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Sican Testis Dokusunda Siklofosfamid ile Tetiklenen Apoptoz, Nekroz ve Otofaji Yollarinin Modiilasyonunda Koenzim Q10'un

One Cikanlar:

* CPC apoptotik nekrotik ve
otofajik markirlar: etkileyerek
testis doku hasarina neden
olmaktadir.

¢ Q10 CPC’nin neden oldugu
hiicresel hasari diizeltmede
6nemli rol oynamakta

¢ Q10 BAX/BCL-2 oram
azalmasini saglayarak hiicre
sagkalimini desteklemektedir
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Koruyucu Rolii
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OZET:

Siklofosfamid (CPC) kanser tedavisinde siklikla kullanilan en eski antikanser ilaglarindan biridir.
CPC’nin testis, spermatogenez, tireme hormonlari iizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
calisma, infertilite tedavisinde kullanilan ve testis ile seminal sivida dogal olarak bulunan Koenzim
Q10’un (CoQ10), CPC'nin testis dokusunda olusturdugu hasarin onarilmasina etkisini belirlemeyi
amaglamigtir. 30 Albino Wistar erkek sigan, her grupta 6 hayvan olacak sekilde 5 gruba [Kontrol,
Siklofosfamid (CPC), Koenzim Q10 (CoQ10), CPC + CoQ10-I (CQ-I), CPC + CoQ10-1I (CQ-II)] ayrildi.
Apoptotik (kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-3, BAX, BCL2, ve BAK1), otofajik (ATG3, ATG5 ve LC3) ve
nekrotik (RIPK1) hiicre 6liim mekanizmalarindaki kavsak genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
belirlendi. Toplam mRNA'dan cDNA sentezlendi. mMRNA gen ekspresyon seviyeleri RT-qPCR ile tespit
edildi. Tiim grup ¢aligmalari i¢in p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. CPC’nin kontrol grubuna
gore kaspaz-9, kaspaz-3 ve BAK1 mRNA diizeylerini artirdig: tespit edilmistir (p<0.05). CPC ile birlikte
CoQ10 uygulandiginda, kaspaz-9, kaspaz-3 ve BAK1 genlerinin ekspresyon seviyelerini diistirdigii
(p<0.05) tespit edilmistir. Ayrica, BCL-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig (p<0.05)
g6zlemlenmistir. Hem kontrol grubuna hem de CPC grubuna kiyasla CoQ10 uygulamasinin BAX/BCL-2
oranini istatistiksel olarak azalttigi (p<0.05) ortaya konulmustur. CPC, ATG3 ve LC3 mRNA
ekspresyonunu diigiirmiis, ancak CPC ile birlikte CoQ10 uygulamast LC3 ekspresyonunu artirmistir
(p<0.05); ayrica RIPK1 seviyesi CQ-I grubunda CPC'ye gore azalmistir (p<0.05). Sonug olarak,
CoQ10’un, siklofosfamidin (CPC) neden oldugu apoptozu disiirdiigii, otofajiyi diizenlendigi ve
nekroptozu onlemede rol oynadigi ve hiicre sagkalimimni destekledigi tespit edilmigtir. Ancak klinik
uygulamalar i¢in daha genis ve uzun vadeli ¢alismalar gerekmektedir.
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Highlights:

* CPC causes testicular tissue
damage by affecting apoptotic
necrotic and autophagic
markers.

* Q10 plays an important role
in correcting cellular damage
caused by CPC

* Q10 supports cell survival by
reducing the BAX/BCL-2
ratio
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ABSTRACT:

Cyclophosphamide (CPC) is one of the oldest anticancer drugs frequently used in cancer treatment.
However, CPC is known to have adverse effects on the testis, spermatogenesis, and reproductive
hormones. This study aimed to investigate the effect of Coenzyme Q10 (CoQ10), a compound naturally
found in the testis and seminal fluid and used in infertility treatment, on repairing the damage caused by
CPC in testicular tissue. Thirty male Wistar Albino rats were divided into five groups, each consisting of
six animals: Control, CPC, CoQ10, CPC + CoQ10-I (CQ-I), and CPC + CoQ10-1I (CQ-II). The mRNA
expression levels of junctional genes were detected in apoptotic (caspase-8, caspase-9, caspase-3, BAX,
BCL2, and BAK1), autophagic (ATG3, ATG5, and LC3), and necrotic (RIPK1) cell death mechanisms.
cDNA was synthesized from total mRNA, and the gene expression levels of apoptosis markers were
determined by RT-gPCR. Statistical significance was set at p<0.05. CPC was found to upregulate
caspase-9, caspase-3, and BAK1 mRNA levels compared to the control group (p<0.05). However, co-
administration of CoQ10 with CPC significantly reduced the expression levels of caspase-9, caspase-3,
and BAK1 (p<0.05). Additionally, a significant increase in BCL-2 gene expression was observed (p<0.05).
CoQ10 treatment reduced the BAX/BCL-2 ratio compared to the control and CPC groups (p<0.05). CPC
reduced ATG3 and LC3 mRNA expression, but co-administration of CPC with CoQ10 increased LC3
expression (p<0.05); additionally, RIPK1 levels were lower in the CQ-1 group compared to CPC (p<0.05).
In conclusion, CoQ10 was found to reduce CPC-induced apoptosis, regulate autophagy, and prevent
necroptosis, promoting cell survival. However, larger and longer-term studies are required for clinical
implementation.
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Etik Kurulu (YUHAD-YEK, Date: 28/11/2019; Decision number: 2019/11) ¢aligmasindan alinmigtir.

GIRIS

Siklofosfamid (CPC), 1958 yilinda kanser tedavisinde kullanimi onaylanan en eski antikanser
ilaglardan biridir (Brock ve Wilmanns, 1958). Siklofosfamid, en basarili ve yaygin olarak kullanilan
antineoplastik ilaglardan biri olmaya devam etmektedir (Emadi ve ark., 2009). Bagisiklik sistemini
baskilayan ve kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir alkilleyici kemoterapi ajanidir (Ahlmann
ve Hempel, 2016). CPC, fosforamid ve akrolein molekiillerine metabolize olur. CPC metabolitleri,
DNA zincirleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak hiicre bdliinmesini Onler. Bu metabolitler
sitotoksisiteye neden olmaktadir (Le ve ark., 2015; Fusco ve ark., 2021). Bununla birlikte,
siklofosfamidin benzersiz metabolizmasi ve aldehit dehidrogenaz tarafindan inaktivasyonu, belirgin
sitotoksik  ozelliklerinden sorumludur. Aldehit dehidrogenazin farkli hiicresel ekspresyonu,
siklofosfamidin antikanser terapotik indeksi ve immiinosiipresif 6zellikleri iizerinde bir etkiye sahiptir
(Emadi ve ark., 2009). Ancak, CPC ve metabolitlerinin testis agirhginda azalma, germ hiicre kaybi,
tubulus seminiferus contortus’larda dejenerasyon, oligospermi, azospermi, oksidatif streste artis ve
testosteron seviyesinde diislis gibi bir¢ok fonksiyon bozukluguna neden oldugu bilinmektedir (Gajjar
ve ark., 2015; Smart ve ark., 2018; Li ve ark., 2022). Kemoterapi sirasinda iireme sistemini zararli
etkilerden korumak i¢in antioksidan ve sitoprotektif 6zelliklere sahip maddelerin kullanilmasi olduk¢a
faydali olabilir (Abdi ve ark., 2024).

Koenzim Q10 (CoQ10), hiicrelerin enerji iiretim siire¢lerinde kritik bir rol oynayan, yagda
¢oziinen Onemli bir antioksidan bilesiktir. Mitokondride yer alan bu koenzim, elektron tagima
zincirinde gorev alarak ATP iiretimini destekler ve hiicresel enerji liretiminde hayati bir 6neme sahiptir
(Pravst ve ark., 2010; Nelson ve Cox, 2017). Bunun yani sira, C ve E vitaminlerinin rejenerasyonunda
rol alarak dolayli bir antioksidan islevi de goriir. CoQ10, sadece oksidatif stresle miicadele etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda inflamasyonun diizenlenmesi, kolesterol metabolizmasi, lizozomal pH dengesi
ve siilfiir metabolizmas1 gibi bir¢ok biyokimyasal siiregte dnemli gorevler iistlenir. Ayrica, silfiir
kinon oksidorediiktazin kofaktorii olarak siilfiir metabolizmasinda ve amino asit metabolizmasinda da
kritik bir rol oynar. Tiim bu islevleriyle CoQ10, hiicresel homeostazin saglanmasinda ve genel
metabolik dengenin korunmasinda temel bir bilesendir. Viicudumuz dogal olarak CoQ10 tiretse de,
yaslanma siireciyle birlikte bu {liretim azalir. CoQ10'un enerji metabolizmasindaki bu onemli islevi,
kalp, beyin ve kaslar gibi yiiksek enerji gereksinimi olan organlar icin 6zellikle kritiktir (Hargreaves ve
ark., 2020).

Idiyopatik erkek infertilite problemleri tedavisinde CoQ10 siklikla tercih edilmektedir.
Spermatazoon enerji mobilizasyonunun siirdiiriilebilmesi ve lipit peroksidasyonundan korumada gorev
almaktadir (Barcelos ve Haas, 2019). CoQ10 spermatazoalarin orta boliimiinde bulunan mitokondriye
dagilir; enerji prométorii ve antioksidan olarak goérev alir (Wu ve ark., 2022). Gen ekspresyonu,
membran stabilitesi ve hiicre sinyalinde rol oynar. Hiicreleri hasardan ve anormal biiyiimeden korur
(Bentinger ve ark., 2007). Bizi bu ¢alismaya yonlendiren, dnceki ¢alismamizdaki (Kosal ve ark., 2024)
CoQ10’nun CPC’in neden oldugu testis hasarini 6nledigini, sperm hareketliligini ve sayisini artirtigi
deneysel olarak ortaya konulmasidir.

Bu c¢aligmanin amaci, siklofosfamid (CPC) kaynakli testis dokusu kaybinda hiicre 6liim yollarina
ait genlerin ekspresyon diizeylerini 6lgmek ve bu siiregte olusabilecek doku hasarni degerlendirmek;
ayrica, koenzim Q10 (CoQ10) tedavisinin farkli siirelerde uygulanarak bu hasar1 dnleyici etkisini
arastirmakti. Ayrica, bu alandaki literatiirel eksiklikleri gidermeye katki saglamak hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Etik Beyan

Bu calismada kullanilan testis dokusu igin Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu izin belgesi (YUHAD-YEK, Tarih: 30/01/2025; Karar No: 2025/01-05) alinmustir.

Hayvanlar, yetiskin, patojensiz, erkek Albino Wistar si¢anlar olup, Van Yiiziinci Yil
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden temin edilmistir. Calismada ortalama
3-4 aylik, 200-250 gram agirhiginda hayvanlar kullanildi. Hayvanlar ad libitum olarak beslendi ve
giinde 12 saat 151k, 12 saat karanlikta tutuldu. Yasam alanlar1 ortalama 22-24°C sicakliga ve %55-60
bagil neme sahipti. Hayvan yetistiriciligi i¢in Imte Ureme Kafesi T-4 kullanildi. Her deney grubu icin
kafeste 6 hayvan olacak sekilde gerceklestirildi. Deney gruplarinin belirlenmesinde dozlar cinsiyet ve
ortalama agirliklar baz alinarak belirlendi (Reagan-Shaw ve ark., 2008). Deney gruplari rastgele
secilen hayvanlardan meydana getirildi. Gruplar asagida verildigi gibi diizenlendi:

Kontrol: 4 hafta boyunca oral gavaj yoluyla giinliik 0,5 ml fizyolojik tuzlu su uygulandi.

Siklofosfamid (CPC): CPC (Endoxan 90 tablet, Eczacibasi, Tiirkiye) 6 mg/kg dozunda 0.5 ml
fizyolojik tuzlu suda ¢6ziildii ve 4 hafta boyunca oral gavaj yoluyla uygulandi.

Koenzim Q10 (CoQ10): 2.8 mg/kg dozunda CoQ10 (Ocean, Almanya) 0.5 ml zeytinyaginda
¢oziildii ve 4 hafta boyunca oral gavaj yoluyla uygulandi.

CPC+CoQ10 I (CQ-I): 6 mg/kg CPC + 2.8 mg/kg CoQ10 4 hafta boyunca oral gavaj yoluyla
uygulandi.

CPC+CoQ10 Il (CQ-I11): 4 hafta boyunca oral gavaj yoluyla 6 mg/kg CPC + 3. ve 4. haftalarda
oral gavaj yoluyla 2,8 mg/kg CoQ10 uygulandi.

4 haftanin sonunda, hayvanlar 50 mg/kg dozunda ketalar (Zentiva Saglik Uriinleri, Tiirkiye) ve
10 mg/kg dozunda xylazin (Bioveta, Cekya) kombinasyonunun i.p olarak uygulanmasi ile anesteziye
alindi. Sakrifiye edilerek testis dokusundan RNA izolasyonu igin 6rnek alindi. Steril sartlarda alinan
testis dokusunun tizerine RNA stabilizator (GeneAll, RiboSaver: Cat. No 351-001, Korea) konularak -
80 °C’de saklandi. Calisma giinii saklanan dokular oda sicakliginda ¢oziilmeye birakildi ve yaklasik 30
mg kadari steril tiiplere alindi. Dokularin tizerine 0.2 ml steril fosfat tamponu eklenerek homojenizator
(IKA Ultra Yellow line, US) yardimiyla homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 3000 RPM 10
dakika santrifiij edildi. Tiipiin tstiinde kalan siv1 kisim atild1, alta kalan homojenatan RNA izole edildi.

RNA eldesi ve cDNA sentezi

Total RNA izolasyon Protokolii (GeneAll, Cat. N0.301-001); Elde edilen homojenata 1 ml
soliisyon eklendi. Homojenat bir pipet yardimiyla birkag kez pipetlendi ve oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edildi. 1 ml soliisyon basina 0,2 ml kloroform ilave edilir ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildi. 4°C'de 12.000 x g'de 15 dakika boyunca santrifiij edildi, ardindan st sefaf faz dikkatli bir
sekilde almarak yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 0,5 ml izopropanol eklendi ve ¢dzelti 3~5 kez ters
cevirerek yavasca karistirildi. Karigimi oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. 12.000 x g'de 10
dakika boyunca 4°C'de santrifiij edildi. Ustii dikkatli bir sekilde dokiildii ve RNA pelletini yikamak
icin 1 ml %75’lik etanol eklendi. 4°C'de 7500 x g'de 5 dakika boyunca santrifiijlendi, ardindan iistii
attildi. Laminer kabinde 10 dakika kurutulmaya birakilan total RNA pelleti DEPC’li su ile
sullandirildi. Total RNA’nin kantitatif degerlendirilmesi, 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Olctimlerle (BioDrop, UK) hesaplandi. Kantitatif degerlendirme sonucunda, her gruptan en iyi total
RNA degerlerine sahip ii¢ hayvanin RNA’s1 cDNA sentezi i¢in kullanildi. Total RNA, Rotor-Gene Q
Software-Run cihazi kullanilarak Applied Biosystems™ cDNA sentez kiti (Cat: 4368814, Lithuania)
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protokoliine gore (25°C 10 dk, 37°C 120 dk, 85°C 5 dk) sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNAlar,
hedef gen bolgesine 0zgii olarak tasarlanmis primerler (ABT, Tiirkiye) RT-PCR cihaz1 yardimiyla
cogaltildi. Primerler ticari olarak satin alindi.

Real Time-qPCR

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak, Cizelge 1’de primer sekans dizilimleri verilen hedef genlerin
MRNA ekspresyon diizeyleri belirlendi. Ornek reaksiyon sartlar1, Cizelge 2’de verildigi gibidir. RT-
gPC Rreaksiyonu, ROTOR-GENE Q (Qiagen, Germany) cihazinda gergeklestirildi. Gen ekspresyon
paternlerinin saptanmasi amaciyla; Apotozis i¢in Caspase-8, Caspase-9, BCL-2, BAX, BAK1 ve
Caspase-3; Otofaji i¢in ATG3, ATG5 ve LC3; Nekrotik igin RIPK1 ekspresyon diizeyleri belirlendi.
Ekpsresyon analizlerinde kontrol geni olarak gliseraldehit 3- fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi.
Her bir hedef gene ait primerlerin optizasyon sartlar1 belirlendi. Calismada amplikasyon tespiti i¢in
SYBR Green master mix (ABT cat: Q030201) kullanildi. Her ¢alisma grubundan ii¢ bagimsiz 6rnek
olarak analiz edildi. Ct (cycle threshold) degerleri, amplifikasyonlarin logaritmik fazinin baslangici
itibariyle belirlendi. Ekspresyon analizlerinde genlerin iiriinleri 2"2' yontemi ile belirlendi (Livak ve
Schmittgen, 2001). Gruplar arasindaki farkliliklar, gen ekspresyonunun kat degisim (fold change)
degerleri lizerinden karsilastirilarak degerlendirildi.

Cizelge 1. Hedef genlere ait primer sekans dizilimi

Gen ismi Primer sekansi (F. 5°-3°) Primer sekansi (R: 5°-3°)

GAPDH AACCCATCACCATCTTCCAG GCCATCCACAGTCTTCTGAG
ATG3 GGGAAGAATTGAAAGTGAAGG TGAACTGAACACATAGGAGG
ATG5 CTATTTGACGCTGGTAACTGA CTGATGTGAAGGAAGTTGTCTGG
RIPK1 CTTCAGCACCTAGCTCCGTC TGTCCAGGTCTTTCCTCTCCA
Kaspaz-8 GATGTCCTGGTGCTATTTCAGAG CCTCCTTGTCCATGTCTTCTG

BAK1 TTGTCCCTAGAACCCAACAG GTTTAGTTTAGTCCAGGCAGTC
Kaspaz-3 CGAAACTCTTCATCATTCAGG GAGCATTGACACAATACACGG
BCL2 ACCAGAATCAAGTGTTCGTC TCTTCATCTCCAGTATCCCACTC
Kaspaz-9 TCTCACACCAGAAACACCCA GTCGTTCTTCACCTCCACCA
BAX TGCTACAGGGTTTCATCCAG ATCCACATCAGCAATCATCC
L3C CCTGGATAAGACCAAGTTTCTG GCCTGAGCAATCTTTATTCTG

F: Forward, R: Reverse.

Cizelge 2. RT-gPCR reaksiyon sartlari

Reaksiyon icerigi Bir 6rnek icin Reaksiyon Dongiisii
Master miks 10 pl 95°C 5' denatiirasyon
(SYBR green)
Forward (20 puM) :0.5 ul
Reverse (20 uM) :0.5 ul 95°C 20"
dH.0 9 ul 40 dongt
cDNA 1l *50°C -54°C 60"
Toplam 20 ul
*Baglanma sicakligi primerlere gore degiskenlik
gostermistir.
Melting Curve
Ramp: 50-99 (1’er derece artis)
90°C 5 saniye
Istatistiksel Analiz

Her gruba ait verilerin normalik dagilimi igin shapiro-Wilk testi uygulandi. Bu o6zellikler
bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Gruplar arasindaki farkliliklar icin One-way ANOVA ve post-hoc Bonferroni testi kullanildi. Tiim
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parametreler ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Tim grup ¢alismalari i¢in p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Hesaplamalar i¢in SPSS (ver: 22) istatistik paket programi kullanildu.

BULGULAR VE TARTISMA

CPC ile birlikte CoQ10 uygulanan siganlardaki hedef genlerin ekspresyon seviyeleri istatistiksel
olarak asagida, Sekil 1 ve Sekil 2’de verildigi gibidir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda: CPC uygulamasi, kaspaz-9, kaspaz-3 ve BAK1 genlerinin
sirasiyla yaklasik olarak 7.0, 6.0 ve 3.5 kat artig1 (p<0.05) tespit edilmistir. CPC ile birlikte CoQ10
uygulamasi (CQ-I, CQ-II) karsilastirildiginda: CQ-1 grubunda, kaspaz-8'in 7.0 kat ve BAK1’in 2.4 kat
artig1 (p<0.05) ortaya konulmustur. CQ-11 grubunda ise kaspaz-9'un 5.5 kat ve BCL-2’nin 4.8 kat artis
(p<0.05) gosterdigi tespit edilmistir. CoQ10 ve CQ-II gruplarinda ise BCL-2 ekspresyonunun sirasiyla
yaklasik 5.5 kat ve 4.8 kat bir artis gosterdigi (p<0.05) ortaya konulmustur. BAK1 geninin ise CPC ve
CQ-I gruplarinda art181 (p<0.05) tespit edilmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da BAX’ta bir artis
meydana gelmistir. CoQ10 grubunda ise BCL-2 seviyesinde bir artis (p<0.05) belirlenmistir.
Dolaysiyla BAX/BCL-2 oraninda bir azalma (p<0.05) ortaya konulmustur. Bu grupta, diger gen
seviyelerinde istatistiksel olarak bir degisim ortaya konulmamistir.

CPC grubuna kiyasla, CoQ10 grubunda kaspaz-8 ve BCL-2 de artis (p<0.05) ve kaspaz-3’de
azalis (<0.05) meydana gelmistir. Kaspaz-9’da bir azalma olsa da anlamli degildir. CPC ile birlikte
CoQ10 uygulamasinin ise kaspaz-8 gen ekspresyon seviyesini artirdigi (p<0.05), buna karsilik kaspaz-
9, kaspaz-3 ve BAK1 genlerinin seviyelerini ise diisiirdiigii (p<0.05) tespit edilmistir. Ayrica, CQ-I1I
gruplarinda BCL-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0.05) gézlemlenmistir.
Hem kontrol grubuna hem de CPC grubuna kiyasla CoQ10 uygulamasinin BAX/BCL-2 oranini
istatistiksel olarak azalttig1 (p<<0.05) ortaya konulmustur.
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Sekil 1. CoQ10’nun CPC uygulanmis ratlarda testis dokusundaki apoptotik enzim sistemlerine ait bazi genlerin
mMRNA ekspresyon seviyelerine etkisi

*CPC, CoQ10 ve CPC + CoQ10 (CQ-I ve CQ-II) uygulamalarinin farkli apoptoz ve hiicre 6liimiine bagli genlerin ekspresyon seviyelerini gostermektedir.
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmis olup, istatistiksel anlamlilik su sekilde belirtilmistir:* isareti, kontrol grubuna gore anlaml bir farki
(p<0.05) gdstermektedir. *isareti, CPC grubuna gére anlamh bir farki (p<0.05) ifade etmektedir
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Kemoterapdtik ilaglar, agir metaller ve kolostojen maddeler testis doku hasarina neden
olabilmektedir (Najafi ve ark., 2019). Kemoterdpatik bir ajan olarak kullanilan CPC testislerde hasara
yol agtigi bilinmektedir (Cao ve ark., 2017). CPC uygulanarak yapilan birgok c¢alismada ve
arastirmalarda sperm motilitesinin diistiigli, anormal sperm orani ve genetik hasarinin arttigi,
testosteron seviyesinin azaldigi ve oksidatif stresin ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Liu ve ark., 2021;
Ozatik ve ark., 2021; Li ve ark., 2022; Kosal ve ark., 2024). Yapilan cesitli ¢alismalarda CoQ10
takviyesinin birgok agir metal, radyasyon ve cesitli nedenlere bagli olarak meydana gelen oksidatif
stres, histopatolojik degisimleri ve inflamasyon gibi durumlari inhibe ederek testis fonksiyonlarini
iyilestirdigi ve bu konuda cesitli ¢alismalar yapilmistir (Najafi ve ark., 2019; El-khadragy ve ark.,
2020; Irani ve ark., 2022). Yapilan bir ¢ok calismalarda dogal antioksidanlarin bagisiklik sistemini
diizenleme dahil olmak tlizere ROS temizleme gibi bir ¢ok 0Ozellige sahip oldugu bilinmektedir
(Ustiindag, 2023). CoQ10 dogal bir antioksidan ve ROS temizleyici olup seminal sivida dogal olarak
bulunma 6zelligi bulunmaktadir (Balercia ve ark., 2004; Smorag ve ark., 2012).

Siklofosfamid uygulamasinin, hem sigan testis dokusunda hem de karaciger hiicrelerinde kaspaz-
3 aktivasyonunu artirarak apoptoza yol actig1 rapor edilmistir (Potnuri ve ark., 2018, Yal¢in ve ark.
2020).

Bu calismada, Koenzim Q10 uygulamasinin kaspaz enzim mekanizmalari tizerindeki etkisi, CPC
grubuna kiyasla gen ekspresyon seviyeleri acisindan degerlendirilmistir. Ortaya konulan sonuglar,
CoQ10'un kaspaz enzim sistemine ait bazi genler lizerinde farkl: etkiler olusturdugunu gostermektedir.
CPC’nin kaspaz-9 ekspresiyonunu artirarak kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu ortaya konulmustur.
Bu da daha o6nce yapilan c¢aligmalarla benzer sonuglar ortaya koyarak CPC’nin testis dokusunda
mitokondriyal yollag: tetikledigini desteklemektedir. CoQ10 hiicreyi apoptoza karsi korur, enerjiyi
artitir ve anti-inflamatuar 6zellige sahiptir. Nanopartikiil yapisi sayesinde kan-testis bariyerini gegebilir
(Littarru ve ark., 2011; Masoumi ve ark., 2021). CPC ile birlikte CoQ10’nun siganlara uygulamasinin
kaspaz-9 ve kaspaz-3 ekspresyon seviyelerinin azalmasi mitondriyal hasar1 6nlemede koruma
sagladigimi tespit edilmistir. CoQ10'un kaspaz-8 ekspresyon seviyesini artirmasi, digsal apoptoz yolunu
hafif sekilde aktive edebilecegini diistindliirmektedir. Bu durum, CoQ10'un oksidatif strese baglh
mitokondriyal disfonksiyonu azaltarak hiicresel sagkalimi artirdigina igaret eder. Ayni sekilde, pro-
apoptotik bir faktdor olan BAK1 gen ekspresyonunun diismesi de CoQ10’un hiicresel koruma
mekanizmalar {izerinde pozitif bir etki yarattigini gosterir. Daha da 6nemlisi, CoQ10'un BCL-2 gen
ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olmasi, hiicreyi apoptozdan koruyan anti-apoptotik
mekanizmalarin aktive oldugunu isaret etmektedir. BCL-2, mitokondriyal membran stabilitesini
koruyarak sitokrom C salinimini 6nler ve bdylece apoptoz siirecini durdurur. CoQ10'un hem kontrol
hem de CPC grubuna kiyasla BAX/BCL-2 oranini azaltmasi, hiicrelerin apoptotik uyarilara karsi daha
direngli hale geldigini ve hiicresel sagkalimin desteklendigini gostermektedir. BAX/BCL-2 oranindaki
diisiis, apoptozun baskilandig1 ve hiicrelerin hayatta kalma olasiliginin arttigin1 net bir sekilde ortaya
koymaktadir.

Calisma sonuglari, CPC'nin ototofaji mekanizmasi iizerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugunu
ve hiicresel hasara neden olabilecegini gostermektedir. CPC'nin ATG3, ATG5 ve LC3 proteinlerinin
seviyelerini diisiirmesi, ototofajiyi baskiladigini ve hiicre savunma mekanizmalarinin zayifladigini
isaret etmektedir. CoQ10'un hem tek basina hem de CPC ile birlikte kullanildiginda ototofajiyi
destekledigi ve CPC’nin olumsuz etkilerini hafiflettigi gézlemlenmistir. CoQ10'un CPC’nin ototofaji
tizerindeki baskilayict etkisini hafifleterek hiicresel yenilenme siireclerini destekledigi ve hiicre
Olimiine karst koruma sagladigi bu ¢alismada da dogrulanmistir. ATG3 ve LC3 protein diizeylerinde
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gozlenen artiglar, CoQ10’un ototofajiyi aktive ettigini ve CPC’nin ototofaji iizerindeki baskilayici
etkisini hafiflettigini gostermektedir. Bu bulgu, CoQ10’un ototofaji ve apoptoz siireglerine miidahale
ederek hiicresel hasar1 azalttigini ortaya koymaktadir. Ayrica, RIPK1 seviyelerinin CPC grubunda
ylkselmesi, CPC’nin nekroptoz yolunu aktive ettigini gdsterirken, CoQ10’un bu artis1 baskilamasi,
hiicre 6liimiinii engelleyici bir etki gostermektedir (Diemer ve ark., 2003; El-khadragy ve ark., 2020).
Nekroptoz, inflamatuar hiicre 6liim yolu olarak bilinir ve bu siirecin kontrol altina alinmasi, CPC'nin
neden oldugu inflamatuar hasarin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir (Kehe ve ark., 2009). Elde
edilen 6nemli sonuglara ragmen bazi kisitlamalar mevcuttur. Calismanin 6rneklem biytkliigiiniin
smirli  olmast  ve uzun vadeli etkilerin incelenmemesi, sonuglarin  genellenebilirligini
sinirlandirmaktadir. Ayrica, ¢alismanin hayvan modeliyle sinirli olmasi, insanlara uyarlanabilirligini
zorlastirmaktadir. Gelecekteki arastirmalarda daha genis kapsamli ve uzun siireli ¢aligmalarla bu
eksikliklerin giderilmesi faydali olacaktir. Elde edilen bu sonuglarin 6ne ¢ikan O6nemli yOnii,
siklofosfamid kullanimina bagli olarak olusabilecek infertiliteyi azaltmada koenzim Q10 seviyesinin
onemli bir rol oynayabilecegi ve bu etki mekanizmasinin daha ayrintili arastirilmasi gerektigi
sonucudur.

SONUC

Sonug olarak, bu ¢alisma koenzim Q10’nun siklofosfamidin neden oldugu hiicre 6liim yollaklar
tizerinde koruyucu bir etki saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular isiginda
koenzim Q10’un siklofosfamid gibi kemoterapdtik ajanlarin yan etkilerini hafifletmek amaciyla
terapotik bir ajan olarak kullanilma potansiyelini desteklemektedir. Ancak, bu sonucglarin klinik
uygulamalarda kullanilmas: i¢in daha genis kapsamli ve uzun vadeli calismalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Koenzim Q10’un kemoterapi kaynakli hiicresel toksisiteyi azaltma potansiyeli,
ozellikle klinik tedavilerde destekleyici bir ajan olarak umut verici goriinmektedir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.
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