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Oz

Amag

Onemli bir gevre kirletici ve dokular tizerine zararli et-
kileri olan kadmiyumun erkek fertilitesi Uzerine olus-
turdugu hasara karsi resveratrolliin ve dialil dislfitin
koruyucu etkilerinin arastiriimasidir.

Gerec¢ ve Yontem

Yapilan deneyde Wistar albino cinsi erkek sican kul-
lanildi ve 5 grup (A: kontrol, B1: CdCI2, B2: RES +
CdCl,, B3: DDS + CdCl,, B4: RES + DDS + CdCl,)
olusturuldu. Histolojik degisiklikleri degerlendirmek
icin testis dokulari, Hematoksilen ve Eozin ile boyan-
di ve Modifiye Johnsen skorlamasi yapildi. Gruplarda
gozlenen apoptoz, TUNEL yontemi ve aktif kaspaz-3
immuinohistokimyasal boyama yontemi ile degerlen-
dirildi.

Bulgular

B1 grubunda, kadmiyumun seminifer tibdllerde ha-
sara yol actigi, spermatogenezi durdurdugu ve germ
hiurcelerinde apoptozu indiikledigi gozlendi. Modifi-
ye Johnsen skorlama sonuglarinda kontrole gore B1
grubunda anlamli derecede azalma, apoptotik indeks
sonuglarinda ise anlamli derecede artis goruldi. Bl
grubuyla B2, B3 ve B4 gruplarn karsilastirildiginda;

Modifiye Johnsen skorlama sonuclarinda Bl ile B2
grubu arasinda anlamli bir farklihk gérilmezken, B3
ve B4 gruplarinda anlamli artis gérulda. Ayrica apop-
totik indeks sonuclarinda B2 grubunda anlamli bir
farklihk gorilmezken, B3 ve B4 gruplarinda anlamh
azalma gorildi (p< 00,1).

Sonug

Sigan testisinde kadmiyum ile olusturulan akut ha-
sarin baskilanmasinda resveratrol ve dialil disulfitin
roliine yonelik bilgiler ortaya konuldu. Belirledigimiz
dozda resveratrol bu akut hasarin baskilanmasinda
etkili olmazken dialil disulfit ve resveratrol ile birlikte
kullanimi hasari 6nlemede etkili bulundu. Literatir
analizimize gore bu ¢alisma kadmiyumun indikledigi
testis hasarina karsi dialil distilfitin koruyucu etkileri-
nin gosterildigi ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, resveratrol, dialil di-
sulfit, sican testis hasari, apoptoz.

Abstract

Objective

In this study, the protective effects of resveratrol and
diallyl disulfide against to damage of cadmium, which
is a major environmental pollutant and has harmful
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effects on tissues, on male fertility were investigated.

Materials and Methods

In the experiment, Wistar albino male rats were used
and 5 groups (A: control, B1: CdCI2, B2: RES + CdCl,
B3: DDS + CdCl, B4: RES + DDS + CdCl,) were for-
med. Testicular tissues were stained with Hematoxy-
lin and Eosin and Modified Johnsen scoring were per-
formed to evaluate histologic changes. Apoptosis in
the groups was evaluated with TUNEL method and
active caspase-3 immunohistochemistry.

Results

According to our findings, in group B1, cadmium ca-
used damage in seminiferous tubules, have stopped
spermatogenesis, and induced apoptosis in germ cel-
Is. In the modified Johnsen scoring results, there was
a significant decrease in the B1 group and a signifi-
cant increase in the apoptotic index results. When B1
and B2, B3 and B4 groups were compared; While the-

Giris

Kadmiyum (Cd), birgcok endustriyel sure¢ ile iliskili
onemli bir toksik maddedir. Vicutta yavas yavas biri-
ken bu agir metale mesleki maruziyet genellikle pille-
rin, pigmentlerin imalati sirasinda veya maden ocak-
larinda meydana gelirken, genel nifus atmosferden
inhalasyonla veya kontamine olmus icme sulari ve
yiyecekler yoluyla maruz kalir (1,2). Sigarada yiksek
miktarda bulunmasi (3), endustriyel alanda yaygin
kullanimi ve buna bagl olarak meslek hastaliklarina
neden olmasindan dolayl Cd yaygin olarak toksik et-
kileri ¢alisilan bir metaldir.

Serbest radikallerin olusumuna bagll olarak olusan
oksidatif stres, Cd’nin olusturdugu toksisitenin ana
nedenidir. Serbest oksijen radikalleri lipit peroksidas-
yonunu uyararak hiicre membran yapilarini bozar ve
lipit peroksidasyonunun erkeklerde infertilite ve sperm
fonksiyon bozuklugunda Kilit rolti vardir. Antioksidan-
lar, serbest radikal olusumunu 6nleyen ve mevcut
radikallerle reaksiyona girerek daha zararli formlara
donusmelerini engelleyen bilesiklerdir (4—6).

Resveratrol (RES), patojenik bir saldiri, morotesi 1siI-
ma gibi yaralanmalara veya strese yanit olarak bitki-
lerde dogal olarak uretilen bir polifenolik fitoaleksindir.
Uzim, fistik, cilek, yer fistigi, ladin, dut ve kurutulmus
koklerinde bulunan bu bilesik, bitkilerde enfeksiyon
gelisimini inhibe eder (7). insanlarda, antioksidan,
anti-inflamatuar, antikarsinojenik, antidiyabetik, kardi-
yoprotektif ve antiagening 6zellikleri nedeniyle birgok
yararli etkiye sahiptir (8,9).
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re was no significant difference between B1 and B2
groups in the modified Johnsen scoring results, there
was a significant increase in B3 and B4 groups. In
addition, there was no significant difference in the B2
group in apoptotic index results, but a significant dec-
rease was observed in B3 and B4 groups (p< 00,1).

Conclusion

In conclusion, the role of resveratrol and diallyl disul-
fide in suppressing cadmium-induced acute damage
in rat testis was demonstrated. While resveratrol is
not effective in suppressing this acute damage, Dial-
lyl disulfide and diallyl disulfide with resveratrol were
found to be effective in preventing of damage. Accor-
ding to our literature analysis, this study is the first
study showing the protective effects of diallyl disulfide
against cadmium-induced testicular damage.

Keywords: Cadmium, resveratrol, diallyl disulfide, rat
testis damage, apoptosis.

Dialil distlfit (DDS), sarimsakta bulunan yagda ¢o-
zunen organosulfur bilesiklerdendir. Guglu bir anti-
oksidan kapasiteye sahiptir (10). Urotoksisite, geno-
toksisite, nefrotoksisite, hepatoksisite Uzerine gugli
protektif etkileri bildiriimistir (11-14). Medikal alanda
yaygin kullaniimasina ragmen agir metal toksisitesi
Uzerine olan etkileri ile ilgili sinirl bilgi bulunmaktadir
(15).

Bu calismada, Ozellikle endustriyel alanda ¢alisan is-
cgilerin sikhkla maruz kaldigir kadmiyum toksisitesinin
erkek fertilitesi Uzerine olusturdugu hasarin énlenme-
si ya da bu toksisitenin etkilerinin en aza indirgenme-
si icin bir koruma yontemi bulmak amaclanmistir. Bu
amacla 6nemli antioksidan maddelerden RES, DDS
ve bunlarin kombinasyonunun si¢an testisinde olus-
turulan akut kadmiyum toksisitesi Uzerindeki hasar
onleyici etkisi incelenmistir.

Gerec ve YOntem

Kimyasallar

Yapilan deneyde Cd toksisitesi olusturmak amaciyla
Cd'un suda ¢ozulen formu kadmiyum klorur (CdCL)
kullanildi.  CdCl, (Sigma-Aldrich: 202908); serum
fizyolojik (SF) icerisinde c¢o6zulerek intraperitoneal
(i.p) enjeksiyon ile, resveratrol (RES, Sigma-Aldrich:
R5010); SF icerisinde ¢ozllerek oral gavaj (16) ile
ve dialil disulfit (DDS, Sigma-Aldrich: 317691); misir
yag! (14) icerisinde ¢Ozulerek i.p. enjeksiyon (17) ile
uygulandi.



Deney Hayvanlari

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (HADYEK)'nun 26.05.2015 tarih ve
2015-07/05 sayih karari ile etik yonden uygun bulu-
narak yapiimistir. Calismaya 35 adet, Wistar albino
cinsi eriskin erkek sigan alindi. Deneyler siresince
siganlar, 12 saat aydinhk 12 saat karanlik ortamda,
her bir kafeste en fazla 4 adet sican olmak kosuluyla
barindirilarak, serbestce beslenmeleri ve su icmele-
ri saglandi. Deney baslangicinda hayvanlarin vicut
agirliklarn uygulanacak madde dozlarini belirlemek
Uzere tartildi.

Grup A (kontrol grubu): Herhangi bir uygulamaya ma-
ruz kalmayan denekler (n=7).

Grup B (deney grubu): Akut kadmiyum toksisitesi
olusturulan deneklerin yer aldigi gruplar.

Grup B1 (CdCL): 5 glin boyunca SF ve misir yag, 6.
giin 1 mg/kg CdCl, (n=7).

Grup B2 (RES+CdCL): 5 giin boyunca 5 mg/kg RES,
6. glin 1 mg/kg CdCl, (n=7).

Grup B3 (DDS+CdCL): 5 gun boyunca 50 mg/kg
DDS, 6. gin 1 mg/kg CdCI2 (n=7).

Grup B4 (RES+DDS+CdCL,): 5 guin boyunca 5 mg/kg
RES ve 50 mg/kg DDS, 6. giin 1 mg/kg CdCl, (n=7).

Tidm denekler CdCl, uygulamasindan 48 saat sonra
vicut agirhklar kaydedilip, sakrifiye edildi. Cevre do-
kularindan iyice temizlenen testislerin agirhklari tar-
tiip kayit edildi ve 1sik mikroskobik incelemeler igin
hazirlandi.

Modifiye Johnsen Skorlamasi

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakultesi Dergisi

Testis Agirlik indeksi Hesaplamasi

Deney hayvanlarina ait sag ve sol testis agirhgi topla-
mi asagidaki formule gére hesaplanarak her bir hay-
van icin testis agirlik indeksi (TAI) asagidaki formiile
gore hesaplandi;

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

Morfolojik Degerlendirme

Testis dokulari %10’luk formalin ile immersiyon fiksas-
yonundan sonra rutin doku takibine alindi ve parafin
bloklara gémduldu. Parafin bloklardan 5 um kalinhgin-
da alinan kesitler, genel morfolojik degerlendirme ve
kantitatif analiz yapabilmek i¢gin Hematoksilin-Eosin
(H&E) ile boyandi. Spermatogenezi degerlendirmek
amaclyla Modifiye Johnsen skorlama sistemi kullanil-
di (18) (Tablo 1).

Seminifer Tubiillerde Apoptozun Degerlendirilmesi
Apoptoz tayini icin TUNEL yontemi ile kaspaz-3 im-
munohistokimyasal boyama yontemi kullanildi. Para-
fin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki seri kesitler
poly-Llysne ile kapli lamlar Gzerine alindi. TUNEL i¢in
In Situ Hiicre Olim Tespit Kiti kullanildi ve boyama
protokoli Uretici firma tarafindan dnerilen sekilde ger-
ceklestirildi (Roche, In Situ Apoptosis Detection Pe-
roksidase kit, POD, Ref: 11684817910, USA). TUNEL
boyamasinda gosterilen apoptotik hucrelerin varlig
dogrulamak amaciyla seri kesitlere yapilan kaspas-3
immunohistokimyasal boyama, avidin biyotin- perok-
sidaz yontemi (ABC Metodu) ile gergeklestirildi. Pri-
mer antikor olarak kaspaz-3 monoklonal immunglo-
bulin G (1gG), (1:200 dilisyon, 2 gece inkubasyon),
(Cellsignaling, Cleaved Caspase-3 (Aspl75)(5A1E)
Rabbit mAb) kullanildi.

Skor | Modifiye Johnsen Skorlamasi

=
o

Tam spermatogenez ve tam tibul

Seminifer epitel mevcut ama daginik, birgcok ge¢ spermatid

Sadece birka¢ ge¢ spermatid

Hi¢ ge¢ spermatid yok ancak bircok erken spermatid

Birkag erken spermatid, spermatogenezin spermatid asamasinda durmasi

Hic spermatid yok, bircok spermatositler

Birka¢ spermatosit, spermatogenezin primer spermatosit asamasinda durmasi

Sadece spermatogonyum

Hic germ hticresi yok, yalnizca sertoli huicreleri

PIN®WIRAAOOT|OO|N||©

Hi¢ germ huicresi veya Sertoli hiicresi yok
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Her iki teknikte de Apoptotik indeks (Al) ayni sekilde
ve asagida belirtilen formille hesaplandi. Her kesitten
10 adet yuvarlak sekilli seminifer tubudl rastgele secil-
di. Seminifer tubuldeki pozitif isaretlenen hicrelerin
sayis| tubildeki tim hicrelerin toplam sayisina bélin-
du ve sonug 100 ile carpildi. (Al = TUNEL (kaspaz-3)
pozitif hiicre / toplam hiicre x 100) (19).

istatiksel Analiz

Sayisal verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, version 13.1, SSPS
Inc., Chicago, IL, USA) (SPSS) programi kullanilarak
yapildi. Her bir gruba ait sayisal veriler ortalama +
standart sapma (SS) olarak verilerek Kruskal Wallis
varyans analizi (ikili karsilastirmalar Mann-Whitney
U testi) ile karsilastirildi ve karsilastirmalarda p<0.05
degeri anlamh kabul edildi.

Bulgular

Viicut Agirhigi Farki

TUm deney gruplarinin deney 6ncesi vicut agirlikla-
ri ile deney sonrasi vicut agirliklar tartildi ve farkla-
r hesaplandi. Vucut agirhgi farklar istatiksel olarak
karsilastinldiginda gruplara arasinda anlamh bir fark
saptanmadi. TUm gruplarda deneklerin agirlik kaybet-
tigi goruldu. Gruplara gore vicut agirhgi farklar orta-
lama (ort) ve standart sapma (SS) degerleri tablo 2'de
verildi.

Testikuler Toksisitede Resveratrol ve Dialil Disulfit

Testis Agirlik indeksi

Gruplara gére TAI indekslerine ait ortalama ve stan-
dart sapma degerleri tablo 3’ da verildi. TAi degerleri-
nin istatiksel karsilastirmalarinda (Kruskal Wallis tes-
tine gore) gruplar arasinda anlamh fark saptanmadi.

Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini
olusturan sican testislerinde genel goérinimi sap-
tamak icin H&E ile boyanan kesitler degerlendirildi.
Buna gore, A (kontrol) grubuna ait testis dokusu or-
neklerinde yapilan incelemelerde, tim yapilar normal
gorinimindeydi (Sekil 1.a).

B1 (CdCl,) grubuna ait testis dokusu orneklerinin 11k
mikroskobik incelemelerinde ise dejenerasyon ol-
dukca belirgindi. Bu grupta testis dokusunda semini-
fer tubullerde duzensizlik ile vakuolizasyon vardi ve
spermatogenik hiicre katmaninda azalma oldugu dik-
kati cekti. Pek cok tubllde de hiicreler arasi ve hiicre
bazal membran arasi baglanti komplekslerinin deje-
nerasyonuna bagli olarak spermatogenik hiicre seri-
lerinin tibul duvarindan ayrldigi ve lumene dokuldu-
gu goruldu. Tubul duvarinda spermatogenezin hi¢ bir
evresi ayirt edilemiyordu. Ayrica interstisyel édeme
bagli olarak birbirlerinden uzaklasmigs seminifer tubul-
ler, bag dokusunda azalma ve damarlarda konjesyon
gozlendi (Sekil 1.b).

Tablo 2 Gruplara goére vicut agirliklari farki ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Ort+SS
A (kontrol) 24,3333+5,07718
B1 (CdCl,) 21,2857+6,66803

B2 (RES+CdCl,)

30,1429+7,51008

B3 (DDS+CdC,)

39,2857+4,16170

B4 (RES+DDS+CdCL,)

20,2857+5,79702

Tablo 3 Gruplara gére TAI ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Ort+SS
A (kontrol) 1,1133+0,04490
B1 (CdCl,) 1,1327+0,06187

B2 (RES+CdCl,)

1,1678+0,05810

B3 (DDS+CdC,)

1,2970+0,04389

B4 (RES+DDS+CdCI,)

1,3440+0,08740
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B2 (RES+CdCL) grubuna ait testis dokusu Ornekle-
rinden elde edilen bulgular sadece kadmiyum uygu-
lanan grubla esdesti. intersitisyel alanda yogun édem
ve inflamasyon vardi. Kan damarlarinda konjesyon ve
dagilmalar goruldi. Ayrica intersitisyel alanda Leydig
hicreleri secilemiyordu. Seminifer tlbillerde 6dem
vardi ve bazi tUbtller de atrofikti. Germ hticre seri-
sinin daginik oldugu, bazal membrandan ayrildi§i ve
limene dokuldagu gorulda (Sekil 1.c).

B3 (DDS+CdCI,) grubana ait testis dokusu oérnekleri-
nin incelemelerinde, seminifer tibul duvarlarinda hafif
vakuolizasyon gorilmekteydi fakat limene dokulmis
germ hucreleri yoktu. Ayrica diizglin bir spermatoge-
nez, belirgin spermatogonyumlar ve dijer sperma-
togenetik seri hiicreleri secilebiliyordu. intersisyel
alanda Leydig hlcreleri belirgin ve kan damarlari nor-
mal durumdaydi (Sekil 1.d).

Sekil 1

Gruplara ait testis dokusunun histolojik degerlendirilmesi

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakdltesi Dergisi

B4 (RES+DDS+CdCl,) grubu testis doku ornekleri
incelemelerinde, gerek bazal membran ve gerekse
seminifer tibdl yapilar kontrol grubu ile esdesti. Diiz-
gln seminifer tubll yapisi, interstisyel alanda belirgin
Leydig hicreleri ve normal kan damarlari g6zlendi.
Spermatogenezin normal oldugu ve spermatozoa
Uretiminin de devam ettigi gorildi (Sekil 1.e).

Modifiye Johnsen Skorlama Degerlendirmesi

Seminifer tibullerde ki spermatogenez Modifiye Joh-
nsen skoruna (Erdemir ve ark., 2012) gore degerlen-
dirildi. Kontrol grubuyla B1 (CdCl,) karsilastiriidiginda
Modifiye Johnsen skorunun anlamli dlctide azaldigi
gordldu (p=0,001). B1 grubuyla B2 (RES+CdCl,), B3
(DDS+CdCI,) ve B4 (RES+DDS+CdCl,) gruplari kar-
silastirldi ve B2 (RES+CdCl,) grubunda anlaml bir
degisim gorilmezken (p=0,073), B3 (DDS+CdCl,) ve
B4 (RES+DDS+CdCIl,) gruplarinda anlamli artis go-
rulda (sirasiyla, p=0,011 ve p=0,001) (Sekil.1.f).

a) A (Kontrol) grubu, b) B1 (CdCl,) grubu, c) B2 (RES+ CdCl,) grubu, d) B3 (DDS+ CdCl,) grubu,

e) B4 (RES+DDS+CdCI,) grubu. ST: Seminifer tlbdller; siyah yildizlar: interstisyel alan; beyaz yildiz: 6demli seminifer
tubuller; siyah parantez: germ hiicre serisi; siyah ok: spermatogonyumlar; yesil ok: kan damarlari; kirmizi ok: vakuoller
20x buyltme ve H&E boyama. f) Modifiye Johnsen skorlamasi grafiksel gésterimi. * p<0.05, ** p<0.001.
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Apoptozun Degerlendirilmesi

Calismamizda, apoptozun varligini ortaya koymak
icin her gruba ait testis doku kesitlerine TUNEL bo-
yamasi ve TUNEL boyamasinda gdsterilen apoptotik
hicrelerin varligini dogrulamak amaciyla kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama yontemi uygulandi.
Kontrol grubuna ait testis dokularinda apoptoz 6zellik-
le spermatogonyumlarda, B1 (CdCl,) ve B2 (RES+C-
dCl.) grubu testis dokularinda ise ¢ogu spermatogon-
yum, spermatid ve Leydig hiicrelerinde g6zlendi. B3
(DDS+CdCI,) ve B4 (RES+DDS+CdCI,) gruplarinda
apoptoz kontrol grubuna benzerdi. Tum gruplarda
kaspaz-3 immunohistokimya bulgulari ile TUNEL bul-
gulari paralellik gosterdi (Sekil.2).

Gruplara gore seminifer tibullerdeki TUNEL pozi-

Testikller Toksisitede Resveratrol ve Dialil Distilfit

tif ve kaspaz-3 pozitif isaretlenen hiicrelerin yuzdesi
hesaplandi. Kontrol grubuyla Bl karsilastirildiginda
Al'nin anlaml o6l¢ide arttigr goéraldu (p=0,001). B1
(CdCl,) grubuyla B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCl,)
ve B4 (RES+DDS+CdCI2) gruplari karsilastirdi ve B2
(RES+CdCIL,) grubunda anlamli bir degisim gorilmez-
ken (p=0,106), B3 ve B4 gruplarinda anlamli azalma
goruldi (sirasiyla, p=0,001 ve p=0,001). Tum gruplar-
da kaspaz-3 immunohistokimya bulgulari ile TUNEL
bulgulari paralellik gosterdi (Sekil.3). Kontrol grubuyla
B1 Kkarsilastirildiginda kaspaz-3 hesaplamasinin an-
lamli 6lcide arttigr géruldi (p=0,03). B1 grubuyla B2,
B3 ve B4 gruplari karsilastirdi ve B2 grubunda anlam-
Il bir degisim gorilmezken (p=0,181), B3 ve B4 grup-
larinda anlamli azalma goéruldu (sirasiyla, p=0,001 ve
p=0,001).

Sekil 2

Gruplara ait TUNEL ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi

Siyah ok baglari: pozitif isaretlenen hicreler.
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A (kontrol), B1 (CdCl,), B2 (RES+CdCl,), B3 (DDS+CdCL,), B4 (RES+DDS+CdCl,). * p<0.05, ** p<0.001.

Tartisma

Calismamizda, kadmiyumun erkek fertilitesi tzerine
olusturdugu hasar arastiriimis ve édnemli antioksidan
maddelerden resveratrol, dialil distlfit ve bunlarin
kombinasyonlarinin bu hasari ne derece ve ne yénde
etkiledigi belirlenmeye calisiimistir. Bu calisma kap-
saminda elde edilen verilerden dncelikle A grubu ile
B1 grubunun sonuglari karsilastirilarak verilen kadmi-
yumun hasar olusturup olusturmadigi saptanmis, ek
olarak B1 grubu ile B2, B3 ve B4 gruplari karsilastiri-
larak uygulanan maddelerin etkileri arastiriimistir.

Kadmiyum 6zellikle ¢cinkonun rafinasyonu esnasinda
ortaya cikar (1). Damek-Poprawa ve Sawicka-Kapus-
ta isimli arastirmacilarin bir ¢elik fabrikasi cevresinde
ve ¢inko ergitme tesisi alaninda yaptiklari bir saha ca-
ismasinda, agir metallere (kadmiyum ve kursun) ma-
ruz kalmis kemiricilerin dokularinda bu agir metallerin
histopatolojik degdisiklie neden oldugu gosterilmistir
(20). Agir metallerin organizmadaki metabolizmasi
kemirgenler ve insan dokularinda benzer oldugu igin,
analiz edilen celik fabrikalarinda oldugu gibi benzer
sanayi bdlgelerinde, cinko ergitme araglarindan ya-
yilan emisyonlarin insan saghg icin énemli bir tehdit
olusturdugu distnilmektedir.

Bircok calisma, kadmiyumun testikiler histopatoloji-
de cesitli degisikliklere neden oldugunu gdstermistir.
Kadmiyum toksisitesi testislerde hizhdir. intraperito-
neal veya subkutan6z enjeksiyon yoluyla verildigin-
de, akut kadmiyum kaynakl hasar testislerde kendini
hemorajik inflamasyon, dejenerasyon ve organin bo-
zulmasi, seminifer tibullerde vakuolizasyon ile ken-

dini gosterir (21,22). Yiksek doz kadmiyumdan son-
ra seminifer tubulerin ¢apinda belirgin bir azalma ve
bununla birlikte tiibuler hacim yogunlugunun anlamli
olarak azaldigi bildirilmistir (23). Ayrica dustk dozlar-
da uzun stre CdCl, alimimi sican testisinde belirgin
morfolojik veya proliferatif degisiklikler olmadan ger-
minal epitelin apoptotik indeksini ve hicrelerde kas-
paz-3 ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (24,25).

TUNEL ve kaspaz-3 boyanma sonugclarinda, kontrol
grubuna ait testis dokusu kesitlerinde TUNEL pozi-
tif ve kaspaz-3 pozitif hiicrelerin bulunmasi ve kont-
rol grubu apoptotik indeksi ortalamasinin 4,8 olmasi
spermatogenez sirasinda kusurlu germ hicrelerinin
yok edilmesi veya Sertoli hiicreleri ile germ hicreleri
arasinda uygun sayisal oranin saglanmasina yonelik-
tir. Spermatogenez sirasinda apoptoz yaygin gortlen
bir durumdur (26).

Resveratrol basta Uzim olmak tzere pek ¢ok bitki de
stres faktoriine karsi yanit olarak sentezlenen, fitoa-
leksin yapisinda bir bilesiktir (27). Resveratrol dnemli
bir antioksidan (28), antikanserojen (29) ve anti-infla-
matuvar (30)’dir ve ayrica dstrojen agonisti (31,32)dir.
Bunun yani sira azot oksit Uretimini artirarak oksidatif
stresten dokuyu koruyarak vazodilator etki de goster-
mektedir (33-35).

Calismamizda, Palsamy ve Subramanian (2011)'nin
calismasina benzer olarak resveratrolii oral ve 5 mg/
kg olacak sekilde uyguladik. Referans aldigimiz bu
calismada resveratroliin diyabetli sican bdbreklerin-
de streptozotosin-nikotinamid ile indiiklenen oksidatif
stresi hafiflettigi, anti inflamatuar ve koruyucu etkiler
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gOsterdigi rapor edilmistir (16). Benzer doz kullanilan
pek cok calisma bulunmaktadir (36—39).

Deney gruplarimiza ait H&E boyanan kesitler incelen-
diginde B2 (RES+CdCl,) grubunda, B1 (CdCl,) gru-
buna benzer olarak yogun édem, kan damarlarinda
konjesyon ve dagiimalar gorildid. Seminifer tibuil-
lerde 6dem vardi ve bazi tubuller de atrofikti. Germ
hiicre serisinin daginik oldugu, bazal membrandan
ayrildig ve lumene dokuldugu goérildi. Modifiye Jo-
hnsen skorlama bulgulari B1 grubu ile B2 grubu ara-
sinda anlaml bir fark olmadigini gosterdi. Ayrica yo-
gun apoptoz g6zlenen B2 grubunun apoptotik indeks
ve kaspaz-3 degerlendirme sonugclari B1 grubu ile
karsilastinidiginda anlamh bir farklihk gortlmemigtir.
Resveratroliin akut kadmiyum alimina karsi apoptotik
etkiyi degistiremedigi gbzlenmistir.

2014 yilinda Ranawat ve ark.’nin erkek Swiss albino
farelerde yaptiklar calismada birgok 6nemli biyolo-
jik fonksiyona sahip gucli bir antioksidan olmasina
ragmen resveratrolin, pro-oksidan gibi davranabildi-
gi ve testis dokusunda hasar yaratan etkilere neden
oldugu gorilmuistir. Resveratroliin prooksidan yete-
negi, testikiler histomorfolojideki degisiklikler disinda
sperm motilitesini ve spermatozoon konsantrasyonu-
nu disdrddgunu ve resveratrol ile indiklenen ROS
Uretimindeki artisin, testikiler dokudaki lipit perok-
sidasyonunu arttirdigi, bu da doku morfolojisinde ve
spermatogenezde degisiklie neden olan ana etken-
lerden biri oldugu bildirilmistir (40).

Bizim calismamizda resveratroliin kadmiyum uygula-
masi ile birlikte bdyle bir pro-oksidan etki gostermis
olabilecegini dusundirmistir. ikinci olasilik resve-
ratroltin beklenen koruyucu etkiyi gdsterememesinin
nedeni kadmiyum ile induklenen testikiler hasara,
belirlenen dozun yetersizligi olabilir. Uguincii olasi-
lik ise resveratroliin ve kadmiyumun sahip olduklar
guclu ostrojen ve androjen benzeri 6zellikleri (41-44)
nedeni ile henliz bilmedigimiz bir yolakla bu sonuca
ulasmamizi saglamasi olabilir.

Resveratroliin kanser hiicrelerinde, proapoptotik Bax
ve Bak ekspresyonunu arttirdigi ve antiapoptotik Bcl-
2 ve Bcl-xLyi inhibe ettigi bildiriimistir. insan meme
kanseri hicrelerinde resveratrol, hiicre proliferasyo-
nunda azalma, ayni zamanda hiicre 6lim oranlarinin
da artmasina neden olmustur (45,46). Segici apoptoz
indUksiyonunun, patolojik bozukluklarin ve kanserin
donusumd, ilerlemesinin dnlenmesi igin umut verici
bir strateji oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmis-
tir (47). Calismamizda da apoptotik indeks ve kas-
paz-3 degerlendirme sonuglari, resveratroliin kadmi-
yum ile indiklenmis hasarli hiicreleri segici apoptoz
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indUksiyonu ile apoptoza ytneltmis olabilecegini du-
sundurmastdr.

Kanser onleyici bir komponent olarak dusunulen sa-
rimsak yagi 20’den fazla organosulfur bilesigi icerir.
Bu bilesikler arasinda, ikincil metabolitlerin dnemli bir
bilesenini olusturan dialil disulfit; kanser, genotoksisi-
te, nefrotoksisite ve Urotoksitenin dnlenmesinde gugli
bir bilesiktir (11-14).

Lee ve ark. (2014)'nin karbon tetraklortrin (CCl,) in-
dukledigi oksidatif karaciger hasarina karsi 5 gun oral
olarak uygulanan 50 mg/kg dialil disulfitin; antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu arttirdigini ve ayni zaman-
da TUNEL pozitif ve kaspaz 3 pozitif hiicre sayisini
azalttigini bildirmislerdir (48).

Dialil disulfitin si¢canlarda siklofosfamid ile induklenen
testikiler toksisiteye karsi koruyucu etkiye sahip ol-
dugunu bildirilmistir (10). Bu calhsma dialil disulfitin
testikller toksisite Uzerine etkisinin arastirildigi ve li-
teratlire gecen tek calismadir. Ayrica dialil disdlfitnin
agir metal toksisitesi Uzerine etkilerinin arastirildig
calismalar oldukga sinirlidir.

Bu calismalara paralel olarak bizim calismamizda da;
B3 (DDS+ CdCl,) grubuna ait histolojik ve immtnohis-
tokimyasal bulgularimiz uygulanan kadmiyuma karsi
DDS'in  koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.
Kadmiyum ile birlikte DDS uygulanan sicanlarin tes-
tis dokularindaki bazi tibdllerde epiteller arasi vakuol
olusumu gorilse bile seminifer tubullerin btyuk kismi
normal gozlenmistir. B1 grubu ve B3 grubu Modifiye
Johnsen skorlama sonugclari karsilastirildiginda sper-
matogenezin anlamli olarak korundugu goérilmektedir.
Ayrica TUNEL pozitif ve kazpaz-3 pozitif hiicreler B3
grubuna ait kesitlerde olduk¢a az gorulmustur. Dialil
disulfitin akut kadmiyum alimina kargi spermatogenez
sureci Uzerindeki olumsuz etkiyi kompanse ettigini du-
sundurmastdr.

Bu bulgular, yaygin olarak tuketilen sarimsakta bulu-
nan bir antioksidan olan dialil disulfitin, testiste agir
metal toksisitesine karsi yararli koruyucu bir ajan ola-
bilecegini distndirmektedir.

B1 grubu ile B4 grubu Modifiye Johnsen skorlama so-
nuclarl karsilastirildiginda B4 grubu skorlama sonu-
cunda anlamli artis (p<0,001) oldugu goérulmektedir.
Bu durum B4 grubunda akut kadmiyum maruziyetine
karsi resveratrol ve dialil disulfitnin birlikte testikiler
histomorfolojiyi ve spermatogenizi korudugunu di-
sundurmastdar.

Yine Resveratrol ve dialil disilfitin birlikte uygulandigi



B4 grubunda akut kadmiyum maruziyetine karsi bu iki
bilesigin birlikte kadmiyum kaynakli apoptozu engel-
ledigi elde eldilen bulgularla ortaya konulmustur. B1
grubu ile B4 grubu apoptotik indeks sonuclari karsi-
lastiriidiginda B4 grubunda apoptotik indeks anlaml
olarak azalmistir (p<0,001). Bu durumda resveratrol
ve dialil disulfit kombinasyonunun kadmiyum kaynakh
apoptozu onledigi soylenebilir.

Dialil disdilfit, spermatogenezi korudugu gibi kadmi-
yum kaynakli apoptozu da 6nlemistir. Bu koruyucu et-
kilerin altinda yatan mekanizmalari daha iyi aydinlat-
mak icin daha ileri calismalara ihtiyac olmakla birlikte,
dialil disulfit, agir metal toksisitesinden kaynaklanan
erkek infertilitesine karsi umut verici bir protektif ajan
olabilir.

Sonug olarak; ¢alismamizda si¢can testisinde kadmi-
yum ile olusturulan akut hasarin baskilanmasinda
resveratrol ve dialil dislfitin roline yonelik bilgiler or-
taya konmustur. Belirledigimiz dozda resveratrol bu
akut hasarin baskilanmasinda etkili olmazken dialil
distlfitin resveratrol ile birlikte kullanimi hasari onle-
mede etkili bulunmustur.
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