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Adriamisin, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapi ilacidir. Adriamisin kanser hiicreleri yaninda testis
dahil bir¢ok dokuda zararh etki gostermektedir. Selenyum ve
Vitamin E tireme organlar1 ve kisirlik tizerine koruyucu 6zellik-
lere sahiptirler. Bu ¢alismanin amaci, Adriamisin ile indiiklenen
testis hasarina karsi E vitamini ve Selenyumun koruyucu etkisi-
ni arastirmaktir. Calismada 64 erkek sigcan her grupta 8 adet
olacak sekilde; Kontrol, Adriamisin, Vitamin E, Selenyum, Vita-
min E+Selenyum, Adriamisin+Vitamin E, Adriamisin+Selenyum,
Adriamisin+Vitamin E+Selenyum gruplarina ayrildi. Testis
dokulari eksize edildi ve %10’luk formaldehit i¢inde fikse edile-
rek rutin histolojik doku takibi basamaklarindan gegirilip para-
fin bloklara gomiildi. 5pm kalinligindaki kesitler alinarak histo-
patolojik degerlendirme i¢cin Hematoksilen&Eozin ile boyana-
rak 1s1k mikroskobunda incelendi. Seminifer tiibtillerdeki hasar
JTBS ile belirlendi. Biyokimyasal yontemlerle, testis dokusunda
Malondealdehit, Siiperoksit Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz aktivitelerine bakildi. Kan serumunda ise testoste-
ron seviyesine bakildi. TUNEL yontemiyle apoptotik hiicrelerin
sayimi yapildi. Sonug olarak, dokular histopatolojik olarak de-
gerlendirildiginde diger gruplardan farkl olarak ADR grubuna
ait testis dokusunda diizensizlikler gozlendi. TUNEL yodntemi
sonuglarina gore, ADR grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisi
diger gruplarla kiyaslandiginda artis tespit edilmistir
(p=0.001). Testis dokusundaki MDA (p=0.593), CAT (p=0.469),
GPx (p=0.655) ve SOD (p=0.907) degerleri kiyaslandiginda ise
gruplar arasinda anlaml bir farklilik bulunmamistir. Testoste-
ron diizeyleri, ADR uygulanan tiim gruplarda daha disiik bu-
lunmustur. Bu baglamda gruplar arasinda testosteron diizeyleri
acisindan anlamli fark ortaya ¢ikmistir (p=0.001). Sonug olarak,
Adriamisin uygulanmasi sigan testis dokularinda hasar olustur-
mustur. Vitamin E ve Selenyum tedavisinin ise testis dokularin-
da kismen diizeltici etkiye sahip oldugu kanitlamistir.

Anahtar kelimeler: Adriamisin, selenyum, si¢an, testis,
vitamin E.
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ABSTRACT

Adriamycin is a widely used chemotherapy drug in the treat-
ment of cancer. Adriamycin has harmful effects on many tis-
sues including testis as well as cancercells. Selenium and Vita-
min E have reproductive organs and protective properties on
infertility. The aim of this study to investigate the protective
effect of Vitamin E and Selenium against Adriamycinin duced
testicular injury. In this study, 64 malerats were 8 in each
group; Control, Adriamycin, Vitamin E, Selenium, Vitamin
E+Selenium, Adriamycin+Vitamin E, Adriamycin+Selenium,
Adriamycin+VitaminE+Selenium divided in to groups. The
testis tissues were excised and fixed in 10% formaldehyde and
embedded in parafin blocks through routine histological follow
-up steps. Sections of 5 pm thickness were stained with Hema-
toxylen&Eosin for histopathological evaluation and studied
underlight microscope. The damage in the seminiferous tubu-
les was determined through JTBS. Malondealdehyde, Superoxi-
de Dismutase, Catalase and Glutathione Peroxidase activities
were investigated by biochemical methods. Testosterone levels
were measured in the blood serum. Apoptotic cells were coun-
ted by the TUNEL method. As a result, when the histopathologi-
cal evaluation of the tissues was completed, irregularities were
observed in the testicular tissues of the ADR group, unlike the
other groups. According to the results of the TUNEL method,
the number of TUNEL positive cells in the ADR group was inc-
reased compared to the other groups (p=0.001). When the
values of MDA (p = 0.593), CAT (p = 0.469), GPX (p = 0.655)
and SOD (p = 0.907) were compared in testicular tissue, nosig-
nificant difference was found between the groups. However,
testosterone levels were lower in all ADR groups compared to
the other groups and this decrease was statistically significant.
Testosterone levels were found to be lower in all ADR groups.
In this context, there was a significant difference between the
groups in terms of testosterone levels (p = 0.001). As a result,
Adriamycin administration caused damage torattesticular
tissue. Vitamin E and Selenium treatment have proven to have
a partial corrective effect on testicular tissues.
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Testis Hasari Uzerine Antioksidanlarin Etkisi...

GIRIS

Antrasiklin grubundan bir antibiyotik olan Adriamisin
(ADR), bas boyun tiimorleri, mesane, prostat, l6semi
gibi farkl tipte kanserlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir kemoterapik ilactir (1). Tedavi amach
ozelliklerinin yani sira ADR’nin normal hiicreler igin
toksik etkisi oldugu bilinmektedir (2). Viicudumuza
aldigimiz Vitamin A, Vitamin E, Vitamin C ile Selenyu-
mun (Se) da aralarinda bulundugu ¢inko, bakir gibi ge-
sitli minerallerin antioksidan molekiiller olarak gorev
yaptigl bilinmektedir (3). Vitamin E, bitkisel yaglardan
hazir olarak aldigimiz dogal bir antioksidandir (4). Pek
¢ok hiicre ici fizyolojik ve biyokimyasal siirecte rol oy-
nayan (5) Selenyum, antioksidan savunma sisteminin
yapisal bir bilesenidir (6). Farkli antioksidanlarin bili-
nen etkilerinin yani sira, bunlarin ikili kombinasyonlari-
nin da birlikte verilmesi ile koruyucu veya tedavi edici
etkilerinin daha da artirilabilecegi goriisiinii ortaya ko-
yan ¢alismalar mevcuttur (7-9).

Biz de bu ¢alismada, antikanserojen bir antibiyotik olan
ADR’nin testislerde olusturabilecegi hasar tizerine Vita-
min E ve Selenyumun ayri ayri ve birlikte verilmesi ile
koruyucu etkisinin olup olmadigim biyokimyasal para-
metreler ve histolojik yontemler kullanarak incelemeyi
amacladik.

GEREC VE YONTEM

Bu cahigma Erciyes Universitesi Hayvan Etik Kurulunun
15.06.2016 tarihli ve 16/093 nolu etik kurul karar1 alin-
diktan sonra Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Projesi Birimi tarafindan TYL-2016-6937 no’lu proje ile
desteklenmistir. Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezinden temin edilen 60 giinliik erkek
siganlar ¢alismada kullanildi. Deney baslangicinda hay-
vanlarin agirliklar: 6l¢iildi ve literatiir taramasi sonu-
cunda benzer calismalardan yola ¢ikarak (8,10,11)
gruplar 8’er adet Wistar Albino cinsi sigan olacak sekil-
de ayrildi (Tablo I).

Deney sonunda si¢canlar xylazin ve ketamin anestezisi
altinda dekapite edilerek kan ve testis doku 6rnekleri
alindi. Testis dokusu %10’luk formaldehit soliisyonu
icerisinde tespit edildi ve rutin histolojik doku takibi
yontemi (15) uygulanarak parafin bloklara gémiildii. 5 p
kalinliginda kesitler alinarak genel histolojik yapiy1 be-

Tablo I.Deney gruplari

lirlemek i¢in Hematoksilen&Eozin (16) ile boyandi ve
OLYMPUS BX51 mikroskobu altinda incelendi. Tiibiiller-
de meydana gelen hasarin degerlendirilmesinde de
Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) kullanildi (17).
Her gruba ait 8 preparattan 5’er alan, toplamda 40 alan
olacak sekilde 200 adet seminifer tiibiildeki degisimler
belirlenen kriterler cercevesinde iki gdzlemci tarafindan
kor olarak degerlendirildi.

TUNEL Metodu

Deneklere ait tiim kesitlerde apoptotik hiicreleri belirle-
mek i¢in Roche marka In Situ Cell Detection Apoptosis
Fluorescein (Cat:11684795910) Kit'i kullanildi. Boyama
islemi kitin prosediiriine uygun olarak yapildi; 5 p kalin-
ligindaki testis dokular1 deparafinizasyon ve rehidratas-
yon islemlerine tabi tutulduktan sonra PBS ile yikandi.
Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in 0.01 M sodyum
sitrat tamponunda mikrodalga firinda 350 W’de 5 daki-
ka bekletildi, ardindan oda sicakliginda 20 dk. soguma-
ya birakildi. PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanan dokular TU-
NEL reaksiyon karisimi ile 37 C ‘de nemli ve karanhk
ortamda 60 dk. inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5 ‘er dk.
yikanan dokulara 4’,6-diamidino-2-phenylindole ile zit
boyama yapildi. Gliserollii kapatma soliisyonu ile kapa-
tilan dokular Olympus BX-51 Floresan mikroskopta 450
-500 nm dalga boyunda goriintiilendi. Apoptotik indeks
icin 20X objektifte her gruptan 100’er alan olacak sekil-
de apoptotik hiicre sayimi yapildi.

Biyokimyasal Analizler

Doku ornekleri buz tlizerinde 0.5 M, 7.0 pH’deki fosfat
buffer’da homojenize edildi. Daha sonra 16000 rpm’de 5
dk 4 cg derecede kirilmamis hiicre ¢okeltileri ve hiicre
birikintileri santrifiij edildi. Aktif Diagnostik Lab.’dan
temin edilen ELISA kitleri kullanilarak Erciyes Universi-
tesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda calisildi. Siipernatant kisminda lipit
peroksidasyonuna bagli olarak Malondealdehit (MDA)
(ELISA Kit. Seri: 201-11-0157), Siiperoksit dismutaz
(SOD) (ELISA Kit. Seri: 201-11-0157), Katalaz (CAT)
(ELISA Kit. Seri: 201-11-5106), Glutatyonperoksidaz
(GPx) (ELISA Kit. Seri: 201-11-1705) ticari kitleri kulla-
nilarak ¢alisildi. flaveten kan érneklerinde Fine Biotech
ELISA ticari kiti (Seri: ER 1462) kullanilarak testostero-
ne seviyeleri belirlendi. Doku o6rneklerinin sonuglari
nmol/mg protein olarak verildi.

Gruplar

Uygulanan madde ve uygulama siiresi

Kontrol grubu

ADR grubu

Vitamin E grubu

Selenyum grubu
VitaminE+Selenyum grubu
ADR+Vitamin E grubu

ADR+Selenyum grubu

3 gilin arayla 12 kez misir yag1 (1 ml/kg/gilin) ve 6. glinden itibaren 3 giin arayla
10 kez gavajlaizatoniksalin (0.5 ml/kg/giin)

Deney baslangicindan sonraki 6. glinden itibaren 3 giin arayla 10 kez ip ADR (2
mg/kg/giln) (12)

3 glin arayla 12 kez gavajla Vitamin E (200 mg/kg/giin)(13)
3 glin arayla 12 kez gavajla Se (2 mg/kg/giin)(14)

3 glin arayla 12 kez gavajla Vitamin E (200 mg/kg/gilin)+ Se (2 mg/kg/giin)

3 gilin arayla 12 kez gavajla Vitamin E (200 mg/kg/giin)+ 6. glinden itibaren 3 giin
arayla 10 kez ip ADR (2 mg/kg/giin)

3 glin arayla 12 kez gavajla Se (2 mg/kg/gilin)+6. giinden itibaren 3 giin arayla 10
kez ip ADR (2 mg/kg/giin)

3 giin arayla 12 kez gavajla Vitamin E (200 mg/kg/gilin)+ 3 giin arayla 12 kez

ADR+ Vitamin E+Selenyum grubu
kg/giin)

gavajla Se (2 mg/kg/giin)+6. glinden itibaren 3 giin arayla 10 kez ip ADR (2 mg/
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istatistiksel Analiz

Tlm istatistiksel testler SPSS 22 yazilim programinda
yapildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Dagilimin normal oldugu
gorildi. Gruplar arasi karsilastirilmalarda Tek Yonli
Varyans Analizi, gruplar arasinda farkliligin énemli bu-
lundugu durumlarda Tukey c¢oklu karsilastirma testi
kullanildi. Anlamhlik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Testis Agirhklar

Kontrol ve deney gruplarina ait ortalama testis agirhkla-
r1 Tablo II'de gosterilmistir. ANOVA test sonuglarina
gore gruplar arasinda anlaml bir farkhlik oldugu tespit
edilmistir (p=0.001). Testis agirhigl agisindan gruplar
incelendiginde; Kontrol, Selenyum, Vitamin E ve Vita-
min E+Selenyum gruplar1 ile ADR, ADR+Selenyum,
ADR+Vitamin E ve ADR+Vitamin E+Selenyum gruplari
arasinda fark bulunmustur (p=0.001).

Ortalama testis agirliklar: istatistiksel olarak degerlen-
dirildiginde; Kontrol grubu ile Vitamin E, Selenyum ve
Vitamin E+Selenyum gruplar1 arasinda anlamh farklilik
olmadigl, ancak ADR, ADR+Selenyum, ADR+Vitamin E
ve ADR+Vitamin E+Selenyum gruplar1 arasinda farklilik
ortaya ¢iktif1 gézlenmistir. ADR grubuna ait testislerin
agirliginda meydana gelen azalma, hem kontrol hem de
Vitamin E, Selenyum ve Vitamin E+Selenyum gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliga yol agmis-
tir. ADR+Selenyum grubuna ait testis agirliklan ile
Kontrol, Vitamin E, Selenyum ve Vitamin E+Selenyum
gruplarina ait testis agirliklar1 arasinda da istatistiksel
olarak anlaml fark ortaya ¢ikmistir. Benzer bulgular
ADR+Vitamin E grubu ile Kontrol, Vitamin E, Selenyum

Unal MA, Balcioglu E, Bilgici P, Ozdamar S

ve Vitamin E+Selenyum gruplari arasinda da mevcuttu.
Ayrica, ADR grubuna ait testis agirliklart ile
ADR+Vitamin E, ADR+Selenyum ve ADR+Vitamin
E+Selenyum gruplarina ait testis agirhiklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilik olmadig1 saptanmis-
tir.

Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu normal histolojik yap1
sergilemekteydi (Sekil Ia). ADR grubunda farkh ¢aplara
sahip seminifer tiibiillerin kontiirlerindeki diizensizlik
¢ok net olarak gozlenirken germinal epitel hiicre serile-
rinin yerlesim diizeni kaybolmustu. Ayrica, tiibiillerin
arasindaki intertisiyel alanda yer alan Leydig hiicreleri-
nin azlig1 da belirgindi (Sekil Ib). Vitamin E (Sekil Ic),
Selenyum ($ekil 1d) ve Vitamin E+Selenyum gruplarinda
(Sekil IIa) genel histolojik degerlendirme yapildiginda
kontrol grubu ile benzer histolojik 6zelliklere sahip ol-
dugu gozlendi. Ancak Vitamin E grubuna ait siganlarin
seminifer tiibiil limeninde daha az spermatazoanin
varhg: goze carpmaktaydi (Sekil Ic). Ek olarak Selenyum
grubuna ait preparatlarda tiibiillerin spermatogenetik
hiicre serileri arasinda yer yer bosluklar gézlendi (Sekil
Id). ADR+Vitamin E grubuna ait érneklerde tiibiillerin
germinal epitelinde diizelme gozlenmesine ragmen ba-
zal membranda invajinasyonlar mevcuttu. Ayn1 zaman-
da tiibiil llimenindeki spermatozoonlarin miktari ADR
grubuna gore daha fazlaydi (Sekil IIb).

ADR+Selenyum grubuna ait histolojik kesitlerde, tiibtil-
leri olusturan germinal epitel ve spermatojenik seri
biiyiik 6l¢ciide korunmustu. Liimende spermatozoonlar
kuyruklar1 ve cekirdekleriyle biitiin olarak belirgindi
fakat baz tiibiillerde bazal lamina invajinasyonlar1 ve
tiibliler kontiirde diizensizlikler gozlendi (Sekil II c).

Tablo II.Kontrol ve deney gruplarina ait ortalama testis agirligi, CAT, MDA, GPx, SOD ve tetosteron seviyeleri ile JTBS ve

apoptotik hiicre sayilarina ait 6l¢tim sonuglari.

= S
s 8 = £ 3 > 2B
S s g E g 3 = g 7
3 E 5 R o 5 T L 0§ 3
Grup = 5 m g4 3 < £ F 5 £ p
g = s =% g 5 =z g i
g & & Z = o 5 g =
= £ c = = s 4
g g
Testis Agirhgn  1.49 + 1.60 + 151+ 151+ 101+ 0.98 + 1.08 1.08 + 0.001
(n=8) 0.152 0.162 0.162 0.162 0.14b 0.13b 0.15b 0.25b :
JTBS 9.05 + 9.05 + 8.25 + 9.07 + 5.82 + 7.55 + 7.35 + 7.05 + 0.001
(n=200) 0.95% 0.84b 0.952 0.85b 1.29¢ 1.63d 1.51d 1.55d :
CAT 35+ 331+ 323+ 6.97 + 401+ 3.98 + 391+ 462 0.469
(n=8) 293 4.28 2.21a 6.53 2.90a 2.642 2.552 1612 :
MDA 0.65 + 053 + 0.44 + 061+ 0.58 + 0.58 + 0.59 + 051 oo
(n=8) 0.42 0.202 0.09 0.18 0.27 0.162 0.172 0.302 :
GPx 6441+ 6195+ 5694+ 6691+ 5606+ 6442+ 5853+ 5675% o oo
(n=8) 13.82 13.192 6.062 18.24 26.892 15.022 10.622 3.902 :
SOD 051+ 047 + 045 + 0.50 + 0.44 + 0.54 + 0.52 0458 oo
(n=8) 0.13 0.162 0.072 0.08 0.222 0.152 0.212 0.062 :
Testosteron 18.83+ 18.78 £ 19.04 + 19.04 + 16.15 + 1499 + 16.67 15.16 £ 0.001
(n=8) 0.78 0.71a 0.49 0.44a 1.900 1.37> 1.05> 1.47b :
H?i‘;:gts‘;zﬁl 0.46 + 0.80 + 101+ 203+ 2.80 + 2,05+ 165 + 151s (oo
(e 100) 0.90a 1.26% 1.312 2.62¢ 3.67¢ 0.59¢ 2.30 1.68 :

Veriler ortalama # standart sapma olarak ifade edilmistir. p<0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda yer alan ayn1 harfler
gruplar arasindaki benzerligi. Farkli harfler gruplar arasindaki farklilig: ifade etmektedir.
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Sekil I: Kontrol (a), ADR (b), Vitamin E (c), Selenyum (d).
Seminifer tiibiiller (ST), Bazal Membran (BM), Liimen (L), Ley-
dig hiicreleri (LH), Primer spermatosit (ok) ve interstisiyel bag
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Sekil II: Vitamin E+Selenyum (a),ADR+Vitamin E (b),
ADR+Selenyum (c), ADR+Vitamin E+ Selenyum (d). Germinal
epitel (GE), Seminifer tiibiiller (ST), Bazal Membran (BM),
Limen (L), Leydig hiicreleri (LH) ve interstisiyel bag dokusu
(iD) izlenmekte. H&E X40.

ADR+Vitamin E+Selenyum grubuna ait testis kesitlerin-
de spermatogonyumlar belirgin olarak gozlendi. Sper-
matositlerin bulundugu tabakada yer yer vakuol olusu-
mu gozlenmekle birlikte Leydig hiicrelerinin bulundugu
intertisiyel alanlarda 6dem olusumu dikkat ¢ekici bir
baska 6zellikti. Liimendeki spermatozoa miktar1 kontro-
le gore azdi fakat ADR uygulanan gruba gore liimendeki
sperm sayisi fazlaydi (Sekil 11d).

JTBS sonuclarindan elde edilen veriler kullanilarak yapi-
lan ANOVA testi sonuglarina goreKontrol, Selenyum,
Vitamin E ve Vitamin E+Selenyum gruplan ile ADR,
ADR+Selenyum, ADR+Vitamin E ve ADR+Vitamin E+
Selenyum gruplari arasinda fark oldugu tespit edilmistir
(p=0.001).

Gruplar arasi farkin kaynagin belirlemek icin yapilan
Tukey testi sonucunda, Kontrol grubu ile antioksidan
ozellikte olan Selenyum, Vitamin E ve Vitamin
E+Selenyum uygulanan gruplardan elde edilen degerler
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edil-
memistir. Fakat antioksidan uygulanan gruplar kendi

iclerinde degerlendirildiginde Vitamin E grubu ile hem
Selenyum hem de Vitamin E+Selenyum gruplari arasin-
da istatistiksel olarak anlamh farkhlik goézlenmistir.
JTBS elde edilen bulgulara gore, ADR grubu ile diger
tlim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
goriilmiistiir.Fakat ADR ile birlikte antioksidan uygula-
nan gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde,gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gozlenmemistir
(Tablo I1).

Apoptoz Sonuglari

Kontrol (Sekil III a), Vitamin E (Sekil III c), Selenyum
(Sekil III d) ve Vitamin E+Selenyum (Sekil IV a) grupla-
rina ait goriintiilerde apoptotik hiicreler siklikla sper-
matogonyum ve primer spermatosit seviyesinde gozle-
nirken, ADR (Sekil III b) grubunda seminifer tiibiilii
cevreleyen hiicre serilerinin tamaminda goézlendi.

Sekil III:Kontrol (a), ADR (b), Vitamin E (c), Selenyum (d).
Testis dokusuna ait TUNEL boyama. 20X.

Sekil IV: Vitamin E+Selenyum (a), ADR+Vitamin E (b),
ADR+Selenyum (c),ADR+ Vitamin E+Selenyum (d). Testis do-
kusuna ait TUNEL boyama. 20X.

Deney ve kontrol gruplarina ait apoptoz boyamasi sonu-
cunda Image ] programi ile elde edilen pozitif hiicre
saylilarina iliskin veriler ANOVA testi ile analiz edildigin-
de; gruplar arasinda anlamli bir farklihk oldugu tespit
edilmistir (p=0.001). Farklihk yaratan gruplar incelen-
diginde; Kontrol, Selenyum ve Vitamin E gruplan ile
Vitamin E+Selenyum, ADR ve ADR ile birlikte antioksi-
dan uygulanan tiim gruplarin arasinda fark oldugu orta-
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ya ¢ikmistir (p=0.001). Elde edilen bulgulara gére Kont-
rol grubu ile Vitamin E ve Selenyum gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmemistir. An-
cak yapilan analiz sonucunda Vitamin E+Selenyum gru-
bu ile Kontrol, Vitamin E, Selenyum, ADR+Vitamin E ve
ADR+Vitamin E+Selenyum gruplar arasinda anlamli
farklilik gozlenmistir. ADR grubuna ait apoptotik hiicre
sayisindaki artis Kontrol, Vitamin E, Selenyum,
ADR+Vitamin E ve ADR+Vitamin E+Selenyum gruplari-
na gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
ADR+Vitamin E, ADR+Selenyum ve ADR+Vitamin
E+Selenyum gruplarina koruyucu amagh verilen Selen-
yum ve Vitamin E’'nin apoptotik hiicre sayisin1 azalttigi
belirlenmistir. Fakat ADR grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamhhk sadece ADR+Vitamin E ve
ADR+Vitamin E+Selenyum gurplarinda bulunmustur
(Tablo II) (Sekil V).

Biyokimyasal Sonuclar

CAT, SOD, GPx ve testosteron degerlerine ELISA yonte-
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Sekil V: Kontrol ve deney gruplarina ait apoptotik hiicre
sayilarinin dagilimi

mi kullanilarak bakild1 ve elde edilen sonuglar Tablo
II'de gosterilmistir. Deney ve kontrol gruplarina iliskin
CAT, SOD, GPx ve testosteron degerleri ANOVA testi ile
analiz edilmis ve gruplar arasinda anlamh bir farklihk
olmadig1 belirlenmistir. Oksidatif stresin tetikledigi lipid
peroksidasyonunun {riini olan MDA miktar1 ANOVA
testi ile analiz edildiginde; Kontrol, Selenyum, Vitamin
E, ADR, Vitamin E+Selenyum, ADR+Selenyum,
ADR+Vitamin E ve ADR+Vitamin E+Selenyum gruplari
arasinda anlamh farkliigin olmadigi gozlenmistir
(p=0.593). Antioksidan enzimlerden olan CAT
(p=0.469), SOD (p=0.907) ve GPx (p=0.655) seviyelerin-
de de gruplar arasinda anlamh bir farklihik gézlenme-
mistir.

Elde edilen testosteron verileri istatistiksel olarak de-
gerlendirildiginde, Kontrol ile ADR, ADR+Vitamin E,
ADR+Selenyum ve ADR+Vitamin E+Selenyum gruplari
arasinda anlamh fark oldugu (p=0.001), ancak Vitamin
E, Selenyum ve Vitamin E+Selenyum gruplar1 arasinda
anlaml fark olmadigi belirlenmistir(p>0.05).

TARTISMA VE SONUC

Kemoterapi kanser tedavisinde kullanilan en yaygin
yontemdir ve tedavi sirasinda kanserli hiicreler yaninda
normal saglkh hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir
(18). Kanser ilaglarinin normal hiicreleri etkilemelerini
onlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda siklikla antioksi-
danlar kullanmlmaktadir (10). Literatiirde Vitamin E ve

Unal MA, Balcioglu E, Bilgici P, Ozdamar S

Selenyumun bu amagla kullanilan etkin antioksidanlar
oldugunu bildiren ¢alismalarin yani sira (11,19), birlikte
verilmesi ile koruyucu veya tedavi edici etkilerinin daha
da artirilabilecegi goriisii ortaya konmustur (7-9). Bu
amagla, Selenyum ve Vitamin E'nin tek tek ve birlikte
koruyucu etkisinin olup olmadigini incelemek i¢in, doku
hasar1 olusturdugu bilinen bir kemoterapik ajan olan
ADR'nin testis lizerine etkilerini degerlendirdik. ADR;
l6semi, mesane ve bas boyun kanserleri gibi kanserin
tedavisinde yaygin olarak kullamlmasina ragme (20)
spermatogenez slirecinde gelisim bozukluklarina yol
acarak sperm sayisinda azalma ve lireme sistemi lizerin-
de olumsuz etkilere neden olmaktadir (21,22). Calisma-
mizda testis dokusunda belirgin dejenerasyon, tiibiil
kontiirlerinde diizensizlikler, bazal membran kayiplari,
seminifer tiibiil epitelinde incelme ile bu epitele ait hiic-
relerde olgunlagsma diizeninin bozulmasi, tiibiil liime-
ninde spermatozoa azlif1 ve intersitisiyel alanda Leydig
hiicre kayiplart ADR’ye bagh olarak gelisen en yaygin
histopatolojik bulgular olarak belirlendi. Literatiir tara-
masl sonucunda JTBS skorunda azalma, intersitisiyel
o0dem, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon (23), tiibiiller-
de atrofi, germ hiicrelerinde azalma, organizasyon bo-
zuklugu ve nekrozun yani sira ADR uygulamas! sonu-
cunda asir1 serbest radikal olusumuna baghh MDA sevi-
yesinde yiikselme meydana geldigi yapilan ¢alismalarda
belirtilmistir (24). Calismamizda da, Ceribasi ve ark.
(24) galismasina benzer olarak, ADR uygulanan grupta
CAT aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla anlamh bir
fark olmamasina karsin belli 6l¢iide diisiis meydana
geldigi tespit edildi. Benzer sekilde ADR uygulanan
grupta diger antioksidan enzimlerden GPx ve SOD sevi-
yesinde kontrol grubuna kiyasla anlamhlik diizeyinde
olmasa da azalma meydana geldigi gozlendi. Oksidatif
stres altinda SOD ve GPx aktivitesinde kontrol grubuna
gore olusan anlamsiz farkliliklara daha dnceki ¢alisma-
larda da rastlandi (24,25).

Leydig hiicrelerinde meydana gelebilecek bir hasar
sperm sayisinda, sperm hareketliliginde ve testosteron
seviyesinde 6nemli bir azalma meydana getirebilir (26).
ADR spermatogenez iizerine etkisini Leydig hiicrelerin-
de olusturdugu olumsuz etki ile de olusturabilir. Leydig
hiicrelerindeki bir bozulma testosteron iiretimini de
etkileyecektir. Calismamizda da 2 mg/kg dozda ADR
uygulanan gruptaki si¢anlarda serum testosteron sevi-
yesinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde azaldigi
belirlenmis olup elde edilen veriler daha 6nceki ¢alis-
malarin (24,26) sonuglari ile benzerlik gdstermektedir.
ADR’nin neden oldugu spermatogenik hiicrelerin sitop-
lazmasindaki FAS-L'nin ve Kaspaz-3'iin immiino aktivi-
tesinin 6nemli miktarlardaki artisi ile ADR’nin apoptoza
neden oldugu gosterilmistir (27). ADR’nin proapoptotik
proteinleri (BAX) arttirarak ve antiapoptotik proteinleri
(Bcl-2) azaltarak programli hiicre 6liimiine yol actigida
ortaya konmustur (24). Bu calismalarla desteklenen
calismamizda, TUNEL yontemini kullanarak ADR tedavi-
si uygulanan grupta kontrol grubuna gore apoptotik
hticrelerin sayisindaki artisin anlamli oldugunu gozlem-
ledik. Hiicreler fazla miktarda enzim ve antioksidan
icerigine sahip olmasina karsin, bu molekiiller, oksidatif
stresin yol actifi redoks durumunu normalize etmede
yetersiz kalabilir. Bu durumda, disaridan besin olarak
alinacak antioksidan takviyesine ihtiya¢ duyulabilir
(10). Vitamin E, spermatojenik hiicrelerin antioksidan
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savunma sisteminin kompleks baglanti aginin baslica
bilesenlerinden biridir (28). Vitamin E takviyesi, DNA’y1,
lipitleri ve proteinleri oksidatif hasardan koruyabilmek-
tedir (29). Vitamin E’'nin bu koruyucu etkisinin, serbest
radikalleri dogrudan siipiiriicii 6zelliginden kaynaklani-
yor olabilecegi ileri siirtilmiistiir (30). Yapilan bir ¢calis-
mada Karbon tetrakloriir ve Vitamin E uygulanan si¢an-
larin viicut ve testis agirhginin kontrol grubu diizeyine
cekildigi bildirilmistir (31). Sodyum arsenit uygulamasi-
na maruz kalan si¢anlarin testis dokusunda olusan hasa-
ra karsi Vitamin E’nin seminifertiibiil ¢apim arttirarak,
seminifertiibiil duvarini kalinlastirarak ve tiibiil liime-
nindeki boslugu azaltarak testislerin morfolojik goriini-
miinde diizeltici etki sagladig1 goriilmistir (32). Cals-
mamizda da ortalama testis agirhklan istatistiksel ola-
rak degerlendirildiginde; ADR+Vitamin E grubu ile ADR
grubu arasinda anlamh bir farklihik olmadigi, Vitamin
E’'nin burada diizeltici roliine rastlanmamis gibi goriinse
bile uzun stireli kullaniminda spermatojenik stireci hiz-
landirmasi ve Leydig hiicre sayisini veya aktivitesini
diizenleyerek testis agirhiginda artisa neden olacagi
kanisindayiz. JTBS’dan elde edilen sonuglara gore,
ADR+Vitamin E grubunda ADR grubuna goére skorlama-
da anlaml bir artis gézlendi. Biyokimsayal parametreler
incelendiginde gruplar arasinda MDA, CAT, GPx ve SOD
seviyesi bakimindan istatistiksel olarak anlamh farkin
olmadig1 saptandi. Ancak Vitamin E grubunda MDA
seviyesi diger tiim gruplara gore sayisal olarak en diisiik
diizeydeydi. Bu sonuglar kismen de olsa Vitamin E’nin
lipit peroksidasyonunu azalttigim gosterdi. Vitamin E
grubu ile ADR grubunun testosteron seviyeleri arasinda
istatistiksel anlamlilk mevcuttu ancak  ADR ve
ADR+Vitamin E grubu arasinda anlamhlik mevcut degil-
di. Benzer bir calismada Vitamin E’nin serum testoste-
ron, LH ve FSH seviyelerini yiikselttigi (31), diger bir
¢alismada ise Vitamin E’'nin dioksinle olusturulan testis
hasarini diisiirdiigli ve azalan sperm sayisl, testosteron,
LH ve FSH seviyelerini antagonize ettigi gosterilmistir
(33).

Selenyum, normal gelisim ve iireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesi icin gerekli olan bir mikro besindir (34).
Selenyum miktarinin testislerde azalmasi spermatazoon
anomalilerine (35), plazma testosteron seviyesinde
azalma ve diisiik sperm tiretimine yol agabilir (36). Bu
calismada da Selenyum grubunda testis agirligi kontrol
grubuna benzer iken ADR uygulanan gruba gére anlaml
sekilde ytiksekti. ADR+Selenyum grubundaki testis agir-
Iig1 ADR grubuna gore sayisal olarak artmis goziikse de
bu artis istatistiksel olarak anlamh degildi. Bu bulgular
Selenyumun testis agirhigini korumada etkili olabilecegi-
ni gostermektedir. Ayn1 zamanda ADR grubuna gore
ADR+Selenyum grubunda JTBS degerinde artis meyda-
na geldigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml oldu-
gu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular daha dnce yapi-
lan ¢alismalarla da paralellik gostermektedir (37-40).
Diger ¢alismalardan elde edilen verilere ek olarak, ADR
grubuna gore ADR+Selenyum grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayisinin azaldigl ancak bu azalmanin anlamlihk
seviyesinde olmadig1 da belirlenmistir.

Giinliik 0.75 mg/kg dozda aflotoksine maruz kalan si-
canlarda 0.4 mg/kg doz Selenyum uygulamasinin, testis
dokusuna ait GPx aktivitesini arttirirken ROS ve MDA
seviyelerini 6nemli 6l¢tide azalttig1 (36), karbamizol ve
kadmiyuma maruz kalan siganlarda ise Selenyumun

oksidatif hasar1 azalttigi, serbest radikalleri elimine
ederek ve antioksidan savunma sistemini gelistirerek
sperm Kalitesini arttirdig: bildirilmistir (5,41).
Varikoselli siganlarin testis homojenatlarinda antioksi-
dan enzim (CAT, SOD, GPx) seviyelerinde ciddi bir azal-
ma ve MDA seviyesinde ciddi bir artis gézlemlenirken
Selenyum bilesiginin farkli dozlardaki uygulamasinin
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi, MDA diizeyi-
ni ise azalttigl gosterilmistir (42). Calismamizda Selen-
yum verilen grup ile diger gruplar arasinda CAT, GPx,
SOD ve MDA diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlaml fark gézlenmedi. Ancak serum testosteron sevi-
yesi bakimindan Selenyum grubu ile ADR grubu arasin-
da anlamh fark olmasmna ragmen, ADR ve
ADR+Selenyum gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu.

Vitamin E ve Selenyumun birlikte oksidatif strese karsi
korumada sinerjistik olarak etki edebilen 6nemli besin-
ler oldugu kanitlanmistir. Bu bilesiklerin, lipit peroksi-
dasyonu sonucu olusan serbest radikalleri azalttig1 gibi
enzimatik ve nonenzimatik aktiviteleri diizelttigi de
gozlenmistir (43). Ayn1 zamanda, Dimethoate’nin sereb-
ral kortekste tetikledigi oksidatif strese karsi Selenyum
ve Vitamin E kombinasyonunun, bu maddelerin tek
basina uygulamasindan daha fazla etkili oldugu ortaya
konmustur (44). Calismamizda ADR uygulamasi sonu-
cunda testis agirhginin kontrol grubuna goére anlaml
sekilde azaldig, ancak ADR+Vitamin E+ Selenyumun
kombine uygulandigl grupta ise testis agirhiginda artis
meydana geldigi ancak bu artisin istatistiksel olarak
anlamhlik seviyesinde olmadig1 belirlendi. ADR’nin yol
actig1 organ indeksindeki azalmayi tersine cevirmek icin
Vitamin E ve Selenyumun daha uzun siireli ve ytiksek
dozlarda kullanilmasinin faydali olabilecegi kanisina
varildL

Sonug olarak; Vitamin E ve Selenyum uygulamasinin,
ADR ile olusturulan testis hasarina kars1 histopatolojik
ve apoptotik hiicre sayisi lizerine olumlu katk: sagladigi,
fakat serum testosteron diizeyine etkilerini daha net
ortaya koyabilmek i¢in, bu mikro molekiillerin daha
ylksek dozda ve daha uzun stireli kullanimina gerek
duyuldugu soylenebilir.

Bilindigi gibi sperm sayisi ve kalitesi bircok faktorden
etkilenebilir. Literatiirde kemoterapotik ila¢ kullanimi-
nin lireme organlari iizerindeki etkisi ve tedavi stireci-
nin antioksidanlar ile desteklenmesi konusunda farkl
calismalar yapilmis olsa da, testis dokusunda meydana
gelen pek ¢cok karmasik islemin daha iyi anlasilmasi icin
elde edilen bulgulara ek olarak; Caspase 3 boyanmasi
sonucu elde edilecek verilerle birlikte ele alinmasinin
literatlir bilgilerine ve klinik uygulamalara daha ¢ok
katki saglayacag diisiintilmektedir.
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