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Öz: Kolistin, gram-negatif bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlarda tedavi amacıyla son seçenek 

olarak kullanılmaktadır. Literatürde kolistinin neden olduğu testis toksisitesi bildirilmiş olmasına 

rağmen mekanizmasına ilişkin çok az veri bulunmaktadır. Yapılan bu çalışmanın amacı kolistin 

uygulamasının neden olduğu testis toksisitesinde rutinin (Rut) koruyucu etkilerinin araştırılmasıdır. 

Bu amaç için 5 adet deneysel grup oluşturuldu; Kontrol, Rut (100 mg kg gün-1), Kolistin (15 mg kg 

gün-1), Kolistin + Rut (50 mg kg gün-1), Kolistin + Rut (100 mg kg gün-1). Uygulama sonrasında 

ratların testis dokularında malondialdehit (MDA) ve redükte glutatyon (GSH) seviyeleri tespit 

edildi. Aynı zamanda testis dokularının histopatolojik incelemesi yapıldı ve 8-hidroksi-2'-

deoksiguanozin (8-OHdG), nükleer faktörü kappa B (NF-κB) ve kaspaz 3 aktiviteleri 

immunohistokimya ile belirlendi. Sonuçlara bakıldığında kolistin uygulamasının rat testis 

dokularında MDA düzeyini arttırdığı, GSH düzeyini ise azalttığı tespit edilmiştir. Farklı dozlarda 

Rut uygulaması sonrası ise MDA düzeyinde azalma, GSH düzeyinde ise artış gözlendi. Kolistinin 

testis dokularında neden olduğu hasar sonucu 8-OHdG, NF-κB ve kaspaz 3 immunpozitifliklerinin 

arttığı, özellikle Rut (100 mg kg gün-1) uygulamasından sonra bu proteinlerin aktivite düzeylerinin 

azaldığı belirlendi. Sonuç olarak kolistinin rat testislerinde oksidatif hasar, enflamasyon, DNA 

hasarı ve apoptoza neden olduğu, Rut uygulamasının kolistin kaynaklı testis hasarında koruyucu 

etki gösterdiği belirlendi. 

 

 

Protective Effects of Rutin on Oxidative DNA Damage, NF-κB-Mediated Inflammation, and 

Apoptosis in Colistin-Induced Testicular Damage of Rats 
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Abstract: Colistin is used as the last-line therapy for treatment of infections caused by gram-

negative bacteria. Although testicular toxicity caused by colistin has been reported in the literature, 

there are very few data regarding its mechanism. The aim of this study was to investigate the 

protective effects of rutin (Rut) in testicular toxicity caused by colistin treatment. For this purpose, 

five experimental groups were composed; Control, Rut (100 mg kg day-1), Colistin(15 mg kg day-

1), Colistin plus Rut (50 mg kg day-1), Colistin + Rut (100 mg kg day-1). After the treatment, 

malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels were determined in testicular tissues of 

rats. Furthermore, histopathological examination of testicular tissues, 8-hydroxy-2' -

deoxyguanosine (8-OHdG), nuclear factor-kappa B (NF-κB) and caspase 3 activities were 

determined by immunohistochemistry. It was found that colistin treatment increased the MDA 

level in rat testicular tissues and decreased the GSH level. However, after Rut treatment, a decrease 

in MDA level and an increase in GSH level were observed. As a result of the toxicity caused by 

colistin in testicular tissues, it was determined that 8-OHdG, NF-κB and caspase 3 activities 

increased, and the activity levels of these protein levels decreased after Rut 100 administration. As 

a conclusion, it was detected that while colistin caused oxidative damage, inflammation, DNA 

damage, and apoptosis in rat testicular tissues, Rut treatment had a protective effect in colistin-

induced testicular damage. 

www.dergipark.gov.tr/tdfd 

http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd


 

Tr. Doğa ve Fen Derg. Cilt 9, Sayı 2, Sayfa 83-90, 2020     Tr. J. Nature Sci. Volume 9, Issue 2, Page 83-90, 2020 
 

 

 

84 

 

1. GİRİŞ 

 

Katyonik bir polipeptit antibiyotiği olan kolistin 

(polimiksin E), Bacillus polymyxa alt türü olan Bacillus 

colistinus Koyama tarafından sentezlenir ve 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve 

Klebsiella pneumoniae gibi çoklu ilaca dirençli gram-

negatif bakteriler üzerinde bakterisidal ve anti-

endotoksin etkiler gösterir [1-3]. Bu özelliklerine 

rağmen, kolistinin neden olduğu böbrek hasarı zararlı bir 

klinik komplikasyondur. İlaca bağlı nefrotoksisite, 

kolistin tedavisi için doz sınırlayıcı bir faktör görevi 

görür ve hastalarda ilaç etkinliğini azaltır [4]. Klinik 

kullanımlarını sınırlayan önemli yan etkilerden biri ise 

esas olarak hayvanlarda ve hastalarda parestezi, ataksi ve 

apati şeklinde ortaya çıkan nörotoksisitedir [5]. Kolistin, 

oldukça zararlı hidroksil radikallerinin (•OH) üretimini 

uyararak Gram-negatif bakteri hücresi ölümüne yol açar. 

Ancak, •OH oluşumunun altında yatan mekanizma 

henüz çok net değildir. H2O2 ve OH dahil olmak üzere 

biyolojik oksidatif türleri olan reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) konsantrasyonu kontrol edilemeyen seviyeye 

ulaştığında, DNA, lipidler ve proteinlerde oksidatif 

hasara yol açacaktır [6]. Oksidatif hasardaki artış, sperm 

kalitesinde bir azalmaya yol açar ve testis dokusunda 

apoptoz ve otofajinin indüksiyonu gibi üreme 

parametreleri üzerinde zararlı etkiler meydana getirir [7]. 

 

Flavonoidler, ikincil bitki metabolitleri olan ve tüm bitki 

metabolitlerinde doğal olarak bulunan fenolik 

bileşiklerdir [8]. Rutin (3,3′,4′, 5,7‐pentahydroxyflavone‐ 
3 ‐ ramnoglucoside, Rut) karabuğday, domates yaprağı, 

ıspanak, soğan, elma ve çayda bulunan ve doğal olarak 

oluşan bir flavonoid glikoziddir [9]. Antioksidan, 

antialerjik, antibakteriyel, ülser önleyici, 

antikarsinojenik, anti-diyabetik, antimutajenik, 

süperoksit radikallerinin güçlü temizleyicisi, 

immünomodülatör ve nöroprotektif aktiviteler dahil 

olmak üzere bildirilen birçok farmakolojik özelliğe 

sahiptir [10, 11]. Bu çalışmada, Rut uygulanmasının, 

biyokimyasal ve antioksidan içerikleri nedeniyle kolistin 

kaynaklı rat testis toksisitesinde oksidatif DNA hasarını 

engelleyebileceği hipotezi öne sürülmüştür. Bu 

çalışmanın amacı ayrıca, apoptotik ve enflamatuar (NF-

κB) protein ekspresyonlarını immünohistokimyasal 

analizler kullanarak kolistin ile indüklenen apoptoz ve 

enflamasyon üzerindeki antiapoptotik ve anti-

enflamatuar etkilerini değerlendirmektir. 

 

2. MATERYAL VE METOT 

  

2.1. İlaç ve Kimyasallar 

 

Çalışmada toksisite sağlamak amacıyla kullanılan 

kolistin yerel bir ilaç firmasından (Colimycin® 150 

mg/flakon, Koçak Farma, İstanbul, Türkiye) temin 

edildi. Rutin ve diğer kimyasallar ise Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, ABD) firmasından satın alındı. 

 

 

 

 

2.2. Deney Hayvanları  

 

Çalışmada kullanılan deney hayvanları Atatürk 

Üniversitesi Deneysel Araştırma ve Uygulama 

Merkezi'nden temin edildi. Deneyde ağırlıkları 220-250 

gr arasında olan 35 adet erkek Sprague Dawley cinsi rat 

kullanıldı (Etik Kurul Karar No: 2019-4/56). Ratlar 25 ± 

1° C'de ve 12 saatlik bir aydınlık/karanlık ışık döngüsü 

ile % 45 ± 5 bağıl nemde metal kafeslere yerleştirildi. 

Deney dönemi boyunca yem ve su ad libitum sağlandı. 

Çalışmada kullanılacak ratlar ortama adaptasyon 

sağlamaları amacıyla, 7 gün boyunca herhangi bir işlem 

yapılmadan bekletildi. 

 

2.3. Deneysel Uygulamalar 

 

Adaptasyon döneminden sonra, 35 erkek Sprague 

Dawley rat 5 gruba ayrıldı; Grup dizaynları aşağıdaki 

gibidir: 

 

Grup 1, Kontrol grubu: 7 gün boyunca sadece serum 

fizyolojik (1 ml gün-1) verilen grup. 

Grup 2, Rutin uygulanan grup (Rut): Her bir rata 7 

gün Rut (100 mg kg gün-1) verildi [12]. 

Grup 3, Kolistin uygulanan grup: Her bir rata 7 gün 

kolistin (15 mg kg gün-1) periton içi uygulama ile verildi 

[13]. 

Grup 4, (Kolistin + Rut 50): Her bir rata, 7 gün 

boyunca kolistin (15 mg kg gün-1) uygulamasından 1 

saat önce Rut (50 mg kg gün-1) verildi. 

Grup 5, (Kolistin + Rut100): Her bir rata, 7 gün 

boyunca kolistin (15 mg kg gün-1) uygulamasından 1 

saat önce Rut (100 mg kg gün-1) verildi. 

 

Deneyin sonunda, ratlar hafif sevofloran (Sevorane likit 

100%, Abbott, İstanbul, Türkiye) ile anesteziye alınarak 

ötenazi edildi ve testis dokularından biri biyokimyasal 

analiz için −80 ° C'de saklandı, diğer testis dokusu ise 

histopatolojik ve immünohistokimyasal analizler için % 

10’luk tamponlu formalin içinde tespit edildi. 

 

2.4. Doku Homojenatının Hazırlanması 

 

Her bir hayvanın testisi, yağ ve bağ dokularından 

arındırıldıktan sonra soğuk izotonik tuzlu su içinde 

yıkandı ve 1:10 doku ve % 1.15 tamponlu potasyum 

klorid içinde homojenize edildi. Doku homojenatları, 4° 

C'de 15 dakika 10000 rpm'de santrifüjlendi. Süpernatant 

toplandı ve biyokimyasal  parametrelerinin 

değerlendirilmesi için - 80 ° C'de saklandı. 

 

2.5. Biyokimyasal Analizler 

 

Lipid peroksidasyon içeriği, ratların testis dokusundaki 

MDA düzeylerinin Placer ve ark [14]. kullandıkları 

yönteme göre ölçülmesi ile belirlendi. Testis 

dokularındaki GSH seviyesi ise Sedlak ve Lindsay’ın 

[15] yöntemi kullanılarak ölçüldü. 
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2.6. Histopatolojik İnceleme 

 

Her bir ratın testis dokusu trimlendi ve %10’luk 

tamponlu formalin solüsyonunda 48 saat süreyle tespit 

edildi. Testis örnekleri daha sonra dereceli alkol serisiyle 

dehidre edildi ve parafine gömülmeden önce iki ksilen 

değişikliği ile şeffaflandırma işlemine tabi tutuldu. 

Mikrotom aracılığıyla (Leica, RM2255) her biri 4 μm 

kalınlığında seri kesitler alındı ve standart yönteme göre 

hematoksilen ve eozin ile boyandı. Histopatolojik 

değerlendirme, kontrol grubuna göre uygulama 

gruplardaki patolojik değişiklikler açısından ışık 

mikroskobu altında yapıldı. 

 

2.7. İmmunhistokimyasal Analiz 

 

4 μm kalınlığında polilizinli lam üzerine alınan kesitlerin 

ksilen içinde parafini uzaklaştırıldıktan sonra 

dehidrasyon ve hidrasyon işlemleri gerçekleştirildi. 

Antijenlerin açığa çıkarılması amacıyla, kesitler 10 mM 

sitrat tamponunda 15 dakika mikrodalgada  kaynatıldı. 

Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek 

amacıyla 10 dakika süreyle % 3 hidrojen peroksit ile 

muamele edildi ve sonra PBS ile yıkandı. Kesitler, 

spesifik olmayan boyamayı azaltmak için protein blok 

solüsyonu (Ultra V Block, Thermo Fisher Scientific) ile 

10 dakika inkübe edildi. Daha sonra 8-OHdG (Kat no: 

sc-66036, dilüsyon:1/100, Santa Cruz Biotechnology), 

NF-κB (Kat no: sc-8414, dilüsyon:1/100, Santa Cruz 

Biotechnology) ve kaspaz 3 (Kat no: sc-56053, 

dilüsyon:1/100, Santa Cruz Biotechnology)  

proteinlerine karşı primer monoklonal antikorlar ile oda 

sıcaklığında nem kabininde 1 saat süreyle inkübe edildi. 

Kesitler biyotinlenmiş sekonder antikor (Ultra Vision 

Large Volume Detection System; TP-125-HL; Lab 

Vision) kullanılarak 10 dakika süreyle inkübe edildi. 

Antikorun tespiti, kromojen olarak diaminobenzidine 

(DAB) kullanılarak gerçekleştirildi. Kesitler, Mayer'in 

hematoksileniyle zıt boyandı ve ardından entellan ile 

kapatıldı. İmmünboyamanın yoğunluğu şu şekilde 

derecelendirildi: boyama yok (0), hafif (1+), orta (2+), 

yoğun (3+). Spermatogenezis ve Leydig hücrelerinin 

immünboyanmasının yoğunluğu, semi-kantitatif 

değerlendirme için primer kriterdi. 

 

2.8. İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel hesaplamalar SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL, 

USA) kullanılarak yapıldı. Tüm değerler ortalama ± 

standart hata olarak ifade edildi. Değerler arasındaki 

istatistiksel analiz, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) 

ve ardından Tukey post-hoc testi kullanılarak yapıldı. 

Anlamlılık seviyesi p <0.05 olarak belirlendi. 

 

3. BULGULAR  

 

3.1. Rutinin Kolistin Uygulaması Sonrası Rat Testis 

Dokularındaki Oksidan/Antioksidan Durumuna 

Etkisi 

 

MDA düzeyleri, testis dokularındaki oksidatif hasarı 

değerlendirmek için kullanıldı. MDA düzeyindeki 

değişiklikler Şekil 1'de gösterildi. Periton içi kolistin 

uygulamasından sonra, MDA düzeyleri kontrol grubuna 

kıyasla önemli ölçüde arttı (p <0.05). Bununla birlikte, 

Kolistin + Rut 50 ve Kolistin + Rut 100 dozlarının 

uygulanmasının, MDA düzeylerini azalttığı tespit edildi 

(p<0.05). Kolistin uygulanan ratların testis dokularındaki 

GSH düzeylerinin önemli derecede azaldığı belirlendi 

(p<0.05). Ayrıca kolistin ile kombine olarak uygulanan 

Rut 50 veya Rut 100 dozlarının, GSH düzeylerinde 

önemli bir artışı sağladığı saptandı (p<0.05). Bu 

sonuçlar, kolistinin neden olduğu testis hasarının rut ile 

birlikte uygulanmasıyla azaldığını göstermektedir. 

 

3.2. Rutinin Kolistin Kaynaklı Histopatolojik 

Değişikliklere Etkisi 

 

Kontrol ve Rut uygulanan gruplar normal testis 

histolojisine sahipti. Seminifer tübüller spermatid 

hücreleri ile dolu olup ve germinal membran üzerindeki 

germinal epitel hücreleri düzgün bir şekilde yerleşikti. 

Leydig hücreleri ve kılcal damar duvarlarının normal 

olduğu gözlendi (Şekil 2a, Şekil 2b). Buna karşılık, 

kolistin uygulanan grubun testis dokuları, 

spermatogonium çevresinde ödem ve vakuol oluşumu, 

bazal membranda incelme, interstisyel alanda kılcal 

damarlarda şiddetli konjesyon ile birlikte spermatojenik 

hücrelerde ciddi dejeneratif değişiklikler ve nekroz 

olmak üzere histopatolojik değişiklikler gösterdi (Şekil 

2c). Kolistin ile birlikte Rut uygulanması bu 

histopatolojik değişiklikleri doza bağımlı bir şekilde 

hafifletmiştir. Kolistin + Rut 50 uygulanması ratlara ait 

testis dokularındaki dejeneratif değişiklikler ve 

spermatojenik hücrelerde nekrozu azalttı (Şekil 2d). 

Kolistin + Rut 100 uygulanması ile testis dokularında 

hafif dejeneratif değişiklikler ve tam bir spermatogenezis 

ile normal seminifer tübüller gözlendi (Şekil 2e). 

 

3.3. Rutinin Testis Dokularındaki 8-OHdG, NF-κB ve 

Kaspaz-3 İmmunpozitifliği Üzerine Etkileri 

 

Kontrol grubu ve sadece Rut uygulanan ratların testis 

dokularında 8-OHdG ekspresyonunun 

immunhistokimyasal incelemesinde seminifer tübül ve 

interstisyel doku yapılarında herhangi bir pozitifliğe 

rastlanmadı (Şekil 3a, Şekil 3b). Kolistin uygulanan 

grupta  spermatogonia ve primer spermatositlerde yoğun 

immunpozitif hücrelere rastlandı (Şekil 3c). Kolistin 

uygulanan grup, kontrol ve Rut uygulanan gruplara göre 

8-OHdG immunpozitifliğinde anlamlı bir artış gösterdi 

(Tablo1; p <0.05). Kolistin ile Rut 50 uygulanan grupta 

benzer hücrelerde immunpozitifliğe rastlanmış olup, 

kolistin grubuna göre anlamlı bir fark gözlendi (Şekil 3d, 

Tablo 1; p <0.05). Kolistin + Rut 50 uygulanan grup ile 

Kolistin + Rut 100 uygulanan grup arasında 8-OHdG 

immunpozitifliği açısıdan anlamlı bir farklılık 

gözlenmedi. 

 

Kontrol ve sadece Rut uygulanan grupların testis 

dokularında NF-κB immunpozitifliği görülmezken (Şekil 

4a, Şekil 4b), kolistin uygulanan grupta, her iki gruba 

kıyasla yoğun immunpozitiflik mevcuttu (Şekil 4c, 

Tablo1; p <0.05). Kolistin ile birlikte Rut 50 uygulanan 

grupta kolistin grubuna kıyasla immunpozitiflikte önemli 

bir azalma gözlendi (Şekil 4d). Kolistin + Rut 50 
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grubunda NF-κB immunpozitiflikleri 

spermatogonialarda ve leydig hücrelerinde (Şekil 4d), 

Kolistin + Rut 100 grubunda (Şekil 4e) ise sadece leydig 

hücrelerinde pozitifliğe rastlanmakla birlikte NF-κB 

pozitifliği açısından önemli bir azalmada saptandı (Tablo 

1; p <0.05). 

 

Şekil 5'de gösterildiği gibi, kolistin grubu, kontrol (Şekil 

5a) ve Rut uygulanan gruplara (Şekil 5b) göre kaspaz-3 

immunpozitifliğinde anlamlı bir artış gösterdi (Tablo 1; 

p <0.05). Kolistin uygulanan grup (Şekil 5c) ile Kolistin 

+ Rut 50 uygulanan grup (Şekil 5d) arasında anlamlı 

farklılık saptanmadı (Tablo 1; p >0.05). Öte yandan, 

daha yüksek dozda Rut uygulaması (Rut 100), kaspaz-3 

immunpozitifliğinde kolistin ve düşük doz uygulanan 

gruplara kıyasla anlamlı bir azalma gösterdi (Şekil 5e, 

Tablo 1; p <0.05). 

 

Şekil 1. a) Ratlarda kolistin kaynaklı testis hasarında rutinin MDA düzeyine etkisi. (b) Rutinin ratlarda kolistin kaynaklı testis hasarında GSH seviyesi 
üzerindeki etkisi. Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Farklı harfler (a – d) gruplar arasında istatistiksel farkı göstermektedir (p <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. TARTIŞMA 

 

Gram-negatif bakteriler, hızla yayılma eğilimleri ve bu 

patojenler nedeniyle enfeksiyonları etkili bir şekilde 

tedavi etmek için mevcut azalan terapötik maddeler 

nedeniyle ABD'deki ve dünya çapındaki hastanelerde bir 

krize dönüşmüştür. Kolistin, bu ölümcül 

"süperböceklere" karşı etkili olan az sayıdaki antibiyotik 

arasında yer almaktadır. Ne yazık ki, doz sınırlayıcı 

nefrotoksisite ve nörotoksisite, etkili polimiksin tedavisi 

için engel olmaya devam etmektedir [16]. Bu yan 

etkilerin iyileştirilmesi, kolistinin terapötik çekiciliğini 

artıracak ve daha yüksek dozlarda kolistinin 

uygulanmasına izin verecektir [17]. Oksidatif stres, in 

vivo veya in vitro olarak ROS ve antioksidan savunma 

sistemindeki bir dengesizliğin neden olduğu oksidatif 

hasar sürecini ifade eder [18]. Yapılan çalışmalarda  

kolistinle oluşturulan toksisitelerde artan ROS üretiminin 

önemli bir mekanizma olduğu bildirilmiştir [2, 19, 20]. 

 

Aşırı ROS seviyeleri DNA, lipidler ve proteinlere zarar 

verir ve sonunda apoptoza yol açar [21]. MDA, lipid 

peroksitin parçalanmasıyla oluşan bir grup aldehittir. 

MDA düzeyinin belirlenmesi genellikle lipid 

peroksidasyonunun derecesini yansıtır [22]. Enzimatik 

olmayan sistemlerin önemli bir üyesi olan GSH ise 

hücrelerdeki redoks ortamının korunmasında ve 

hücreleri oksidatif hasardan korumada yeri doldurulamaz 

bir rol oynar [23]. Önceki çalışmalarla uyumlu şekilde 

[2, 7, 24, 25], bulgularımız kolistin uygulaması ile GSH 

düzeylerinin önemli bir düzeyde azaldığını ve MDA 

düzeyini artırdığını göstermekte ve testis dokularında bu 

şekilde oksidatif strese neden olduğunu ortaya 

koymaktadır. Ayrıca kolistin ile birlikte Rut 

uygulamasının GSH düzeylerini artırması ve MDA 

düzeyini azaltması Rut’un antioksidan özelliğini 

kullanarak oksidatif stresi azaltabileceğini göstermiştir. 

 

 

 

Tablo 1. Kolistin ile indüklenen testis hasarında 8-OHdG, NF-κB ve kaspaz 3 immunpozitiflikleri üzerine rutinin etkileri 

Gruplar 8-OHdG NF-κB Kaspaz 3 

Kontrol 0,14±0,14a 0,28±0,18a 0,14±0,14a 

Rutin 0,14±0,14a 0,14±0,14a 0,28±0,18a 

Kolistin 2,85±0,14b 2,85±0,14b 2,85±0,14b 

Kolistin + Rut 50 1,28±0,18c 1,85±0,14c 2,71±0,18b 

Kolistin + Rut 100  1,14±0,26c 0,85±0,14a 1,42±0,20c 

Değerler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. Her bir sütundaki farklı harfler gruplar arası farklılığı göstermektedir. a,b,c,dp <0,05 
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Şekil 2. Kontrol (a), Rutin (b), Kolitin (c), Kolistin + Rut 50 (d), Kolistin + Rut 100 (e) gruplarına ait testis dokularının H&E (× 40) ile boyanmış 

histopatolojik fotomikrografları. Kontrol ve rutin gruplarında normal testis histolojik yapısı gözlendi (sh:Sertoli hücresi, ps: primer spermatosit, ge: 
germinal epitel, es: erken spermatid, sp: spermatid, lh: leydig hücresi); kolistin uygulanan grupta ise germinal epitelde bozulma, vakuol oluşumu 

(okbaşı), piknotik çekirdek (ince ok)  ve damarlarda konjesyon (kalın ok) gözlendi.  Kolistin + Rut 50 ve Kolistin + Rut 100 uygulanan  gruplarda 

azalan  germinal  epitel hücrebir kısmı hasarı (ok ve okbaşı) ve normale yakın spermatogenezis (sh: Sertoli hücresi, ps: primer spermatosit, ge: 
germinal epitel, sg: spermatogonyumlar, es: erken spermatid, sp: spermatid, lh: leydig hücresi) gözlendi. 

 

MDA, lipid peroksitin parçalanmasıyla oluşan bir grup 

aldehittir. MDA düzeyinin belirlenmesi genellikle lipid 

peroksidasyonunun derecesini yansıtır [22]. Enzimatik 

olmayan sistemlerin önemli bir üyesi olan GSH ise 

hücrelerdeki redoks ortamının korunmasında ve 

hücreleri oksidatif hasardan korumada yeri doldurulamaz 

bir rol oynar [23]. Önceki çalışmalarla uyumlu şekilde 

[2, 7, 24, 25], bulgularımız kolistin uygulaması ile GSH 

düzeylerinin önemli bir düzeyde azaldığını ve MDA 

düzeyini artırdığını göstermekte ve testis dokularında bu 

şekilde oksidatif strese neden olduğunu ortaya 

koymaktadır. Ayrıca kolistin ile birlikte Rut 

uygulamasının GSH düzeylerini artırması ve MDA 

düzeyini azaltması Rut’un antioksidan özelliğini 

kullanarak oksidatif stresi azaltabileceğini göstermiştir. 

Yapılan çalışmalarda, ROS'un nükleotid 

modifikasyonlarına, DNA zinciri kırılmalarına ve 

kromatinin çapraz bağlanmasına neden olarak sperm 

çekirdeğindeki DNA bütünlüğüne saldırdığı öne 

sürülmüştür [26, 27]. Spermatozoalar, kendi DNA'larına 

oksidatif serbest radikal saldırılarına karşı sınırlı 

savunma mekanizmalarına sahip olduklarından, oksidatif 

DNA hasarı sırasında 8-OHdG üretilir [28]. 8-OHdG, 

oksidatif DNA hasarı için en yaygın olarak incelenen 

biyobelirteçtir [29]. Çeşitli oksidatif DNA eklentileri 

arasından 8-OHdG, yüksek özgüllüğü, güçlü 

mutajenitesi ve DNA'daki nispi bolluğu nedeniyle 

oksidatif DNA hasarının bir temsilcisi olarak seçilmiştir 

[28]. Çalışmamızda kolistin uygulamasına bağlı MDA 

düzeylerinin arttığı ve lipit peroksidasyonunun oluştuğu 

belirlenmiştir. Lipid peroksidasyon ürünleri DNA 

onarım kapasitesini azaltabilir. Bazı araştırmacılar,  

 

 

oksidatif DNA hasarı belirteci olan 8-OHdG ile lipid 

peroksidasyonu arasında güçlü bir ilişki olduğu 

sonucuna varmıştır [30, 31].  

 

 
Şekil 3. 8-OHdG’nin rat testis dokularında immünohistokimyasal 
ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan grup 

8-OHdG için negatif immunboyama gösterdi. (c) Kolistin grubu, testis 

dokusunda spermatogonium (ince ok), primer spermatosit (kalın ok) ve 
erken spermatidlerde (okbaşı) yoğun 8-OHdG ekspresyonu gösterdi. 

(d) Kolistin + Rut 50 ve (e) Kolistin + Rut 100 gruplarının testis 

kesitleri, spermatogonium (ince ok), primer spermatosit (kalın ok) ve 
erken spermatidlerde (okbaşı) hafif 8-OHdG ekspresyonu gösterdi 
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Bu bilgiler ışığında, sunulan çalışmada testis 

dokularındaki 8-OHdG seviyeleri ile MDA düzeylerinin 

kolistin uygulaması ile artması ve Rut antioksidanının 

uygulanmasına bağlı azalmaları aralarındaki ilişkiyi 

göstermiş, DNA hasarı üzerinde lipid 

peroksidasyonunun etkili olduğunu ortaya koymuştur.  

 

NF-κB, oksidatif stres sırasında artan ve stres tepkileri, 

apoptoz ve bağışıklığın kritik düzenleyicisi olarak 

bilinen bir transkripsiyon faktörüdür [32]. Oksidatif stres 

ile aktivasyon üzerine, NF-κB’nin yukarı regülasyonunu 

tetiklenerek, çok sayıda enflamatuar sitokinin 

salgılanması ve bir enflamatuar sinyal yolağı başlayabilir 

[33]. Ayrıca, enflamasyonun, anti-inflamatuar ve 

proinflamatuar sitokinler arasındaki bir dengesizlikten 

kaynaklandığı ve NF-κB  gibi çeşitli transkripsiyon 

faktörlerinin enflamasyonu indüklediği bildirilmiştir 

[34]. NF-κB aktivasyonu ile indüklenen bu enflamasyon, 

çeşitli antiinflamatuar ajanlar ve antioksidan inhibitörler 

tarafından inhibe edilir [35]. Çalışmamızda Rut’un 

kolistin kaynaklı testis hasarında indüklenen NF-κB 

aktivasyonunu hafiflettiğini gözlemledik (Şekil 4). Bu 

durum Rut tarafından hücre içi oksidatif stresin 

azaltılarak NF-κB aktivasyonunun aşağı regülasyonunun 

sağlandığı ve bu şekilde antiinflamatuar bir özellik 

gösterdiği ile açıklanabilir.  

 

 
Şekil 4. NF-κB’nin rat testis dokularında immünohistokimyasal 

ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan NF-

κB için negatif immunboyama gösterdi. (c) Kolistin grubu, testis 

dokusunda spermatogonium (ok başı) ve leydig hücrelerinde (ince ok) 

yoğun NF-κB ekspresyonu gösterdi. (d) Kolistin + Rut 50 grubu 
spermatogonium (ok başı) ve leydig hücrelerinde (ince ok)  orta 

yoğunlukta NF-κB ekspresyonu gösterdi. (e) Kolistin + Rut 100 

gruplarının testis kesitleri, sadece leydig hücrelerinde (ince ok) hafif 
NF-κB ekspresyonu gösterdi. 

 

Apoptoz süreci, hücre dışı (ekstrinsik indükleyiciler) 

veya hücre içi (intrinsik indükleyiciler) kaynaklı olabilen 

çok çeşitli hücre sinyalleri tarafından kontrol edilir. 

Hücre dışı sinyaller, ya plazma membranını geçmesi ya 

da bir tepkiyi etkilemek için transdüksiyonu yapması 

gereken toksinler, hormonlar, büyüme faktörleri, nitrik 

oksit ya da sitokinleri içerebilir [36, 37]. Bu sinyaller, 

apoptozu pozitif (yani tetikleyebilir) veya negatif (yani 

baskılayabilir, inhibe edebilir veya azaltabilir) yönden 

etkileyebilir. Glukokortikoidler, ısı, radyasyon, besin 

yoksunluğu, viral enfeksiyon, toksik ilaçlar ve 

hipoksinin neden olduğu hücre hasarında  hücre içi 

apoptotik sinyallerin salınması tetiklenebilir [38]. 

Kolistindeki 5 pozitif yüklü amino grubunun yapısı, Na 

+, K + ve Ca2 + konsantrasyonunu etkileyerek zar 

geçirgenliğini değiştirerek bakterileri öldürmenin ve 

memeli hücrelerinde toksisiteye neden olan ana yapı 

olarak kabul edilir [39]. Kolistinin, yağ asidi bileşenleri 

nedeniyle lipit membranını değiştirme veya bozma 

yeteneği, yüksek düzeyde toksisite hassasiyetini 

açıklamaya yardımcı olabilir [40]. Kaspaz 3 hem hücre 

dışı hem de hücre içi apoptoz da görev alan önemli bir 

proteindir.  Daha önce yapılan çalışmalarda kolistinin 

kaspaz 3 ekspresyonunu arttırarak apoptozu indüklediği 

gösterilmiştir [41-44]. Yapılan bu çalışmada kaspaz 3 

immunpozitifliğinin kontrol ve sadece Rut uygulanan 

grupta değişmediği, Kolistin ve Kolistin + Rut 50 

uygulanan grupta önemli derecede arttığı, kolisitnle 

birlikte Rut 100 uygulaması sonrası ise bu 

immunpozitifliğin azaldığı gözlemlenmiştir. Rut 

uygulamasının kaspaz 3 seviyesini azalttığı ve apoptoz 

aktivitesini düşürdüğü önceki çalışmalarda rapor 

edilmiştir [42, 45-49]. Dolayısıyla bu çalışmadan elde 

edilen veriler önceki çalışmalarla uyumlu olarak 

bulunmuştur.  

 

 
Şekil 5. Kaspaz 3’ün rat testis dokularında immünohistokimyasal 

ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan 

kaspaz 3 için negatif immunboyama gösterdi. (c) Kolistin grubu ve (d) 
Kolistin + Rut 50 grubunun testis dokuları spermatogonium (ok) ve 

spermatidlerde (ok başı) yoğun kaspaz 3 ekspresyonu gösterdi. (e) 

Kolistin + Rut 100 gruplarının testis kesitleri, primer spermatosit (ince 
ok) ve spermatidlerde (okbaşı) hafif düzeyde kaspaz 3 ekspresyonu 

gösterdi. 
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Çalışmada elde edilen veriler, Rut’un enflamasyon ve 

apoptozda yer alan NF-κB ve caspase 3 seviyelerini 

azaltarak testis dokusunda kolistin kaynaklı hasarı 

zayıflattığını göstermektedir. Rut’un bu anti-inflamatuar 

ve anti-apoptotik etkilerine lipit peroksidasyonunun 

azalması ile oksidatif stresin baskılanması aracılık eder. 

Sonuç olarak bu çalışma, kolistin uygulaması ile birlikte 

ortaya çıkabilecek muhtemel hasarın azaltılmasında 

Rut’un da birlikte klinik uygulaması için temel 

destekleyici veriler sağlamaktadır. 
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