerini keser (Moggs ve digerleri 1997).
Kalan bosluklart DNA polimeraz doldurur (Reardon ve digerleri 1999). MMR ’nin goérevi iki
bitisik guanin zincir i¢i eklentisi karsisindaki hasarsiz zincire, dogru niikleotidi girmektir
(Petrovi¢ ve Todorovi¢, 2016b; Vaisman ve digerleri 1998). MMR hasarlar1 tamir edemedigi
zaman hiicre apoptozu olusur. Sisplatinin sebep oldugu hiicre dongiisiiniin durmasi1 (G1, S ve
G2 fazi) yolu ile hiicre apoptozisi de meydana gelebilir (Wagner ve Karnitz, 2009). Bu olaylar
DNA sentezi oncesi hasarli DNA’nin onarimi i¢in hiicreye zaman tanir. G ve S fazi

durmasindan sorumlu olan Chkl ve Chk2 kontrol noktasi kinazlarini sisplatin aktive eder
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(Pabla ve digerleri 2008). Bu islem basamaklarinin iptal edilmesi kanser hiicrelerinin NER yolu
ile hiicre apoptozunu kolaylastiran onarilmamis DNA hasar1 karsisinda hiicre dongiisiine
zamanindan Once tekrar girmeye zorlayarak hiicrenin 6ldiiriilmesine sebep olabilir. Sisplatin
kaynakl1 apoptozda p53 yani tiimor baskilayici protein merkezi bir islev goren kisa omiirlii bir
proteindir. Ayni zamanda genom mutasyonunu Onler ve stabiliteyi korur, bu sebeple “genom
koruyucusu” da denir (Lane, 1992). ATR (ATM ve RADS3 ile ilgili protein), p53 ve ATM
(ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis protein) denen iki farkl kinaz tarafindan aktive edilir.
Once ATR kinazi sisplatin tarafindan aktive edilir daha sonra sisplatin serin-15’te fosforile
edilir ve p53°ii aktive eder (Appella ve Anderson, 2001; Damia ve digerleri 2001). p21, DNA
onarimi yolu aracilifiyla apoptoza yol acar ve p53 hiicre dongiisiiniin durmasindan sorumludur.
Bu ikili, Mdm2 ve GADD45 genlerinin aktive olmasini saglarlar (Petrovi¢ ve Todorovi¢,
2016Db). p53 su mekanizmalar araciligi ile dogrudan apoptoza sebep olur;
e FLIP (flice benzeri inhibitdr protein)’in bozulmast,
e Bcl-xL (B-hiicreli lenfoma, ekstra biiylik)’in dogrudan baglanmasi ve antiapoptotik
islevine engel olma,
e PTEN (fosfotaz ve tensin’in homologu)’in asir1 ekspresyonu, (Basu ve Krishnamurthy,
2010; Dasari ve Tchounwou, 2014).
p53, PUMA, PIDD ve MAPK protein ailesini aktive eder ve bunlar hiicre apoptozundan
sorumludur (Dasari ve Tchounwou, 2014; Jeffers ve digerleri 2003; Y. Lin ve digerleri 2000).
Apoptozu saglayabilmek igin sitozolde bulunan Bax’1 aktive ederek mitokondriyal faza girmek
miimkiindiir (Makin ve digerleri 2001). p53 ayrica kaspaz3 ve kaspaz 8 yolu araciligr ile

apoptoza sebep olan Fas/FasL’yi kolaylastirir (Brozovic ve digerleri 2010).

2.2.3.1.4. Sisplatin Direnci

Sisplatin ile yapilan tedavideki en ciddi dezavantaj, sisplatinin kanser hiicrelerine kars1
direncidir. Bu direng, kanserin tiiriine bagl olarak degismektedir. Ornek vermek gerekirse
yumurtalik kanseri, testis kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve bas-boyun kanseri sisplatine
kars1 ¢ok duyarli iken, kolorektal kanser ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri sisplatine
kars1 direnglidir (Fuertes ve digerleri 2002; Muggia ve Los, 1993). Sisplatin direncinin iki farkli
sekli vardir; kazamlmis direng ve i¢sel direng. I¢sel direng yani intrinsik direng; ilag ile tedavi
baslangi¢ anindan itibaren olusan direncgtir. Kazanilmis direngte ise ila¢ tedavi baslangicinda
aktiftir fakat zamanla inaktif hale gelir (Florea ve Biisselberg, 2011). Sisplatin direnci, ilacin
akig miktar1 azalarak, hiicresel alimi1 azaltarak ya da disa akigint artirarak, hiicresel tiyoller
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tarafindan ila¢ hedefinde degisiklik, ilag detoksifikasyonu ve DNA onarimi sayesinde meydana
gelebilir (Brabec ve Kasparkova, 2005; Kartalou ve Essigmann, 2001; Sedletska ve digerleri
2005).

2.2.3.1.4.1. Kan Dolasim Yoluyla fla¢c Dolasimi Sirasinda Direnc

Sisplatin uygulanmasi intravendz yol ile gercgeklestirilir ve bu sebeple ilag kanser
hiicrelerine girmeden evvel kanda dolasir. Kan dolasiminda yer alan proteinler, bilhassa insan
sistein ve serum albiimini gibi tiyol grubuna sahip olanlar, sisplatin ile baglanabilirler. Bu
protein baglanmasi sonucu sisplatin deaktivasyonu gergeklesir (Lempers ve Reedijk, 1991).
Daha 6nce yapilan galigmalarda sisplatinin %65-95’inin, uygulanmasindan bir giin kadar sonra
plazma proteinine baglanmakta oldugu belirtilmistir (Ivanov ve digerleri 1998). Sistein ile HAS
proteini ile yumusak siilfiir ve yumusak platin arasinda bulunan gii¢lii baglanma yapisi; Sert-

Yumusak Asit-Baz ilkesi ile agiklanabilir (Pearson, 1963).

2.2.3.1.4.2. ilacin Hiicre Zarindan iceri veya Disar1 Akis1 Sirasinda Direng

Sisplatin akisinin artis1 ve azalisi, kanser hiicrelerinde daha diigiik diizeyde ilag
birikimine sebep olur (K. Wang ve digerleri 1996). Yapilan bir ¢aligmada sisplatin birikiminin
azalmasinin artan ila¢ akisindan ¢ok azalan ila¢ alimindan dolay1 meydana geldigi belirtilmistir
(Fuertes ve digerleri 2003). Ctrl (copper transporter 1) pasif difiizyon ve bakir tagima
proteinidir, sisplatinin akisindan sorumludur. Viicutta sisplatin varliginda Ctrl konsantrasyonu
bozulur ve bundan dolay1 sisplatin akis1 6nemli 6l¢iide azalir. Dolayisiyla bunun sonucunda
ilaca diren¢ meydana gelir (X. Lin ve digerleri 2002). TMEM205 bir membran proteinidir ve
sisplatine karsi hiicresel direnisi saglar (Dasari ve Tchounwou, 2014). ATP7A ve ATP7B bakir
tastyicidirlar, hiicreden sisplatini disar1 ¢ikarmaya yardimci olurlar ve bu da dirence sebep olur

(Nakayama ve digerleri 2001).
2.2.3.1.4.3. Sitoplazmada Bulunan Sisplatin Sirasindaki Direng
En 6nemli sisplatin diren¢ mekanizmalarindan birisi sisplatinin metallotiyoneinler ve

glutatyonla baglanma yolu ile hiicre i¢i inaktivasyonudur. Sisplatin kompleksi ve GSH (aktif

glutatyon) sonradan bir GS-konjuge ihracat pompasi tarafindan atilir (Ishikawa ve digerleri
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1994). Yapilan ¢alismalarda Glutatyon S-transferaz enziminin (GST) ya kendiliginden olustugu
ya da bu reaksiyona yardimci oldugu bildirilmistir (W. Wang ve Ballatori, 1998).

2.2.3.1.5. Kanser Tedavisinde Sisplatin Kullanimi
2.2.3.1.5.1 Testis Kanseri Tedavisinde Sisplatin Kullanim

Geng erkekler arasinda seminom ve non-seminom kanser tiirleri sikga goriiliir.
Seminomlar tiim yas gruplarinda ortaya ¢ikar ve non-seminomlara kiyasla daha yavas biiylime
ve yayllma egilimindedirler. Sisplatin bazli uygulamalar, seminomlarin tedavisinin anahtaridir.
Ilerlemis seminomlu hastalarda, hastalarm yaklasik %85 kadari ii¢ ya da dért kiir sisplatin bazli
tedavi ile iyilesme gozlenirken tek ajanli karboplatin i¢in iyilesme orani yaklasik %59°dur
(Motzer, 1993; Schmoll ve digerleri 1993). Genellikle erkeklerde ergenlik sonu ile 30’1u
yaglarin bagi arasinda non-seminomlar goriiliir ve temel olarak dort alt tip goriiliir. Bunlar;
embriyonal karsinom, koryokarsinom, yolk sac karsinom ve teratom’dur. Teratom hastalar1 i¢in
en etkili tedavi sekli etoposid, bleomisin ve sisplatin ile kombinasyon uygulanmasidir ve kiir
orant en az %90’dir (Dearnaley ve digerleri 1991). Amerikan Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA)
tarafindan 1978 yilinda testis ve metastatik yumurtalik kanserleri tedavisi i¢in sisplatin’in
onaylandigi belirtilmistir (Rozencweig ve digerleri 1977). Sisplatinin testis kanserine karsi olan
duyarliliginin asil kaynagi tam olarak bilinmemekle birlikte bunu agiklayabilmek i¢in birkag
yol onerilmistir; 0rnegin yapilan bir ¢alismada prostat kanseri hiicrelerinin, kanser hiicrelerinin
Oliimiinii diizenleyen Kindlin-2'yi asirt derecede eksprese ettigi kanitlanmistir (Gong ve
digerleri 2010). Bir diger yapilan ¢alismada testis hiicrelerinin sisplatine olan duyarliliginin
diisik ERCC1-XPF ekspresyonu ve iplikler arasi ¢apraz bag onarimindaki eksiklikten
kaynaklandig1 ortaya konulmustur (Usanova ve digerleri 2010). Koster ve digerlerinin yapmis
oldugu bir ¢aligmada, vahsi tip p53 proteini ve yliksek Oct4 seviyelerinden dolay: yliksek
hiicresel proapoptotik Noxa proteini ve miR 17/106b ¢ekirdek aile iiyelerinin ve diislik
sitoplazmik anti apoptotik p21 protein seviyelerinin TC hiicrelerinin sisplatine karst mitkemmel

duyarlilig1 i¢in 6nemli parametreler oldugunu gostermistir (Koster ve digerleri 2013).

2.2.3.1.5.2 Diger Kanser Tiirlerinin Tedavisinde Sisplatin Kullanim

Sisplatin tedavisi yalnizca yumurtalik, testis ve akciger kanserleri ile sinirl degildir.
Yaygin olarak mide kanserlerinin, ¢cocukluk ¢agi beyin tiimorlerinin, anal kanserin, ldseminin

vb. tedavisinde kullanilmaktadir (Ajani ve digerleri 2008; A. B. Khan ve digerleri 1982;
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Koizumi ve digerleri 2008; Previati ve digerleri 2006). Sisplatin, meme kanseri tedavisinde ¢ok
faydalidir ve hastanin dmriiniin uzamasini saglar (Decatris ve digerleri 2004). Ornegin bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinom (HNSCC) igin sisplatin verimli bir ilag degildir yalnizca
%32’lik bir iyilesme saglar (Wiltshaw, 1979). Dolayist ile sisplatinin, yumurtalik, testis, bag
ve boyun, meme, mesane, prostat, akciger kanseri gibi c¢esitli kanserlerin tedavisinde
kullanilabilen ¢ok basarili bir kemoterapdtik ajan oldugu sonucuna varilabilir (Dhar ve digerleri

2011; Tsimberidou ve digerleri 2009).

2.2.3.1.6. Sisplatinin Yan Etkileri

Sisplatin, yumurtalik ve testis kanserlerinin tedavisinde ¢ok basarilidir fakat ¢cok sayida
toksik yan etkisi de bulunmaktadir (E Cvitkovic, 1998). Bu yan etkilerin gériilme sebeplerinden
biri de doz asimidir (Astolfi ve digerleri 2013). Sisplatin tedavisinde goriilen baslica yan etkiler;
ototoksisite, nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite, hepatotoksisiste vb. dir.

Intravendz yoldan standart dozda sisplatin ile tedavi edilen bir hastada sisplatinin
eliminasyon orani 24 saat igerisinde yaklasik olarak %25 ve 5 giin igerisinde de %50
oranindadir ve toplamda atilimin %90°dan fazlas1 bobrekler aracilig ile gerceklesir (Tsang ve
digerleri 2009). Bu sebeple renal atilim, baslica sisplatin atilim yoludur ve dolayisi ile bobrekler
nefrotoksisiteden sorumlu diger organlardan ¢ok daha fazla miktarda sisplatin biriktirebilirler.
Yalnizca 50 mg/m? sisplatin kullanilarak (tek ajan olarak) tedavi edildikleri zaman hastalarda
%28-36 oraninda renal toksisite goriiliir (Ghosh, 2019). Nefrotoksisite, kan iire nitrojeni (BUN)
ve kreatinin, serum iirik asit ve/veya kreatinin klirensindeki azalma ve dengesiz elektrolitler
sebebiyle goriiliir (McKeage, 1995; Petrovi¢ ve Todorovi¢, 2016a).

Sisplatin tedavisi sonucu meydana gelen ototoksisite, ¢ocuklart yetigkinlerden daha
fazla etkilemektedir (%22-70) ve ototoksisite hastalarin yaklasik %10-90’inda goriilmektedir
(Knight ve digerleri 2005; Petrovi¢ ve Todorovi¢, 2016b). Cochlea hiicrelerinde, asir1 reaktif
oksijen tiirler1 (ROS) tretimi, isitme kaybi1 meydana getirebilir (Sheth ve digerleri 2017).
Sisplatin tedavisi sonucu meydana gelen isitme kaybi1 genel olarak yiiksek frekans araliginda,
cift tarafli ve kalic1 olmaktadir (McKeage, 1995; Sheth ve digerleri 2017). Sisplatin kaynakli
ototoksisite i¢in antienflamatuar ajanlar ve antioksidanlarin sistematik veya lokal olarak
uygulanmalarinin ¢ok onemli tedavi edici etkileri oldugu ¢esitli ¢aligmalar tarafindan rapor
edilmistir (Rybak ve digerleri 2019).

Son yillarda yapilmis bir ¢alismada sisplatin maruziyetinin insan fetal testisindeki

toplam germ hiicreleri sayisinda (-%44, p<0,0001) 6nemli miktarlarda azalmaya neden oldugu
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goriilmiistiir. Baslangicta bir gonosit kayb1 ve bunun arkasindan spermatogonyumda énemli
miktarda azalma meydana geldigi rapor edilmistir. Sisplatin maruziyetinin puberte 6ncesi insan
testis dokularindaki toplam germ hiicre sayisi (Spermatogonial kok hiicreler dahil olmak iizere)
tizerinde benzer semptomlara neden olarak, ¢ocukluk ¢agi kanser hastalari ile dogrudan iliskili
oldugu gozlenmistir. Sisplatin uygulamasi sonucu insan fetal testis dokularinda germ hiicre
kaybinin (- %42, p<0,01) 12 hafta boyunca devam ettigi rapor edilmistir (Tharmalingam ve
digerleri 2020).

2.2.4. Silymarin

Siit devedikeni bitkisi olarak bilinen (Milk Thistle, deve dikeni, Meryem ana dikeni),
Astraceae familyasina ait Silybum marianum bitkisi asil olarak Akdeniz bdlgesi ve Amerika
Birlesik Devletleri’nin bazi bolgelerine 6zgii bir bitki olmakla birlikte gliniimiizde sicak ve
kurak diger bolgelere de yayilmis olan tek veya iki yillik bir bitkidir (Hadolin ve digerleri 2001).
Cografi dagilima gore Kiicilk Asya, Giliney Avrupa, Kuzey Afrika ve Giiney Rusya
Federasyonu’na 6zgiidiir; Avustralya, Kuzey ve Giliney Amerika, Cin ve Orta Avrupa’da da
taninmaktadir (Zarif-Yeganeh ve Rastegarpanah, 2019). Silymarin (SM) g¢aglar oncesinden
kalma bir bitki olarak bir¢ok hastalikta ¢esitli tedavi edici kullanimlara sahiptir (Zarif-Yeganeh
ve Rastegarpanah, 2019). Bu bitkininin tohumlarindan elde edilen 6zler, karaciger sirozu,
karaciger hastaliklar1 ve karaciger kanserini dnlemek i¢in tibbi ilag olarak kullanilir (Ramasamy

ve Agarwal, 2008; Sanchez-Sampedro ve digerleri 2005).
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Sekil 11. Silybum marianum sirasiyla bitki, ¢igek ve tohumlar1 (Porwal ve digerleri 2019)

Silybum marianum bitkisi, tibbi kullanimi genis ve yaygm bir ge¢mise sahiptir.
Aristoteles'in halefi olan Yunan filozof Theophrastus (MO 371-287), Pternix ad1 altinda deve
dikenine atifta bulunmustur (Morazzoni ve Bombardelli, 1995). Biiyiikk Plint (MS 23-79) ve
Dioscorides (MS 40-90) bu bitkiyi tanimlamis ve kullanim sekillerini agiklamiglardir (Scott
Luper, 1998). 16. yy’da deve dikeni bitkisi 6zellikle hepatobiliyer hastaliklar i¢in sikga tercih
edilen bir ilag haline gelmistir (Schuppan ve digerleri 1999). Onde gelen bir Ingiliz bitki uzmani
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olan Nicholas Culpeper 1652°de kaleme almis oldugu ‘The English Physitian’ isimli eserde
deve dikeninin karaciger ve dalak tikanikliklari i¢in miikemmel bir ¢are oldugunu yazmistir
(Culpeper ve Siderits, 1952). Deve dikeni bitkisi, Avrupali kolonistlerle birlikte Amerika’ya
gelmistir. Gegen ylizyil baslarinda bir grup bitki uzmani olan Eklektikler, bu bitkinin 6zlerinin
dalak, karaciger, bobrek ve adet bozuklugu hastaliklarini tedavi etmek icin kullanmislardir
(Giese, 2001). Bu etken maddeye olan tibbi ilgi 1960’lara kadar azalmisti ancak ozellikle
Almanya’da yapilan arastirmalar dikkatleri akut ve kronik karaciger hastaliginin tedavisinde
deve dikeni ve bilesenlerine yeniden odaklamis ve karacigerde toksik hasari engellemek icin
hepatoprotektif bir ajan olarak kullanilmaya baslanmistir (Scott Luper, 1998).

Asteraceae familyasinin Carduoideae alt familyasina ait olan devedikeni/Milk thistle
bitkisine ait ana aktif polifenolik bilesenler sunlardir; silikristin, flavonolignanlar, silibin,
silydianin ve izosilibindir ve bunlarin tamami silymarin (SM) olarak bilinir (Calani ve digerleri
2012). Giivenilirligi, koruyucu etkileri ve iyi farmokinetik 6zellikleri nedeniyle SM; Parkinson
hastaligi, Alzheimer hastaligi, sepsis, osteoporoz, yaniklar, diyabet, kolestaz, iilseratif kolit,
kanserler, hiperkolesterolemi, nefrotoksisite, norotoksisite, kardiyotoksisite, Amanita
phalloides zehirlenmesi, akciger ve karaciger hastaliklari, prostat hastaligi, depresyon ve tiip
bebek (IVF-in vitro fertilizasyon) gibi genis kullanim alanlarina sahiptir. SM’in hepatoprotektif
etkisi klinik olarak da gosterilmistir (Baghbahadorani ve Miraj, 2017; Gazak ve digerleri 2007;
Kandemir ve digerleri 2017; Karimi ve digerleri 2011; Katiyar ve digerleri 2005; Mansour ve
digerleri 2006; Mili¢ ve digerleri 2013; Qin ve digerleri 2017; Rastegarpanah ve digerleri 2015;
Saller ve digerleri 2008; Stolf ve digerleri 2017; Varzi ve digerleri 2007).

SM’in ilag etkilesimleri ve dnemli yan etkileri bulunmamaktadir. En sik goriilen yan
etki gastrointestinal rahatsizliktir ve nadiren kasint1, egzama, dokiintii ve anafilaksi gibi alerjik
reaksiyonlar goriildiigii rapor edilmistir (Rainone, 2005; Tamayo ve Diamond, 2007). infertilite
kiiresel bir sorundur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gére infertilite “12 ay ya da daha fazla
stire icerisinde diizenli korunmasiz cinsel iliski sonrasi klinik gebelik meydana gelmemesi ile
tanimlanmis iireme sistemi hastalig1” olarak tanmimlanmistir. Infertilite bir sakatlik olarak
tanimlanmistir ve agir sakathik icin diinya siralamasinda kadin kisirligi besinci sirada
bulunmaktadir (WHO, 2019b). Gelismekte olan iilkelerde hemen hemen her dort giftten birinde
cocuk sahibi olamama sorunu bulunmaktadir (WHO, 2019a). Tiim diinyada yaklasik olarak
48,5 milyon cift yani ciftlerin yaklasik %15 kadar infertiliteden etkilenmektedir. En yiiksek
kisirlik orani Orta/Dogu Avrupa ve Afrika’da gozlendi. Erkek infertilitesi farkli {ilkelerde
oransal olarak yaklasik %20-70 arasinda degismekte ilen genel olarak infertilitenin %50°si

kadin faktorlerine, %20-30’u ise erkek faktorlerine baghdir (A. Agarwal ve digerleri 2015).
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Yapilan birgok ¢alismada oosit ve spermiumlarda kemoterapi ilaglarinin ve ¢evresel toksinlerin
negatif etkilerine kars1t SM’in antioksidan ve koruyucu 6zelligi rapor edilmistir. Birgok ¢alisma,
spermium ve oositlerde kemoterapi ilaglarinin ve gevresel toksinlerin olumsuz etkilerine karsi
SM'in koruyucu ve antioksidatif 6zelliklerini géstermistir (Abdelmeguid ve digerleri 2010;
Afsar ve digerleri 2017; El-Hameed ve digerleri 2021; Mansour ve digerleri 2006; Scambia ve
digerleri 1996).

2.2.4.1. Silymarin’in Farmokinetigi

Silypbum marianum, papatya ailesinde oldugu gibi sadece bir tanesinin tohuma
dontistiigii ¢ift yumurtaliktan olusan kuru tek tohumlu meyvesi olan bir bitkidir ve tohum 06ziitii
ya da tim S.marianum bitkisinden elde edilen bilesikler %65 ila %80 oraninda
flavonolignanlardan, yaygin olarak SM olarak bilinen polimerik polifenollerden ve %20-35
oraninda yag asitlerinden (Linoleik (%50.5) ve oleik (%30.2) asitler) meydana gelen
bilesiklerin bir karsiminmi igermektedir. SM bitkisinde yedi flavonolignan ve flavonoid
taksifolinden bulunmaktadir. Bu flavonolignanlar; izosilibin A, silibin A, izosilibin B, silibin
B, izosilikristin, silikristin, ve silydianin’dir (Chambers ve digerleri 2017; Kim ve digerleri
2003; Mastron ve digerleri 2015; Polyak ve digerleri 2013; Scambia ve digerleri 1996). En fazla
bulunan bilesenler silibinin veya silybin de denen silybin A ve silybin B’dir (Chambers ve
digerleri 2017). Bu ikisi Oziitiin ana bilesenlerini temsil etmektedir (Abenavoli ve digerleri
2010; Bijak, 2017; Polyak ve digerleri 2013). SM’in biyoyararlanimi diisiiktiir ve bu
biyoyararlaniom diger flavanoidler, amino asitler, fenol tiirevleri, tokoferol, proteinler,
kolesterol, yag icerigi ve preparatta bulunan diger maddeler ile preparatin kendi yogunluguna
bagli olarak degismektedir (Voinovich ve digerleri 2009). Buna ek olarak, Kkarisima
¢Oziindiiriicii maddelerin eklenmesi ile birlikte sistemik biyoyararlanim da artirilabilir (Saller
ve digerleri 2001). Yapilan farmokinetik calismalar esas olarak SM’in ana bileseni olan
silybin’in lizerinde ger¢eklestirilmektedir. Giiniimiizde bilim insanlar1 SM’deki silybin ve diger
flavonoliganlarin oral igerigi, ¢oziinmeleri ve oral biyoyararlanimdaki ortak kaynaklarina
ragmen SM’in belirgin yararl etkilerine katkida bulunabilecek ve dahasi bunlardan sorumlu
olabilecek varyasyonlarinin kayit altina alinmasi1 gerekmektedir (Chambers ve digerleri 2017;
Choi ve digerleri 2011). Bu sebepten dolay1 caligmalar arasindaki karsilagtirmalar dikkatle
yapilmalidir ¢linkii SM’de bulunan ve silybin’de bulunmayan bazi bilesenler, bilesiklerin en
sonuncu aktivitesinde biiyiikk Oneme sahip olabilirler. Biitiin bunlara ek olarak SM’in

bilesiminin iceriginin belirlenmesi sonuglarin tekrarlanabilmesi ve gecerliligi ile ilgili
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problemleri azaltabilmek icin gerekli bir adimdir ¢iinkii SMN’in bilesimi; islemeye,
kullanilacak bitkinin kimyasal ¢esitliligine ve bitki biiytimesi sirasindaki iklim kosullarina bagl

olarak degismektedir (Chambers ve digerleri 2017).
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Sekil 12. Silybin'in kimyasal formiilasyonu (Jaggi ve Singh, 2016)
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Sekil 13. Silybin A ve Silybin B'nin kimyasal formiilasyonu (Jaggi ve Singh, 2016)
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formiilasyonu (Jaggi ve Singh, 2016).
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SM’in suda ¢dzlinmemesi, ¢ay preparatlarini etkisiz hale getirmektedir bu sebeple
genellikle kapsiil formda oral olarak uygulanir. Gastrointestinal yoldan silymarin eklenmesi
sadece belirli bir oranda (%23-47) oldugu i¢in %70-80 silymarin standardize 6zii olarak
uygulanir. Insanlarda ve hayvanlarda oral bir doz uygulamasindan dért ila alt1 saat sonra doruk
plazma seviyesine ulasilir. Silymarin temel olarak safra yolu ile atilir fakat bobrekler araciligi
ile de bir miktar klirens saglanir. Silymarin’in klirens yar1 omrii 6 ila 8 saat arasinda

degisebilmektedir (Schandalik ve digerleri 1992; Tyler, 1994).

2.2.4.2. Silymarin’in Fizikokimyasal Ozellikleri

Silybum marianum tohumlarinin ekstrakte edilmesi sonucu sabit yaglarin izolasyonu ile
silymarin elde edilir. Bu bitkinin tohumlar1 yag asidi bilesimi acisindan zengindir. igeriginde
yer alan sabit yaglarin konsantrasyonu yaklasik olarak %17-31 arasinda degismektedir ve su
siralamaya benzer yag asidi bilesimine sahiptir; linoleik asit > oleik asit > palmitik asit > stearik
asit (Razickova ve digerleri 2011). Deve dikeni bitkisinin tohumlarinin ¢ok diisiik nem igerigine
sahip oldugu (4.24-4.72) yapilan arastirmalarda belirlenmistir. Tablo 1°de Silybum marianum
tohumlarinin yaginin fizikokimyasal 6zellikleri agiklanmistir (Goli ve digerleri 2008). Burada
Silybum marianum’un tibbi agidan 6nemli olan yag ve yag asitleri bakimindan zengin oldugu
belirtilmistir. Bu tohumlar yemeklik yag ve protein olarak da kullanilabilir (I. Khan ve digerleri
2007).

Tablo 1. Silybum marianum'un fizikokimyasal 6zellikleri

Ozellikleri Deger (%)
Sabunlasma degeri 180.9

Ester degeri 193.9-195
Asit degeri 1.82

Iyot degeri 109.57
Peroksit degeri 14.97-17.37
Serbest yag asidi degeri 16.62-19.22
Kirilma indisi 1.452
Renk/optik yogunluk 0.3413
Anisidin degeri 1.8979
Klorofil igerigi 0,55
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2.2.4.3. Silymarin’in Antikanser Aktiviteleri

Farkli hiicresel degisiklikler yardimi ile SM’in diger faydalarinin yami sira fibroz,
inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz ve ilag¢ tasiyicilarinin diizenlenmesi ile alakali olarak
yararli etkileri oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Federico ve digerleri 2017). SM’in
antikanserojenik etkisi ile ilgili olarak hayvanlarda ve insanlarda yapilan in vitro ¢caligmalardan,
hepatokarsinomda SM mekanizmalarinin, antioksidan aktiviteleri vasitasi ile oksidatif stres
tarafindan indiiklenmis reaktif tiirlerin rahatlatilmasini ve prostoglandini modiile ederek stirekli
olarak hepatik inflamasyonun baskilanmasimi sagladigi goriilmiistir. SM’in  antitimor
etkilerinin kaynag1, anormal hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, i¢sel ve digsal mitokondriyal
yolarlardaki girisim ve hiicre dongiisii bozulmasi yolu ile apoptozun indiiklenmesi olabilir
(Mastron ve digerleri 2015).

Silybin ve SM’in karaciger, cilt, serviks, akciger, meme, prostat, mesane ve bobrek agiz
kanseri kanserleri dahil bir¢ok in vitro ve hayvan kanseri ¢calismalarinda goriildiigii tizere etkili
antineoplastik bilesikler olduklar1 rapor edilmistir (C. Agarwal ve digerleri 2007; Deep ve
Agarwal, 2007; Fehér ve Lengyel, 2012; Khorsandi ve digerleri 2017; Ramasamy ve Agarwal,
2008; Surai, 2015; Tyagi ve digerleri 2007; Won ve digerleri 2018). Bu ¢aligmalar sonucunda
SM’in sikline bagimli kinaz inhibitdrlerinin p21, p15 ve p27 olarak indiiklenmesi yolu ile G1/S
fazinda hiicre dongiisiinii durdurabildigi gosterilmistir. Bunlara ek olarak SM, proapoptotik
protein Bax’1 yukar regiile eder, anti-apoptotik protein Bcl-2’yi asag: regiile eder ve hiicre
kinazlarim1 (PKC, AKT ve MAPR) ve 0Ornegin NF-kB gibi inflamatuar transkripsiyon
faktorlerini inhibe eder. Bunun yani sira ERK1/2 ve STAT3 sinyal yollarinin baskilanmasi ile
SMN, hiicre proliferasyonunu, hiicre gogiinii, onkogenezi ve iNOS gen ekspresyonunu inhibe
edebilir ve bundan baska malign hiicrelerde kaspaz aktivasyonu ile apoptotik hiicre 6liimiinii
indiikleyebilir (Agarwal ve digerleri 2007; Gharagozloo ve digerleri 2013). Bu sebeple SM’in
NF-kB'ye bagli gen ekspresyonunun baskilanmasi; NF-kB'nin TNFa ile indiiklenen
aktivasyonunun inhibisyonu ve STAT3 sinyalinin inhibisyonu yolu ile antikanserojenik
etkilerine aracilik edebilir (Gharagozloo ve digerleri 2013).

Cogunlukla SM’in kemopreventif 6zelligi, bu 6ziitlin apoptoza dahil olan proteinlerinin
ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ekspresyonuna etki etmesi yolu ile apoptoz ve hiicre sag
kalimi1 arasindaki dengesizligi degistirip diizenlemesine sebep olan antimetastatik ve anti-
inflamatuar aktiviteleri ile ilgilidir (R. Agarwal ve digerleri 2006; Ramasamy ve Agarwal,
2008). Yapilan caligmalar, SM’in koruyucu etkilerinin, kemoterapi ve radyasyona bagl

meydana gelen toksisiteyi azaltma ve dnleme potansiyeline sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
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Hayvan ¢alismalar1 ve in vitro ¢aligmalar, silybin ve SM’in gama radyasyonunun sebep oldugu
DNA hasarim1 engellemek icin giiglii bir radyoprotektif 6zellige sahip oldugunu belirtmistir
(Adhikari ve Arora, 2015; Adhikari ve digerleri 2013; Oufi ve Al-Shawi, 2014). Bu sebeple
SM, gama radyasyonunun sebep oldugu hiicresel hasarin muhtemel etkilerine kars1 deney
hayvanlarindan alinan normal spermatositlerin korunmasinda tamamlayici tipta umut verici bir

radyoprotektif bitkisel ajan olarak goriilebilir (Fatehi ve digerleri 2018).

2.2.4.4. Silymarin’in Dozaji ve Toksisitesi

Silybum marianum, genel olarak kapsiillenmis formda homojen yapili bir ekstrakt (%70-
80 silymarin) olarak verilmektedir. Yetiskinler i¢in karakteristik dozu giinde 3 kez 100-300
mg’dir. Hem insan hem de hayvan calismalarinda silymarin’in herhangi bir toksik 6zelligi
goriilmemistir. Yiiksek dozlarda (>1500 mg/giin), artan safra akisi ve sekresyonu sebebi ile
mishil etkisi goriilme olasilig1 vardir. Hafif alerjik reaksiyonlar goriilmiistiir ancak bunlar ciddi

alerjik reaksiyonlar degildir (Porwal ve digerleri 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Karan

Yapilmis olan bu deneysel ¢alisma ve igerisinde yer alan deneysel miidahalelerde,
Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurulu'nun (ADU-
HADYEK) 64583101/2019/122 say1l1 ve 28.11.2019 tarihine ait karari ile etik yonden herhangi

bir sakinca olmadig1 onaylanmistir (EK1).
3.2. Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada, Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
yetistirilmis olan ve agirliklar1 300-350 gr arasinda degisen 50 tane Wistar Albino erkek sican
kullanilmigtir. Deney siiresince biitiin siganlar %59 bagil nem ve 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik sirkadyen ritimde, 24°C sicaklikta tutuldu. Deney siiresince siganlar standart pellet
yem ile ad libitum beslendi, igme suyu olarak ise serbest erisimi saglanan sehir sebeke suyu

verildi.
3.3. Deney Tasarimi

Deneyde kullanilan siganlar, Deney Hayvanlari1 Arastirma Laboratuvari’nda iki hafta
boyunca adaptasyon siirecine tabi tutulmustur. Hayvanlar rastgele Ornekleme yontemi
kullanilarak secildi ve her grupta 10 erkek sigan bulunacak sekilde 5 gruba ayrildilar.
Uygulamis oldugumuz sisplatin son derece toksik bir madde oldugundan dolay1 ¢alismanin son
giiniine kadar 3 adet denek kayb1 olmustur. Silymarin giinliik hayattaki kullanim sekline uygun
olarak tablet formunda eczaneden temin edilmis, iyice ezilerek toz haline getirilmis ve ¢esme

suyu ile sulandirilarak oral gavaj yolu ile hayvanlara verilmistir.
3.3.1. Deney Gruplar

Calismada kullanilan 300-350 gr agirligindaki 50 Wistar albino sigan, 5 gruba ayrildi
ve her grupta 10’ar hayvan yer aldi. Deney gruplar1 su sekilde belirlendi;
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CON (10): Kontrol grubu olarak belirlenen hayvanlar bu gruba alind1 ve bu grupta yer alan
sicanlara herhangi bir iglem uygulanmayarak saglikli hayvan grubu olarak belirlendi.

SM200 (10): Giivenlik grubu-yiiksek doz antioksidan grubu olarak degerlendirilen ve bu grupta
yer alan hayvanlara 0.giinden itibaren 3 giin boyunca 200mg/kg/giin dozda silymarin, oral gavaj
yolu ile verildi. Silymarin, 12 saatte bir olmak iizere giinde 2 kez 100mg/kg/giin seklinde
verildi.

CIS (10): Sisplatin grubu; bu gruptaki hayvanlara intraperitoneal olacak sekilde 7mg/kg/giin
tez doz sisplatin uygulandi ve bu sigcanlar sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra ketamin-
ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildiler.

CIS+50SM (10): Diisiik doz tedavi grubu; bu gruptaki hayvanlara 0. giinde 25mg/kg/giin
silymarin oral gavaj yoluyla verildi ve bu islemden 2 saat sonra 7 mg/kg/giin doz sisplatin
intraperitoneal olarak uygulandi. Ilk doz silymarin verilisinden 12 saat sonra tekrar 25
mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verildi. Toplamda 3 giin boyunca giinde 2 kez olmak
tizere (12 saatte bir), her bir seferde 50 mg/kg/giin silymarin oral gavaj yolu ile verilmeye
devam edildi. Tedavinin 3. giiniinde si¢anlar anestezi altinda sakrifiye edildiler.

CIS+200SM (10): Yiiksek doz tedavi grubu; bu gruptaki hayvanlara 0. giinde 100 mg/kg/giin
dozda silymarin oral gavaj yolu ile verildi ve 2 saaat sonra 7 mg/kg/giin doz sisplatin
intraperitoneal olarak uygulandi. Ilk doz silymarin uygulamasindan 12 saat sonra tekrar 100
mg/kg/giin doz silymarin oral gavaj yolu ile verildi. Toplam 3 giin boyunca giinde 2 kez olmak
tizere (12 saatte bir) tek bir seferde 100 mg/kg/giin doz silymarin, toplamda 200 mg/kg/giin doz
silymarin oral gavaj yolu ile verilmeye devam edildi ve tedavinin 3. giiniinde hayvanlar anestezi
altinda sakrifiye edildiler.

Sicanlar, 50 mg/kg dozda ketamine (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul,
Tiirkiye) ve 10 mg/kg dozda xylazine (Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Almanya) anestesizi
altinda sakrifiye edildikten sonra intrakardiyak yoldan biyokimyasal incelemeler i¢in gerekli
miktarda kan alinip biyokimya tiiplerine konuldu ve biyokimya kitlerinde ¢alisabilmek i¢in
santrifiij edildi. Daha sonra hizlica testis ve epididymis dokular1 ¢ikartildi. Sag testisler
histolojik inceleme i¢in Bouin soliisyonuna alindi sol testisler ise biyokimyasal incelemeler igin

-20°C’ye alind.

38



1\

Resim 1. Deney gruplarinin olusturulmasi.
3.3.2. Sisplatin ve Silymarin’in Hazirlanmasi

Enjeksiyon yapilacagi giinlerde sicanlar tartild1 ve silymarin her seferinde taze olarak
hazirlandi. Sisplatin, yaygin olarak kullanilan tibbi formda (Cipintu 25 Mg/25 Ml Infuzyon Igin
Konsantre Cozelti, Kogsel Ila¢ San. ve Tic. A.S.) hazir olarak alind1 ve her bir denek igin 7
mg/kg/giin doz olacak sekilde i.p. olarak uygulandi. Silymarin, denek basina toplamda
gruplarina gore 50 mg/kg/giin ve 200 mg/kg/giin doz olacak sekilde 3 giin boyunca her giin
giinde 2 kez sabah ve aksam olmak {izere oral gavaj yolu ile verildi. Silymarin, giinliik hayatta
kullanilan ticari tablet formunda (Solgar Milk Thistle, 100 Mg) alind1 ve toz haline getirilerek

icme suyu ile sulandirild ve oral gavaj yolu ile hayvanlara verildi.

Resim 2. Ratlarda oral gavaj uygulanmasi.
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3.3.3. Viicut Agirliklariin Olgiimii

Deney baslangicinda ilag doz ayarlamalari yapilabilmesi i¢in hayvan agirliklar 6l¢iildi

ve kaydedildi.

3.3.4. Bouin Soliisyonunun Hazirlamsi

Testis dokularmin fikse edilmesi i¢in kullanilacak olan Bouin fiksatifi asagida
aciklandig1 tizere hazirlandi;
1. Glasiyal asetik asit, 5 ml
2. Doymus pikrik asit ¢ozeltisi (%]1), 75 ml
3. Formaldehit (%40), 25 ml
Doymus pikrik asit ¢ozeltisi (Sigma Aldrich) igine ilk olarak formaldehit (Sigma-
Aldrich) ve daha sonra bunlarin iizerine yavasca glasiyal asetik asit (Sigma-Aldrich) eklendi ve
karistirildi. Hazirlanan bu fiksatifin dokuda meydana getirecegi sariligi 6nlemek amaci ile
%70’lik alkolde ¢oziilmiis lityum karbonat soliisyonu igerisinde dokular iki giin bekletildi (Dey,
2018).

3.3.5. Lityum Karbonath Etil Alkol Soliisyonunun Hazirlanis

1 gr Lityum Karbonat tartildi ve 100 ml kadar distile su i¢inde ¢ézlinmesi saglandi. Bu
asamadan sonra bu ¢dzelti igerisinden 30 ml kadar alind1 ve iizerine %100’lik etil alkolden 70

ml kadar eklenerek 100 mI’lik soliisyon hazir hale getirildi.
3.3.6. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi
Silymarin verilen si¢anlara son gavajdan 24 saat sonra ketamine 50 mg/kg+10 mg/kg

xylazine anestesizi yapildi ve servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildiler. Biyokimyasal

analizler i¢in alinmis olan kan 6rnekleri Jelli 5 ml Biyokimya tiiplerine konuldu.
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Resim 3. Ratlarin sakrifiye edilmesi ve ardindan intrakardiyak kan alimu.

Batin bolgesi agild1 ve testisler, epididymisler ile birlikte ¢ikartildi. Her bir siganin sag
ve sol testisleri, epididymislerinden ayrildiktan sonra hasas teraziye konularak ayri ayri ayri
tartildi ve kaydedildi. Sag tarafta yer alan epididymisler testislerden ayrildiktan sonra %9’luk,
2 ml serum fizyolojik soliisyon bulunan petri kaplarina konuldu. Fiksatif soliisyonunun dokuya
daha iyi etki edebilmesi i¢in tiim testislerin kapsiillerine enjektdr ucu yardimi ile her yerden
delikler agildi. Sol testisler biyokimyasal analizler i¢in -80°C’ye konularak muhafaza edildi.
Testis ¢aplari (enine ve uzunlamasina) (= 0.05 mm) hassas bir kumpas (Central Tools
(CEN6425A) Elektronik Dijital Kumpas) araciligi ile histolojik incelemeler igin 6nceden fikse

edilmemis testislerde 6l¢iildii.

i B

Resim 4. Sigan testislerinin uzunluk ve agirlik dl¢timleri.
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Sag ve sol testislerin agirliklarinin toplami ile o hayvana ait viicut agirhiginin 6lgtimii
alind1 ve asagida belirtilen formiil kullanilarak testis agirlik indeksi (TAI) degerleri saptandi
(Mutlu, 2013);

TAI: [(sag+sol testis agirliklari toplami) / viicut agirhigi] x 100

Sicanlarin sakrifiye edilmeleri, kan ve doku o6rneklerinin alinmasi ADU Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Histopatolojik degerlendirmeler i¢in
ihtiyag duyulan tiim arag, gereg¢ ve cihazlar ADU Anatomi ve Histoloji ve Embriyoloji
Laboratuvarlar’ndan ve ADU Tarbiyomer (Tarimsal Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi
Uygulama ve Arastirma Merkezi)’den temin edildi. Biyokimyasal analizler ADU Tibbi
Biyokimya Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.3.7. Epididymis Numunelerinin Degerlendirilmesi

Biitiin epididymis numunelerinin degerlendirilme protokolleri, sigcanlarin sakrifiye
edildigi giin gergeklestirildi. Petri kaplart igerisine 400 ul PBS (Phosphate-Buffered Saline)
soliisyonu konuldu ve {izerini kapatacak miktarda likit parafin (10x1000 pl) ve epididymisler
bu droplet igerisine yerlestirilerek tizerlerine birka¢ kesi atildi. Spermiumlarin dis ortama
cikabilmesi igin petri kaplari 1sitmali tabla iizerinde 37°C’de 4 dk boyunca bekletildi (Retana-
Marquez ve digerleri 2016; Vendramini ve digerleri 2010). Yapilan tiim analizler bu droplet

igerisinden alinan orneklerle gergeklestirildi.

Resim 5. Epididymis’ten spermium numunelerinin elde edilmesi i¢in droplet hazirlanisi.
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3.3.7.1. 1 ml Spermium Numunesinde Spermium Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Spermium saymmi i¢in Thoma lami kullanildi. Droplet igerisinden 1 damla (10 pl)
spermium 6rnegi 990 pl distile su ile bir eppendorf tiipii igerisinde karistirildi ve seyreltildi. Bu
karisimdan yaklasik 4 pl lamin kenarlarindan kuyucuklara dolduruldu ve iizerine lamel
kapatildi. 10’luk biiyiitmede 5 kare sayildi. Sayimda kareler igerisinde yer alan spermium bas
konumlar1 goz 6niinde bulunduruldu. Iml’deki toplam spermium sayisini hesaplayabilmek igin

5 karedeki toplam spermium asagidaki formiil ile hesaplandi (Christensen ve digerleri 2005);

et mlebrirr e

x 1000 = 1 ml°de ki sperm sayi1s1
Sayilan kare sayis1 X kare hacmi x sulandirma orani

3.3.7.2. Spermium Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Spermium morfolojisinin degerlendirilebilmesi igin eosin-nigrosin boyama setinden
yararlanildi. Bir damla spermium numunesi lam {izerine konulup {izerine esit miktarda boya
damlatilarak yayma preparat hazirlandi ve hava ile kurumasi saglandi. Boyama prosediirleri
boyama kiti protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Bu drnekler daha sonra mikroskopta
X40’lik biiyiitme kullanilarak incelendi. Her bir preparatta 200 spermium segilerek 3 gruba
ayrildi ve degerlendirildi. Gruplar;

a. Belirgin veya hafif egriligi olanlar dahil bas sekli,
b. Orta kisimda yer alan defektler,
c. Katlanmis, kisa ya da kirik kuyruklari da kapsayan kuyruk defektleri.
Yapilan bu degerlendirme sonucunda normal ve anormal hiicre sayilar1 hesapland: (Ok ve

digerleri 2008).

3.3.8. Isik Mikroskobu Incelemeleri i¢in Dokularin Histolojik Takiplerinin Yapilmasi

Dokular Bouin fiksatifine alind1 ve bu fiksatifte en az 24 saat boyunca fikse edildi. Daha
sonra dokular ince bir sarg1 bezine alind1 ve yanina hangi hayvana ait oldugunu belirten kiigiik
bir etiket yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan dokular elde manuel olarak fikse edildi. Daha sonra
dokular fiksasyonda bulunan pikrik asitten kaynaklanan sar1 rengin giderilebilmesi i¢in 48 saat
boyunca, lityum karbonatl etil alkol soliisyonunda bekletildi. Bu islemden sonra dokular,

parafin bloklara gomiildiiler.
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Tablo 2. Testis doku takibi protokolii

Kullanilan kimyasal maddeler Uygulama siiresi
%70 Alkol 48 saat
%80 Alkol 1,5 saat
%90 Alkol 1,5 saat
%96 Alkol 1,5 saat
%100 Alkol 1,5 saat
%100 Alkol 1 saat
Ksilol-alkol 30 dk
Ksilen | 1 saat
Ksilen 11 1 saat
Parafin | 1 saat
Parafin 11 1 saat 20 dk
Parafin 111 1 saat 40 dk

3.3.9. Doku Kesitlerinin Alinmasi ve Boyanmasi

Doku kesitleri ADU Tarbiyomer’de yer alan mikrotom (Thermo Manuel Mikrotom
Cihazi-Microm HM 325) yardimu ile alindi. Dokuya ulasana kadar 6ncelikle 20 pm kalinliginda
kesitler alinarak trimleme dedigimiz islem gerceklestirildi. Trimleme sonucu dokuya ulasildigi
anlasilinca 5 pm’lik daha ince kesitler alinmaya baslandi. Alinan bu kesitler 40°C’de benmari
icerisinde yer alan sicak suda alinan kesitin parafininin kirisikliklar1 agilana kadar bekletildikten
sonra lam {lizerine alindilar.

Testisin genel morfolojisini incelemek i¢cin H&E (Hematoksilen ve Eozin), bag
dokusunun incelenebilmesi i¢in Masson’s trikrom ve notr mukopolisakkaritler i¢in Periyodik

Asit Schiff (PAS) boyalar1 kullanildi.

3.3.10. Hematoksilen — Eozin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson’s Trikrom

Boyama Yontemleri

Lamlar etiivden c¢ikartildiktan sonra PAS ve Masson’s trikrom boyamalar i¢in, boya

kitlerine ait protokoller izlendi. Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama igin Tablo 3’ de yer alan
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islemler uygulandi. Masson’s trikrom, H&E ve PAS ile boyanmus kesitler ADU Tarbiyomer’de
yer alan dijital fotograf makinesi ekli 151k mikroskobu (Olympus CX23/33/43 BX43/46/53/63
Upright Mikroskop Sistemi) ile incelendi ve buradan elde edilen goriintiiler dijital ortama
transfer edildi. Elde edilen kesitler randomize kor olarak ele alinip incelendi ve LabSense

programi kullanilarak morfolojik 6l¢iimler ve analizler gergeklestirildi.

Tablo 3. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

Kullanilan kimyasallar Siiresi
Ksilol 10 dk
Ksilol 10 dk
%100'Lik alkol 3dk
%96’11k alkol 3dk
%80'lik alkol 3dk
%70'lik alkol 3dk
Distile su 5sn
Hematoksilen 12-13 dk
Cesme suyu 25 dk
Eozin 2 dk
%96'lik alkol 3dk
%96'lik alkol 3dk
%100'lik alkol 3dk
%200'lik alkol 3dk
%200'lik alkol 3dk
Ksilol 5dk
Ksilol 5dk
Ksilol 5dk
Entellan ile kapama -
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Tablo 4. Masson’s trikrom boyama protokolii

Kullanilan kimyasallar Siiresi
Distile suda bekletme 10 dk
Hematoksilen 3dk
Distile suda durulama 15 saniye
Akar suda bekletme (renk degisimi) 4 dk
Distile suda yikama 10 saniye
Trikrom soliisyonu 20 dk
%0,2'lik asetik asit 30 saniye
%95'lik alkol 2dk
%100k alkol 2 dk
Ksilol 5dk
Ksilol 5dk

Entellan ile kapama

Tablo 5. Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii

Kullamlan kimyasallar Siiresi
Periodik asit soliisyonu (damlatma) 10 dk
Distile su ile yikama 10 saniye
Schiff Ajan1 Hotchkiss/McManus (damlatma) 20 dk
Distile su ile yikama 10 saniye
Potasyum metabisiilfit soliisyonu (damlatma) 2 dk
Distile su ile yikama 10 saniye
Fiksatif soliisyon (damlatma) 2 dk
Distile su ile yikama 10 saniye
Mayer's hemalum (damlatma) 3dk
Akar suda yikama 5dk
%96’lik alkol 5 dk
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3.4. Histometrik analiz

Takibi yapilip kesiti alinan dokularin mikro morfolojileri farkli parametreler saptanarak
histometrik olarak incelemesi yapildi. Belirlenen paramterelerin; tubuli seminiferi contorti ¢api,
germinal epitel yiiksekligi, bazal tabaka kalinligi, basal lamina kalinlig1, arter ¢api, tunica
albuginea kalinlig1, peritubuler atrofi varligi, her bir testisten 10 kesit alinip, her bir kesitten
30’ar dl¢tim alinarak belirtildi. Kag kesit alinmas1 gerektigi ve kesit basina kag kesit alinmasi
gerektigini belirlemek i¢in One-Sample T-Test Power Analysis PASS 11 programi
kullanilmistir. Bunun igin alfa degeri 0,05 alinmis ve c¢alismamiza benzer bir c¢alismanin
(Nosseir ve digerleri 2012) kontrol grubuna ait veriler degerlendirilerek saptanmistir.

H&E ile boyanmis preparatlarda tubuli seminiferi contorti’lerin ¢aplarinin dl¢iimil i¢in
her bir hayvandan (sag testisinden) rastgele 10 alan secildi (Batra ve digerleri 2001). Her bir
sigana ait preparatta, yuvarlak veya yuvarlaga en yakin bi¢cimde olan 30 adet tubuli seminiferi
contorti profili secildi ve caplar1 6l¢iildi. Olympus CX23/33/43 BX43/46/53/63 Upright
Mikroskop Sistemi ile baglantili LabSens programi ile alinan 6l¢iimler x10’luk biiyiitmede pm

cinsinden belirtildi.

Fle Edt View Acquie lmage Process Messwe Tooks Window Help

T AT

- aum : . 1
- - < 32104 pm
Cor - 0 0 8 0 0
Minimum - - - 3089um > 5
Maxmum - - - UL pm
Mean - - . 31945 ym

Clamas e

Resim 6. Bilgisayar ortaminda tubuli seminiferi contorti ¢ap1 6l¢timii ((a+b)/2= tubul ¢api)
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Resim 7. Bilgisayar ortaminda germinal epitel yiiksekligi 6l¢iimii i¢in kullanilan referans

noktalari ((a+b+c+d)/4= germinal epitel yiiksekligi).

Masson’s trikrom boyali preparatlarda peritubuler fibrozis veya atrofi varligi, tubuli
seminiferi contorti’leri ¢evreleyen kolajen birikiminin boyanmasinin kalinligina gore
degerlendirildi. Peritubuler fibrozis veya atrofi; 0 (yok veya minimal) ile 1 (belirgin) arasinda

puanlandi (Diez-Caballero ve digerleri 2006).

Resim 8. A) Kontrol grubu (CON) 20X ‘lik biiytitmede hasarsiz tubuli seminiferi
contorti’lerin goriiniimii. (B) Sisplatin hasar grubu (CIS) peritubuler fibrozis/atrofik tubul

goruntimdl.
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Masson’s trikrom boyali preparatlarda kan damarlar1 daha iyi goézlemlendigi i¢in kan
damari ¢ap Ol¢iimi de gerceklestirildi. Tunica albuginea kalinligr da o6lgiildii ve kaydedildi
(Nosseir ve digerleri 2012).

Resim 9. Masson’s trikrom boyama ile 40X’lik biiyiitmede arter ¢ap1 6l¢iimii igin kullanilan
referans noktalar1 ((a+b)/2= arter ¢api).
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Resim 10. Masson’s trikrom boyama ile 20X’lik biiyiitmede tunica albuginea kalinligi

Olctimii.
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Periodic Acid-Schiff (PAS) boyama ile bazal lamina yapisi incelenmis ve kalinligi

Olgiilerek gruplar arasinda karsilagtirma yapilmistir (Nosseir ve digerleri 2012).
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Resim 11. Periodic Acid-Schiff (PAS) boyama ile 40X’lik biiyiitmede bazal lamina

goriiniimii (kirmiz1 ok ile gosterildi).

3. 5. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in ratlardan intrakardiyak kan alimi gerceklestirildi ve
numuneler, analizlerin hepsinin ayn1 anda yapilabilmesi igin -80°C'de bekletildi. Alinan
serumlar ile total antioksidan seviyeleri (TAS) ve total oksidan seviyeleri (TOS) ile inhibin A
ve inhibin B seviyeleri analiz edildi. Analizler i¢in ELK Biotech ELISA kit for Human INHA
(Inhibin A) - ELK7827 , ELK Biotech ELISA kit for Human INHB (Inhibin B) - ELK4893,
Rel Assay Diagnostics | Total Oxidant Status Assay Kit, Rel Assay Diagnostics | Total
Antioxidant Status Assay Kit kullanildi. Analizler Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda gerceklestirildi.
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Resim 13. (A)TAS, TOS, (B) inhibin A ve inhibin B kitleri goriiniimi.

[statistiksel analizler IBM SPSS Statistics 20 programu ile yapildi. Nicel degiskenlerin
normal dagilima uygunluk gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi.
Gruplar, normal dagilim gosteren degiskenler bakimindan Tek Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA), normal dagilim gostermeyen degiskenler bakimindan ise Kruskal Wallis Analizi ile
karsilagtirildi. Normal dagilima uygun olan nicel degiskenler arasindaki iliski Pearson, normal
dagilima uygunluk gostermeyen nicel degiskenler arasindaki iliski ise Spearman Korelasyon
Analizi ile test edildi. Normal dagilan degiskenlerin tanimlayici istatistikleri ortalama+standart
sapma, normal dagilmayan degiskenlerin tanimlayic1 istatistikleri ise medyan (25.-75.

Persantil) olarak verildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Testis ve Viicut Agirhik Degerleri

Deney gruplarina ait testis ve viicut agirliklar ile testislere ait morfometrik 6lglim

sonuglar1 asagidaki tablo ve grafiklerde gosterilmistir.

Tablo 6. Deney hayvanlarina ait sag testis agirliklari (gr).

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 1,040 1,450 1,200 1,540 1,510
Maksimum 1,920 2,010 1,750 1,610 1,890
Ortalama 1,602 1,679 1,520 1,571 1,717
Standart 0,2372 0,1666 0,1758 0,02478 0,1388
sapma

Gruplar arasinda istatistiksel acidan sag testis agirliklar1 arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 15. Sag testis agirliklari. Veriler ortalama +standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Tablo 7. Deney hayvanlarina ait sol testis agirliklar (gr).

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 1,480 1,480 1,340 1,380 1,500
Maksimum | 1,910 2,020 1,740 1,640 1,930
Ortalama 1,642 1,699 1,526 1,549 1,704
Standart 0,1379 0,1727 |0,1439 0,07605 0,1353
sapma

Gruplar arasinda istatistiksel agidan sol testis agirliklari arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 16. Sol testis agirliklar1. Veriler ortalama +standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Tablo 8. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin baglangic agirliklar (gr).

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 310 348 290 324 322
Maksimum | 395 390 390 431 400
Ortalama 354,8 364 339,9 357,9 353,0
Standart 32,21 12,64 30,56 32,93 26,80
sapma

Gruplar arasinda hayvan agirliklart bakimindan istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunamamistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 17. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin baglangi¢ agirliklari (gr). Veriler ortalama +

standart sapma seklinde gosterilmistir.

Tablo 9. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin son agirliklart (gr).

CON SM200 CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 310,0 348,0 290,0 324,0 322,0
Maksimum | 395,0 390,0 390,0 430,0 395,0
Ortalama 355,3 364,0 339,1 358,0 353,1
Standart 32,36 13,14 30,91 32,50 25,97
sapma




Gruplar arasinda hayvan agirliklart bakimindan istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunamamastir (tiim gruplar i¢in p>0,005)
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Sekil 18. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin son agirliklari (gr). Veriler ortalama +

standart sapma seklinde gosterilmistir.

Tablo 10. Testis agirlik indeksi (TAI: [(sag+sol testis agirliklari toplami)/viicut agirligi]x100)

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 0,7800 0,8000 0,8100 0,7300 0,8500
Maksimum | 1,090 1,080 1,000 0,9500 1,060
Ortalama 0,9356 0,9278 0,9000 0,8544 0,9567
Standart 0,09342 0,07396 | 0,06976 0,08589 0,06325
sapma

Gruplar arasinda TAI (testis agirlik indeksi) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 19. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin testis agirlik indeksleri (TAI). Veriler

ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Tablo 11. Sag testis longitudinal ¢ap (mm) 6l¢iimleri

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 19,80 19,90 13,20 19,40 20,50
Maksimum | 23,00 22,70 22,80 22,40 23,20
Ortalama 20,98 21,54 19,87 20,71 22,06
Standart 1,016 1,109 2,816 1,116 0,8618
sapma

Gruplar arasinda sag testis longitudinal ¢ap uzunluklar1 agisindan istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunamamistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 20. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin sag testis longitudinal ¢ap uzunluklar

(mm). Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

Tablo 12. Sag testis transvers ¢ap (mm) 6lgiimleri

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 10,70 10,60 10,50 10,50 11,00
Maksimum | 12,40 12,70 11,80 12,40 12,90
Ortalama 11,36 11,64 11,24 11,49 11,97
Standart 0,5948 0,5725 0,5317 0,6373 0,6147
sapma

Gruplar arasinda sag testis transvers ¢ap Olglimleri agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunamamustir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 21. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin sag testis transvers ¢cap uzunluklari (mm).

Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

Tablo 13. Sol testis longitudinal ¢ap (mm) Slgimleri.

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 17,80 11,40 14,10 19,40 19,20
Maksimum | 22,50 23,80 21,90 23,00 23,40
Ortalama 21,35 20,32 19,81 21,20 21,65
Standart 1,468 3,546 2,371 1,269 1,574
sapma

Gruplar arasinda sol testis longitudinal ¢ap uzunluklari agisindan istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunamamuistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 22. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin sol testis longitudinal ¢cap uzunluklar1 (mm).

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde gdsterilmistir.

Tablo 14. Sol testis transvers ¢ap (mm) dl¢iimleri

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 10,40 10,30 10,30 10,40 10,90
Maksimum | 13,80 21,40 12,70 14,00 13,20
Ortalama 11,51 12,51 11,18 11,43 12,13
Standart 0,9758 3,435 0,7686 1,286 0,6308
sapma

Gruplar arasinda sol testis transvers cap uzunluklari agisindan istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunamamistir (tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 23. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin sol testis transvers ¢ap uzunluklari (mm).

Veriler ortalama + standart sapma seklinde gdsterilmistir.

Resim 14. Sigan testislerinin morfolojik goriiniimleri (a;CON, b;SM200, c;CIS, d;CIS+SM50,

ve CIS+SM200 gruplarina ait testis gortiniimleri)
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4.2. Histometrik Olciimlerin Istatiksel Analizi

Yapilan c¢alisma sonucunda elde edilen dokulara ait kesitler 151k mikroskobunda
incelenmis ve Labsense programi araciligy ile dlciimler alindi. Olgiilen parametreler ‘um’

cinsinden ifade edildi.
4.2.1. Tubuli Seminiferi Contorti Cap1 Olciimlerinin istatistiksel Analiz Sonuclar

Tubuli seminiferi contorti ¢aplarini 6lgmek amaciyla her hayvandan rastgele 10’ar kesit
secildi ve bu kesitlerden her bir hayvan i¢in 30’ar adet yuvarlak ya da yuvarlaga yakin sekilli
tubul se¢ildi. Her bir tubulden 2 adet ¢ap Ol¢timii yapilip bu iki 6l¢iimiin ortalamasi alindi.

Yapilan analiz sonuglar1 asagida tablo ve grafik halinde gosterilmistir.

Tablo 15. Tubuli seminiferi contorti ¢ap 6lgiimleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 137,6 2527 2451 2329 251,5
Maksimum | 440,6 398,3 399,8 425,0 4221
Ortalama 3239 326,0 314,2 320,7 323,6
Standart 40,25 27,51 25,96 33,28 28,88
sapma

CON grubu ve CIS grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p;
0,0027). CON grubuna ait kesitlerde lgiilen tubul ¢api sisplatin grubuna kiyasla daha biiytiktiir.
SM200 ve CIS gruplar1 da birbirleri ile istatistiksel agidan farkli sonuglar gostermistir (p;
0,0002). SM200 grubuna ait kesitlerde tubul ¢ap1, CIS grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. CIS ve CIS+SM200 gruplarinda da birbirlerinden anlamli derecede farkli
sonuglar gozlenmistir (p; 0,0041). Yiiksek doz tedavi grubu olan CIS+SM200 grubunda da
tubul ¢ap1, CIS grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir.
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Sekil 24. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin tubuli seminiferi contorti ¢ap uzunluklari

(um). Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

Resim 15. Deney gruplarinin x10’luk biiyiitmede, H&E boyamada tubuli seminiferi contorti
yapilarinin goriinimii. (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplari)
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4.2.2. Germinal Epitel Kahnhig Olciimlerinin Istatistiksel Analiz Sonuclari

Tubuli seminiferi contorti’lere ait germinal epitel kalinliklarin1 6lgmek amaciyla her
hayvandan rastgele 10’ar kesit secildi ve bu kesitlerden her bir hayvan i¢in 30’ar adet yuvarlak
ya da yuvarlaga yakin sekilli tubul secildi. Her bir tubulden 4 adet kalinlik 6l¢timii yapilip bu
dort 6l¢iimiin ortalamas: alindi. Yapilan analiz sonuglar1 asagida tablo ve grafik halinde

gosterilmistir.

Tablo 16. Germinal epitel kalinlik dlgtimleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+SM50 CIS+SM200
Minimum 56,14 69,00 46,84 59,29 67,95
Maksimum 117,0 99,89 102,4 122,1 117,4
Ortalama 92,78 90,82 78,72 87,81 90,21
Standart 7,105 4,842 10,73 11,79 9,004
sapma

CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (p=0,0611). CON ve CIS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,0001). CIS grubuna ait kesitlerde germinal epitel kalinlig1 normal gruba
kiyasla oldukga diisiik olarak gozlenmistir. CON ve CIS+SM50 gruplari arasinda da istatistiksel
acidan anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0,0001). CON ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda da
istatistiksel agidan anlamli bir fark goériilmistir (p=0,0007). SM200 grubu ve CIS grubu
arasinda da Onemli bir istatistiksel fark gboze ¢arpmaktadir (p<0,0001). CIS grubuna ait
kesitlerde germinal epitel kalinligt SM200 grubuna kiyasla oldukea diisiik diizeyde kalmistir.
SM200 ve CIS+SM50 gruplari arasinda istatistiksel anlamda diisiik diizeyde de olsa bir farklilik
gozlenmistir (p=0,0116). Buna kiyasla SM200 ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goériilmemistir (p>0,9999). CIS ve CIS+SMS50 gruplari arasinda
istatistiksel anlamda bir farklilik bulunmaktadir (p<0,0001). CIS ve CIS+SM200 gruplari
arasinda da istatistiksel anlamda oldukca giiclii bir bir farklilik gortilmiistiir (p<0,0001). Bunun
yani sira CIS+SMS50 ve CIS+SM200 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p=0,1389).
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Sekil 25. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin germinal epitel kalinliklar1 (um). Veriler

ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Resim 16. Deney gruplarmin x20’lik biiyiitmede, H&E boyamada germinal epitel yapilari ok
ile gosterilmistir. (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplar)
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4.2.3. Bazal Tabaka Kahnhg Olg¢iimlerinin Istatistiksel Analiz Sonuclar

Tubuli seminiferi contorti’lere ait bazal tabaka (igerisinde lamina propria tabakasi yer
aldig1 i¢in bu parametre Ol¢iilmiistiir) kalinliklarin1 6lgmek amaciyla tubul ¢ap1 6l¢iimii icin
kullanilan tubuller kullanilmistir. Her hayvandan rastgele 10’ar kesit segildi ve bu kesitlerden
her bir hayvan i¢in 30’ar adet yuvarlak ya da yuvarlaga yakin sekilli tubul secildi. Her bir
tubulden 4 adet bazal tabaka kalinlig1 6l¢timii yapilip bu dort Slgiimiin ortalamasi alindi.

Yapilan analiz sonuglar1 asagida tablo ve grafik halinde gosterildi.

Tablo 17. Bazal tabaka kalinligi 6l¢timleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+50SM CI1S+200SM
Minimum 4,807 5,057 2,186 4,702 4,559
Maksimum 14,85 12,60 7,741 9,309 11,70
Ortalama 7,739 7,661 4,440 6,655 7,477
Standart 1,625 1,648 1,210 0,9188 1,173
sapma

CON ve SM200 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,005). CON ve CIS grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir
(p<0,0001). CON grubuna ait bazal tabaka kalinligi1 CIS grubuna gore ¢ok daha fazladir. CON
grubu ile CIS grubu arasindaki fark diger gruplara nazaran ¢ok daha belirgindir. CON ve
Cis+50SM gruplari arasinda da istatistiksel arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001).
CON ve CIS+SM200 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamigtir
(p>0,9999). SM200 ve CIS gruplar arasinda istatistiksel agidan yiiksek diizeyde anlamli bir
fark bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 grubuna ait dokularda bazal tabaka kalinligi Cis
grubundan olduk¢a fazladir. SM200 ve CIS+SM50 gruplar1 arasinda bazal tabaka kalinligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 ve
CIS+SM200 gruplar arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (p=0,0002).
CIS ve CIS+SM50 gruplari arasinda, CIS ve CIS+SM200 gruplari arasinda ve Cis+50SM ve
Cis+200SM gruplari arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001).
Sonug olarak CIS grubunda bazal tabaka kalinlig1 diger tiim gruplar arasinda en diisiik degere

sahiptir.
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Sekil 27. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin bazal tabaka kalinliklar1 (wm). Veriler

ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

Resim 17. Deney gruplarinin x40’lik biiyiitmede, H&E boyamada bazal tabaka yapilari ok ile
gosterilmistir. (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplar)
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4.2.4. Bazal Lamina Kalinhg Olciimlerinin Istatistiksel Analiz Sonuglar

Tubuli seminiferi contorti’lere ait basal lamina (bazal membran) kalinliklarini 6l¢mek
amaciyla PAS boyama yapilan preparatlar kullanildi. Her hayvandan rastgele 10’ar kesit se¢ildi
ve bu kesitlerden her bir hayvan icin 30’ar adet yuvarlak ya da yuvarlaga yakin sekilli tubul
secildi. Her bir tubulden 4 adet bazal lamina kalinligi Sl¢timii yapilip bu dort 6lgiimiin

ortalamasi alindi. Yapilan analiz sonuglar1 agagida tablo ve grafik halinde gosterilmistir.

Tablo 18. Bazal lamina kalinlig1 6lgiimleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CI1S+200SM
Minimum 3,972 4,608 1,254 2,730 3,382
Maksimum | 8,383 8,814 6,581 7,958 7,433
Ortalama 6,719 6,447 3,720 4,886 5,518
Standart 0,7710 0,8259 1,115 0,9893 0,8045
sapma

Bazal lamina kalinlig1 agisindan CON ve SM200 gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p=0,0921). CON ve CIS gruplar1 arasinda yiiksek derecede onemli bir
istatistiksel fark bulunmustur (p<0,0001). En yiiksek fark bu iki grup arasinda belirlenmistir.
CON ve CIS+SM50 grubu ile CON ve COS+SM200 gruplar1 arasinda da istatistiksel agidan
anlamli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 ile CIS gruplar1 arasinda, SM200 ile
CIS+SM50 gruplar arasinda ve SM200 ile CIS+SM200 gruplari arasinda istatistiksel agidan
anlamli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). CIS ve CIS+SM50 ile CIS ve CIS+SM200
gruplar1 arasinda da istatistiksel acidan Onemli farkliliklar yer almaktadir (p<0,0001).
CIS+SM50 ile CIS+SM200 gruplari arasinda da istatistiksel a¢indan onemli farkliliklar
mevcuttur (p<0,0001). CIS+SM50 grubunun bazal lamina kalinlig1 ortalamas1 CIS+SM200

grubundan anlamli diizeyde daha diistiktir.
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Sekil 28. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin bazal lamina kalinliklar: (um). Veriler

ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

iytlitmede, PAS boyamada bazal lamina yapilar1 ok ile

gosterilmistir. (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplart)
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4.2.5. Tunica Albuginea Kalinhig Ol¢iimlerinin Istatistiksel Analiz Sonuclar

Sican testislerine ait tunica albuginea kalinliklarin1 6lgmek amaciyla Masson’s trikrom
boyali praparatlar kullanilmistir. Her bir hayvan igin 10 preparat incelendi ve her bir kesitin
farkli bolgelerinden 10’ar adet bolge rastgele secilerek bu bdlgelerin tunica albuginea
kalinliklart dl¢tiliip kaydedildi. Daha sonra yapilmis olan bu 10 6l¢iimiin ortalamasi alinarak

tek bir deger elde edildi. Yapilan analiz sonuglar1 asagida tablo ve grafik halinde gosterildi.

Tablo 19. Tunica albuginea kalinlig1 dl¢timleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CI1S+200SM
Minimum 29,34 30,22 14,48 18,46 18,88
Maksimum | 51,07 43,83 36,04 32,54 53,40
Ortalama 39,19 35,23 24,37 24,63 30,19
Standart 4,704 3,287 4,764 4,418 7,257
sapma

CON ve SM200 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaktadir
(p= 0,1231). CIS grubu ve CIS+SM50, CIS+SM200 ve CON gruplari arasinda istatistiksel
acidan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). En biiyiik farklilik CIS ve CON grubu
arasinda bulunmaktadir. CIS ve CIS+SM50 gruplart arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0,9999). CON grubu ve diger tedavi gruplari olan CIS+SM50 ve
CIS+SM200 gruplar1 arasinda da istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunmaktadir
(p<0,0001). SM200 grubu ile de CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan onemli farkliliklar goze ¢arpmaktadir (p<0,0001). CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari
arasinda istatistiksel agidan zayif bir farklilik bulunmaktadir (p=0,0340). Ol¢iim sonuglarma
bakilacak olursa tunica albuginea kalinligi CIS grubunda en diisiik diizeyde CON grubunda ise

en yliksek diizeyde saptanmuistir.
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Sekil 29. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin tunica albuginea kalinliklar1 (um). Veriler

ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

Resim 19. Deney gruplarinin x10’luk biiyiitmede, Masson’s trikrom boyamada tunica
albuginea yapilar1 ok ile gosterilmistir. (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50,
E;CIS+SM200 gruplari)
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4.2.5. Arter Cap1 Olciimlerinin Istatistiksel Analiz Sonuglar

Si¢an testis dokulari i¢erisinde yer alan arter ¢aplarinin 6lgiimii i¢in her bir hayvana ait
10 preparat incelenmis ve her bir preparatta rastgele 10 adet arter sec¢ildi. Her bir artere ait ¢cap
2 adet gap 6l¢iimii alind1 ve bu dl¢ilimlerin ortalamasi bulunarak tek bir ¢ap uzunlugu elde edildi.
Arter ¢ap1 6lgmek amaciyla Masson’s trikrom boyal1 praparatlar tercih edildi. Yapilan analiz

sonuglari asagida tablo ve grafik halinde gosterildi.

Tablo 20. Arter gap1 6lgiimleri (um).

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 15,56 14,00 11,70 12,12 13,54
Maksimum | 27,87 32,52 26,60 28,86 29,36
Ortalama 21,43 21,48 18,26 19,67 20,31
Standart 2,210 3,268 2,978 3,072 2,895
sapma

CON ve SM200 gruplar arasinda arter ¢api 6l¢iimii bakiminda istatistiksel agidan bir
fark bulunmamaktadir (p=0,9996). CON grubu ile CIS ve CIS+SM50 gruplari arasinda
istatisktiksel agidan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 ve CIS gruplari
arasinda da aynit CON grubunda oldugu gibi olduk¢a 6nemli bir istatistiksel fark mevcuttur
(p<0,0001). Yine SM200 ve CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari arasinda da istatistiksel agidan
onemli farklar bulunmaktadir (p<0,0001). CIS grubu ile CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari
arasinda onemli istatistiksel farkliliklar gbze carpmaktadir (p<0,0001). Ikili olarak
karsilastirildiginda CIS+SM50 ve CI1S+SM200 gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel agidan
anlaml bir farklilik goriilmemektedir (p=0,1775).
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Sekil 30. Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin arter ¢ap 6l¢limleri (um). Veriler ortalama+

standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Resim 20. Deney gruplarinin x10’luk biiylitmede, Masson’s trikrom boyamada arter yapilari
ok ile gosterilmistir (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplar)
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4.2.6. Peritubuler Atrofi Oranlarmin Istatistiksel Analiz Sonuclar1

Masson’s trikrom boyali preparatlarda peritubuler fibrozis veya atrofi varligi, tubuli

seminiferi contorti’leri ¢evreleyen kolajen birikiminin boyanmasinin kalinligina gore

degerlendirildi. Peritubuler fibrozis veya atrofi; 0 (yok veya minimal) ile 1 (belirgin) arasinda

puanlandi ve sonuglarin ylizde degeri hesaplandi.

Tablo 21. Peritubuler atrofi orani (%).

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Normal 93,3 97,4 25,9 49,3 68,0
tubul
yiizdesi
Atrofik 6,7 2,6 74,1 50,7 32
tubul
yiizdesi
Toplam 100 100 100 100 100

Yalnizca CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatiktiksel agidan anlamli bir farklilik

goriilmemistir (p=0,178). Diger tiim gruplar arasinda istatistiksel acidan 6nemli derecede

anlamli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). En yiiksek peritubuler atrofi oran1 CIS grubunda

yer almaktadir. Yiiksek doz tedavi grubu olan CIS+SM200 grubuna ait atrofik tubul oran diistik

doz tedavi grubuna kiyasla 6nemli derecede farklilik géstermistir.

19%
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/N
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= Kontrol
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m Sisplatin+50SM
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Sekil 31. Gruplara gore peritubuler atrofi orani (%). Veriler ‘%’ deger olarak ifade edilmistir.
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Resim 21. Deney gruplarinin x10’luk bityiitmede, Masson’s trikrom boyamada tubul ¢evreleri
ok ile gosterilmistir (A;CON, B;SM200, C;CIS, D;CIS+SM50, E;CIS+SM200 gruplarr).

4.2.7. Spermium sayim Istatistiksel Analiz Sonuglar
Calisma sonucunda uygun yontem ve tekniklerle elde edilen spermiumler Thoma lami

ile faz kontrast mikroskobunda (Olympus-CX41) incelenmis ve sonuglar asagida tablo ve grafik

halinde gdsterilmistir.

Tablo 22. Spermium sayim sonuglari

CON SM200 CIS CIS+50 SM
Minimum 1,2x108 1,275x108 8,25x10’ 1,05x10°8
Maksimum | 2,15x108 1,6x10°8 1,4x108 1,5x108
Ortalama 1,6125x108 1,51x108 1,075x108 1,27x108
Standart 32215636 9921567 23021729 16142809
sapma

CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemistir
(p=0,8549). CON ve CIS gruplar1 arasinda spermium sayisi bakimindan oldukga yiiksek
diizeyde anlamli bir fark gortilmiistiir (p<0,0001). CON ve CIS+SM50 gruplari arasinda orta
derecede onemli bir istatistiksel farklilik saptanmistir (p=0,0081). Gene CON ve CIS+SM200
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gruplar1 arasinda istatistiksel agidan orta derecede anlamli bir farklilik bulunmaktadir
(p=0,0062). Gene SM200 ve CIS gruplari arasinda da istatistiksel a¢idan 6nemli farkliliklar
goze carpmaktadir (p=0,0024). SM200 ve CIS+SM50 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan
onemli farkliliklar goriilmemektedir (p=0,1095). SM200 ve CIS+SM200 gruplari arasinda da
istatistiksel agidan Onemli farkliliklar bulunmamaktadir (p=0,0955). CIS+SM50 ve CIS
gruplar1 arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemesine ragmen CIS grubunda
spermium sayisi daha diisiik olarak bulunmustur (p=0,4082). Aymi sekilde CIS+SM200
grubunda spermium sayis1 daha fazla olmasina karsin istatistiksel a¢idan bir anlam farklilig
goriilmemektedir (p=0,3874). CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda da istatistiksel
acidan bir farklilik gézlenmemektedir (p>0,9999).
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Sekil 32. Spermium sayim sonuglari. Veriler ortalama+ standart sapma seklinde

gosterilmistir.
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Resim 22. A) Faz kontrast mikroskobu B) Thoma laminda spermium sayimi genel goriiniimii

4.2.8. Olii-Canh Spermium Oram Istatistiksel Analiz Sonuclar

Calismada elde edilen spermiumlerin 6li-canli oranlarini belirmeyebilmek amaci ile
Eosin-nigrosin boyasi kullanilarak 1s1k mikroskobunda her bir hayvan i¢in x10’luk biiyiitmede

200 spermium sayilarak 6lii-canli orani yiizdelik deger olarak belirlendi.

Tablo 23. Canli spermium orani (%)

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CI1S+200SM
Minimum 80 89,81 0 20,5 32,5
Maksimum | 88 89,5 60 43,5 57
Ortalama 83,7 85,22 23,06 43,69 66,61
Standart 2,899 3,124 14,28 7,149 7,210
sapma

CON ve SM200 gruplari arasinda canli spermium orani agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark gézlenmemistir (p=0,9935). CON grubu ve CIS, CIS+SM50 ve CIS+SM200
gruplart arasinda istatistiksel acidan oldukca belirgin bir farklilik vardir (p<0,0001). CON
grubunda oldugu gibi SM200 grubunda da CIS, CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplar arasinda
oldukca onemli istatistiksel farkliliklar mevcuttur (p<0,0001). CIS ve CIS+SM50 gruplari
arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik goriillmemistir (p=0,0626). CIS ile CIS+SM200
gruplar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar goriilmiistiir (p<0,0001). CIS+SMS50 ve
CIS+SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan Onemli bir farklilik goriilmemistir
(p=0,0540).
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Resim 23. Isik mikroskobunda, x10’luk biiyiitmede Eosin-nigrosin boyama ile 6lii
spermiumlar (sar1 ok ile gosterilenler) ve canli spermiumlar (siyah ok ile gosterilenler)

goruniimii.
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4.2.8. Normal-Anormal Spermium Oram Istatistiksel Analiz Sonuglar

Spermium morfolojisini incelemek i¢in Hancock soliisyonu ile muamele edilen
spermiumler faz-kontrast mikroskobunda x10’luk biiyiitmede incelendi. Spermium basi
govdesi ve kuyrugunda meydana gelebilecek anomaliler arandi. Yalnizca spermium bas
kisminda morfolojik degisikliklerin meydana geldigi tesbit edildi ve bu degisiklikler kopuk
spermium basi, gelismemis (rudimenter) spermium basi ve kiiglik spermium basi olarak
gbzlemlendi. Sonuglar asagida normal-anormal spermium orani olarak tablo ve grafik halinde

gosterildi

4.2.8.1. Anormal Spermium Oram Istatistiksel Analiz Sonuclar

Tablo 24. Anormal spermium orani (%)

CON SM200 | CIS CIS+50SM CIS+200SM
Minimum 5,500 9,190 51,26 40,07 45,74
Maksimum | 27,34 34,04 86,96 74,01 58,94
Ortalama 19,35 17,89 65,75 57,15 52,05
Standart 7,967 7,332 2,75 9,579 4,155
sapma

CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemistir
(p=0,9961). Ancak CON grubu diger tiim gruplara kiyasla istatistiksel agidan 6nemli derecede
farklilik gostermistir (p<0,0001). CON ve CIS gruplan arasinda istatistiksel agidan 6nemli
derecede farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). En yiiksek anormal spermium oranit CIS
grubunda bulunmustur. CON grubu ile CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari arasinda da
istatistiksel acgidan Onemli farkliliklar bulunmustur (p<0,0001). SM200 grubu ile CIS,
CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar mevcuttur
(p<0,0001). CIS grubu ile CIS+SM50 grubu arasinda istatistiksel ag¢idan 6nemli bir fark
goriilmemistir (p=0,2766). CIS grubu ile CIS+SM200 grubu arasinda istatistiksel agidan diisiik
diizeyde bir farklilik goriilmiistiir (p=0,0261). Diisiik ve yliksek doz tedavi gruplar1 olan
CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplar arasinda istatistiksel agidan bir farklilik gortilmemistir
(p=0,7523).
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Resim 24. Faz-kontrast mikroskobunda, x10’luk biiyiitmede (A) Hancock soliisyonu ile

muamele edilen spermiumlarin genel goriiniimii, (B) spermium yapilari (normal spermium;

sar1 ok, kii¢iik baslt spermium; yesil ok, rudimenter basli spermium; kirmizi ok).

78



4.2.8.2. Normal Spermium Sayis Istatistiksel Analiz Sonuclar

Tablo 25. Normal spermium sayisi

CON SM200 | CIS CIS+50SM CIS+200SM
Minimum 153 190 0 85 123
Maksimum | 230 257 111 169 193
Ortalama 189,4 220,1 74,44 126,5 146,4
Standart 25,35 27,37 36,21 32,71 20,49
sapma

CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamigtir

(p=0,1746). CON ve CIS gruplari arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik saptanmistir

(p<0,0001). Normal spermium sayis1 CIS grubunda normal gruba kiyasla 6nemli derecede

diismiistiir. CON ve CIS+SM50 gruplar arasinda istatistiksel acidan orta diizeyde bir farklilik

saptanmistir (p=0,0004). CON ve CIS+SM200 gruplari arasinda istatistiksel agidan oldukga
diisiik diizeyde bir farklilik saptanmistir (p=0,0395). SM200 grubu ile CIS, CIS+SM50 ve

CIS+SM200 gruplan arasinda istatistiksel acidan 6nemli diizeyde bir farklilik goriilmiistiir
(p<0,0001). CIS ve CIS+SM50 gruplar1 arasinda orta diizeyde istatistiksel bir farklilik

saptanmistir (p=0,0057). Bunun yan1 sira CIS ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan yiiksek diizeyde farklilik saptanmistir (p<0,0001). CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari

arasinda istatistiksel agidan bir fark goriilmemistir (p=0,5460)
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Sekil 35. Normal spermium sayisi. Veriler ortalama+ standart sapma seklinde gosterilmistir.

4.2.8.3. Kiiciik Bash Spermium Sayis1 Istatistiksel Analiz Sonuclari

Tablo 26. Kiigiik basl spermium sayisi

CON SM200 | CIS CIS+50SM CIS+200SM
Minimum 3,000 8,000 68,00 87,00 39,00
Maksimum | 46,00 50,00 173,0 178,0 196,0
Ortalama 18,60 22,78 110,1 121,2 101,9
Standart 13,02 14,08 40,70 32,63 52,07
sapma

CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemistir
(p=0,9991). SM200 grubu hari¢ diger tiim gruplar ve CON grubu arasinda istatistiksel agidan
¢ok anlamli fark bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 grubu ile CIS ve CIS+SM50 gruplari
arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). SM200 grubu ile
CIS+SM200 grubu arasinda ise orta diizeyde anlamli istatistiksel bir farklilik géze carpmaktadir
(p=0,0001). CIS grubu ile CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari arasinda ise istatistiksel agidan
bir farklilik goriilmemistir (p degerleri sirasi ile p=0,9593 ve p=0,9863). CIS+SM50 ve
CIS+SM200 gruplari arasinda da anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p=0,7377).
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Sekil 36. Kiigiik basli spermium sayisi. Veriler ortalama+ standart sapma seklinde

gosterilmistir.
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4.2.8.3. Rudimenter Bash Spermium Sayisi istatistiksel Analiz Sonuclari

Tablo 27. Rudimenter basli spermium sayisi

CON SM200 | CIS CIS+50SM CIS+200SM
Minimum 3 9 14 6 2
Maksimum | 49 52 130 112 75
Ortalama 27,40 23,78 57,88 46,33 46,22
Standart 18,63 15,42 36,76 31,78 26,45
sapma

Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamaistir (tiim gruplar i¢in

p>0,005).
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Sekil 37. Rudimenter bagl spermium sayisi. Veriler ortalama+standart sapma seklinde

gosterilmistir.

81



4.2.8.4. Kopuk Bash Spermium Sayisi istatistiksel Analiz Sonuclari

Tablo 28. Kopuk basli spermium sayist

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 0 0 0 2 2
Maksimum |5 5 10 12 10
Ortalama 1,444 2,250 5,444 6 5,444
Standart 1,944 1,832 3,909 3,578 2,877
sapma

CON ve CIS gruplan arasinda diisiik diizeyde istatistiksel bir farklilik goriilmektedir
(p=0,0457). CON ve CIS+SM50 gruplar1 arasinda da istatistiksel anlamda diistik diizeyde bir
farklilik tespit edilmistir (p=0,0402). CON ve CIS+SM200 gruplar1 arasinda da istatistiksel
acidan diistik diizeyde bir farklilik bulunmustur (p=0,0457). Geri kalan tiim gruplar arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamstir (kalan tiim gruplar igin p>0,005).
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Sekil 38. Kopuk basli spermium sayisi. Veriler ortalama+standart sapma seklinde

gosterilmistir.
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Resim 25. Faz-kontrast mikroskobunda x10’luk biiyiitmede kopuk basli spermiumlarin

4.2.8. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

goriiniimil (kirmiz1 ok ile gosterilen).

Deney hayvanlarindan elde edilen kan serumlari, biyokimyasal testler yapilana kadar -

80°C’de muhafaza edilmistir. Testler yapilmadan 1 giin 6nce dolaptan ¢ikartilip +4°C’de

bekletilmistir. TAS (total antioksidan seviyesi), TOS (total oksidan seviyesi), inhibin A ve

inhibin B degerleri asagida tablo ve grafik halinde verilmistir.

4.2.8.1. TAS (total antioksidan seviyesi) Istatistiksel Analiz Bulgular

Tablo 29. TAS (total antioksidan seviyesi) (wmol/L)

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 1,810 2,780 0,8600 1,480 1,600
Maksimum | 8,050 8,020 1,650 2,020 6,630
Ortalama 4,202 4,920 1,280 1,758 3,905
Standart 2,935 2,390 0,2468 0,2038 2,440
sapma
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CON ve CIS gruplari arasinda istatistiksel agidan orta diizeyde bir farklilik bulunmustur
(p= 0,0019). Yine CIS grubu ile CIS+SM200 grubu arasinda istatistiksel agidan farklilik

saptanmistir (p= 0,0034). Diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik

goriilmemistir (diger tiim gruplar igin p>0,005).
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Sekil 39. TAS (total antioksidan seviyesi) (umol/L) Veriler ortalama+standart sapma seklinde

4.2.8.2. TOS (total oksidan seviyesi) Istatistiksel Analiz Bulgulari

gosterilmistir.

Tablo 30. TOS (total oksidan seviyesi) (umol/L)

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 10,13 9,560 25,48 19,99 17,59
Maksimum | 23,23 29,14 36,61 36,18 44,92
Ortalama 17,47 23,04 30,61 28,05 28,07
Standart 5,613 7,488 4,072 6,187 9,548
sapma

CON ve CIS+SM50 gruplart arasinda istatistiksel olarak diisiik diizeyde ancak anlamli
bir farklilik bulundu (p=0,0363). CON ve CIS+SM200 gruplari arasinda da zayif diizeyde

istatistiksel agidan anlamli bir farklilik goriildii (p=0,0359). CON ve CIS gruplari arasinda ise

biraz daha yiiksek diizeyde istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gortildii (p=0,0080). Diger

gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik goriilmedi (geri kalan tiim gruplar i¢in

p>0,005).
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Sekil 40. TOS (total oksidan seviyesi) (umol/L) Veriler ortalama+ standart sapma seklinde

gosterilmigtir.
4.2.8.3. inhibin A Sonuglar Istatistiksel Analiz Bulgular

Tablo 31. Inhibin A Diizeyleri (pg/ml)

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 4,950 4,170 4,950 4,950 2,250
Maksimum | 30,72 37,64 173,2 68,32 56,42
Ortalama 10,62 11,97 123,0 27,22 10,97
Standart 10,21 13,95 55,54 24,23 18,39
sapma

CON ve CIS gruplan arasinda yiiksek diizeyde istatistiksel agidan anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,0001). CIS grubu ile SM200 grubu arasinda da aynt CON grubunda oldugu
gibi istatistiksel agidan biiyiik bir farklilik bulunmaktadir (p<0,0001). CIS grubu ile her iki
tedavi grubu arasinda (CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari) da istatistiksel acidan anlaml
farkliliklar bulunmaktadir (p<0,0001). Geri kalan diger gruplar arasinda istatistiksel acidan

anlaml1 bir farklilik goriilmemistir (geri kalan tiim gruplar i¢in p>0,005).
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Sekil 41. Inhibin A diizeyleri (pg/ml) Veriler ortalama+standart sapma seklinde gosterilmistir.

4.2.8.3. inhibin B Sonuclari Istatistiksel Analiz Bulgular

Tablo 32. Inhibin B Diizeyleri (pg/ml)

CON SM200 | CIS CIS+50 SM CIS+200SM
Minimum 99,99 59,97 36,36 34,92 131,6
Maksimum | 320,7 298,1 264,7 376,1 570,1
Ortalama 221,7 187,4 189,7 200,6 307,6
Standart 84,44 89,71 84,65 127,1 164,5
sapma

Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamaistir (tiim gruplar i¢in

p>0,005).
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Sekil 42. Inhibin B diizeyleri (pg/ml). Veriler ortalama+standart sapma seklinde

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Sisplatin, mide kanseri, akciger kanseri ve yumurtalik ve testis kanseri gibi ¢esitli solid
tiimorlerin tedavisi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan, klinik olarak oldukga gelismis ve etkili
bir antikanser ilacidir. Ancak testis toksisitesi, sisplatinin kullanimini simirlandirmaktadir
(Boekelheide, 2005; Dasari ve Tchounwou, 2014). Ozellikle testis kanseri, 15-35 yas araliginda
yer alan erkeklerde en ¢ok goriilen solid tiimdrdiir. Bu tiimdr ayn1 zamanda tedavi edilebilen
bir kati neoplazmadir. Neoplazma, bir sinir géstermeyen, canlinin kontrolii haricinde hareket
edebilen ve ayni zamanda kontrolsiiz bir bi¢cimde cogalabilen, anormal yapida doku
anlamindadir. Sitotoksik kemoterapi, gen¢ hastalarda uzun stireli remisyonu gelistirir ya da
tedavi eder (Aminsharifi ve digerleri 2007).

Sisplatin esas olarak platin bazli bir kemoterapdtik bir ajandir. Sisplatin, hiicre
cekirdegine girdigi andan itibaren meydana gelen platin-DNA eklentileri dolayisi ile platin
ilaclart sitotoksisite olustururlar. Sisplatin uygulamasi sonucunda hayvanlarda testikiiler
steroidejenik bozulma ve Leydig hiicrelerinin islevlerinin bozulmasi ile tedavi sonucu belirgin
bir testis hasar1 ve germ hiicre apoptozu meydana gelir (Wang ve Dong, 2005). Sisplatin
uygulamasi, testis antioksidan diizeyini 6nemli 6l¢iide diisiiriir ve lipid oksidasyonuna sebep
olur (Amin ve Hamza, 2006). Ayrica sisplatin tedavisinin yan etkilerinden biri de germ hiicre
apoptozudur (Cherry ve digerleri 2004).

Sisplatin gibi kemoterapétik ilaglarin yaygin yan etkilerinden biri erkek infertilitesidir.
Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri bu ilaglardan daha az etkilenirlerken spermatojenik
hiicreler bu ilaglara ¢ok duyarlidir. Kemoterapdtik ajanlar, DNA hasar1 ya da oksidatif strese
sebep olarak erkek lireme sistemini olumsuz yonde etkiler (Aksu ve digerleri 2017).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak deney tasarimini olusturdugumuz calismada, 16 haftalik
sicanlara tek doz 7mg/kg/giin sisplatin, intraperitoneal olarak uygulanarak testis hasari olusumu
sagland1. Yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak antioksidan ajan olan silymarin’in dozu 2’ye
boliinerek 12 saatte bir olmak iizere glinde 2 kere oral gavaj yolu ile hayvanlara verildi ve 3.
giinlin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Deney siireci kisa oldugundan dolay1 hayvanlarda
agirlik degisimi ya da gozle goriiliir bir degisim gozlenmedi. Hayvanlar sakrifiye edildikten
sonra ¢ikartilan testislerin de morfometrik Slgiimleri ile agirlik dlgiimleri kaydedilerek TAI
(testis agirlik indeksi) hesaplandi. Hayvan agirliklari, sag ve sol testis agirliklart ve TAI

acisindan gruplar arasinda karsilastirilarak aralarinda istatistiksel bir farklilik bulunmadig:
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belirlendi. Sentiirk (2020) yapmis oldugu ¢alismada, bizim ¢alismamiz ile benzer sekilde tek
doz 7mg/kg/giin sisplatin uygulamis ancak bizden farkli olarak verilen antioksidan maddeyi,
sisplatin uygulamasindan 15 giin 6nce vermeye baslamiglardir. Calisma sonucunda, sisplatin ve
sisplatintkurkumin gruplarinda, bizim ¢alismamizin sonuglarindan farkli olarak, hayvan
agirliklarinin ve testis agirliklarinin azaldigini bildirmistir. Bu farkliligin, deney ilag uygulama
siirelerinin farkliligindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. ilbey ve ark (2009) yapmus olduklari
calismada 6 haftalik Wistar Albino erkek sican kullanmis ve Sisplatin 7 mg/kg/gilin'liikk tek
dozda intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Kullanmis olduklar1 antioksidan madde olan
melatonin hem ayr1 ayr1 hem de siklofosfamid ve sisplatin ile birlikte 10 mg/kg/giin dozunda
intraperitoneal olarak uygulanmistir. Calisma sonucunda siklofosfamid ve sisplatin alan
gruplarda 6nemli testiskiiler agirlik kaybi gozlenmistir (p<0,001). Sisplatin+melatonin grubuna
kiyasla siklofosfamid+melatonin grubunda testis agirligi daha iyi korunmustur. Bu durum
sisplatin’in daha az toksik etki gostermesi sebebiyle aciklanabilir. Ayni ¢alismada hayvan
agirliklart sonuglarmma bakacak olursak sadece sisplatin ve sadece siklofosfamid verilen
gruplarda, kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir viicut agirligi kaybi gozlenmistir (p<0,001).
Kemoterapdtik ajanlar ve melatonin ile birlikte tedavi edilen gruplar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Sisplatin ve siklofosfamid gruplari
arasinda hayvan agirligi agisindan istatistiksel olarak onemli bir farklilik bulunmamistir
(p>0,05). Sisplatin verilen grubun testikiiler agirliklari ve hayvan viicut agirliklart arasinda
istatistiksel anlamda farkliliklarin olmasinin sebebi, deney tasariminin ve sisplatin dozunun
calismamizdan oldukga farkli olmasi ile agiklanabilir. Ilbey ve ark (2009)’nin yapmis olduklart
bagka bir ¢aligmada Wistar albino si¢anlara 7 mg/kg/glin'liik tek doz sisplatin enjeksiyonundan
sonra 10 giin boyunca oral gavaj yolu ile misirézii yagt i¢inde ¢dziinmesini sagladiklar
kurkumini 200 mg/kg/giin dozunda vermislerdir. Calisma sonuglarma bakildiginda kontrol
grubu ile sisplatin grubu arasinda testikiiler agirlik agisindan istatistiksel agidan 6nemli bir
farklilik goriilmistiir (p=0,001). Diger gruplar arasinda testikiiler agirlik acisindan istatistiksel
olarak onemli bir farklilik goriilmemistir. Sisplatin ve kurkumin’in birlikte uygulandigi tedavi
grubunda ise testikiiler agirligin korundugu tespit edilmistir. Tiirk ve ark (2008) yapmis
olduklar1 ¢aligmalarinda, bizim g¢alismamizda kullanmis oldugumuz 7 mg/kg/giin tek doz
sisplatin, Wistar albino siganlara intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve ellagik asit, misirozii
yaginda 5 mg/mL konsantrasyonunda siispanse edilerek 10 giin boyunca oral gavaj yolu
verilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore kontrol grubuna kiyasla sisplatin grubunda testis
(p<0,01), epididymis (p<0,05) ve vesiculo seminalis (p<0,01) agirliklarinda istatistiksel agidan

anlaml diizeyde azalmalar meydana gelmis ve prostat agirliginda 6nemsiz diizeyde (p>0,05)
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azalma meydana gelmistir. Lirdi ve ark (2008) sisplatin ile tedavi edilmis sican testisleri {izerine
Amifostin’in koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bizim ¢alismamizdan farkli olarak
30 giinliik Wistar albino siganlara Smg/kg/giin tez doz sisplatin uygulamis ve hayvanlari 3,6 ve
12 saat sonra sakrifiye etmislerdir. Deney sonucunda, calismamiz ile benzer sekilde testis
agirliklart agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir. Mesbahzadeh ve ark
(2021) yapmis olduklar1 ¢aligmada hayvanlara bizim g¢alismada uyguladigimiz doz olan
7mg/kg/giin sisplatin vererek krosin'in koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak hayvanlara sisplatin enjeksiyonundan 3 giin 6nce krosin intraperitoneal (i.p.)
olarak verilmeye baslanmis ve daha sonra 13.giine kadar giinde tek doz olarak verilemeye
devam edilmis ve 14.glinde deney sonlandirilmis. Calismanin sonucunda kontrol grubuna
kiyasla sisplatin grubu nispi testis agirligi (0,28'e kars1 0,39, p<0,001) azalmistir. Sisplatin ile
tedavi edilen hayvanlar, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik viicut agirligi, mutlak ve bagil
testis agirliklar1 sergilemistir (timi i¢in p<0,001). Ashrafi ve ark (2012) yapmis olduklari
calismalarinda hayvanlara 10 giin boyunca sirasiyla 20, 80 ve 200 mg/kg magnezyum siilfat
verip 3. giinde tek doz sisplatin (7 mg/kg/giin,i.p.) uygulamislardir. Calismanin sonucunda
sisplatin ile tedavi edilen tiim hayvanlarda kilo kayb1 goériilmiis ve normalize testis agirliklar
ile patoloji hasar skoru arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmistir
(testis, r = 0,335, p<0,05). Coskun ve ark (2013) sisplatin hasar1 {izerine asetil L-karnitin’in
olast etkilerinin incelenmesi amaciyla yapmis olduklari ¢aligmada, sisplatinin verdigi hasari
incelemis ve bulgularim1 morfolojik ve histolojik olarak belirtmislerdir. Deney dizayninda,
bizim c¢alismamizda oldugu gibi tek doz sisplatin intraperitoneal olarak uygulanmis ve bizim
calismamizdan farkli olarak 13 mg/kg/giin doz se¢ilmistir. Deney siireci bizim ¢alismamiz ile
ayni sekilde devam etmistir. Sisplatin ile indiiklenen gonadotoksisite yasayan sicanlarda kilo
kaybinin diger gruplara gére anlamli olarak daha fazla oldugunu (p<0,05) gézlemislerdir.
Kohsaka ve ark (2020) relaksin’in sisplatin toksisitesi lizerine etkilerini incelemek i¢in yapmis
olduklar1 ¢alismada Sprague-Dawley siganlara kullanmiglardir. Hayvanlara intraperitoneal
olarak sisplatin (6 mg/kg/giin) enjekte edilmis ve bunu takiben ozmotik mini bir pompa
kullanilarak 5 giin siireyle relaksin infiize edilmistir. Sisplatin uygulamasindan 5 giin sonra,
hayvanlar sakrifiye edilmis ve testis agirliklar1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gériilmemistir. Hayvan agirliklari ise sisplatin grubunda belirgin bir diisiis
gostermistir (hayvan agirliklari, kontrol grubu ortalama 266,7 + 3,0, sisplatin grubu ortalama
209,6 + 3,0). Tian ve ark (2018) yapmis olduklari ¢alismalarinda sisplatin ile indiiklenen testis
lezyonu olusturduklar1 hayvan modelini, sisplatini tek doz 10 mg/kg/giin dozunda

intraperitoneal olarak uygulamis ve iiziim ¢ekirdegi prosiyanidin 0ziinli intragastirik olarak
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uygulayarak bu etken maddenin sisplatin {izerine olas1 etkilerini belirlemeyi amaglamislardir.
Calismanin sonucunda sisplatin ile tedaviden sonra testis agirhigi, viicut agirligi ve gida
kullanim oranmin 6nemli Olglide azaldigini belirtmislerdir. Reddy ve ark (2016) yapmuis
olduklar1 calismada siganlarda sisplatin kaynakli testis ve epididiymal toksisiteye karsi
resveratroliin olas1 koruyucu etkisini incelemislerdir. Bu deneyde diger bahsi gegen
calismalardan farkli olarak sisplatin ilk 3 giin arayla 3 mg/kg/giin doz olacak sekilde
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Resveratrol uygulamasi ise 20 mg/kg/giin doz olacak
sekilde 45 gilin boyunca intraperitoneal enjeksiyon yontemi ile verilmistir. Calisma sonucunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda sisplatin alan hayvanlarin ilag uygulamasindan sonra
haftalik viicut agirhigi artislar, yiyecek ve su alimi agisindan Onemli bir degisiklik
gostermedigini belirtmislerdir. Bunun tersine testis ve diger gonadal organlarin agirliklarinin
onemli dl¢lide azaldigi rapor edilmistir. Sisplatin uygulamasinin testis boyut ve hacimlerinde
(F=63,426; df = 3,28; p<0,001) anlaml1 diizeyde azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir.
Bunun sonucu olarak TAI (testis agirlik indeksi)’de de sisplatin grubunda anlaml bir azalma
gbzlenmistir.

Kapsamli literatiir taramas1 sonucu c¢aligmalarin ¢ogunda, testis ve hayvan agirliginin
sisplatin tedavisinden sonra belirgin 6l¢iide diistiigii gozlenmistir. Ancak ila¢ dozu ve kullanilan
tedavi edici ajanin siiresi degistik¢e sonuglar da degismektedir. Bizim ¢alismamizda, simdiye
kadar yapilmis ¢alismalarin sonuglarina benzer sekilde CIS grubunda hayvan agirligi agisindan
bir diisiis goriilse de diger tiim gruplara kiyasla istatistiksel acidan anlamli bir farklilik
olusturmamaktadir. Ayn1 sekilde testis ve hayvan viicut agirliklarinda onemli bir degisme
olmadig1 icin TAT’de de istatistiksel olarak anlamli bir degisme gézlenmemistir. Yukarida bahsi
gecen caligmalarda Sisplatin’in dozu ve uygulama sekline gore testis ve hayvan viicut agirligini
etkiledigi, yapilan ¢aligmalar sonucu agikca goriilmektedir.

Malekinejad ve ark (2012) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismalarinda, doksorubisin
kaynakli testis hasar1 iizerine silymarin’in koruyucu ve Onleyici etkilerini incelemislerdir.
Deney Oncesi ve sonrasinda hayvan viicut agirliklarina bakildiginda, 28 giinliik silymarin
uygulamasinin viicut agirligini, kontrol grubuna goére biraz arttirdigin1 ancak bu sonuglarin
istatistiksel agidan anlamli bir sonu¢ olmadigini belirtmislerdir. Calismada doksorubisin
kullanilan hayvanlarda viicut agirlig1 6nemli dlgiide diisiis gostermis ve silymarin 6n tedavisi
ve es zamanli tedavisi, doksorubisin uygulamasi sonucu meydana gelen viicut agirhigindaki
azalmay1 onemli Olgiide Onlemeyi basarmistir (p<0,05). Ayrica bu g¢alismada silymarin’in
doksorubisin kaynakli testis hasarlari tizerindeki koruyucu ve onleyici etkilerinin, c-myc gen

ekspresyonundaki degisikliklerle iligkili oldugu belirtilmistir. Rafee ve ark (2016) yapmis
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olduklar1 ¢calismalarinda Wistar albino sicanlar iizerine karbon tetrakloriir ile olusturulan testis
hasar1 lizerine 7 mg/kg/giin dozunda silymarin uygulamislardir. Bu ¢aligmanin sonucunda
silymarin ile tedavi edilen sicanlarda, tedavi edilmeyen gruplara kiyasla testis agirliginda
onemli bir artis meydana geldigini (%76,08) belirtmislerdir. Moshtaghion ve ark (2013) yapmis
olduklar1 ¢alismalarinda varikosel hasar modeli {izerine silymarinin olas1 etkilerini
incelemislerdir. Calismanin sonucunda varikosel grubundaki testis-viicut agirligi orani, kontrol
grubu grubuna kiyasla 6nemli bir diisiis gosterirken, silymarin uygulamasi hayvanlarda testis
agirhiginda 6nemli bir (p<0,05) iyilesme gosterdigini ortaya koymuslardir. Alkol ve kadmiyum
kloriir ile testis hasari olusturulan Wistar albino sicanlarda silymarinin olasi etkilerinin
incelendigi bir bagka ¢alismada 30m/kg/giin dozunda 3 hafta boyunca silymarin kullanilmistir.
Calismada kadmiyum kloriir verilmeden 6nce 3 hafta silymarin verilen sicanlarda viicut agirligi
onemli ol¢iide korunabilmistir. Bu calisma sonucunda silymarin uygulamasinin alkol ve
kadmiyum kloriiriin erkek iireme sistemi lizerine olan toksik etkilerinin hafiflettigini ortaya
koymuslardir. Silymarin'in onarict etkisinin, alkol ve kadmiyum kloriiriin oksidatif stres
indikatorlerini artirmadaki gorevini sinirlama araci olarak, Silymarin 6ncesi uygulamanin,
silymarin sonras1 uygulamaya gore daha gii¢lii oldugu ortaya konulmustur (Enebeli ve digerleri
2022). Diyabetik siganlar iizerine yapilmis bir ¢alismada silymarin ve metformin’in sperm
parametreleri ve testislerin histopatolojik degisimleri lizerine olan etkilerininin incelendigi bir
diger deneysel calismada, streptozotosin enjeksiyonundan bir giin dénce ve deney sonucu
hayvan agirliklan tartilarak kaydedilmis ve ¢alisma sonucunda silymarin ve metformin ile
tedavi edilen hayvanlarda viicut agirliginda kismi bir iyilesme gozlenmis olup diyabetik
hayvanlar ve tedavi edilen hayvanlar arasinda viicut agirhiginda énemli bir fark oldugu ortaya
konulmustur (p < 0,001). Ayrica dogal olarak diyabetik grupta, kontrol grubundaki hayvanlara
kiyasla testis agirhgmin oldukca azaldigi goézlenirken (p < 0,001) silymarin ve metformin
tedavisinin testis agirliginda anlamli bir artisa neden oldugunu belirtmislerdir (p < 0,001)
(Pourheydar ve digerleri 2021).

Biz de yapmis oldugumuz ¢alismada testis agirliklarina baktigimizda sag ve sol testis
agirliklariin, CIS grubunda (sag testis ortalama 1,520gr, sol testis ortalama 1,526 gr), CON
(sag testis ortalama 1,602 gr, sol testis ortalama 1,642 gr) grubuna nazaran biraz azaldigi, ancak
bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadig: goriildii. Bununla birlikte
diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplari olan CIS+SM50 (sag testis ortalama 1.571 gr, sol testis
ortalama 1,549 gr) ve CIS+SM200 (sag testis ortalama 1,717 gr, sol testis ortalama 1,704 gr)
gruplarinda ise testis agirliklarinda, CIS grubuna kiyasla bir artis oldugu gozlendi ve CON

grubu ile yaklasik ayni diizeyde oldugu goriildii, ancak bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli
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bulunmad: (p>0,005). Bu sonuglara dayanarak silymarin tedavisinin hem diisiik doz hem
yiiksek doz verilen gruplarda, sisplatin uygulamasmin testis agirliginda meydana getirdigi
hasar1 azalttig1 sdylenebilir.

Atessahin ve ark (2006) sicanlarda sisplatin ile indiiklenmis testis hasarina karsi
melatoninin olas1 koruyucu etkilerini inceledikleri g¢aligmalarinda 7 mg/kg/glin dozda,
intraperitoneal olarak enjekte ettikleri sisplatine karsi, 10 mg/kg/giin dozda melatonin
uygulamis ve testis ilizerinde meydana gelen morfolojik degisimleri rapor etmislerdir. Bu
calisma sonucunda testis agirligi kontrol grubunda ortalama 1,29+0,03 gr, sisplatin grubunda
ortalama 1.16+0.07 gr, sisplatin+melatonin grubunda ortalama 1,25+0,05 gr olarak tespit
edilmistir. Testis longitudinal ¢ap1 kontrol grubunda ortalama 1,84-0,03 cm, sisplatin grubunda
ortalama 1.79+0,15 cm, sisplatin+melatonin grubunda ortalama 1,85+0,02 cm olarak rapor
edilmistir. Testis transvers ¢api ise kontrol grubunda ortalama 0,99+0,03 cm, sisplatin grubunda
ortalama 0,95 + 0,02 ve sisplatin+tmelatonin grubunda ortalama 0,99+0,01 cm olarak
belirtilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore sisplatin, testis morfolojik uzunluk ve agirliklarinda
belirgin dl¢iide azalmaya sebep olmustur. Nosseir ve ark (2012) yapmis olduklari deneysel
calismada, Wistar albino sigan testisi lizerine monosodyum glutamatin toksik etkisini incelemis
ve bu calisma sonucunda testis longitudinal ve transvers c¢aplarinin monosodyum glutamat
uygulamasi sonucu azaldigini ve bu azalmanin istatistiksel agidan anlamli diizeyde oldugunu
rapor etmislerdir (p<0,005). Calistiklar1 hayvanlar 10 haftalik (100-150gr) olup testis
longitudinal ¢ap 6l¢iim sonuglari kontrol grubunda ortalama 16,05+0,20 mm ve hasarli grup
ortalama 10,22+0,54 mm olarak verilmistir. Transvers c¢ap Ol¢iim sonuglari ise kontrol
grubunda ortalama 7,20 + 0,17 mm ve hasarli grup ortalama 3,01+0,01 mm olarak tespit
edilmistir.

Biz, yapmis oldugumuz ¢alismada 300-350 gr agirliginda hayvanlar kullandik ve testis
longitudinal ¢aplarint CON grubunda sirasi ile sag testiste ortalama 20,98+1,016 mm, sol
testiste ortalama 21,35+1,468 mm, SM200 grubunda sag testiste 21,54+1,109 mm ve sol testiste
ise 20,32+3,546 mm olarak belirledik. CIS grubunda ise longitudinal ¢ap sag testiste ortalama
11,24+0,5317 mm ve sol testiste ortalama 19,81+2,371 olarak belirlendi. Bu {i¢ grup arasindaki
degerler arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi. CIS+SM50 grubunda longitudinal ¢ap sag
testiste ortalama 11,49+0,6373 mm ve sol testiste ortalama 21,20+1,269 mm olarak bulundu.
CIS+SM200 grubunda ise ortalama 21,65+1,574 mm olarak belirlendi. Bu verilere dayanarak
gruplar arasinda longitudinal c¢ap ag¢isindan anlamli bir farklilik goriilmedi. Ayni sekilde
transvers ¢ap Ol¢limii de alindi. Transvers c¢ap Ol¢iimii CON grubunda sag testiste ortalama

11,49+0,6373 mm ve sol testiste ortalama 11,43+1,286 mm, SM200 grubunda sag testis
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ortalama 11,64+0,5725 mm, CIS grubunda sag testiste ortalama 11,24+0,5317 mm, CIS+SM50
grubunda sag testis ortalama 11,49+0,6373 mm sol testis ortalama 11,43+1,286 mm ve son
olarak CIS+SM200 grubunda sag testis ortalama 11,49+0,6373 mm sol testis ortalama
11,43+1,286 mm uzunlukta 6l¢iildii. Bu ol¢iimler igin gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadig goriildii.

Yapilan detayl literatiir taramasi1 sonucunda sisplatin veya silymarin kullanilarak yapilan
deneysel ¢alismalarda transvers ve longitudinal ¢ap Olgiimlerinin alinmadig1 goriildii. Daha
kapsamli sonuglar icin, ileride yapilacak calismalarda morfometrik olarak testiste meydana
gelebilecek olast degisikliklerin gozle goriilebilir diizeyde olmasi ihtimali goz Oniinde
bulundurularak, bakilacak parametreler arasina transvers ve longitudinal ¢ap olglimlerinin de
eklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Iman ve ark (2014) si¢anlarda sisplatin kaynakli testis hasari lizerine arjunolik asitin
koruyucu etkisini inceledikleri deneysel calismalarinda, bizim ¢alismamizda kullandigimiz doz
olan 7 mg/kg/giin dozda sisplatini intraperitoneal enjeksiyon ile uygulamis ve tedavi grubuna
10 giin boyunca arjunolik asit 20 mg/kg/giin dozda verilmistir, 3. giinde ise sisplatin
enjeksiyonu yapilmistir. Hayvanlar 10. glinde sakrifiye edilmislerdir. Caligmanin sonucunda
sisplatin uygulanan grupta tubulus seminiferi contorti’lerin ¢aplarinda, kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir disiis oldugu goézlenmistir (p<0,001). Arjunolik asit uygulamasindan sonra ise
onemli farkliliklarin gbzlendigi rapor edilmistir. Azarbarz ve ark (2020) yapmis olduklari
deneysel ¢alismada sodyum hidrojen stilfiiriin (NaHS), sisplatin kaynakli testis hasarinda ne
gibi etkileri oldugunu arastirmay1 amaglamiglardir. Bu sebeple Sprague-Dawley siganlara 5
mg/kg/giin dozda sisplatin tek doz olarak verilmis ve ardindan tedavi edici ajan olarak 15 giin
boyunca intraperitoneal olarak 200 pg/kg/giin dozda NaHS verilmistir. Bu c¢alismanin
sonucunda tubulus seminiferi contorti ¢ap1 ve germinal epitel yiiksekligi, sisplatin enjeksiyonu
sonucunda anlamli diizeyde azalirken (p<0,01), NaHS tedavi grubunda ise sisplatin grubuna
kiyasla tubul ¢ap1 ve germinal epitel yiiksekligi agisindan 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir.
Coskun ve ark (2013) ¢alismalarinda sisplatinin olusturdugu testis toksisitesi iizerine asetil L-
karnitinin olas1 koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Tedavi grubuna sisplatin uygulamasindan
once L-karnitin ile 6n islem uygulanmis (200 mg/kg/giin dozda) ve ardindan 30 dk sonra tek
doz 13 mg/kg/giin sisplatin intraperitoneal olarak verilmistir. Sisplatin uygulamasindan 72 saat
sonra hayvanlar sakrifiye edilmis ve dokular1 alinmistir. Sadece sisplatin uygulanan grupta
tubulus seminiferi contorti ¢aplar1 kontrol ve L-karnitin gruplarina gore oldukga diisiik seviyede
bulunmustur (p=0,000). Germinal epitel kalinlig1 da sisplatin uygulanan grupta, diger gruplara
nazaran olduk¢a diisiik diizeyde oOl¢iilmiistir (p=0,000). L-karnitin tedavisinin, sisplatin
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uygulamasinin verdigi hasar1 anlamli diizeyde azalttigin1 ¢alisma sonucunda belirtmislerdir.
Favareto ve ark (2011) ergenlik doneminde sisplatin uygulanan yetigkin sicanlarda testis ve
sperm motilitesindeki degisiklikleri arastirdiklar1 ¢alismalarinda klinik uygulamalari temel
alarak farkli bir yol izlemis ve insanda uygulanan dozu si¢anlara uyarlayarak sisplatin grubuna
9%0,9 salin soliisyonunda seyreltilmis 1 mg/kg/giin dozda sisplatin haftada 5 giin siire ile 3 hafta
boyunca verilmistir. Calisma sonucunda elde ettikleri verileri degerlendirirken sisplatin
grubundaki sican testislerine ait dokularda tubulus seminiferi contorti ¢aplarinda, kontrol
grubundakilere kiyasla 6nemli bir azalma oldugu rapor edilmis (p<0,05) ancak germinal epitel
kalinliginda anlamli bir degisiklik olmadig1 belirtilmistir. Sonuglara bakildiginda sisplatinin
testis histolojisine zarar vermesine ragmen spermatogenez kinetiginde ve tubulus seminiferi
contorti basina Sertoli hiicre sayisinda herhangi bir bozulma olmadigini aciklamislardir.
Yapilan bagka bir calismada Sprague-Dawley sicanlarda sisplatin ile testis hasar1 olugturulmusg
ve D-Ribose-L-Sistein'in (DRLC) besinsel diyet takviyesinin bu toksik maruziyete karsi
koruyucu etkileri incelenmistir. Gruplardan birine intraperitoneal olacak sekilde tek doz 8
mg/kg/giin sisplatin verilmis ve arkasindan oral gavaj yolu ile 30 mg/kg/giin dozda DRLC
verilmistir. Bagka bir gruba intraperitoneal olarak tek doz 8 mg/kg/giin sisplatin ve ardindan
oral gavaj yolu ile 50 mg/kg/giin dozda C vitamini verilmistir. Bir diger tedavi grubuna ise
intraperitoneal yolla tek doz 8 mg/kg/giin sisplatin verilmis ve hemen ardindan oral gavaj yolu
ile 30 mg/kg/giin dozda DRLC ve 50 mg/kg/giin dozda C vitamini verilmistir. Deneyin 56 giin
siirdigli ayrica belirtilmis ancak hayvanlara kacinci giinde sisplatin verildigi agik¢a makalede
belirtilmemistir (Adelakun ve digerleri 2021). Deney sonuglarina bakildiginda sisplatin
uygulamasinin kontrol grubuna gore tubulus seminiferi contorti capin1 ve enine kesit alanini
anlamli diizeyde azalttigini ortaya koymuslardir (p<0,05). Tedavi gruplarinda (DRLC ve
DRLC+Vit.C gruplar) ise sisplatin grubuna kiyasla tubulus seminiferi contorti ¢ap1 ve enine
kesit alani istatistiksel agidan 6nemli diizeyde artmistir (p<0,05) (Adelakun ve digerleri 2021).
Marzban ve ark (2017) yapmis olduklart deneysel ¢alismalarinda, gama isinlarinin testis
tizerine zararli etkileri ve bu etkilerin lizerine silymarin’in koruyucu roliinli incelemislerdir.
Calisma siireci igerisinde bir gruba 100mg/kg/giin silymarin verildikten sonra hayvanlar 24 saat
2 Gy y-1sinlar ile 1ginlanmigtir. Diger gruba ise 200mg/kg/glin silymarin verildikten sonra
hayvanlar 24 saat 2 Gy vy-isinlart ile 1sinlanmistir. Silymarin deney sirasinda, gama
1s1inlamasindan 24 saat 6nce oral gavaj yontemi ile dogrudan farelerin midesine verilmistir. Bu
calisma sonucunda tubulus seminiferi contorti ¢apt yalnizca y 1sinlarina maruz kalan grupta
kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde diisiis gostermistir (p=0,0078). Ay sekilde limen

cap1 ve germinal epitel kalinlig1 da yalnizca y 1sinlarina maruz kalan grupta, kontrol grubuna
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kiyasla onemli bir diislis gostermistir. Diisiik doz (Silymarin (100 mg/kg) & y-1sinlari) ve
yiiksek doz (Silymarin (200 mg/kg) & vy-1sinlari) tedavi gruplarinda ise tubulus seminiferi
contorti ¢api, liimen ¢ap1 ve germinal epitel kalinligi, yalnizca y 1sinlarina maruz kalan gruba
kiyasla istatistiksel agidan onemli diizeyde artis gostermistir. Sonuglara gore, yiiksek doz
silymarin alan grupta, diisiik doz silymarin alan gruba kiyasla testis histolojik yapisi daha iyi
korunmustur. Afsar ve ark (2017) ise yetiskin erkek siganlarda sisplatin kaynakli testis hasari
tizerine Acacia hydaspica etil (AHE) asetat ekstresinin ve silymarinin olas1 faydali etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda gruplardan birine, testis toksisitesi olusturmak amaci ile deneyin
16. giintinde tek doz olacak sekilde 7,5 mg/kg/giin dozda giin sisplatin verilmis ve oral yolla 21
giin distile su almistir. Diger gruplardan birine, siirekli oral distile su uygulamasindan sonra 16.
giinde sisplatin (i.p.) enjeksiyonu yapilmis ve 16. giinden 21. giine kadar 400 mg/kg/gilin dozda
AHE oral yolla verilmistir. Silymarin tedavi grubuna ise 100 mg/kg/giin dozda silymarin giin
asirt (11 doz/21 giin) olacak sekilde uygulanmis ve 16. giinde 7,5 mg/kg/glin dozda sisplatin
intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve sonuglar incelenmistir. Calisma sonucunda tubulus
seminiferi contorti ¢capinin ve germinal epitel yiiksekliginin, kontrol grubuna kiyasla sisplatin
grubunda anlamli bir diizeyde azaldigi ortaya konulmustur (p<0,001). Silymarin ile tedavi
edilen hasar grubuna bakildiginda tubul ¢ap1 ve germinal epitel yiiksekligi, sisplatin grubuna
kiyasla oldukca iyi korunmus olarak gdzlenmistir. Sonuglara bakilacak olursa kontrol grubu
tubulus seminiferi contorti ¢apr 177,4+2,04 um, germinal epitel yiiksekligi 70,90+1,25 pm,
silymarin tedavi grubu tubulus seminiferi contorti ¢apr 173,8+1,25 um ve germinal epitel
yuksekligi 66,334+0,79 um olarak belirlenmistir ve aralarinda istatistiksel acidan anlamli bir
fark bulunmamustir. Sisplatin grubunda ise tubulus seminiferi contorti ¢ap1 163,9+1,60 pm ve
germinal epitel yiiksekligi 21,15+0,86 um olarak kayit edilmistir. Sisplatin grubu ile kontrol ve
silymarin gruplari arasinda istatistiksel agidan oldukca anlamli bir farklilik géze ¢carpmaktadir
(p<0,0001). Silymarin tedavisinin, sisplatin hasarina karsi olduk¢a koruyucu bir etkisi oldugunu
bu ¢alisma sonucu ortaya koymuslardir.

Biz kendi ¢alismamizda tubulus seminiferi contorti ¢aplarini ortalama olarak CON
grubunda 323,9+40,25 pm ve SM200 grubunda 326,0+27,51 um olarak 6l¢tiik. CIS grubunda
ise 314,2+25,96 pm olarak belirledik. SM200 grubu ve CON grubu arasinda istatistiksel olarak
biraz anlamli bulundu. SM200 grubuna ait tubulus seminiferi contorti ¢aplari kontrol grubuna
kiyasla ¢ok az yiiksek bulundu (p;0,0027). Dolayisi ile yiiksek doz silymarinin herhangi bir
toksik 6zelligi olmadig1 bu veri sonucunda da agikca goriilmektedir. CIS grubunda tubul ¢aplari
istatistiksel olarak hem CON hem de SM200 gruplar ile istatistiksel agidan anlamli diizeyde
farklt bulundu (p;0,0002). CIS grubuna ait tubullerin c¢aplart 6nemli dlgiide diisiik ¢ikt.
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CIS+SM50 grubunda tubulus seminiferi contorti ¢aplari ortalama 320,7+33,28 pm ve
CIS+SM200 grubunda ise 323,64+28,88um olarak Olgiildii. Her iki tedavi grubu da CIS
grubundan istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkli bulundu (p;0,0041). Bu sonuglara
bakilacak olursa diisiik doz tedavi grubunda (CIS+SM50) tubul ¢ap1 daha az korunmusken
yiiksek doz tedavi grubunda (CIS+SM200) tubul ¢ap1 neredeyse kontrol grubuna yakin diizeyde
olgiildii. Bu sonuglara gore yiiksek doz tedavinin daha faydali oldugu ve dokuyu sisplatinin
toksik etkisine gore daha iyi korudugu sdylenebilir.

Calismamiz sonucunda germinal epitel kalinliklar1 ortalama olarak CON grubunda
92,78+7,105 um, SM200 grubunda 90,82+4,842 um olarak o6l¢iildii. Bu iki grup arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir farklilik goriilmedi. CIS grubunda germinal epitel kalinlig
ortalama 78,72+10,73um olarak o6l¢iildii. Bu deger CON ve SM200 gruplarina kiyasla CIS
grubunda dramatik bir diislis gdsterdi ve bu gruplardan istatistiksel agidan anlaml diizeyde
diistik ¢ikt1 (p<0,0001). Bu sonuglara bakarak sisplatinin germinal epitel yapisina dnemli 6l¢iide
zarar verdigini soyleyebiliriz. Diger taraftan CIS+SMS50 grubunda bu parametre ortalama
87,81+11,79 pum olarak olciildii. Bu deger, CIS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulundu. Diisiik doz silymarinin, sisplatin toksisitesini azalttig1 bu grupta
goriildii (p<0,0001). Diisiik doz antioksidan uygulanmasina ragmen oldukga iyi diizeyde bir
koruma saglandigi goriillmektedir. CIS+SM200 grubunda ise germinal epitel kalinligi ortalama
90,21+9,004 pm olarak 6l¢iildii. Bu parametre, CIS grubuna kiyasla oldukca yiiksek diizeyde
bulundu. Tiim bu sonuglar1 yorumlayacak olursak, uygulanan silymarin dozu arttik¢a, testiste
yer alan germinal epitel yapisinin, sisplatinin verdigi hasara karsi korunma diizeyi de o kadar
artmaktadir denilebilir.

Manesh ve ark (2018) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada iki grup hayvana, deneyin
1. ve 5. haftalarinda siras1 ile 2,5 mg/kg/giin ve 5 mg/kg/giin olmak {izere iki tekrarli doz
sisplatin intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Bu iglemden 8 hafta sonra siganlar sakrifiye
edilmislerdir. Deney sonucunda incelenen preparatlarda tubulus seminiferi contorti ¢ap1 ve
germinal epitel kalinlig1 agisindan da kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamhi farkliliklar
saptanmigtir (p<0,0001). Ayrica lamina proprianin PNA lektinine pozitif reaksiyon
gosterdigini belirtmislerdir. Nosseir ve ark (2012)’nin sican testislerinde monosodyum
glutamatin toksisitesi iizerine yapmis olduklari caligmalarinda lamina propria kalinliklarin
Olemiis ve kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla monosodyum glutamat alan grupta yer alan
hayvanlarin lamina propria tabakalarinda dramatik bir diisiis oldugunu gostermislerdir (kontrol

grubu ortalama 8.20+2.70um, monosodyum glutamat hasat grubu ortalama 2.1043.80 um). Bu
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calisma sonuclarma gore toksik etkili bir madde uygulandiginda lamina propria tabakasinin
hasar gordiigli sdylenebilir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada lamina propria tabakasini igerdigi i¢in bazal tabaka
kalinliklarin1 da 6l¢tiik. Bazal tabaka kalinliklari; CON grubunda ortalama 7,739+1,625 um,
SM200 grubunda ortalama 7,060+1,858 um, CIS grubunda ortalama 4,440+1,210 um,
CIS+SM50 grubunda ortalama 6,6554+0,9188 um, CIS+SM200 grubunda ise 7,477+1,173 pm
olarak belirlendi. CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmadi.
CIS grubunda ise CON ve SM200 grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir diislis goriildii
(p<0,0001). CIS ve CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplari arasinda da istatistiksel agidan anlamli
bir farklilik goriildii. Bu sonuglara bakildiginda sisplatinin sigan testis bazal tabaka yapisina
verdigi hasari, silymarin uygulamasinin énemli dl¢iide engelledigini sdyleyebiliriz. Literatiire
baktigimizda sisplatin testis hasar modelinde bir¢ok parametre incelenmis olmasina ragmen
bazal tabaka kalinliginin incelenmis oldugunu gordilk. Bundan sonraki ¢alismalarda bu
parametrenin de dl¢iilmesinin literatiire 6nemli katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Bostancieri ve ark (2022) kuersetinin sisplatin hasarina kars1 olast koruyucu etkilerini
inceledikleri ~ c¢alismalarinda,  sisplatin  uyguladiklar1  grupta bazal —membrandan
spermatogonianin ayrilmis oldugunu, tiim epitel duvar boyunca hiicreler arasindaki bosluklarin
artmig oldugunu, germinal epitel tabakasinin dejenere oldugunu ve hiicrelerin liimene
dokiildiigiinii, tubulus seminiferi contortide atrofi ve vakuolizasyonun goriildiiglinii ve dev
hiicre olusumlarinin goézlendigini rapor etmislerdir. PAS boyama uyguladiklar1 preparatlarda
ise tubulus seminiferi contortilerin ¢evresinde hyalinizasyon goriildiigiinii de ayrica
belirtmislerdir. Tian ve ark (2018) sicanlarda iiziim ¢ekirdegi prosiyanidin ziiniin, sisplatin ile
hasarlanmis testis iizerindeki olast koruyucu etkilerini inceledikleri calismalarinda testis
preparatlarint PAS boyama ile inceleyerek bu kesitlerde sisplatin grubunda tubulus seminiferi
contorti limenine hasarli spermatojenik epitel hiicrelerinin diistiiglinti belirtmislerdir ve bunun
yani sira interstisyel arter hiperemisi ile birlikte vakuollerin gézlendigini rapor etmislerdir.
Yaman ve ark (2017) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada sigan testislerinde sisplatin (5
mg/kg/giin tek doz) kaynakli hasar iizerine L-Karnitin’in olasi etkilerini arastirmig ve bu
calismada hem erigskin hem de prepubertal donemdeki H&E ve PAS ile boyanmis kesitlerde
tubulus seminiferi contorti epitelinin histolojisi incelenmistir. Puberte Oncesi donemde
sisplatine maruz kalan gruptaki histopatolojik degisiklikler ¢ok belirgin olarak gézlemlenmis
ve interstisyel dokuda 6dem, germ giicrelerinini dejenere olmasina bagl olarak epitel dokuda
diizensiz bosluklarla tubullerde dejenerasyon goriilmiistiir. Ayrica kesitlerde spermatosit

gruplarinin ayrilmis ve liimen icerisinde olgunlasmamis hiicrelerin varlig1 rapor edilmistir.
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Biz ¢alismamizda bazal lamina kalinligin1 PAS boyama yapilan preparatlarda inceledik
ve sonuglar gruplara gore su sekilde rapor edildi; CON grubunda ortalama 6,719+0,7710 um,
SM200 grubunda ortalama 6,447+0,8259 um, CIS grubunda ortalama 3,720+1,115 um,
CIS+SM50 grubunda ortalama 4,886+0,9893 um, CIS+SM200 grubunda ise ortalama
5,5184+0,8045 pum olarak belirledik. CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik goriilmedi ve iki gruba ait preparatlar birbirine cok benzer sekilde
goriintiilendi. CIS grubu ile CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan ¢ok anlamli
farklilik oldugu goriildii (p<0,0001). Histolojik preparatlarda gorildigia gibi, sisplatin
uygulamasinin bazal membran tabakasina oldukg¢a zarar verdigi sOylenebilir. Diisiik doz grubu
olan CIS+SM50 grubunda bazal membran kalinligi CIS grubuna gore oldukga artt1 (p<0,0001).
CIS grubu ile yiiksek doz tedavi grubu olan CIS+SM200 grubu arasindaki farklilik CIS+SMS50
grubuna kiyasla biraz daha belirgin hale geldi (p<0,0001). Ayrica CIS+SM50 ve CIS+SM200
gruplar arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir farklilik oldugu gériildii (p<0,0001), yani bu
durumda silymarinin dozunun artmasi, bazal lamina kalinliginin korunmasinda 6nemli bir etken
oldu denilebilir. Bu deney sonucunda PAS boyali preparatlarda incelemis oldugumuz bazal
membran kalinliklar1 g6z 6niine alindiginda, silymarin uygulamasinin bazal membran yapisini
korudugu ve dozun yiikselmesinin koruma miktarin artirdigin1 sdyleyebiliriz. ileride yapilacak
olan deneysel c¢alismalarin histopatolojik boliimiinde bu parametrenin de diger O6l¢iim
parametrelerine eklenmesinin literatiire katki saglayacagini diistinmekteyiz.

ljaz ve ark (2020a) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismalarinda Sprague Dawley cinsi
sicanlar tizerine (tek doz) 10 mg/kg/giin doz sisplatin kullanarak testis hasari olusturmus ve
kastisin'in (CAS) (50 mg/kg/giin dozda) sisplatinin meydana getirdigi hasar tizerindeki olasi
etkilerini incelemislerdir. Deney sonucunda dokular incelendikten sonra tunica albuginea
yiiksekliginin kontrol grubu (21,2+0,70 pm) ile kiyaslandiginda sisplatin toksisitesi grubundaki
hayvanlarda (15,05+0,26 pm) 6nemli 6l¢iide azalmis oldugunu rapor etmislerdir. Diger yandan
sisplatin toksisitesi grubuna CAS tedavisi uygulandiginda ise tunica albuginea kalinliginin
onemli Ol¢lide arttigini kaydetmislerdir (tedavi grubu ortalama 19,5+0,31um). ljaz ve ark
(2020b) yapmis olduklar1 bagka bir deneysel ¢alismada sisplatin kaynakli testis toksisitesi (10
mg/kg/giin doz) olusturmus ve Fraxinus xanthoxyloides'in metanolik 6ziiniin (200 mg/kg/giin)
ve 400 mg/kg/giin dozlarda) sisplatin toksisitesi iizerindeki olas1 etkilerini incelemislerdir.
Deney sonucunda histolojik incelemeler sonucu sisplatin verilen gruptaki hayvanlarda tubulus
seminiferi contorti ¢apinda (kontrol grubu ortalama 178,52+0,5um, sisplatin grubu ortalama
66,55+0,99 um), tunica albuginea kalinliginda (kontrol grubu ortalama 22,89+0,45 um,
sisplatin grubu ortalama 12,31+0,76 um) ve germinal epitel kalinliginda (kontrol grubu
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ortalama 72,79+0,57 um, sisplatin grubu ortalama 20,06+0,42 um) istatistiksel agidan anlaml
bir azalma goriildigii rapor edilmistir (p<0,05). Fraxinus ile tedavi edilen gruplarda ise bu
parametrelerin, sisplatin grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1 rapor edilmistir (p<0,05). 200
mg/kg/glin doz verilen grupta tubulus seminiferi contorti ¢api ortalamasi 176,03+0,38 pum,
tunica albuginea kalinlig1 ortamalast 15,54+0,34 pum olarak oOlgiilmiisken germinal epitel
kalinlig1 ortalamasi 49,36+0,99 um olarak ol¢iilmiistiir. 400 mg/kg/giin doz verilen grupta ise
tunica albuginea kalinligi ortalamasi 18,57+0,31 um, germinal epitel kalinlik ortalamasi
52,68+0,47 um, ve tubulus seminiferi contorti ¢api ortalamasi 178,28+0,59 pum olarak
belirtilmistir. Jahan ve ark (2018), sisplatinin testis toksisitesi tizerine flavonol kuersetin ve
disakkarit rutinozdan olusan bir flavon tiirevi olan rutin’in olast iyilestirici etkilerini
arastirdiklari calismalarinda 7 mg/kg/giin dozda sisplatin verdikleri hayvanlara 13 giin boyunca
oral gavaj yolu ile 75 mg/kg/giin dozda rutin verilmislerdir. Deney sonucunda sisplatin
uygulamasi yapilan grupta tubulus seminiferi contortilerde nemli miktarda dejenereasyon ile
birlikte spermatogenez sathasinda belirgin bir bozulma, tunica albuginea kalinliginda ve
tubulus seminiferi contorti ¢apinda azalma, germinal epitel dokusunun dokiilmesi ve
interstisyel boslukta artma oldugu rapor edilmistir. sisplatin+rutin grubunda ise tunica
albuginea kalinliginda, sisplatin uygulanan grup ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
olmayan bir artisa neden oldugu gozlenmistir. Sisplatin+rutin grubunda, sisplatin grubu ile
kiyaslandiginda tubulus seminiferi contorti limen ¢ap1 (p<0,01) ve interstisyel bosluk (p<0,05)
degerlerinin 6nemli 6l¢iide diizeldigi belirtilmistir. Sonuglara bakildiginda tunica albuginea
kalinliklar1, kontrol grubunda ortalama 30,55+0,37 um, sisplatin grubunda ortalama
15,96+0,53 pum, sisplatin+rutin grubunda 22+0,53 um olarak kaydedilmistir. Adelakun ve ark
(2022) gergeklestirmis olduklar1 deneysel calismalarinda yetiskin Sprague-Dawley si¢anlarda
sisplatin kaynakli testis hasar modeli olusturmus ve bu toksik etkiye karsi ¢inko siilfatin besin
takviyesinin (Zn siilfat) olasi koruyucu etkileri oldugunu aragtirmiglardir. Sisplatin hasar grubu
tek doz olacak sekilde 10 mg/kg/giin dozda (i.p.) sisplatine maruz birakilmis ve sisplatin+Zn
stilfat grubu ise testikiiler toksisite indiiklenmesinden hemen sonra 1 mg/kg/giin dozda Zn siilfat
ile tedavi edilmis ve islem 8 hafta stirmistiir. Deney sonucunda kontrol grubu verileri ile
kiyaslandiginda sisplatin hasar grubundaki hayvanlarda tubulus seminiferi contorti ¢ap1 ve
germinal epitel kalinliginda 6nemli bir azalma (p<0,05) meydana gelmis, sisplatin+Zn siilfat
grubundaki hayvanlarda ise sisplatin hasar grubundaki hayvanlara kiyasla tubulus seminiferi
contorti ¢ap1 ve germinal epitel kalinliginda 6nemli bir artis gergeklestigi (p<0,05) gozlenmistir.
Sisplatin hasar grubundaki hayvanlarin tunica albuginea kalinliklar1 kontrol grubuna kiyasla

onemli bir azalma gostermis (p<0,05) ancak sisplatin+Zn siilfat grubundaki hayvanlarda,
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sisplatin grubundaki hayvanlarin tunica albuginealarina kiyasla anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir (p<0,05).

Biz ¢alismamizda tunica albuginea kalinliklarin1 gruplara gore su sekilde bulduk; CON
grubu ortalama 39,19+4,704 um, SM200 ortalama grubunda 35,23+3,287 um, CIS grubunda
ortalama 24,37+4,764 pum, CIS+SM50 grubunda ortalama 24,63+4,418 um ve CIS+SM200
grubunda ise ortalama 30,19+7,257 um. CIS grubunda tunica albuginea kalinligi kontrol
grubuna kiyasla, literatiirde yer alan diger ¢alismalarda oldugu gibi istatistiksel olarak oldukca
diisiik olarak belirlendi (p<0,0001). CON ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan bir
farklilik bulunmadi. CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplar1 yani diisiik ve yiiksek doz tedavi
gruplari, CIS grubuna kiyasla belirgin bir farklilik gosterdi. CIS+SMS50 grubu, CIS grubuna
kiyasla daha kalin olgiiliircken CIS+SM200 grubu da CIS+SMS50 gurubundan daha yiiksek
degerde Olciildii. Biz daha once bahsedilen diger literatiirdeki calismalardan farkli olarak
silymarin kullandigimiz tedavi gruplarimizda tunica albuginea kalinligin1 CIS grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli bulduk. Diger g¢aligmalarda tunica albuginea
kalinliginin kullanilan ilag/antioksidana bagl olarak arttigini ancak bunun istatistiksel olarak
anlamli bulunmadigini belirtilmis oldugu halde bizim c¢alismamizda tunica albuginea
tabakasinin diger ¢aligsmalara kiyasla daha iyi korunmus oldugu goézlenmistir. Calismamizin
sonucu olarak silymarin hem diigiik hem yiliksek dozda, tunica albuginea tabakasini sisplatin
hasarina kars1 koruyabilmis hatta doz arttikga koruma diizeyi de artmistir. Buna dayanarak
silymarinin ozellikle yiiksek dozda sisplatin hasarina kars1 tunica albuginea tabakasini anlamli
diizeyde korudugunu sdyleyebiliriz.

Nosseir ve ark (2012) monosonyum glutamatin sigan testisi tizerindeki toksik etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda testis arteriollerinin ¢aplarini da 6l¢miislerdir. Buna goére kontrol
grubunda testis arter ¢aplari ortalama 21.30+2.90 um ve monosodyum hasar grubunda ortalama
10.40+£4.90 pm olarak kaydedilmistir.

Biz de kendi ¢alismamizda histometrik parametreleri incelerken, sisplatin kullanilarak
yapilan deneysel calismalarda genellikle tubul capi, germinal epitel kalinligir gibi yapilarin
Olciildiiglinii ancak hemen hemen higbir sisplatin ¢alismasinda arter ¢apt 6l¢limii alinmadigini
belirledik ve arter ¢aplar1 arasinda sisplatin hasari ile ilgili ne gibi degisikliklerin olabilecegini
gorebilmek i¢in parametrelerimize arter ¢apini da ekledik. Sonug olarak CON grubunda arter
cap1 ortalama 21,43+2,210 um, SM200 grubunda ortalama 21,48+3,268 um, CIS grubunda
18,26+2,978 um, CIS+SM50 grubunda 19,67+3,072 pum, CIS+SM200 grubunda ise
20,31+2,895 pum olarak belirledik. CON ve SM200 gruplar1 arasinda bir farklilik goriilmedi.
Bu iki grup ile CIS grubu arasinda istatistiksel a¢idan oldukca biiyiikk farklilik gortildii
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(p<0,0001). CIS+SM50 grubunda CIS grubuna kiyasla arter ¢ap1 anlamli diizeyde artig gosterdi
ve CIS+200SM grubunda arter ¢api kontrol grubuna daha yakin bir deger gosterdi. Bu
sonuglara bakarak sisplatinin, diger testis dokularinin yani sira arteriyel dokulara da 6nemli
derecede zarar verdigi goriilmektedir. Silymarin ise diisiik ya da yiiksek dozda kullanildiginda
sisplatinin verdigi hasara karsi koruyucu olarak gorev yapmaktadir. Dolayisiyla silymarin
yiiksek dozda kullanildiginda, testis arteriollerini sisplatinin toksik etkisine karsi daha iyi
koruyabilmektedir diyebiliriz.

Calismamizda Nosseir ve ark (2012) yapmis olduklari ¢alismada yer alan tubuler atrofi
simiflamasindan farkli olarak testiste peritubuler atrofi oranimi hesapladik. Atrofik tubul
yiizdeleri, CON grubunda %6,7, SM200 grubunda %2,6, CIS grubunda %74,1, CIS+SM50
grubunda %50,7 ve CIS+SM200 grubunda ise %32 olarak belirlendi. CON ve SM200 grubunda
bir farklilik goriilmedi ancak CIS grubunda atrofik tubul yiizdesi diger tiim gruplardan ¢ok daha
yiiksek olarak goriildii. CIS+SMS50 grubunda bu deger CIS grubuna kiyasla azaldi ve
CIS+SM200 grubunda bu farklilik ¢ok daha belirgin hale geldi. Bu deneyde sisplatinin tubul
yapisina oldukga zarar verdigi gozlendi ve silymarin hem diisiik hem yiiksek dozda anlaml
diizeyde koruma sagladi. Diger paramerelerde oldugu gibi silymarinin, 6zellikle yiiksek dozda,
testis tubul yapisini sisplatin toksisitesine karst onemli diizeyde koruma sagladigini
sOyleyebiliriz.

Sisplatin tedavisi sperm sayisi, sperm hareketligi ve testis agirhigi gibi sperm
parametrelerini negatif yonde etkileyerek onemli testikiiler hasara neden olabilir (Jahnukainen
ve digerleri 2011; Shati, 2019). Sisplatin ile testis hasar1 olusturulup resveratroliin bu hasar
tizerine olas1 etkilerinin incelendigi deneysel bir ¢alismada resveratrol kontrol grubuna ait
hayvanlarda viicut agirligs, testis agirligi ve sperm parametrelerinde kontrol grubuna kiyasla bir
degisim gozlenmezken, sisplatin+resveratrol grubu hayvanlarda resveratrol uygulamasi, son
viicut agirh@1 ve testis agirligi, sperm sayisi ve hareketliligini (p>0,001) ve sisplatin ile hasar
olusturulan hayvanlara kiyasla kuyruksuz, bassiz ve kuyruk kivrimli sperm yiizdelerini 6nemli
olgiide diistirmiis ve toplamda daha az anormallikle sonuglandirmistir (p>0,001) (Shati, 2019).
Yaman ve ark (2018) L-karnitin’in sisplatin testis toksisitesine olasi etkileri iizerine yapmis
olduklar1 deneysel calismalarinda kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla, sisplatin uygulamasi
yapilan siganlarda sperm sayisi (p<0,01), sperm hareketliligi (p<0,001) ve sperm canliliginda
Oonemli bir diisiis meydana geldigi gozlenmistir (p<0,001) ve kontrol grubunda yer alan
hayvanlara kiyasla sisplatin grubundaki hayvanlarda anormal morfolojiye sahip sperm
yiizdesinde artis (p<0,01) meydana geldigi rapor edilmistir. Sisplatin+ L-karnitin grubundaki

hayvanlarda ise uygulanan L-karnitin, degisen bu sperm 6zelliklerini kismen azaltmis ve sperm
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sayis1 (p<0,05) ile sperm canliliginin (p<0.001) 6nemli 6l¢iide artirmistir. Gholami Jourabi ve
ark (2021) siganlarda sisplatinin sebep oldugu toksik etkilerin iizerine metilen mavisinin olasi
iyilestirici 6zelliklerini inceledikleri deneysel ¢alismalarinda sisplatin toksisitesi 5 mg/kg/giin
tek doz olarak belirlenmis ve daha sonra metilen mavisi verilen tedavi grubuna sisplatin
uygulamasindan sonra 7 giin siire ile 2 mg/kg/giin ve 4 mg/kg/giin doz olmak tizere 2 farkli
gruba metilen mavisi tedavi ajani olarak verilmistir. Deney sonucunda sisplatin grubundaki
hayvanlarda sperm sayisi kontrol grubuna kiyasla 6nemli olglide azalmistir (p<0,001). 2
mg/kg/giin doz tedavi alan grupta sperm sayisi istatistiksel olarak anlamsiz diizeyde artig
gostermistir. Bununla birlikte 4 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta ise sperm sayisindaki artis
sisplatin grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis gostermistir (p<0,001). Sisplatin grubundaki
hayvanlarda sperm canlilik yiizdesi de kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lclide azalmistir
(p<0,001). 2 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta, sisplatin grubuna kiyasla spermatozoa
sagkaliminda anlamli bir artis gerceklesmemistir ancak sperm sagkaliminda anlamli bir artis
meydana gelmistir. 4 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta ise sperm sagkalimindaki artig sisplatin
grubuna kiyasla 4 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta anlamli derecede daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (p<0,001). Spermlerde goériilen morfolojik anormallikler sisplatin grubunda ve 2
mg/kg/giin doz tedavi alan grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlaml1 derecede
artmistir (p<0,001). Kontrol grubuna kiyasla 4 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta morfolojik
yap1 agisindan anlamli bir fark goériilmemistir (p=0,8). Her iki tedavi grubunda da sperm
morfolojik anormallik yiizdesi sisplatin grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide azalmistir (p<0,001). 2
mg/kg/giin doz tedavi alan grupta sperm hareketliligi ylizdesindeki artis, sisplatin grubuna gore
anlamli bulunmustur (p<0,05). 4 mg/kg/giin doz tedavi alan grupta da sisplatin grubuna goére
sperm hareketliliginde yiiksek diizeyde anlamli bir artis goriilmistiir (p<0,001). Atessahin ve
ark (2006) sicanlarda sisplatin kaynakli testis hasarinda sperm 6zellikleri ve bu toksisiteye karsi
likopenin olas1 koruyucu etkilerini aragtirdiklar1 deneysel ¢alismalarinda tek doz 7/mg/kg/giin
doz sisplatin kullanarak testis toksisitesi olusturmus ve tedavi ajani olarak misir yagi i¢inde
stispanse edilen likopen 4 mg/kg/doz olacak sekilde oral gavaj yolu ile siganlara verilmistir (10
giin 6n tedavi, 5 giin sisplatin uygulamasi sonrasi devam eden tedavi). Calisma sonucunda
sisplatin uygulamasi gren gruptaki hayvanlarda kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla énemli
Ol¢iide daha diisiik (p<0,05) sperm konsantrasyonu oldugu rapor edilmistir. Ayrica sisplatin
grubundaki hayvanlarin kontrol grubunda yer alanlara kiyasla 6nemli ol¢iide daha disiik
(p<0,001) sperm motilitesine sahip oldugu belirtilmistir. Calismada sisplatin tedavisi
gruplardaki hayvanlarin higbirinde sperm kuyruk anormalliklerine rastlanmamigstir. Sadece

sisplatin uygulamasi alan grup, kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oranda bag
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anormalliklerine sahip oldugu rapor edilmistir (p<0,05). Toplam sperm anormallikleri
incelendiginde yalnizca sisplatin uygulamasi alan hayvanlarda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
anormallik diizeyi oldugu saptanmistir. Uygulanan likopen tedavisinin, sisplatinin neden
oldugu toksik etkileri azalttig1 ve toplam sperm anormalliklerini 6nledigi belirtilmistir. Likopen
tedavisinin motilite, sperm konsantrasyonu ve anormalliklerini 6nemli dl¢iide azalttigi ¢aligma
sonucu agikca gosterilmistir. Aldemir ve ark (2013) yapmis olduklar1 deneysel ¢aligsmalarinda
sisplatin kaynakli testis hasarina karsi1 kuersetinin olasi etkilerini incelemis ve ¢alisma sirasinda
testis hasar1t meydana getirebilmek i¢in 7 mg/kg/giin doz sisplatin (tek doz) uygulamis ve 10
giin boyunca oral gavaj yolu ile 50 mg/kg/giin dozda kuersetin tedavi edici ajan olarak
kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda sisplatin uygulamasi sperm hareketliligi ve morfolojisini
olumsuz yonde etkilemis ve sisplatin uygulanan gruplarda sperm hareketliliginin azaldigi ve
anormal sperm oraninin arttifi belirlenmistir. Sperm morfolojisine bakildiginda sisplatin
uygulanan gruplarda en sik goriilen anormalligin bas anormallikleri oldugu (kiiciik ve diiz kafa)
ve ayrik sperm basi oldugu rapor edilmistir.

Pourheydar ve ark (2021) silymarininin diyabetik siganlarda sperm ve testis
parametreleri lizerine olas1 etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda diyabetik sicanlara
100mg/kg/gilin dozda silymarin vermis ve sonug¢ olarak diyabetik sicanlarda kontrol grubuna
kiyasla onemli 6l¢iide diisiik sperm sayisi bulunmustur. Silymarin tedavisi uygulanan grupta
diyabetik gruba gore sperm sayisinin anlamli diizeyde yiikseldigi (p<0,001) gdzlenmistir.
Sperm hareketliligi diyabetik grupta kontrol grubuna gore anlaml diizeyde azalmis (p<0,001)
silymarin ile tedavi edilen diyabetli siganlarda sperm hareketliligi, diyabetik gruba gdére 6nemli
Olctlide 1yilesmistir (p<0,001). Diyabetik gruptaki hayvanlarda, kontrol grubuna kiyasla 6nemli
Ol¢lide az miktarda normal morfolojiye sahip sperm bulunurken silymarin ile tedavi edilen
diyabetik sigcanlarda normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi, diyabetik gruptaki hayvanlara
kiyasla anlamli diizeyde artmistir (p<0,001). Diyabetik grupta sperm canlili1 kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede diisiik bulunurken (p<0,001) silymarin ile tedavi edilen grupta sperm
canlilig1 diyabetik gruba kiyasla oldukg¢a yiiksek canli sperm yiizdesi goriildii (p<0,05).

Biz kendi ¢alismamizda sperm parametrelerini morfolojik diizeyde incelemeye dnem
verdik. Sperm sayisi, sperm Olii-canli oran1 ve sperm morfolojik degisikliklerini inceleyerek
sonuglar1 belirledik. Bu sonuglara goére sperm sayisini, CON grubunda ortalama
1,62x108+3,2x107, SM200 grubunda ortalama 1,52x108+9,9x10°, CIS grubunda ortalama
1,08x108+2,3x107, CIS+SM50 grubunda 1,27x108+1,61x107 ve CIS+SM200 grubunda ise
ortalama 1,28x108+1,55x107 olarak bulduk. Kontrol ve SM200 gruplar1 arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir fark bulunmadi (p=0,8549). Yani silymarin uygulamasi sperm sayisini
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azalacak toksik bir etki yaratmadi. Bununla birlikte CIS grubunda sperm sayis1 kontrol ve
SM200 gruplarina kiyasla o6nemli o6lgiide azalma gosterdi (p<0,0001). Bundan dolay1
CIS+SM50 grubunda sperm sayisinin CIS grubuna gore anlamli derecede arttigir goriildi.
Silymarin uygulamasi1 diisiik dozda bile sperm sayisimi sisplatin uygulamasinin meydana
getirdigi toksik etkiye karsi anlamli diizeyde koruyabildi. CIS+SM200 grubunda sisplatin
grubuna gore CIS+SMS50 grubundan biraz daha yiiksek diizeyde sperm sayisinin korundugu
gozlemlendi. CIS+SM50 ve CIS+SM200 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da bir farklilik oldugu, sperm sayisinin CIS+SM200 grubunda daha yiiksek
bulundugu belirlendi. Yapilan kapsamli literatiir taramasi sonucunda bizim deney tasariminda
kullandigimiz doz olan 7 mg/kg/giin doz sisplatin calismalarin ¢ogunda tercih edilmesine
ragmen farkli dozlarin da kullanildig1 goriildi (10 mg/kg/giin veya 5 mg/kg/giin gibi). Bununla
birlikte, hangi doz kullanilirsa kullanilsin sisplatin testiste 6nemli derecede hasar meydana
getirmis ve ¢aligmalarin tamaminda sperm sayisini azaltmistir (S. A. Adelakun ve digerleri
2022; El-Diasty ve digerleri 2021; Ilbey, Ozbek, Cekmen, ve digerleri 2009; Kohsaka ve
digerleri 2020).

Calismamizda spermler iizerine Eosin-nigrosin boyasi kullanilarak yapilan
preparatlarda Slii-canli oranin1 da inceledik. Sonug¢ olarak CON grubunda canli sperm orani
ortalama %83,7+2,90, SM200 grubunda ortalama %385,22+3,13 olarak bulundu. CON ve
SM200 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Dolayisiyla
silymarin uygulamasmin sperm olii-canli orani {izerine toksik bir etkisi goriilmedi. CIS
grubunda canli sperm orani ortalama %23,06+14,28 olarak bulundu. Hem CON hem de SM200
gruplarina kiyasla istatistiksel agidan ¢ok yiiksek bir farklilik oldugu goriildii (p<0,0001). Diger
caligmalarda goriildiigii gibi bu caligmada da sisplatin, sperm 6lii oranini kontrol grubuna gore
cok artirmigtir. CIS+SM50 grubunda canli sperm orani ortalama %43,69+7,149 olarak bulundu.
CIS+SM50 grubunda diisiik doz silymarin kullanilmasina ragmen sperm canliliginin CIS
grubuna gore arttig1 gézlemlendi. CIS+SM200 grubunda canli sperm oran1 %66,61+7,21 olarak
bulundu. CIS+SM200 grubunda canli sperm orani CIS grubuna kiyasla istatistiksel olarak
oldukga anlamli diizeyde farkli goriildii (p<0,0001). Silymarinin uygulanma dozunun arttik¢a
canli sperm oraninin arttigini ve silymarin diisiik dozda bile kullanilsa sisplatin toksik etkisine
kars1 koruyucu olacak gorev yaptigini soyleyebiliriz.

Calismamizda sperm morfolojisini incelemek igin alinan sperm numuneleri Hancock
soliisyonunda muamele edildi ve spermler faz-kontrast mikroskobunda incelendi. Sperm
morfolojisi gozlemlendi ve bu konu ile ilgili yapilmis literatiirler baz alinarak sperm

anormallikleri incelendi (Aldemir ve digerleri 2014). Sperm numuneleri incelendiginde
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yalnizca sperm bas kisimlarinda defektler saptandi ve literatiirde yer aldig: tizere siniflandirilds
(Van der Horst ve digerleri 2018). Sperm bas kismi defekti bulunanlar ve normal yapida
spermler karsilastirildiginda anormal sperm oranit CON grubunda ortalama %19,35+7,967,
SM200 grubunda ortalama %17,89+7,332 olarak bulundu ve ikisi arasinda istatistiksel agidan
anlaml bir fark goriilmedi (p=0,9961). Silymarin bu parametrede de negatif bir etkiye sebep
olmadi. CIS grubunda anormal sperm orani ortalama %65,75+2,75 olarak bulundu. Sisplatin
uygulamasi CON ve SM200 grubuna kiyasla CIS grubunda anormal sperm oranini istatistiksel
acidan ¢ok yiiksek diizeyde artirdi (p<0,0001). CIS+SM50 grubunda anormal sperm orani
ortalama %57,15+9,579 olarak belirlendi. Diisiik doz dahi olsa silymarin anormal sperm
oraninin gerilemesine yardimci oldu ancak bu deger istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmadi. CIS+SM200 grubunda ise anormal sperm oran1 %52,05+4,155 olarak belirlendi ve
bu deger CIS grubuna gore istatistiksel agidan diisiik diizeyde de olsa istatistiksel agidan anlamli
goriildi (p=0,0261). Calismanin sonucuna bakacak olursak diisiik doz silymarin uygulamasi
anormal sperm olusumunu biraz engelleyebilmis ancak bu anlamli bir iyilesme saglamamisken
yiiksek doz silymarin istatistiksel olarak anlamli derecede anormal sperm olusumunu
engellemeye yardime1 olmustur diyebiliriz. Sperm bag defektleri ¢calismamizda kopuk /ayrik
sperm basi, rudimenter (diiz) sperm bas1 ve kiiciik (gelismemis) sperm basi olarak gézlemlendi
ve literatiirde de bu sekilde yer aldigi tespit edildi (Aldemir ve digerleri 2014).

Aldemir ve ark (2014) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismalarinda kuersetinin sisplatin
toksisitesine karsi koruyucu etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda TAS (toplam antioksidan
seviyesi) ve TOS (toplam oksidan seviyesi) 6l¢iimii yapmis ve TAS ve TOS seviyelerinde
onemli dlciide bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir. Agcayazi ve ark (2021) sisplatin
toksisitesine karsi resveratroliin olasi iyilestirici etkilerini inceledikleri deneysel ¢aligmalarinda
5 mg/kg/giin tek doz sisplatin ile testis toksisitesi olusturmus ve sisplatin verilen hayvanlara
25mg/kg/giin dozda resveratrol uygulayarak olasi degisiklikleri rapor etmislerdir. Bu ¢alisma
sonucunda resveratrol tedavisi alan gruptaki hayvanlardaki TOS diizeyleri, sisplatin hasar
grubundakilere kiyasla anlamli olarak diisiik, TAS diizeyleri ise sisplatin grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). Ahiskali ve ark (2021) si¢anlarda sisplatin toksisitesi
sonucu meydana gelen oksidatif optik sinir hasar iizerine taksifolinin etkilerini inceledikleri
deneysel calismalarinda hayvanlara 14 giin boyunca intraperitoneal yolla giinde bir kez 2,5
mg/kg/gtin dozda sisplatin enjekte etmis ve tedavi edilecek gruba da sisplatin enjeksiyonunudan
1 saat 6nce 50 mg/kg/giin dozda taksifolin oral gavaj yolu ile verilmistir. Deney sonucunda
sisplatin hasar grubunda TAS diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde diislik

bulunmustur (p<0,001). Ayrica TOS diizeyi ise kontrol grubuna kiyasla sisplatin grubunda
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belirgin bir artig gostermistir (p<0,001). Sisplatin grubuna gore tedavi edici ajanin kullanildigi
grupta ise TAS degeri artarken TOS degerinin azaldigi goriilmiistiir. Glintiirk ve ark (2019)
sisplatin kaynakli nefrotoksisite modeli olusturduklar1 deneysel ¢alismalarinda N-asetilsisteinin
(NAC) olasi iyilestirici etkilerini incelemis ve bu ¢alismada sisplatin toksisitesi olusturmak i¢in
sicanlara tek doz olacak sekilde 10 mg/kg/glin dozda sisplatin vermis ve tedavi edici ajan olarak
NAC 250 mg/kg/giin dozda verilmistir (3 giin). Deney sonucunda sisplatin ve sisplatintNAC
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla TAS diizeylerinde anlaml1 bir diisiis oldugu gézlenmistir.
TOS diizeylerinin sisplatin kullanilan gruplarda arttigi gézlemlenmis ancak NAC
uygulamasiyla bu artisin azaltilamadigi belirtilmistir. Kurt ve ark (2021) yapmis olduklari
deneysel ¢aligmada sisplatin kaynakli oksidatif karaciger hasari olusturmus ve bu hasar tizerine
taksifolinin olasi etkilerini incelemislerdir. Karaciger hasar1 olusturmak igin 5 mg/kg/giin doz
(toplam 4 doz, 2 giinde 1 olacak sekilde) sisplatin uygulanmis ve tedavi edilecek gruba oral
gavaj yolu ile 50 mg/kg/giin dozda taksifolin verilmistir. Deney sonucunda tiim gruplar arasinda
TOS seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (p<0,05).
Sisplatin+taksifolin verilen grupta TOS seviyeleri sisplatin grubuna kiyasla anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p<0,001). Sisplatin+taksifolin verilen grubun karaciger dokusundaki TAS
diizeyi, sisplatin grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sisplatin
grubundaki hayvanlarda TAS seviyesi en diisiik seviyedeyken TOS seviyesi en yiiksek seviyede
bulunmustur. Bilgi¢ ve ark (2018) sisplatin ile indiiklenmis karaciger toksisitesi lizerine
dekspantenoliin olast iyilestirici etkileri {lizerine yapmis olduklar1 deneysel calismada 7
mg/kg/gtin sisplatin tek doz olacak sekilde uygulanmis ve tedavi grubundaki hayvanlara 3 giin
stireyle intraperitoneal yolla 500 mg/kg/giin (tek doz) dekspantenol verilmistir. Deney
sonucunda sisplatin grubunda TAS ve TOS degerleri kontrol gurubundan istatistiksel olarak
anlamli derecede farkli bulunmustur (TAS (p=0,001), TOS (p=0,001)). Kontrol grubu ve
sisplatin+dekspantenol grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamaistir.
Yiicel ve ark (2019) sicanlarda sisplatin ile indiiklenmis testis hasarinda all trans retinoik asitin
(ATRA) olasi 1yilestirici etkilerini inceledikleri deneysel ¢alismalarinda sisplatin toksisitesi 7
mg/kg/giin  tek doz wuygulanarak gerceklestirilmis ve tedavi grubundaki hayvanlara
intraperitoneal yolla 10 giin siireyle tek doz ATRA (7,5 mg/kg/giin) vermis ve 4. giin tek doz
sisplatin (7 mg/kg/giin) enjekte edilmistir. Deney sonucunda sisplatin uygulamasi TOS
seviyesini kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artirmistir (p<0,05). Buna karsin
sisplatintATRA grubunda testis dokusunda TOS seviyesinin Onemli Ol¢iide azaldigi
goriilmiistiir (p<0,05). TAS seviyeleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark gozlenmemistir. Adelakun ve ark (2022) sisplatin kaynakli testis hasar1 olusturduklar
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siganlar tizerine 1-izotiyosiyanat-4-metil siilfonil biitanin olasi etkilerini inceledikleri deneysel
calismalarinda sisplatin hasar1 olusturmak icin sicanlara, intraperitoneal yolla tek doz olacak
sekilde 10 mg/kg/giin doz sisplatin verilmis ve tedavi grubuna da 100 mg/kg/giin dozda 1-
izotiyosiyanato-4-metil siilfonil biitan (SFN) verilmistir. Deney sonucunda sisplatin
uygulamasinin TOS seviyesini kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢iide artirdigint (p<0,05)
raporlamiglardir. Bununla birlikte sisplatine+SFN grubunda TOS seviyesinin dnemli Slgiide
azaldig1 gortlmustir (p<0,05). Tim tedavi gruplar1 arasinda TAS seviyesinde istatistiksel
acidan onemli bir fark bulunamamustir.

Biz de c¢alismamizda biyokimyasal parametrelerden TAS ve TOS seviyelerini 6lciip
sisplatinin ne derece antioksidan diizeyini degistirdigini ve uyguladigimiz silymarinin bu
seviyeyi degistirip degistirmeyecegini aragtirmay1 hedefledik. Deney sonucunda verilerimiz su
sekilde ortaya ¢ikti; CON grubunda TAS ortalamasi 4,196+2,311 pmol/L, TOS seviyesi
ortalama 17,47+5,613 pmol/L ve SM200 grubunda TAS ortalamasi 2,623+2,025 umol/L, TOS
seviyesi ise 24,67+8,090 umol/L olarak belirlendi. Bu iki grup arasinda istatistiksel agidan
anlaml farkliliklar gériilmedi. CIS grubunda TAS ortalamasi 1,292+0,2682 pmol/L ve TOS
ortalamas1 30,61+4,072 umol/L olarak belirlendi. TAS seviyesi CIS grubunda, CON grubuna
kiyasla istatistiksel agidan orta diizeyde bir farklilik gésterdi (p=0,0019). TOS seviyesi de CIS
ve CON gruplar arasinda anlamli bir farklilik gosterdi (p=0,0080). CIS grubunda CON
grubuna kiyasla TAS seviyesi azalirken TOS seviyesinin arttig1 gozlemlendi. CIS+SM50
grubunda ortalama TAS seviyesi 1,697+0,2639 umol/L olarak bulunurken TOS seviyesi
28,05+6,187 pumol/L olarak belirlendi. CIS+SM200 grubunda ise TAS seviyesi 5,241+3,071
umol/L ve TOS seviyesi 28,07+9,548 umol/L olarak belirlendi. CIS+SM200 grubunda TAS
seviyesi CIS grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli derecede farkli bulunurken (p=
0,0034), CIS+SM50 grubunda CIS grubuna kiyasla anlamli bir degisiklige neden olmadi. TOS
seviyesi ise CIS+SM200 ve CIS+SMS0 gruplarinda, CIS gruplarina kiyasla anlamli bir
degisiklik gostermedi. Literatiirde yer alan calismalara bakildiginda kisa siireli deneysel
caligmalarda TAS ve TOS seviyelerinin genellikle anlamsiz diizeyde degistigi hatta cogunlukla
degismedigi gozlenmisti. TAS ve TOS seviyelerinin anlamli diizeyde degisiklik
gosterebilmesi deney prosediiriiniin daha uzun olmasi ve dokularda daha fazla hasar meydana
gelmesi gerektigini aksi taktirde kisa siireli akut deneysel ¢alismalarda anlamli sonuglar elde
edilemedigini diisiinmekteyiz. Buna ragmen bizim c¢alismamizda TAS ve TOS seviyesi,
sisplatin maruziyetine bagl olarak az da olsa anlamli diizeyde degisiklikler gostermistir.

Yeh ve ark (2008) disi sicanlarda sisplatin ile indiiklenen ovaryum hasar {izerine

yapmis olduklar1 deneysel c¢alismalarinda sisplatin hasarin1 4,5 mg/kg/giin doz ve 6,0
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mg/kg/giin doz olmak fiizere 2 farkli doz kullanarak yapmislardir. Deney sonucunda serum
inhibin A ve inhibin B’nin eksojen gonadotropin stimiilasyonuna yanit olarak arttigin
belirtmislerdir. 4,5mg/kg/glin ve 6,0 mg/kg/giin doz sisplatin uygulanan siganlar i¢in uyarilmis
serum inhibin A seviyeleri, doza bagl bir sekilde kontrol grubuna kiyasla 2-5 kat korelmis
oldugu ortaya konulmustur (p<0,001). Inhibin B seviyeleri, sisplatin verilen gruplarda
gonadotropin ile uyarilmis oldugu ve kontrol grubu ile karsilagtirildiklarinda doza bagli bir
sekilde 2-3 kat azaldig1 (p<0,001) ortaya konulmustur. Fouad ve ark (2019) siganlarda sisplatin
kaynakli gonadal toksisite iizerine narigeninin olast etkilerini arastirdiklar1 deneysel
caligmalarinda sisplatin toksisitesi i¢in hayvanlara 10 mg/kg/giin tek doz sisplatin uygulamis
ve tedavi grubuna sisplatin enjeksiyonunundan 6 giin 6ncesinden baslayarak 10 giin boyunca
50 mg/kg/giin dozda naringenin (NG) vermislerdir. Deney sonucunda sisplatin grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda inhibin B diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli azalmalar oldugu
(p<0,05) gozlemlenmistir. NG tedavisi ise sisplatine maruz birakilan siganlarda inhibin B
seviyesini sisplatin grubuna kiyasla anlamli diizeyde artirmigtir (p<0,05).

Bu c¢aligmada kan serumlarindan inhibin A ve inhibin B seviyelerini arastirdik ve
sonuglar su sekilde ortaya ¢ikti; inhibin A seviyeleri CON grubunda ortalama 10,62+10,21
pg/ml, SM200 grubunda ortalama 11,97+13,95 pg/ml, CIS grubunda ortalama 123,0+ 55,54
pg/ml, CIS+SM50 grubunda ortalama 10,97+18,39 pg/ml ve son olarak CIS+SM200 grubunda
ortalama 27,22+24,23 pg/ml olarak belirlendi. CIS grubu ile diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel agidan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli farkliliklar bulunmus (p<0,0001) ancak diger
gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik gériilmemistir. Inhibin B seviyesine
bakacak olursak CON grubunda ortalama 221,7+84,44 pg/ml, SM200 grubunda ortalama
187,4+89,71 pg/ml, CIS grubunda ortalama 189,7+84,65 pg/ml, CIS+SM50 grubunda ortalama
200,6+127,1 pg/ml ve son olarak da CIS+SM200 grubunda ortalama 307,6+164,5 pg/ml olarak
olglildii. Calismamizda sisplatin uygulamasi, hiicrelerde hiicre membrani hasar1 meydana
getirmis Ve bu durumda inhibin A ve inhibin B hormonlar sitoplazma igerisinden ¢ikarak kana
karismigtir. Dolayisiyla CIS grubunda yer alan hayvanlarin kan serumlarinda inhibin A ve
inhibin B hormon diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmistir. Silymarin uygulamasi bu hasara
engel olmus ve sisplatin grubu hari¢ diger gruplarda inhibin A ve inhibin B seviyelerinde bir
farklilik goriilmemistir.

Inhibinler, inhibin A ve inhibin B seklinde iki izoform formunda bulunan ve transforma
edici biiylime faktorii-beta (TGF- B) farklilasma ve biiylime faktorleri ailesine ait iiyeleri olan
heterodimerik glikoprotein hormonlaridir. Her bir glikoprotein, boliimii inhibin A ya da inhibin
B olarak belirleyen beta alt birimi ile bir beta ve bir alfa alt biriminden meydana gelmektedir
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(Spencer ve digerleri 1992). Inhibinler glandula hypophysialis anteriordan folikiil uyarici
hormon (FSH) {iretiminin diizenlemesine katilan iiretilen hormonlar olarak karakterize
edilmistir ve ayrica inhibin A, ovaryumlarin graniiloza hiicreli tliimdrleri i¢in timor belirteci
olarak da kullanilmaktadir (Farnworth ve digerleri 2006; Shearer ve digerleri 2017).

Sisplatin ¢ok genis ¢apli kullanim alan1 olan bir antikanser ilact oldugu ve simdiye kadar
yapilan deneysel caligsmalarda bakilan biyokimyasal parametreler icerisinde genellikle
testosteron, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve glutatyon
rediiktaz (GSR), tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) seviyesi gibi parametreler
incelenmis ve rapor edilmistir (Ijaz, Khan, ve digerleri 2020; Ijaz, Tahir, ve digerleri 2020; Tian
ve digerleri 2018). Yapilan kapsamli literatlir aragtirmasi sonucunda sisplatin ile yapilan
deneysel calismalarda inhibin hormonu Olc¢limleri ile ilgili detayli arastirma ve sonuglara
rastlanmamustir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda biyokimyasal parametrelere inhibin A
ve inhibin B seviyelerinin de dahil edilerek Ol¢iilmesi ve yapilan diger c¢alismalar ile
kiyaslanmasinin literatiire 6nemli katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismanin sinirhliklart olarak daha farkli siire ve dozlarda silymarin kullanimi
olmamasi, farkli yaslarda hayvanlarda inceleme yapilamamis olmasi, immunohistokimyasal
incelemelerin yapilamamis olmasi ve inflamasyon skorlamasinin yapilamamis olmasi
gosterilebilir. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda bu hususlarin dikkate alinmast, literatiire katki

saglamasi agisindan dnem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu calisma ve yapilan kapsamli literatiir taramasi sonucu elde
ettigimiz bilgiler sonucunda sisplatinin birgok organ ile beraber testis dokularinda da 6nemli
diizeyde histopatolojik ve biyokimyasal diizeyde zarar verdigi goriilmiistiir. Calismamizda
literatiirde yer alan ¢alismalar temel alindi1 ve siganlara tek doz sisplatin uygulanarak akut bir
hasar modeli olusturuldu. Sisplatin bir kemoterapi ilacidir ve genellikle insanlarda daha uzun
stireli ve daha ytliksek doz kullanilmaktadir bundan dolay1 daha uzun siireli ve daha yiiksek
dozda sisplatin kullaniminin testis ve sperm hasarimi artiracagini diislinliyoruz. Deney
tasarimimizda daha Once literatiirde yer alan calismalardan farkli olarak verilen antioksidan
dozunu 2’ye boldiik ve 12 saat arayla hayvanlara oral gavaj yolu ile verdik. Bunu yapmaktaki
amacimiz, kandaki antioksidan seviyesinin 24 saat boyunca azalmadan belirli bir diizeyde
kalmasini saglamakti. Calismamizda, silymarin uygulamasinin testiste histopatolojik hasari
azalttigin1 ve ayrica sperm yapisinin da korunmasina yardimer oldugunu gozlemledik. Diisiik
ve yiiksek doz uygulamalar1 arasindaki farklara bakilacak olursa yiiksek doz silymarin
uygulamasinin testis hasarin1 dnlemede daha etkili oldugunu sdyleyebiliriz. ileride yapilacak
deneysel ¢alismalarda sisplatin hasar1 ilizerine daha farkli siire ve dozlarda silymarin
uygulamasinin etkilerinin incelenmesinin, Klinik hasta tedavilerine 6nemli katki saglayacagina

inanmaktay1z.

111



KAYNAKLAR

A Baudino, T. (2015). Targeted cancer therapy: the next generation of cancer treatment.
Current Drug Discovery Technologies, 12(1), 3-20.

Abdelmeguid, N. E. ve Chmaisse, H. N. ve Zeinab, N. (2010). Protective effect of silymarin on
cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. Pak J Nutr, 9(7), 624-636.

Abenavoli, L. ve Capasso, R. ve Milic, N. ve Capasso, F. (2010). Milk thistle in liver diseases:
past, present, future. Phytotherapy Research, 24(10), 1423-1432.

AbouZid, S. F., Ahmed, H. S., Moawad, A. S., Owis, A. I., Chen, S. N., Nachtergael, A., ... &
Pauli, G. F. (2017). Chemotaxonomic and biosynthetic relationships between
flavonolignans produced by Silybum marianum populations. Fitoterapia, 119, 175-184.

Abraham, J. ve Staffurth, J. (2011). Hormonal therapy for cancer. Medicine, 39(12), 723-727.

Achkar, I. W., Abdulrahman, N., Al-Sulaiti, H., Joseph, J. M., Uddin, S., & Mraiche, F. (2018).
Cisplatin based therapy: the role of the mitogen activated protein kinase signaling
pathway. Journal of Translational Medicine, 16, 1-12.

Adelakun, S. ve Akintunde, O. ve Ogunlade, B. ve Adeyeluwa, B. (2022). Histochemical and
histomorphological evidence of the modulating role of 1-isothiocyanate-4-methyl
sulfonyl butane on cisplatin-induced testicular-pituitary axis degeneration and
cholesterol homeostasis in male Sprague-Dawley rats. Morphologie.

Adelakun, S. A. ve Ogunlade, B. ve Fidelis, O. P. ve Omotoso, O. D. (2022). Protective effect
of nutritional supplementation of zinc-sulfate against cisplatin-induced spermatogonial
and testicular dysfunctions in adult male Sprague-Dawley rats. Endocrine and
Metabolic Science, 6, 100116.

Adelakun, S. A. ve Ogunlade, B. ve lteire, K. A. ve Adedotun, O. A. (2021). Ameliorating
potential and fertility enhancing activities of nutritional dietary supplementation of D-
Ribose—I-Cysteine in cisplatin induced oligoasthenoteratozoospermia and seminiferous
epithelium degeneration in adult male Sprague-Dawley rats. Metabolism Open, 12,
100128.

Adhikari, M. ve Arora, R. (2015). Nano-silymarin provides protection against y-radiation-
induced oxidative stress in cultured human embryonic kidney cells. Mutation

Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 792, 1-11.

112



Adhikari, M., Dhaker, A., Adhikari, J., Ivanov, V., Singh, V., Chawla, R., ... & Arora, R. (2013).
In vitro studies on radioprotective efficacy of silymarin against -
irradiation. International Journal of Radiation Biology, 89(3), 200-211..

Afsar, T. ve Razak, S. ve Almajwal, A. (2017). Acacia hydaspica ethyl acetate extract protects
against cisplatin-induced DNA damage, oxidative stress and testicular injuries in adult
male rats. BMC cancer, 17(1), 1-14.

Agarwal ve Tyagi, A. ve Kaur, M. ve Agarwal, R. (2007). Silibinin inhibits constitutive
activation of Stat3, and causes caspase activation and apoptotic death of human prostate
carcinoma DU145 cells. Carcinogenesis, 28(7), 1463-1470.

Agarwal, A. ve Mulgund, A. ve Hamada, A. ve Chyatte, M. R. (2015). A unique view on male
infertility around the globe. Reproductive biology and endocrinology, 13(1), 1-9.

Agarwal, C. ve Tyagi, A. ve Kaur, M. ve Agarwal, R. (2007). Silibinin inhibits constitutive
activation of Stat3, and causes caspase activation and apoptotic death of human prostate
carcinoma DU145 cells. Carcinogenesis, 28(7), 1463-1470.

Agarwal, R. ve Agarwal, C. ve Ichikawa, H. ve Singh, R. P. ve Aggarwal, B. B. (2006).
Anticancer potential of silymarin: from bench to bed side. Anticancer Research, 26(6B),
4457-4498.

Ahiskali, 1., Ferah Okkay, I., Mammadov, R., Okkay, U., Keskin Cimen, F., Kurt, N., &
Suleyman, H. (2021). Effect of taxifolin on cisplatin-associated oxidative optic nerve
damage in rats. Cutaneous and Ocular Toxicology, 40(1), 1-6.

Ajani, J. A., Winter, K. A., Gunderson, L. L., Pedersen, J., Benson, A. B., Thomas, C.R., ... &
Willett, C. (2008). Fluorouracil, mitomycin, and radiotherapy vs fluorouracil, cisplatin,
and radiotherapy for carcinoma of the anal canal: a randomized -controlled
trial. Jama, 299(16), 1914-1921.

Aksu, E. H., Kandemir, F. M., Ozkaraca, M., Omiir, A. D., Kiigiikler, S., & Comakli, S. (2017).
Rutin ameliorates cisplatin-induced reproductive damage via suppression of oxidative
stress and apoptosis in adult male rats. Andrologia, 49(1), e12593.

Aldemir, M., Okulu, E. M. R. A. H., Késemehmetoglu, K. E. M. A. L., Ener, K., Topal, F.,
Evirgen, O., & Avci, A. (2014). Evaluation of the protective effect of quercetin against
cisplatin-induced renal and testis tissue damage and sperm parameters in
rats. Andrologia, 46(10), 1089-1097.

Alderden, R. A. ve Hall, M. D. ve Hambley, T. W. (2006). The discovery and development of
cisplatin. Journal of Chemical Education, 83(5), 728.

113



Amin, A., Abraham, C., Hamza, A. A., Abdalla, Z. A., Al-Shamsi, S. B., Harethi, S. S., &
Daoud, S. (2012). A standardized extract of Ginkgo biloba neutralizes cisplatin-
mediated  reproductive  toxicity in rats. Journal of Biomedicine and
Biotechnology, 2012.

Amin, A. ve Hamza, A. A. (2006). Effects of Roselle and Ginger on cisplatin-induced
reproductive toxicity in rats. Asian journal of Andrology, 8(5), 607-612.

Amin, A. ve Hamza, A. A. ve Kambal, A. ve Daoud, S. J. A. j. 0. a. (2008). Herbal extracts
counteract cisplatin-mediated cell death in rat testis. Asian Journal of Andrology, 10(2),
291-297.

Aminsharifi, A. R., Talaei, T., Kumar, V., Sabayan, B., Samani, S., & Mohamadhoseini, E.
(2007). A postulated role of testosterone for prevention of cisplatin gonadal
toxicity. Medical Hypotheses, 68(3), 525-527.

Appella, E. ve Anderson, C. W. (2001). Post-translational modifications and activation of p53
by genotoxic stresses. European Journal of Biochemistry, 268(10), 2764-2772.

Arifoglu, Y. (2021). Her Yoniiyle Anatomi 3. Baski.

Arinci, K. ve Elhan, A. (2014). Anatomi: kemikler, eklemler, kaslar, i¢ organlar: Gilines Tip
Kitabevleri.

Ashrafi, F., Haghshenas, S., Nematbakhsh, M., Nasri, H., Talebi, A., Eshraghi-Jazi, F., ... &
Safari, T. (2012). The Role of Magnesium Supplementation in Cisplatin-induced
Nephrotoxicity in a Rat Model: No Nephroprotectant Effect. International Journal of
Preventive Medicine, 3(9).

Astolfi, L., Ghiselli, S., Guaran, V., Chicca, M., Simoni, E. D. I., Olivetto, E., ... & Martini, A.
(2013). Correlation of adverse effects of cisplatin administration in patients affected by
solid tumours: A retrospective evaluation. Oncology Reports, 29(4), 1285-1292.

Atessahin, A. ve Yilmaz, S. ve Karahan, I. ve Ceribasi, A. O. ve Karaoglu, A. J. T. (2005).
Effects of lycopene against cisplatin-induced nephrotoxicity and oxidative stress in rats.
Toxicology, 212(2-3), 116-123.

Atessahin, A., Karahan, I., Tiirk, G., Giir, S., Yilmaz, S., & Ceribasi, A. O. (2006a). Protective
role of lycopene on cisplatin-induced changes in sperm characteristics, testicular
damage and oxidative stress in rats. Reproductive Toxicology, 21(1), 42-47.

Atessahin, A., Karahan, 1., Tiirk, G., Giir, S., Yilmaz, S., & Ceribasi, A. O. (2006b). Protective
role of lycopene on cisplatin-induced changes in sperm characteristics, testicular

damage and oxidative stress in rats. Reproductive Toxicology, 21(1), 42-47.

114



Atessahin, A., Sahna, E., Tiirk, G., Ceribasi, A. O., Yilmaz, S., Yiice, A., & Bulmus, O. (2006).
Chemoprotective effect of melatonin against cisplatin-induced testicular toxicity in
rats. Journal of Pineal Research, 41(1), 21-27.

Awadalla, E. A. J. B. ve Nutrition, P. (2012). Ameliorative effect of the crude oil of the Nigella
sativa on oxidative stress induced in rat testes by cisplatin treatment. Biomedicine &
Preventive Nutrition, 2(4), 265-268.

Azarbarz, N. ve Shafiei Seifabadi, Z. ve Moaiedi, M. Z. ve Mansouri, E. (2020). Assessment
of the effect of sodium hydrogen sulfide (hydrogen sulfide donor) on cisplatin-induced
testicular toxicity in rats. Environmental Science and Pollution Research, 27(8), 8119-
8128.

Azu, O. O., Dury, F. I. O., Osinubi, A. A., Oremosu, A. A., Noronha, C. C., Elesha, S. O., &
Okanlawon, A. O. (2010). Histomorphometric effects of Kigelia africana
(Bignoniaceae) fruit extract on the testis following short-term treatment with cisplatin
in male Sprague—Dawley rats. Middle East Fertility Society Journal, 15(3), 200-208.

Baghbahadorani, F. K. ve Miraj, S. (2017). The impact of silymarin on improvement of hepatic
abnormalities in patients with severe preeclampsia: A randomized clinical trial.
Electronic physician, 9(8), 5098.

Barrett, K. E. ve Boitano, S. ve Barman, S. M. ve Brooks, H. L. (2010). Ganong’s review of
medical physiology twenty.

Barry, N. P. ve Sadler, P. J. (2014). 100 years of metal coordination chemistry: from Alfred
Werner to anticancer metallodrugs. Pure and Applied Chemistry, 86(12), 1897-1910.

Basu, A. ve Krishnamurthy, S. (2010). Cellular responses to Cisplatin-induced DNA damage.
Journal of nucleic acids, 2010.

Batra, N. ve Nehru, B. ve Bansal, M. (2001). Influence of lead and zinc on rat male reproduction
at ‘biochemical and histopathological levels’. Journal of Applied Toxicology: An
International Journal, 21(6), 507-512.

Bayram, S., Ersoy, O., Cerkezkayabekir, A., Sapmaz, M., Karaca, T., & Ozfidan, G. K. (2020).
Fukoidanin Diyabetik Sican Testis Dokularindaki PCNA, INSL3, JNK, TGF-B1, IL-1B
ve Akt Ifadelerine Etkisi. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 46(3), 277-284.

Benjamin, D. J. (2014). The efficacy of surgical treatment of cancer—20 years later. Medical
Hypotheses, 82(4), 412-420.

Bijak, M. (2017). Silybin, a major bioactive component of milk thistle (Silybum marianum L.
Gaernt.)—Chemistry, bioavailability, and metabolism. Molecules, 22(11), 1942.

115



Bilgic, Y., Akbulut, S., Aksungur, Z., Erdemli, M. E., Ozhan, O., Parlakpinar, H., ... & Turkoz,
Y. (2018). Protective effect of dexpanthenol against cisplatin-induced
hepatotoxicity. Experimental and Therapeutic Medicine, 16(5), 4049-4057.

Bishop, M. ve Walton, A. (1960). Spermatogenesis and the structure of mammalian
spermatozoa. Marshall's Physiology of Reproduction, 1(Part 2), 1-129.

Blackadar, C. B. (2016). Historical review of the causes of cancer. World Journal of Clinical

Oncology, 7(1), 54.

Boekelheide, K. (2005). Mechanisms of toxic damage to spermatogenesis. JNCI Monographs,
2005(34), 6-8.

Bookstein, F. L. (2017). Atlas of Anatomy, Latin Nomenclature Edited by A. Gilroy and B.
MacPherson. Illustrations by Markus Voll and Karl Wesker. New York, Stuttgart,
Delhi, and Rio de Janeiro: Thieme Medical Publishers 2017. Journal of Anatomy,
231(6), 1019.

Bostancieri, N. ve Taslidere, A. ve Elbe, H. ve Taghidere, E. (2022). Protective effects of
quercetin against testis damage caused by cisplatin. Biotechnic & Histochemistry, 97(3),
180-184.

Brabec, V. ve Kasparkova, J. (2005). Modifications of DNA by platinum complexes: relation
to resistance of tumors to platinum antitumor drugs. Drug Resistance Updates, 8(3),
131-146.

Brown, S. J. ve Kellett, P. J. ve Lippard, S. J. (1993). Ixrl, a yeast protein that binds to platinated
DNA and confers sensitivity to cisplatin. Science, 261(5121), 603-605.

Brozovic, A. ve Ambriovié-Ristov, A. ve Osmak, M. (2010). The relationship between
cisplatin-induced reactive oxygen species, glutathione, and BCL-2 and resistance to
cisplatin. Critical Reviews in Toxicology, 40(4), 347-359.

Calani, L. ve Brighenti, F. ve Bruni, R. ve Del Rio, D. (2012). Absorption and metabolism of
milk thistle flavanolignans in humans. Phytomedicine, 20(1), 40-46.

Carter, S. (1984). Cisplatin—past, present and future Platinum Coordination Complexes in
Cancer Chemotherapy (pp. 359-376): Springer.

Carter, S. ve Goldsmith, M. (1974). The Development and Clinical Testing of New Anticancer
Drugs at the National Cancer Institute—Example cis-Platinum (I11) Diamminedichloride
(NSC 119 875) Platinum Coordination Complexes in Cancer Chemotherapy (pp. 137-
144). Berlin, Heidelberg: Springer.

116



Chambers, C. S., Hole¢kova, V., Petraskova, L., Biedermann, D., Valentova, K., Buchta, M.,
& Kien, V. (2017). The silymarin composition... and why does it matter???. Food
Research International, 100, 339-353.

Cherry, S. M. ve Hunt, P. A. ve Hassold, T. J. (2004). Cisplatin disrupts mammalian
spermatogenesis, but does not affect recombination or chromosome segregation.
Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 564(2), 115-
128.

Chirino, Y. I. ve Hernandez-Pando, R. ve Pedraza-Chaverri, J. J. B. p. (2004). Peroxynitrite
decomposition catalyst ameliorates renal damage and protein nitration in cisplatin-
induced nephrotoxicity in rats. BMC Pharmacol 4(1), 1-9.

Choli, Y. H. ve Chin, Y.-W. ve Kim, Y. G. (2011). Herb-drug interactions: focus on metabolic
enzymes and transporters. Archives of pharmacal research, 34(11), 1843-1863.
Choudhury, R. ve Jagdale, M. J. J. 0. c. (2002). Vitamin E protection from/potentiation of the

cytogenetic toxicity of cisplatin in Swiss mice. J Chemother, 14(4), 397-405.

Christensen, P. ve Stryhn, H. ve Hansen, C. (2005). Discrepancies in the determination of sperm
concentration using Biirker-Tiitk, Thoma and Makler counting chambers.
Theriogenology, 63(4), 992-1003.

Chu, E. ve Sartorelli, A. J. B. ve pharmacology, c. (2004). Cancer chemotherapy (Vol. 9).
Hong-Kong.

Ciccarelli, R. B. ve Solomon, M. J. ve Varshavsky, A. ve Lippard, S. J. (1985). In vivo effects
of cis-and trans-diamminedichloroplatinum (1) on SV40 chromosomes: differential
repair, DNA-protein crosslinking, and inhibition of replication. Biochemistry, 24(26),
7533-7540.

Coskun, N., Hatipoglu, M. T., Ozogul, C., Korkmaz, C., Akyol, S. N., Micils, S. C., ... &
Erdogan, D. (2013). The protective effects of acetyl L-carnitine on testis gonadotoxicity
induced by cisplatin in rats. Balkan Medical Journal, 30(2), 235.

Creasy, D. M. (1997). Evaluation of testicular toxicity in safety evaluation studies: the
appropriate use of spermatogenic staging. Toxicologic pathology, 25(2), 119-131.

Culpeper, N. ve Siderits, R. (1952). The English Physitian: Or an Astrologo-Physical Discourse
of the Vulgar Herbs of This Nation: benefit of the Commonwealth of England.

Cvitkovic, E. (1998). Cumulative toxicities from cisplatin therapy and current cytoprotective

measures. Cancer Treatment Reviews, 24(4), 265-281.

117



Cvitkovic, E. ve Spaulding, J. ve Bethune, V. ve Martin, J. ve Whitmore, W. F. (1977).
Improvement of Cis-dichlorodiammineplatinum (NSC 119875): Therapeutic index in
an animal model. Cancer, 39(4), 1357-1361.

Cakir, A. (2001). Tavsan, kobay ve si¢anda testisin sekli, konumu ve testis epididymis iliskisi.
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 48(02), 129-132.

Damia, G., Filiberti, L., Vikhanskaya, F., Carrassa, L., Taya, Y., Dincalci, M., & Broggini, M.
(2001). Cisplatinum and taxol induce different patterns of p53
phosphorylation. Neoplasia, 3(1), 10-16.

Dasari, S. ve Tchounwou, P. B. (2014). Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanisms of
action. European journal of pharmacology, 740, 364-378.

Davies, M. S. ve Berners-Price, S. J. ve Hambley, T. W. (2000). Slowing of cisplatin aquation
in the presence of DNA but not in the presence of phosphate: improved understanding
of sequence selectivity and the roles of monoaquated and diaquated species in the
binding of cisplatin to DNA. Inorganic chemistry, 39(25), 5603-5613.

Davies, M. S. ve Hall, M. D. ve Berners-Price, S. J. ve Hambley, T. W. (2008). [1H, 15N]
Heteronuclear single quantum coherence NMR study of the mechanism of aquation of
platinum (I\VV) ammine complexes. Inorganic chemistry, 47(17), 7673-7680.

de Kretser, D. M., Buzzard, J. J., Okuma, Y., O’Connor, A. E., Hayashi, T., Lin, S. Y., ... &
Hedger, M. P. (2004). The role of activin, follistatin and inhibin in testicular
physiology. Molecular and Cellular Endocrinology, 225(1-2), 57-64.

Dearnaley, D. P. ve digerleri, . (1991). Combination chemotherapy with bleomycin, etoposide
and cisplatin (BEP) for metastatic testicular teratoma: long-term follow-up. European
Journal of Cancer and Clinical Oncology, 27(6), 684-691.

Decatris, M. ve Sundar, S. ve O’byrne, K. (2004). Platinum-based chemotherapy in metastatic
breast cancer: current status. Cancer Treatment Reviews, 30(1), 53-81.

Deep, G. ve Agarwal, R. (2007). Chemopreventive efficacy of silymarin in skin and prostate
cancer. Integrative cancer therapies, 6(2), 130-145.

Dey, P. (2018). Basic and advanced laboratory techniques in histopathology and cytology:
Springer.

Dhar, S. ve Kolishetti, N. ve Lippard, S. J. ve Farokhzad, O. C. (2011). Targeted delivery of a
cisplatin prodrug for safer and more effective prostate cancer therapy in vivo.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(5), 1850-1855.

Dhara, S. (1970). A rapid method for the synthesis of cis-[Pt (NH3) 2CI2]. Indian J Chem, 8(1),
193-194.

118



Diez-Caballero, F., Castilla-Cortazar, 1., Garcia-Fernandez, M., Puche, J. E., Diaz-Sanchez, M.,
Casares, A. D., & Gonzalez-Bar6n, S. (2006). Little effects of insulin-like growth
factor-1 on testicular atrophy induced by hypoxia. BMC Urology, 6, 1-10.

Dogantekin, E. ve Ozcan, S. (2016). Cevresel etkenler ve spermatogenez. Androloji Biilteni,
18(66), 183-187.

Eastman, A. (2017). Improving anticancer drug development begins with cell culture:
misinformation perpetrated by the misuse of cytotoxicity assays. Oncotarget, 8(5),
8854.

El-Diasty, H. H. ve El-Sayyad, H. ve Refat, S. ve EI-Ghaweet, H. A. (2021). Efficacy of
Quercetin-Sensitized Cisplatin against N-Nitroso-N-Methylurea Induced Testicular
Carcinogenesis in Wistar Rats. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention: APJCP,
22(1), 75.

El-Hameed, A. ve Mahgoub, H. A. ve Awadin, W. ve Elshaieb, A. (2021). The in vivo
ameliorative effect of silymarin on cisplatin-associated ovarian and testicular
histopathological and biochemical alterations. Mansoura Veterinary Medical Journal,
22(2), 65-71.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic pathology,
35(4), 495-516.

Enebeli, B., Nwangwa, E. K., Nwogueze, B. C., Nzenegu, A., Agbonifo-Chijiokwu, E., Omeru,
0., & Ebuwa, E. I. (2022). In Vivo Attenuation of Alcohol-and Cadmium Chloride—
Induced Testicular Toxicity Modulated by Silymarin in Male Wistar Rat. Biological
Trace Element Research, 1-11.

Farnworth, P. G., Wang, Y., Leembruggen, P., Ooi, G. T., Harrison, C., Robertson, D. M., &
Findlay, J. K. (2006). Rodent adrenocortical cells display high affinity binding sites and
proteins for inhibin A, and express components required for autocrine signalling by
activins and bone morphogenetic proteins. Journal of Endocrinology, 188(3), 451-465.

Fatehi, D., Mohammadi, M., Shekarchi, B., Shabani, A., Seify, M., & Rostamzadeh, A. (2018).
Radioprotective effects of Silymarin on the sperm parameters of NMRI mice irradiated
with y-rays. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 178, 489-495.

Favareto, A. P. A. ve Fernandez, C. D. B. ve da Silva, D. A. F. ve Anselmo-Franci, J. A. ve
Kempinas, W. D. G. (2011). Persistent impairment of testicular histology and sperm
motility in adult rats treated with cisplatin at peri-puberty. Basic & clinical

pharmacology & toxicology, 109(2), 85-96.

119



Federico, A. ve Dallio, M. ve Loguercio, C. (2017). Silymarin/silybin and chronic liver disease:
a marriage of many years. Molecules, 22(2), 191.

Fehér, J. ve Lengyel, G. (2012). Silymarin in the prevention and treatment of liver diseases and
primary liver cancer. Current pharmaceutical biotechnology, 13(1), 210-217.

Ferlay, J., Colombet, M., Soerjomataram, I., Parkin, D. M., Pifieros, M., Znaor, A., & Bray, F.
(2021). Cancer statistics for the year 2020: An overview. International journal of
Cancer, 149(4), 778-789.

Florea, A.-M. ve Biisselberg, D. (2011). Cisplatin as an anti-tumor drug: cellular mechanisms
of activity, drug resistance and induced side effects. Cancers, 3(1), 1351-1371.

Foley, G. L. (2001). Overview of male reproductive pathology. Toxicologic pathology, 29(1),
49-63.

Fouad, A. A. ve Refaie, M. M. ve Abdelghany, M. 1. (2019). Naringenin palliates cisplatin and
doxorubicin gonadal toxicity in male rats. Toxicology mechanisms and methods, 29(1),
67-73.

Fraschini, F. ve Demartini, G. ve Esposti, D. J. C. d. i. (2002). Pharmacology of silymarin.
Clinical Drug Investigation, 22(1), 51-65.

Fuertes, M. ve Alonso, C. ve Pérez, J. (2003). Biochemical modulation of cisplatin mechanisms
of action: enhancement of antitumor activity and circumvention of drug resistance.
Chemical Reviews, 103(3), 645-662.

Fuertes, M. ve Castilla, J. ve Alonso, C. ve Perez, J. (2002). Novel concepts in the development
of platinum antitumor drugs. Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents, 2(4),
539-551.

Gately, D. ve Howell, S. (1993). Cellular accumulation of the anticancer agent cisplatin: a
review. British Journal of Cancer, 67(6), 1171-1176.

Gazak, R. ve Walterova, D. ve Kren, V. (2007). Silybin and silymarin-new and emerging
applications in medicine. Current Medicinal Chemistry, 14(3), 315-338.

Gharagozloo, M., Jafari, S., Esmaeil, N., Javid, E. N., Bagherpour, B., & Rezaei, A. (2013).
Immunosuppressive effect of silymarin on mitogen-activated protein kinase signalling
pathway: The impact on T cell proliferation and cytokine production. Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology, 113(3), 209-214.

Gholami Jourabi, F. ve Yari, S. ve Amiri, P. ve Heidarianpour, A. ve Hashemi, H. (2021). The
ameliorative effects of methylene blue on testicular damage induced by cisplatin in rats.
Andrologia, 53(1), €13850.

120



Ghosh, S. (2019). Cisplatin: The first metal based anticancer drug. Bioorganic Chemistry, 88,
102925.

Giaccone, G. (2000). Clinical perspectives on platinum resistance. Drugs, 59(4), 9-17.

Giese, L. A. (2001). Complementary healthcare practices. Gastroenterology Nursing: The
Official Journal Of The Society Of Gastroenterology Nurses And Associates, 24(1), 38-
40.

Goli, S. ve Kadivar, M. ve Bahrami, B. ve Sabzalian, M. (2008). Physical and chemical
characteristics of Silybum marianum seed oil.

Gong, X., An, Z., Wang, Y., Guan, L., Fang, W., Strémblad, S., ... & Zhang, H. (2010). Kindlin-
2 controls sensitivity of prostate cancer cells to cisplatin-induced cell death. Cancer
letters, 299(1), 54-62.

Govsa, F. (2003). Sistematik Anatomi. Gzmir: Giiven Kitapevi, 565-587.

Green, D. R. (1998). Apoptotic pathways: the roads to ruin. Cell, 94(6), 695-698.

Groome, N. ve Tsigou, A. ve Cranfield, M. ve Knight, P. ve Robertson, D. (2001). Enzyme
immunoassays for inhibins, activins and follistatins. Molecular and cellular
endocrinology, 180(1-2), 73-77.

Hadolin, M. ve Skerget, M. ve Knez, Z. e. ve Bauman, D. (2001). High pressure extraction of
vitamin E-rich oil from Silybum marianum. Food chemistry, 74(3), 355-364.

Hall, J. E. ve Hall, M. E. (2020). Guyton and Hall textbook of medical physiology e-Book:
Elsevier Health Sciences.

Higby, D. J. ve Higby, D. J. ve Wallace Jr, H. J. ve Albert, D. ve Holland, J. (1974).
Diaminodichloroplatinum: a phase | study showing responses in testicular and other
tumors. Cancer, 33(5), 1219-1225.

Hill, R. B. (1986). Bloom and fawcett: A textbook of histology. JAMA, 256(10), 1366-1367.

Hoeschele, J. D. ve Butler, T. A. ve Roberts, J. A. ve Guyer, C. E. (1982). Analysis and
Refinement of the Microscale Synthesis of the 195mPt-labeied Antitumor Drug, cis-
Dichlorodiammineplatinum (ll), cis-DDP. Radiochimica Acta, 31(1-2), 27-36.

ljaz, M. U., Khan, M. A., Yousaf, S., Nasir, S., Naz, H., Anwar, H., ... & Samad, A. (2020).
Methanolic extract of Fraxinus xanthoxyloides attenuates cisplatin-induced
reproductive toxicity in male albino rats. Pak Vet J, 40(4), 489-493.

ljaz, M. U., Tahir, A., Samad, A., Ashraf, A., Ameen, M., Imran, M., ... & Sarwar, N. (2020).
Casticin Alleviates Testicular and Spermatological Damage Induced by Cisplatin in

Rats. Pakistan Veterinary Journal, 40(2).

121



llbey, Y. O., Ozbek, E., Cekmen, M., Simsek, A., Otunctemur, A., & Somay, A. (2009).
Protective effect of curcumin in cisplatin-induced oxidative injury in rat testis: mitogen-
activated protein kinase and nuclear factor-kappa B signaling pathways. Human
Reproduction, 24(7), 1717-1725.

llbey, Y. O., Ozbek, E., Simsek, A., Otunctemur, A., Cekmen, M., & Somay, A. (2009).
Potential chemoprotective effect of melatonin in cyclophosphamide-and cisplatin-
induced testicular damage in rats. Fertility and Sterility, 92(3), 1124-1132.

Imamura, T., Izumi, H., Nagatani, G., Ise, T., Nomoto, M., lwamoto, Y., & Kohno, K. (2001).
Interaction with p53 enhances binding of cisplatin-modified DNA by high mobility
group 1 protein. Journal of Biological Chemistry, 276(10), 7534-7540.

Ishida, S. ve Lee, J. ve Thiele, D. J. ve Herskowitz, 1. (2002). Uptake of the anticancer drug
cisplatin mediated by the copper transporter Ctrl in yeast and mammals. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 99(22), 14298-14302.

Ishikawa, T. ve Wright, C. D. ve Ishizuka, H. (1994). GS-X pump is functionally overexpressed
in cis-diamminedichloroplatinum (I1)-resistant human leukemia HL-60 cells and down-
regulated by cell differentiation. Journal of Biological Chemistry, 269(46), 29085-
29093.

Ivanov, A. I, Christodoulou, J., Parkinson, J. A., Barnham, K. J., Tucker, A., Woodrow, J., &
Sadler, P. J. (1998). Cisplatin binding sites on human albumin. Journal of Biological
Chemistry, 273(24), 14721-14730.

Jaggi, A. S. ve Singh, N. (2016). Silymarin and its role in chronic diseases. Drug discovery
from mother nature, 25-44.

Jahan, S., Munawar, A., Razak, S., Anam, S., Ain, Q. U., Ullah, H., ... & Almajwal, A. (2018).
Ameliorative effects of rutin against cisplatin-induced reproductive toxicity in male
rats. BMC Urology, 18, 1-11.

Jahnukainen, K. ve Ehmcke, J. ve Hou, M. ve Schlatt, S. (2011). Testicular function and fertility
preservation in male cancer patients. Best practice & research Clinical endocrinology
& metabolism, 25(2), 287-302.

Jeffers, J. R., Parganas, E., Lee, Y., Yang, C., Wang, J., Brennan, J., ... & Zambetti, G. P. (2003).
Puma is an essential mediator of p53-dependent and-independent apoptotic
pathways. Cancer cell, 4(4), 321-328.

Johnstone, T. C. ve Suntharalingam, K. ve Lippard, S. J. (2016). The next generation of
platinum drugs: targeted Pt (Il) agents, nanoparticle delivery, and Pt (IV) prodrugs.
Chemical reviews, 116(5), 3436-3486.

122



Jordan, P. ve Carmo-Fonseca, M. (2000). Molecular mechanisms involved in cisplatin
cytotoxicity. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 57(8), 1229-1235.

Junqueira ve Carneiro, J. ve Aytekin, Y. ve Solakoglu, S. (2009). Temel histoloji: text & atlas:
Nobel Tip Kitabevleri.

Junqueira ve Carneiro, J. ve Kelley, R. O. ve Aytekin, Y. ve Solakoglu, S. (1993). Temel
histoloji: Baris Kitabevi.

Kandemir, F. M., Kucukler, S., Caglayan, C., Gur, C., Batil, A. A., & Giilgin, 1. (2017).
Therapeutic effects of silymarin and naringin on methotrexate-induced nephrotoxicity
in rats: Biochemical evaluation of anti-inflammatory, antiapoptotic, and antiautophagic
properties. Journal of Food Biochemistry, 41(5), e12398.

Karimi, G. ve Vahabzadeh, M. ve Lari, P. ve Rashedinia, M. ve Moshiri, M. (2011).
“Silymarin”, a promising pharmacological agent for treatment of diseases. Iranian
Journal of Basic Medical Sciences, 14(4), 308.

Kartalou, M. ve Essigmann, J. M. (2001). Mechanisms of resistance to cisplatin. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 478(1-2), 23-43.

Kass, E. J. ve Freitas, J. E. ve Salisz, J. A. ve Steinert, B. W. (1993). Pituitary gonadal
dysfunction in adolescents with varicocele. Urology, 42(2), 179-181.

Katiyar, S. K. ve Roy, A. M. ve Baliga, M. S. (2005). Silymarin induces apoptosis primarily
through a p53-dependent pathway involving Bcl-2/Bax, cytochrome c release, and
caspase activation. Molecular cancer therapeutics, 4(2), 207-216.

Katzung, B. G. ve Masters, S. B. ve Trevor, A. J. (2004). Basic & Clinical Pharmacology.

Kauffman, G. B. ve Cowan, D. O. ve Slusarczuk, G. ve Kirschner, S. (1963). cis-and trans-
Dichlorodiammineplatinum (I1). Inorganic Syntheses, 7, 239-245.

Kelland, L. R. (2000). Preclinical perspectives on platinum resistance. Drugs, 59(4), 1-8.

Khan, A. B., D'souza, B. J., Wharam, M. D., Champion, L. A,, Sinks, L. F.,, Woo, S. Y., ... &
Leventhal, B. G. (1982). Cisplatin therapy in recurrent childhood brain tumors. Cancer
treatment reports, 66(12), 2013-2020.

Khan, I. ve Khattak, H. U. ve Ullah, I. ve Bangash, F. K. (2007). Study of the Physicochemical
Properties of Silybum marianum Saeed Oil. JOURNAL-CHEMICAL SOCIETY OF
PAKISTAN, 29(6), 545.

Khorsandi, L. ve Saki, G. ve Bavarsad, N. ve Mombeini, M. (2017). Silymarin induces a multi-
targeted cell death process in the human colon cancer cell line HT-29. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 94, 890-897.

123



Kim, N.-C. ve Graf, T. N. ve Sparacino, C. M. ve Wani, M. C. ve Wall, M. E. (2003). Complete
isolation and characterization of silybins and isosilybins from milk thistle (Silybum
marianum). Organic & biomolecular chemistry, 1(10), 1684-1689.

Kizilay, F. ve Altay, B. (2019). Spermatogenez, spermiyogenezis ve klinik yansimalari.

Knight, K. R. G. ve Kraemer, D. F. ve Neuwelt, E. A. (2005). Ototoxicity in children receiving
platinum chemotherapy: underestimating a commonly occurring toxicity that may
influence academic and social development. Journal of Clinical Oncology, 23(34),
8588-8596.

Kohsaka, T., Minagawa, I., Morimoto, M., Yoshida, T., Sasanami, T., Yoneda, Y., ... & Sasada,
H. (2020). Efficacy of relaxin for cisplatin-induced testicular dysfunction and
epididymal spermatotoxicity. Basic and Clinical Andrology, 30(1), 1-13.

Koizumi, W., Narahara, H., Hara, T., Takagane, A., Akiya, T., Takagi, M., ... & Takeuchi, M.
(2008). S-1 plus cisplatin versus S-1 alone for first-line treatment of advanced gastric
cancer (SPIRITS trial): a phase Il trial. The Lancet Oncology, 9(3), 215-221.

Koster, R. ve Van Vugt, M. ve Timmer-Bosscha, H. ve Gietema, J. ve De Jong, S. (2013).
Unravelling mechanisms of cisplatin sensitivity and resistance in testicular cancer.
Expert Reviews In Molecular Medicine, 15.

Kien, V. ve Walterova, D. J. B. p. (2005). Silybin and silymarin-new effects and applications.
Biomed Paper, 149(1), 29-41.

Kroemer, G. ve Zamzami, N. ve Susin, S. A. (1997). Mitochondrial control of apoptosis.
Immunology Today, 18(1), 44-51.

Kurt, N. ve Tiirkeri, O. N. ve Suleyman, B. ve Bakan, N. (2021). The effect of taxifolin on high-
dose-cisplatin-induced oxidative liver injury in rats. Advances in Clinical and
Experimental Medicine, 30(10), 1025-1030.

Lane, D. P. (1992). p53, guardian of the genome. Nature, 358(6381), 15-16.

Lebwohl, D. ve Canetta, R. (1998). Clinical development of platinum complexes in cancer
therapy: an historical perspective and an update. European journal of cancer, 34(10),
1522-1534.

Lempers, E. L. ve Reedijk, J. (1991). Interactions of platinum amine compounds with sulfur-
containing biomolecules and DNA fragments. Advances in inorganic chemistry, 37,
175-217.

Levin, H. S. (1979). Testicular biopsy in the study of male infertility: its current usefulness,

histologic techniques, and prospects for the future. Human Pathology, 10(5), 569-584.

124



Lin, X. ve Okuda, T. ve Holzer, A. ve Howell, S. B. (2002). The copper transporter CTR1
regulates cisplatin uptake in Saccharomyces cerevisiae. Molecular pharmacology,
62(5), 1154-1159.

Lin, Y. ve Ma, W. ve Benchimol, S. (2000). Pidd, a new death-domain—containing protein, is
induced by p53 and promotes apoptosis. Nature genetics, 26(1), 122-127.

Lind, M. (2008). Principles of cytotoxic chemotherapy. Medicine, 36(1), 19-23.

Links, M. ve Lewis, C. (1999). Chemoprotectants. Drugs, 57(3), 293-308.

Lirdi, L. C. ve Stumpp, T. ve Sasso-Cerri, E. ve Miraglia, S. M. (2008). Amifostine protective
effect on cisplatin-treated rat testis. The Anatomical Record: Advances in Integrative
Anatomy and Evolutionary Biology: Advances in Integrative Anatomy and Evolutionary
Biology, 291(7), 797-808.

Ludewig, T. ve Gutte, G. ve Zimmermann, H. J. A., histologia, embryologia. (1995).
Histomorphometric and histological investigations of the morphometric effects of
furazolidone on spermatogenesis in mature rats. Anatomia, histologia, embryologia,
24(1), 7-12.

Makin, G. W., Corfe, B. M., Griffiths, G. J., Thistlethwaite, A., Hickman, J. A., & Dive, C.
(2001). Damage-induced Bax N-terminal change, translocation to mitochondria and
formation of Bax dimers/complexes occur regardless of cell fate. The EMBO
journal, 20(22), 6306-6315.

Malekinejad, H. ve Janbaz-Acyabar, H. ve Razi, M. ve Varasteh, S. (2012). Preventive and
protective effects of silymarin on doxorubicin-induced testicular damages correlate with
changes in c-myc gene expression. Phytomedicine, 19(12), 1077-1084.

Manohar, S. ve Leung, N. (2018). Cisplatin nephrotoxicity: a review of the literature. Journal
of nephrology, 31(1), 15-25.

Mansour, H. H. ve Hafez, H. F. ve Fahmy, N. M. (2006). Silymarin modulates cisplatin-induced
oxidative stress and hepatotoxicity in rats. BMB Reports, 39(6), 656-661.

Marzban, M., Anjamshoa, M., Jafari, P., Masoumi, H., Ahadi, R., & Fatehi, D. (2017). Effects
of gamma rays on rat testis tissue according to the morphological parameters and
immunohistochemistry: radioprotective role of silymarin. Electronic physician, 9(6),
4524,

Mastron, J. K. ve Siveen, K. S. ve Sethi, G. ve Bishayee, A. (2015). Silymarin and
hepatocellular carcinoma: a systematic, comprehensive, and critical review. Anti-
Cancer Drugs, 26(5), 475-486.

125



Maximow, A. A. ve Bloom, W. (1952). A textbook of histology. A textbook of histology.(6th
Edit).

Maynard, R. L. ve Downes, N. (2019). Anatomy and Histology of the Laboratory rat in
Toxicology and Biomedical Research: Academic Press.

McKeage, M. J. (1995). Comparative adverse effect profiles of platinum drugs. Drug safety,
13(4), 228-244.

Mesbahzadeh, B. ve Hassanzadeh-Taheri, M. ve Aliparast, M.-s. ve Baniasadi, P. ve Hosseini,
M. (2021). The protective effect of crocin on cisplatin-induced testicular impairment in
rats. BMC Urology, 21(1), 1-9.

Mescher, A. L. (2013). Junqueira's basic histology: text and atlas (Vol. 12): McGraw-Hill
Medical 13th ed. New York.

Miguel A. Fuertes, C. A., José. M. Pérez. (2003). Biochemical modulation of cisplatin
mechanisms of action: enhancement of antitumor activity and circumvention of drug
resistance. Chemical reviews, 103(3), 645-662.

Mili¢, N. ve MiloSevi¢, N. ve Suvajdzi¢, L. ve Zarkov, M. ve Abenavoli, L. (2013). New
therapeutic potentials of milk thistle (Silybum marianum). Natural product
communications, 8(12), 1934578X1300801236.

Moggs, J. G. ve Szymkowski, D. E. ve Yamada, M. ve Karran, P. ve Wood, R. D. (1997).
Differential human nucleotide excision repair of paired and mispaired cisplatin-DNA
adducts. Nucleic acids research, 25(3), 480-490.

Morazzoni, P. ve Bombardelli, E. (1995). Silybum marianum (Carduus marianus). Fitoterapia
(Milano), 66(1), 3-42.

Moshtaghion, S.-M. ve Malekinejad, H. ve Razi, M. ve Shafie-Irannejad, V. (2013). Silymarin
protects from varicocele-induced damages in testis and improves sperm quality:
evidence for E2f1 involvement. Systems Biology in Reproductive Medicine, 59(5), 270-
280.

Motzer, R. J. (1993). Optimal treatment for advanced seminoma? : Wiley Online Library.

Muggia, F. M. ve Los, G. (1993). Platinum resistance: laboratory findings and clinical
implications. Stem Cells, 11(3), 182-193.

Mutlu, E. (2013). Eriskin erkek sicanlarda doksorubisin ile olusturulan testis hasart tizerine L-
karnitinin etkisi. ESOGU, Saglik Bilimleri Enstitiisii.

Nagai, N. ve Okuda, R. ve Kinoshita, M. ve Ogata, H. (1996). Decomposition Kkinetics of
cisplatin in human biological fluids. Journal of pharmacy and pharmacology, 48(9),
918-924.

126



Nakayama, K. ve Miyazaki, K. ve Kanzaki, A. ve Fukumoto, M. ve Takebayashi, Y. (2001).
Expression and cisplatin sensitivity of copper-transporting P-type adenosine
triphosphatase (ATP7B) in human solid carcinoma cell lines. Oncology reports, 8(6),
1285-1287.

Nosseir, N. S. ve Ali, M. H. M. ve Ebaid, H. M. (2012). A histological and morphometric study
of monosodium glutamate toxic effect on testicular structure and potentiality of
recovery in adult albino rats. Res j biol, 2(2), 66-78.

Ok, E. ve Ozyurt, D. ve Giilekli, B. (2008). Asthenozoospermia olgularinda sperm morfolojisi
degerlendirmede Spermac ve Diff-quik boya yontemlerinin karsilagtirilmasi. Giilhane
Tip Dergisi, 50(1), 23-26.

Oufi, H. G. ve Al-Shawi, N. N. (2014). The effects of different doses of silibinin in combination
with methotrexate on testicular tissue of mice. European journal of pharmacology, 730,
36-40.

Oun, R. ve Moussa, Y. E. ve Wheate, N. J. (2018). The side effects of platinum-based
chemotherapy drugs: a review for chemists. Dalton transactions, 47(19), 6645-6653.

Ozden, C. ve digerlert, . (2008). Effect of varicocelectomy on serum inhibin B levels in infertile
patients with varicocele. Scandinavian journal of urology and nephrology, 42(5), 441-
443.

Ober, A. ve Izzetoglu, G. T. (2006). Histoloji: Nobel Yaymn Dagitim.

Pabla, N. ve Huang, S. ve Mi, Q.-S. ve Daniel, R. ve Dong, Z. (2008). ATR-Chk2 signaling in
p53 activation and DNA damage response during cisplatin-induced apoptosis. Journal
of Biological Chemistry, 283(10), 6572-6583.

Pearson, R. G. (1963). Hard and soft acids and bases. Journal of the American Chemical society,
85(22), 3533-3539.

Petrovi¢, M. ve Todorovi¢, D. (2016a). Biochemical And Molecular Mechanisms of Action of
Ciisplatin in Cancer Cells. Facta Universitatis, Series: Medicine & Biology, 18(1).

Petrovi¢, M. ve Todorovi¢, D. (2016b). Biochemical And Molecular Mechanisms Of Action Of
Cisplatin in Cancer Cells. Facta Universitatis, Series: Medicine & Biology, 18(1).

Peyrone, M. (1844). Ueber die einwirkung des ammoniaks auf platinchloriir. Justus Liebigs
Annalen der Chemie, 51(1), 1-29.

Platt, D. ve Schnorr, B. J. A. (1971). Biochemische und elektronenoptische untersuchungen zur
frage der beeinflussbarkeit der aethanolschadigung der rattenleber durch silymarin.
Arzneimittelforschung, 21, 1206-1208.

127



Polyak, S. J., Oberlies, N. H., Pécheur, E. 1., Dahari, H., Ferenci, P., & Pawlotsky, J. M. (2013).
Silymarin for HCV infection. Antiviral Therapy, 18(2), 141-147.

Porwal, O., Ameen, M. S. M., Anwer, E. T., Uthirapathy, S., Ahamad, J., & Tahsin, A. (2019).
Silybum marianum (Milk Thistle): Review on Its chemistry, morphology, ethno medical
uses, phytochemistry and pharmacological activities. Journal of Drug Delivery and
Therapeutics, 9(5), 199-206.

Pourheydar, B. ve Azarm, F. ve Farjah, G. ve Karimipour, M. ve Pourheydar, M. (2021). Effect
of silymarin and metformin on the sperm parameters and histopathological changes of
testes in diabetic rats: An experimental study. International Journal of Reproductive
BioMedicine, 19(12), 1091.

Previati, M., Lanzoni, |., Corbacella, E., Magosso, S., Guaran, V., Martini, A., & Capitani, S.
(2006).  Cisplatin-induced apoptosis in human promyelocytic leukemia
cells. International Journal of Molecular Medicine, 18(3), 511-516.

Qin, N., Hu, X., Li, S., Wang, J., Li, Z., Li, D., ... & Hua, H. (2017). Hypoglycemic effect of
silychristin A from Silybum marianum fruit via protecting pancreatic islet B cells from
oxidative damage and inhibiting a-glucosidase activity in vitro and in rats with type 1
diabetes. Journal of Functional Foods, 38, 168-179.

Rafiee, F. ve Nejati, V. ve Heidari, R. ve Ashraf, H. (2016). Protective effect of methanolic
extract of Berberis integerrima Bunge. root on carbon tetrachloride-induced testicular
injury in Wistar rats. International Journal of Reproductive BioMedicine, 14(2), 133.

Rainone, F. (2005). Milk thistle. American family physician, 72(7), 1285-1288.

Ramasamy, K. ve Agarwal, R. (2008). Multitargeted therapy of cancer by silymarin. Cancer
letters, 269(2), 352-362.

Rastegarpanah, M., Malekzadeh, R., Vahedi, H., Mohammadi, M., Elahi, E., Chaharmahali,
M., & Abdollahi, M. (2015). A randomized, double blinded, placebo-controlled clinical
trial of silymarin in ulcerative colitis. Chinese Journal of Integrative Medicine, 21, 902-
906.

Reardon, J. T. ve Vaisman, A. ve Chaney, S. G. ve Sancar, A. (1999). Efficient nucleotide
excision repair of cisplatin, oxaliplatin, and bis-aceto-ammine-dichloro-
cyclohexylamine-platinum (1V)(IJM216) platinumlintrastrand DNA diadducts. Cancer
research, 59(16), 3968-3971.

Rebillard, A. ve Lagadic-Gossmann, D. ve Dimanche-Boitrel, M.-T. (2008). Cisplatin
cytotoxicity: DNA and plasma membrane targets. Current medicinal chemistry, 15(26),
2656-2663.

128



Reddy, K. P. ve Madhu, P. ve Reddy, P. S. (2016). Protective effects of resveratrol against
cisplatin-induced testicular and epididymal toxicity in rats. Food and Chemical
Toxicology, 91, 65-72.

Reed, J. C. (2002). Apoptosis-based therapies. Nature reviews Drug discovery, 1(2), 111-121.

Retana-Marquez, S., Judrez-Rojas, L., Hernandez, A., Romero, C., Lopez, G., Miranda, L., ...
& Delgadillo, J. A. (2016). Comparison of the effects of mesquite pod and Leucaena
extracts with phytoestrogens on the reproductive physiology and sexual behavior in the
male rat. Physiology & behavior, 164, 1-10.

Riddell, I. A. ve Lippard, S. J. (2018). 1. Cisplatin and oxaliplatin: our current understanding
of their actions. Metallo-Drugs: Development and Action of Anticancer Agents, 1-42,

Rigi Manesh, M., Arab, M. R., Sargolzaei Aval, F., Mashhadi, M. A., Sargolzaei, N., Mir, M.,
& Shahraki Salar, M. (2018). Cisplatin induce changes of cell surface glycoconjugates
in germinal epithelium of seminiferous tubules. Anatomical Sciences Journal, 15(1),
31-36.

Rocha, C. R. R. ve Silva, M. M. ve Quinet, A. ve Cabral-Neto, J. B. ve Menck, C. F. M. (2018).
DNA repair pathways and cisplatin resistance: an intimate relationship. Clinics, 73.

Rosenberg, B. (1980). Cisplatin: Its history and possible mechanisms of action Cisplatin (pp.
9-20): Elsevier.

Ross, M. H. ve Pawlina, W. (2006). Histology: Lippincott Williams & Wilkins.

Rossi, A. (2016). Relapsed small-cell lung cancer: platinum re-challenge or not. Journal of
thoracic disease, 8(9), 2360.

Rozencweig, M. ve VON HOFF, D. D. ve SLAVIK, M. ve MUGGIA, F. M. (1977). Cis-
diamminedichloroplatinum (11) a new anticancer drug. Annals of Internal Medicine,
86(6), 803-812.

Rizickova, G. ve Fojtova, J. ve Souckova, M. (2011). The yield and quality of milk thistle
[Silybum marianum (L). Gaertn.] seed oil from the perspective of environment and
genotype-a pilot study. Acta fytotechnica et zootechnica, 14(1), 9-12.

Rybak, L. P. ve Mukherjea, D. ve Ramkumar, V. (2019). Mechanisms of cisplatin-induced
ototoxicity and prevention. Paper presented at the Seminars in hearing.

Saad, S. Y. ve Najjar, T. A. ve Alashari, M. (2004). Role of non-selective adenosine receptor
blockade and phosphodiesterase inhibition in cisplatin-induced nephrogonadal toxicity
in rats. Clinical and experimental pharmacology and physiology, 31(12), 862-867.

Sadler, T. W. (2014). Langman's Medical Embryology Thomas W. Sadler: USA: Lippincott
Williams & Wilkins.

129



Saller, R. ve Brignoli, R. ve Melzer, J. ve Meier, R. (2008). An updated systematic review with
meta-analysis for the clinical evidence of silymarin. Complementary Medicine
Research, 15(1), 9-20.

Saller, R. ve Meier, R. ve Brignoli, R. (2001). The use of silymarin in the treatment of liver
diseases. Drugs, 61(14), 2035-2063.

Sanchez-Sampedro, M. A. ve Fernandez-Tarrago, J. ve Corchete, P. (2005). Yeast extract and
methyl jasmonate-induced silymarin production in cell cultures of Silybum marianum
(L.) Gaertn. Journal of biotechnology, 119(1), 60-69.

Scambia, G., De Vincenzo, R., Ranelletti, P. O., Panici, P. B., Ferrandina, G., D'Agostino, G.,

. & Mancuso, S. (1996). Antiproliferative effect of silybin on gynaecological
malignancies: synergism with cisplatin and doxorubicin. European Journal of
Cancer, 32(5), 877-882.

Schandalik, R. ve Gatti, G. ve Perucca, E. (1992). Pharmacokinetics of silybin in bile following
administration of silipide and silymarin in cholecystectomy patients. Arzneimittel-
forschung, 42(7), 964-968.

Schmoll, H. J., Harstrick, A., Bokemeyer, C., Dieckmann, K. P., Clemm, C., Berdel, W. E., ...
& Poliwoda, H. (1993). Single-agent carboplatinum for advanced seminoma a phase |1
study. Cancer, 72(1), 237-243.

Schuppan, D. ve Jia, J. D. ve Brinkhaus, B. ve Hahn, E. G. (1999). Herbal products for liver
diseases: a therapeutic challenge for the new millennium. Hepatology, 30(4), 1099-
1104.

Schiinke, M. ve Schulte, E. ve Schumacher, U. ve Voll, M. ve Wesker, K. (2007). Prometheus
Anatomi Atlasi, Cilt 2 (Yildirim, M., Marur, T., Cev.). Istanbul: Nobel T 1ip Kitabevleri.

Scott Luper, N. (1998). A review of plants used in the treatment of liver disease: part 1.
Alternative medicine review, 3(6), 410-421.

Sedletska, Y. ve Giraud-Panis, M.-J. ve Malinge, J.-M. (2005). Cisplatin is a DNA-damaging
antitumour compound triggering multifactorial biochemical responses in cancer cells:
importance of apoptotic pathways. Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents,
5(3), 251-265.

Shah, N. ve Dizon, D. S. (2009). New-generation platinum agents for solid tumors.

Shati, A. A. (2019). Resveratrol improves sperm parameter and testicular apoptosis in cisplatin-
treated rats: Effects on ERK1/2, JNK, and Akt pathways. Systems Biology in
Reproductive Medicine, 65(3), 236-249.

130



Shearer, J. L. ve Salmons, N. ve Murphy, D. J. ve Gama, R. (2017). Postmenopausal
hyperandrogenism: the under-recognized value of inhibins. Annals of Clinical
Biochemistry, 54(1), 174-177.

Sherif, 1. O. ve Abdel-Aziz, A. ve Sarhan, O. M. (2014). Cisplatin-induced testicular toxicity
in rats: the protective effect of arjunolic acid. Journal of biochemical and molecular
toxicology, 28(11), 515-521.

Sherif, I. O. ve Abdel-Aziz, A. ve Sarhan, O. M. J. J. 0. b. ve toxicology, m. (2014). Cisplatin-
induced testicular toxicity in rats: the protective effect of arjunolic acid. Journal of
biochemical and molecular toxicology, 28(11), 515-521.

Sheth, S. ve Mukherjea, D. ve Rybak, L. P. ve Ramkumar, V. (2017). Mechanisms of cisplatin-
induced ototoxicity and otoprotection. Frontiers in cellular neuroscience, 11, 338.

Shewach, D. S. ve Kuchta, R. D. (2009). Introduction to cancer chemotherapeutics. Chemical
reviews, 109(7), 2859-2861.

Siddik, Z. H. (2003). Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of resistance.
Oncogene, 22(47), 7265-7279.

Siegel, R. L. ve Miller, K. D. ve Jemal, A. (2018). Cancer statistics, 2018. Ca-a Cancer Journal
for Clinicians, 68(1), 7-30.

Skowron, M. A., Melnikova, M., Van Roermund, J. G., Romano, A., Albers, P., Thomale, J.,
... & Hoffmann, M. J. (2018). Multifaceted mechanisms of cisplatin resistance in long-
term treated urothelial carcinoma cell lines. International Journal of Molecular
Sciences, 19(2), 590.

Spencer, S. J. ve Rabinovici, J. ve Mesiano, S. ve Goldsmith, P. C. ve Jaffe, R. B. (1992).
Activin and inhibin in the human adrenal gland. Regulation and differential effects in
fetal and adult cells. The Journal of clinical investigation, 90(1), 142-149.

Stevens, R. (2006). Gray's Anatomy for Students: The Royal College of Surgeons of England.

Stolf, A. M. ve Cardoso, C. C. ve Acco, A. (2017). Effects of silymarin on diabetes mellitus
complications: a review. Phytotherapy research, 31(3), 366-374.

Stordal, B. ve Davey, M. (2007). Understanding cisplatin resistance using cellular models.
IUBMB life, 59(11), 696-699.

Surai, P. F. (2015). Silymarin as a natural antioxidant: an overview of the current evidence and
perspectives. Antioxidants, 4(1), 204-247.

Sentiirk, S. (2020). Sisplatin Uygulanan Si¢anlarin Testislerinde Meydana Gelen Degisiklikler

ve Bu Degisiklikler Uzerine Kurkuminin Etkisi.

131



Tamayo, C. ve Diamond, S. (2007). Review of clinical trials evaluating safety and efficacy of
milk thistle (Silybum marianum [L.] Gaertn.). Integrative cancer therapies, 6(2), 146-
157.

Tharmalingam, M. D., Matilionyte, G., Wallace, W. H., Stukenborg, J. B., Jahnukainen, K.,
Oliver, E., ... & Mitchell, R. T. (2020). Cisplatin and carboplatin result in similar
gonadotoxicity in immature human testis with implications for fertility preservation in
childhood cancer. BMC Medicine, 18(1), 1-16.

Tian, M., Liu, F., Liu, H., Zhang, Q., Li, L., Hou, X., ... & Sun, Y. (2018). Grape seed
procyanidins extract attenuates Cisplatin-induced oxidative stress and testosterone
synthase inhibition in rat testes. Systems Biology in Reproductive Medicine, 64(4), 246-
259.

Tilbrook, A. ve De Kretser, D. ve Clarke, 1. (1993). Human recombinant inhibin A and
testosterone act directly at the pituitary to suppress plasma concentrations of FSH in
castrated rams. Journal of endocrinology, 138(2), 181-189.

Trichopoulos, D. ve Li, F. P. ve Hunter, D. J. J. S. A. (1996). What causes cancer? Scientific
American, 275(3), 80-87.

Tsang, R. Y. ve Al-Fayea, T. ve Au, H.-J. (2009). Cisplatin overdose. Drug safety, 32(12),
1109-1122.

Tsimberidou, A.-M. ve Braiteh, F. ve Stewart, D. J. ve Kurzrock, R. (2009). Ultimate fate of
oncology drugs approved by the us food and drug administration without a randomized
Trial. Journal of Clinical Oncology, 27(36), 6243-6250.

Tirk, G. ve Atessahin, A. ve Sonmez, M. ve Ceribasi, A. O. ve Yiice, A. (2008). Improvement
of cisplatin-induced injuries to sperm quality, the oxidant-antioxidant system, and the
histologic structure of the rat testis by ellagic acid. Fertility and sterility, 89(5), 1474-
1481.

Tirk, G., Atessahin, A., Sonmez, M., Ceribasi, A. O., & Yiice, A. (2008). Improvement of
cisplatin-induced injuries to sperm quality, the oxidant-antioxidant system, and the
histologic structure of the rat testis by ellagic acid. Fertility and Sterility, 89(5), 1474-
1481.

Tyagi, A., Raina, K., Singh, R. P., Gu, M., Agarwal, C., Harrison, G., ... & Agarwal, R. (2007).
Chemopreventive effects of silymarin and silibinin on N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)
nitrosamine—induced urinary bladder carcinogenesis in male ICR mice. Molecular
cancer therapeutics, 6(12), 3248-3255.

132



Tyler, V. (1994). Phytomedicines in Western Europe: their potential impact on herbal medicine
in the United States. Herbalgram, 30, 24-30.

Usanova, S., Piée-Staffa, A., Sied, U., Thomale, J., Schneider, A., Kaina, B., & Koberle, B.
(2010). Cisplatin sensitivity of testis tumour cells is due to deficiency in interstrand-
crosslink repair and low ERCC1-XPF expression. Molecular cancer, 9, 1-11.

Vaisman, A., Varchenko, M., Umar, A., Kunkel, T. A., Risinger, J. I, Barrett, J. C., ... &
Chaney, S. G. (1998). The role of A(MLH1, hMSH3, and hMSH®6 defects in cisplatin and
oxaliplatin resistance: correlation with replicative bypass of platinum-DNA
adducts. Cancer research, 58(16), 3579-3585.

Van De Graaff, D. A. M., John L. Crawley. (2011). photographic atlas for the anatomy and
physiology laboratory (Vol. 7.th edition). 925 W. Kenyon, Unit 12 Englewood,
Colorado 80110: Morton Pub. Co.

Van der Horst, G. ve Skosana, B. ve Legendre, A. ve Oyeyipo, P. ve Du Plessis, S. (2018). Cut-
off values for normal sperm morphology and toxicology for automated analysis of rat
sperm morphology and morphometry. Biotechnic & Histochemistry, 93(1), 49-58.

Varzi, H. N., Esmailzadeh, S., Morovvati, H., Avizeh, R., Shahriari, A., & Givi, M. E. (2007).
Effect of silymarin and vitamin E on gentamicin-induced nephrotoxicity in
dogs. Journal Of Veterinary Pharmacology And Therapeutics, 30(5), 477-481.

Vendramini, V. ve Sasso-Cerri, E. ve Miraglia, S. M. (2010). Amifostine reduces the
seminiferous epithelium damage in doxorubicin-treated prepubertal rats without
improving the fertility status. Reproductive Biology And Endocrinology, 8(1), 1-13.

Voinovich, D. ve Perissutti, B. ve Grassi, M. ve Passerini, N. ve Bigotto, A. (2009). Solid state
mechanochemical activation of Silybum marianum dry extract with betacyclodextrins:
Characterization and bioavailability of the coground systems. Journal Of
Pharmaceutical Sciences, 98(11), 4119-4129.

Wagner, J. M. ve Karnitz, L. M. (2009). Cisplatin-induced DNA damage activates replication
checkpoint signaling components that differentially affect tumor cell survival.
Molecular Pharmacology, 76(1), 208-214.

Wallace, H. ve Higby, D. (1974). Phase | evaluation of cis-platinum (1) diamminedichloride
(PDD) and a combination of PDD plus adriamycin Platinum Coordination Complexes
In Cancer Chemotherapy (pp. 167-177): Springer.

Wang ve Dong. (2005). Cellular processing of platinum anticancer drugs. Nature reviews Drug
Discovery, 4(4), 307-320.

133



Wang, K. ve Lu, J. ve Li, R. (1996). The events that occur when cisplatin encounters cells.
Coordination Chemistry Reviews, 151, 53-88.

Wang, W. ve Ballatori, N. (1998). Endogenous glutathione conjugates: occurrence and
biological functions. Pharmacological reviews, 50(3), 335-356.

WHO, W. H. O. (2019a). Sexual and Reproductive Health, Global Prevalence of Infertility,
Infecundity and Childlessness Retrieved from http://www. who. int/ reproductivehealth/
topics/ infertility/burden/en/

WHO, W. H. O. (2019b). Sexual and Reproductive Health, Infertility Definitions and
Terminology Retrieved from http:// www. who. int/ reproductivehealth /topics/
infertility/ definitions/en/.

Widmaier, E. P. ve Raff, H. ve Strang, K. T. (2006). Vander's human physiology (Vol. 5):
McGraw-Hill New York, NY.

Wilson, J. J. ve Lippard, S. J. (2014). Synthetic methods for the preparation of platinum
anticancer complexes. Chemical Reviews, 114(8), 4470-4495.

Wiltshaw, E. (1979). Cisplatin in the treatment of cancer. Platinum Metals Review, 23(3), 90-
98.

Won, D. H.,, Kim, L. H., Jang, B., Yang, I. H., Kwon, H. J., Jin, B., ... & Cho, S. D. (2018). In
vitro and in vivo anti-cancer activity of silymarin on oral cancer. Tumor Biology, 40(5),
1010428318776170.

Yaman, O. ve Topcu-Tarladacalisir, Y. (2018). L-carnitine counteracts prepubertal exposure to
cisplatin induced impaired sperm in adult rats by preventing germ cell apoptosis.
Biotechnic & Histochemistry, 93(3), 157-167.

Yang, S.-H. ve Lin, J.-K. ve Chen, W.-S. ve Chiu, J.-H. J. J. 0. S. R. (2003). Anti-angiogenic
effect of silymarin on colon cancer LoVo cell line. Journal of Surgical Research,
113(1), 133-138.

Yeh, J. ve Kim, B. S. ve Liang, Y. J. ve Peresie, J. (2008). Baseline and stimulated serum inhibin
levels as biomarkers of cisplatin-induced ovarian damage in female rats. American
journal of obstetrics and gynecology, 198(1), 82. e81-82. e86.

Yucel, C., Arslan, F. D., Ekmekci, S., Ulker, V., Kisa, E., Yucel, E. E., ... & Kozacioglu, Z.
(2019). Protective effect of all-trans retinoic acid in cisplatin-induced testicular damage
in rats. The World Journal of Men's Health, 37(2), 249.

Zamble, D. B. ve Mikata, Y. ve Eng, C. H. ve Sandman, K. E. ve Lippard, S. J. (2002). Testis-
specific HMG-domain protein alters the responses of cells to cisplatin. Journal of
inorganic biochemistry, 91(3), 451-462.

134



Zarif-Yeganeh, M. ve Rastegarpanah, M. (2019). Clinical role of silymarin in oxidative stress

and infertility: A short review for pharmacy practitioners. Journal of research in

pharmacy practice, 8(4), 181.
Zhang, H. ve Chen, J. (2018). Current status and future directions of cancer immunotherapy.

Journal of Cancer, 9(10), 1773.
Zhang, J., Wang, L., Xing, Z., Liu, D., Sun, J., Li, X., & Zhang, Y. (2010). Status of bi-and
multi-nuclear platinum anticancer drug development. Anti-Cancer Agents in Medicinal

Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents), 10(4), 272-
282.

135



