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ARASTIRMA

Ratlarda Dosetaksel Kaynakli Testis Toksisitesi Uzerine
Silimarinin Etkileri: Biyokimyasal, Molekiiler ve Histopatolojik
Degerlendirme

Bu g¢alismanin amaci; farkh kanser turlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan dosetaksel (DTX)
kaynakl testis hasarina karsi dogal bir antioksidan oldugu bilinen silimarin (SLM)'in etkilerinin
arastinimasidir. Calismada 35 adet erkek Spraque Dawley rat rastgele 5 gruba ayrildi: Kontrol
grubu, DTX uygulanan grup, SLM 50 mg/kg uygulanan grup, DTX+SLM 25 mg/kg uygulanan grup,
DTX+SLM 50 mg/kg uygulanan grup. DTXin glutatyon peroksidaz (GPx), sliperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (KAT) gibi antioksidan enzim aktivitelerini ve glutatyon (GSH) diizeylerini azaltip,
lipid peroksidasyonunu (LPO) artirarak oksidatif hasari tetikledigi belirlendi. Ayrica DTX ile kombine
uygulanan SLM uygulamasinin GSH seviyesini ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi, lipid
peroksidasyonunu ise azalttigi ettigi tespit edildi. Calismada apoptozis belirteclerinden kaspaz 8 ve
9 seviyelerinin  DTX grubunda gen ekspresyonu dizeyinde, kaspaz 3 seviyesinin ise
immunhistokimyasal incelemede arttigi, SLM uygulamasi ile bu belirteglerin dizeylerinde azalma
oldugu gézlendi. Sonug olarak; DTX kaynakl testis toksisitesinde SLM’in anti-oksidan ve anti-
apoptotik etki gosterdigi tespit edilmis ve alternatif tipta kullanilabilmesi i¢in ileri diizey ¢alismalarin
gerekliligi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Dosetaksel, silimarin, apoptozis, oksidatif stress

The Effects of Silymarin on Docetaxel Induced Testis Toxicity in Rats:
Biochemical, Molecular and Histopathological Evaluation

The aim of the present study was to investigate the effects of the slymarin (SLM), which is known
to be a natural antioxidant against testicular damaged induced by dosetaksel (DTX), which is
commonly used in the treatment of various cancer types. In this study, 35 male Spraque Dawley
rats were randomly divided into 5 groups: Control group, DTX-treated group, SLM -treated group
(50 mg/kg), DTX+SLM -treated group (25 mg/kg), and DTX+SLM -treated group (50 mg/kg). It was
determined that DTX induced oxidative damage by decreasing glutathione peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities and decreasing glutathione (GSH)
levels and increasing lipid peroxidation. In addition, it was determined that SLM application
increased GSH level and antioxidant enzyme activities and inhibited lipid peroxidation (LPO). In the
study, it was observed that caspase 8 and 9 levels, one of the apoptosis markers, increased gene
expression level in the DTX group and caspase 3 level increased in immunohistochemical
examination, and decreased levels of these markers with SLM application. As a result; It has been
determined that SLM shows anti-oxidant and anti-apoptotic effects in DTX-induced testicular
toxicity and further studies are required for its use in alternative medicine.

Key Words: Docataxel, silymarin, apoptosis, oxidative stress

Girig

Kemoterapi, ¢esitli kanser tirlerinin tedavisinde kullanilan baslica yéntemlerden
biridir ve etkinligini artirmak icin farkh antineoplastik ilag kombinasyonlarinin
kullanilmasina izin verir. Bununla birlikte, hem kanser hem de kemoterapiyle iligkili
komplikasyonlar, dnemli 6lcide mortaliteye neden olmaktadir. Kemoterapinin amaci
sadece tUmor hicrelerini ortadan kaldirmaktir. Bununla birlikte, antineoplastik ilaglarin
¢ogu, spesifik olmayan, hem malign hem de normal hiicrelere zarar verir (1). Taxus
baccata'dan (Avrupa porsuk agaci) bir taksoit 6zitli olan Dosetaksel (DTX), farkh
kanser tlrlerinin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. DTX, yari sentetik bir
paklitaksel analogudur ve gastrointestinal, meme, kiiglik hucreli olmayan akciger,
prostat, yumurtalik ve bas boyun kanserleri de dahil olmak Uzere gesitli solid ozellikteki
malignitelerde antitimor aktivitesine olup, DTX normal dokularda ve sigan testisi dahil
olmak Uzere bircok organda olumsuz etkiye neden olabilir (2, 3). Ayrica,
kemoterapétiklerin, testis dahil farkl dokularda oksidatif stresi indukledigi gosterilmistir.
Reaktif oksijen tirleri (ROS), memeli dokularinda hem fizyolojik hem de patolojik
kosullarda olusur; reaktiviteleri yiksek olduklarindan, ROS oksidatif stresi indukleyen
biyomolekdiller ile etkilesime girebilir (4). Asirt ROS duretimi, lipidlerin, proteinlerin ve
karbonhidratlarin peroksidasyonuna, erkek germ hicrelerinde DNA hasarn ve
apoptozise neden olur (5).

Testis, prosurvival ve proapoptotik sistemlere sahip gok aktif bir organdir. Bu
sistemler, germ hiicre apoptozisini organize etmek igin birlikte calisir. Normal olarak,
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germ hicrelerinin Uretimi, seminifer epitelde fizyolojik
apoptoz ile dizenlenir. Bununla birlikte, testis toksik
maddelere maruz kaldijinda apoptoz belirgin sekilde
artar. Seminifer epitelde asiri apoptotik aktiviteye bagh
disfonksiyon, germ hiicrelerinde ciddi hasarlara neden
olur (6).

Glnimuzde, kemoterapoétiklerin  erkek reme
sistemindeki yan etkilerini dnlemek icin bircok dogal
antioksidan kullaniimaktadir (5). Silybum marianum
tohumlarindan elde edilen ve bilinen bir standart 6zGt
olan silimarin  (SLM), c¢esitli orijinli  karaciger
hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir
(7). SLM sadece ROS ile reaksiyona girerek gugli bir
antioksidan madde olarak hareket etmenin yaninda, ayni
zamanda glutatyon ve superoksit dismutaz gibi fizyolojik
antioksidanlarin  etkilerini artirarak antioksidan etki
gOstermektedir (8).

Bu calismada, DTX'in rat testisindeki toksik yan
etkilerini ve SLM'nin biyokimyasal, histopatolojik ve gen
ekspresyonu yontemleri ile antioksidan ve antiapoptotik
etkilerinin aragtirmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Kullanilan Deney Hayvanlari: Deneyde agirliklari
250-300 g, yaslari 10-12 haftalik olan erkek Spraque
Dawley cinsi rat kullanildi. Hayvanlar 24-25 °C sabit
sicaklik ve oniki saatlik karanlk aydinlik siklist (07:00—
19:00 aydinlik; 19:00-07:00 karanlk) saglanarak
kontrolli bir odada, kafeslerde tutuldu. Deneme
oncesinde ratlarin 7 gun slreyle ortama adaptasyonlari
saglandi. Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verildi.
Bu calisma Atatirk Universitesi Rektorligii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi tarafindan
onaylandi (Karar No: 132/2019).

Galismada Kullanilan ilaglar

Dosetaksel (DTX): Calismada DTX kaynag: olarak
doxitax (80mg/4 mL, Kogak Farma) kullanildi. Verilen
doz literaturde belirtildigi sekilde uygulandi (9).

Silimarin (SLM): Calismada kullanilan antioksidan
SLM Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Calismada
kullaniimis olan doz literaturde belirtildigi sekilde
uygulandi (10).

Deneysel Uygulamalar: Calisma her bir grupta
Spraque Dawley cinsi 7 adet erkek rat bulunan 5 farkh
gruptan olusmaktadir. Gruplar su sekilde dizayn
edilmigtir.

1. Kontrol Grubu: 7 giin boyunca oral yolla ve
sadece 1 gun 1 mL intraperitonel (i.p) olarak serum
fizyolojik verildi.

2. Silimarin 50 Grubu (SLM50): 7 giin boyunca 50
mg/kg oral yolla SLM verildi.

3. Dosetaksel Grubu (DTX): 1. gin 30 mg/kg DTX
tek doz i.p olarak verildi.

4. Dosetaksel + Silimarin 25 Grubu
(DTX+SLM25): 1. giin 30 mg/kg dozda DTX tek doz i.p
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uygulanmasindan 30 dk. sonra 7 giin sure ile SLM 25
mg/kg/giin dozunda oral olarak verildi.

5. Dosetaksel + Silimarin 50 Grubu
(DTX+SLM50): 1. gin 30 mg/kg DTX tek doz i.p
uygulanmasindan 30 dk. sonra 7 gun sire ile SLM 50
mg/kg/giin dozunda oral olarak verildi.

Numunelerin Alinmast: Son SLM
uygulamasindan 24 saat sonra (8. giin) ratlar sevofloran
anestezisi altinda dekapite edildi ve testis dokulari
alinarak gen ekspresyonu ve biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar —80 °C’de muhafaza edildi. Alinan
testis dokulari sivi azot kullanilarak TissueLyser |l
(Qiagen)de 6gutuldi. Yapilan analizler éncesinde testis
dokularindan gerekli olan miktarlarda tartildi ve
metodlarda belirtilen tamponlar ile sulandirilarak
TissueLyser Il (Qiagen) ile homojenizasyon yapildi.

Biyokimyasal Analizler: Testis homojenatlarinda
MDA o6lcimi Placer ve ark. (11)nin, GSH dizeyleri
Sedlak ve Lindsay (12)in, GPx aktivitesinin olgimu
Matkovics (13)’in , SOD aktivitesinin 6lgimi Sun ve ark.
(14)nin, KAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore
spektrofotometrik olarak dl¢uldu (15). Homojenattaki
protein  konsantrasyonu, Lowry ve ark (16).’nin
metoduna gore belirlendi.

Histopatolojik Inceleme: Histopatolojik testler
standart laboratuvar prosedrleri uygulanarak
gerceklestirildi. Ratlardan alinan testis dokulari 24 saat
boyunca %10’luk tamponlu formaldehit sollisyonunda
tespit edildi. Fiksasyondan sonra testisler akan su ile
formaldehitten arindirildi ve rutin alkol-ksilol
asamasindan sonra parafin bloklara gémildi, daha
sonra 5 p kalinhkta kesitler normal ve polilizinli lamlara
alindi.  Normal lam Uzerine alinan dokulara
hematoksilen-eozin (HE) boyama uygulandi. Son olarak,
testislerde gdzlenen histopatolojik degisiklikler 1s1k
mikroskobu altinda incelendi (Zeiss, AX10 Scope Al,
Almanya).

immunhistokimyasal Boyama: Polilizinli lam
Uzerine 5 p kalinhginda alinan kesitler, 57 °C'de 1 saat
boyunca etiivde  bekletildi. Ksilol ve  alkol
uygulamalarinda sonra kesitler 5 dk boyunca distile suda
bekletildi. Dokular endojen peroksidazi inaktive etmek
icin %0.3'lik H»O, solisyonunda bekletildikten sonra
antijen retrieval agsamasi igin sodyum sitrat sollsyonu ile
10 dk yiksek sicakliktaki bir mikrodalga firinda isitildi.
Dokular oda sicakliginda 20 dk sogutulduktan sonra,
spesifik olmayan boyanmalari énlemek amaciyla 10 dk
boyunca protein blok soliisyonunda bekletildi. Dokular
daha sonra primer antikor ile (Caspase-3, Santa Cruz
Biotechnology, Katalog no: sc-56053, dilusyon orani
1:100) 30 dk sureyle inkibe edildi. PBS ile yilkamadan
sonra, dokulara sekonder antikor (Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit, ab 236466,
Abcam) Uretici firmanin belirtmis oldugu sekilde
uygulandi. Daha sonra DAB kromojeni ile boyanmalar
gOrunir hale getirildi ve Mayer's hematoksilen ile zit
boyandi. Kesitler entellan ile kaplandi ve 1sik mikroskobu
altinda immunpozitiflikler pozitifligin yogunluguna gore
yok: 0, zayif: 1, orta: 2, yogun boyanma: 3 seklinde
incelendi (Zeiss, AX10 Scope Al, Almanya).
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Total RNA izolasyonu: Deneysel gruplardaki
ratlardan elde edilen testis dokularindan Trizol
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Bu iglem kitin
prosedirine uygun olarak vyapildi. Total RNA
izolasyonunda sonra RNA konsantrasyonu
spektrofotometre ile 6lglldi. Total RNA kalitesini kontrol
etmek amaciyla RNA’lar %1.5’lik agaroz jel de 1XTBE
solusyonu icerisinde 80 voltta bir saat ydratalda ve jel
goéruntileme sistemi ile goéruntulenerek RNA kalitesi
belirlendi.

Primer Dizayn: Apoptozis ile iligkili olan kaspaz 8
ve 9 genlerine ait ekspresyon seviyelerinin Real Time
PCR ile odlcllebilmesi igin gerekli primer dizileri
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ ilgili linkindeki Primer
Design-3 programi kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan
primer dizileri daha &nce herhangi bir calismada
kullaniimamistir. Dolayisiyla bu ¢alismanin
arastirmacilari tarafindan 6zel olarak tasarlanmistir.

DNaz | Uygulamasi ve cDNA gevrimi: izole edilen
RNA 6rneklerinde DNA kontaminasyonuna karsi DNaz |
(Thermo Scientific) kullanildi. Dnaz | uygulamasi kitte
verilen protokole uygun olarak yapildi. Daha sonra bu
RNA’lardan 2-5 pg alindi ve miScript Reverse
Transcription Kiti (Qiagen) verilen protokole uygun
sekilde kullanilarak cDNA sentezlendi. Elde edilen
cDNA'nin safliyi ve miktarn spektrofotometrede yapilan
260-280 nm absorbans O&lgimleri ile belirlendi ve
cDNA’lar ayni oranlarda sulandirildi. Daha sonra Real
Time PCR galismalarinda kullaniimak tzere —20 °C de
muhafaza edildi.

Real Time PCR: Kaspaz 8 ve 9 genlerinin mRNA
transkript seviyelerini 6lgmek amaciyla Qiagen Rotor
Gene HRM marka cihaz kullanilarak qRT-PCR yapildi.
internal kontrol olarak GAPDH geni kullanildi. Real time
PCR deneylerinde olusturulan master mix igerigi; Syber
Green 2X Rox Dye Master mix (Qiagen), genler igin
tasarlanmis forward ve reverse primerler, template
olarak cDNA’lar ve niikleaz free su master mixler
hazirlandiktan sonra &rnekler Real Time cihazinda
analiz edildi ve elde edilen Ct degeleri 2P¢"Petact
metoduna uygun olarak hesaplanarak ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri belirlendi (17). Genlerin reaksiyon
kosullari ve primer dizileri Tablo 1'de gosterilmistir.

istatistiksel Analiz: Calismadan elde edilen tiim
verilerin istatistiksel analizi SPSS 20.0 yazilimi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel farkhliklar ve anlamlilk
dlzeyleri tek yonli varyans analizi (ANOVA) testi ile
belirlenmis olup ¢oklu karsilastirmalar icin Tukey’'s HSD
testi uygulandi. P<0.05 seviyesindeki sonuglar anlamli
kabul edildi. Immunhistokimyasal verilerin analizi
parametrik olmayan Kruskal Wallis testi ve Mann-
Whitney U testi kullanildi. Ayrica genlere ait ekspresyon
seviyeleri analiz etmede GrapPad 7.2 (California, USA)
programi kullanildi.
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Tablo 1. GAPDH, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 genlerine ait
(gRT-PCR Primer Dizileri

Primer (5’-3") Baglanma Reaksiyon

Adi Sicakhigi kosullar
GAPDH  F: AGTGCCAGCCTCGTCTCATA 56 94°C 155/
R: GATGGTGATGGGTTTCCCGT 56°C 30s/

72°C30's
(40 cycles)
Kaspaz 8 F: AGCAGCCTATGCCACCTAGT 55 94°C 155/

R: 55°C 30 s/

GTAGGAGAGCTGTAACCTGTCG 72°C30's

(40 cycles)
Kaspaz9 F:CTCCACCTTCCCAGGTTTTGT 55 94°C15s/
R: CAGAAACAGCATTGGCGACC 55°C30s/

72°C30's

(40 cycles)

Bulgular

Biyokimyasal Degerlendirme: Dosetaksel

uygulamasi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda testis
dokusundaki MDA seviyesinde 6nemli derecede artisa
neden oldu. DTX ile uygulanan SLMnin kombine
dozlarinin uygulamasi ile artan bu MDA duzeylerinde
onemli derecede azalmayi sagladig! belirlendi (Sekil 1a,
P<0.05). Benzer sekilde DTX uygulamasi, kontrol ve
sadece SLM uygulanan gruba kiyasla anlamli sekilde
testis dokusundaki GSH depolarinin tikenmesine yol
actigi (Sekil 1b, P<0.05) gézlendi. SLM (50 mg/kg doz)
uygulamasinin, GSH duzeyini DTX ve SLM 25 mg/kg
doz uygulanan gruplara kiyasla anlamli sekilde artirdigi
tespit edildi.

Silimarin ve DTX uygulamalarinin testis dokusunda
SOD, KAT ve GPx enzim aktiviteleri Gzerindeki etkileri
Sekil 2'de verilmigtir. Elde edilen veriler rat testislerinde
benzer sekilde DTX uygulamasinin antioksidan enzim
aktivitelerinde o6nemli bir azalmaya (P<0.05) sebep
oldugunu gostermigtir. DTX ile SLM (25 ve 50 mg/kg
doz) uygulamasi, sadece DTX uygulanan ratlara kiyasla
bu enzimatik antioksidan enzim aktivitelerini 6nemli
Olgude artirdigi (P<0.05) tespit edildi. Kontrol ve sadece
SLM uygulanan gruplar arasinda anlamh fark olmadigi
belirlendi (P>0.05) (Sekil 2a, b ve c).

Histopatolojik  Degerlendirme:  Sekil 3'de
gOsterildigi  gibi, testislerde ©6nemli histopatolojik
degisiklikler DTX uygulanan grupta gozlendi. Kontrol ve
SLM gruplarinda, normal testis interstisyel alani
g6zlenmekle birlikte seminifer tibdller, limenlerinde
fazla sayida sperm hiicresi icermekteydi. Sertoli
hiicreleri ve spermatojenik hicreler, seminifer tubdllerde
dizenli bir sekilde siralanmisti (Sekil 3a ve b). Kontrol ve
SLM gruplan ile karsilastinidiginda, DTX uygulanan
gruptaki ratlarin testislerinde genislemis interstisyel testis
dokusu, seminifer tlblllerde birka¢ vakuol ve
spermatojenik hucrelerin dizensiz siralanmasi ile bu
hicrelerin sayica azaldigi goéruldiu (Sekil 3c). DTX ile
birlikte farklh dozlarda SLM (25 ve 50 mg/kg doz)
uygulanan gruplarda ise geniglemis intersitsiyel doku
tablosunun devam ettidi ancak seminifer tubullerdeki
spermatojenik hucrelerin sayisinin ve dizilisinin kontrol
ve SLM uygulanan gruplar ile benzer oldugu belirlendi
(Sekil 3d ve e).
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immunhistokimyasal inceleme: Kaspaz-3 igin
immunhistokimyasal boyamadaki  pozitif  hlcreler
kahverengi boyama seklinde goériulmektedir. Kontrol ve
SLM uygulanan gruplarda seminifer tubillerde kaspaz-3
immunpozitifligi gézlenmedi (Sekil 4a ve b). DTX
uygulanan grupta, spermatogonia htcrelerinde, primer
spermatositlerde ve spermatidlerde yogun kaspaz-3
immunpozitifligi tespit edildi (Sekil 4c). DTX ile birlikte
SLM  uygulanan gruplarda ise  spermatogonia
hiicrelerinde,  primer  spermatositlerde  pozitiflige
rastlanmasina ragmen yogunlugun toksik gruba goére
daha az oldugu belirlendi (Sekil 4d ve e). Istatistiksel
olarak gruplar arasinda ©6nemli farkhihk g6zlendi
(P<0.05). Kontrol ve SLM gruplari ile diger gruplar
arasinda kaspaz-3 immunpozitifligi agisindan 6énemli
farkhhklar gozlendi (Tablo 2, P<0.05). DTX grubu ile
diger gruplar arasinda da anlaml derecede fark vardi
(Tablo 2, P<0.05). DTX ile birlikte uygulanan SLM'nin
farkl dozlari diger gruplar ile anlamli olarak farkhhk
gosterirken SLM uygulamasi kaspaz-3 immunpozitifligini
azaltmasina ragmen her iki doz arasinda anlamli bir fark
g6zlenmedi (Tablo 2, P>0.05).

MDA B

nmollg doku
oo
25

5 ]

Kontrol SLM DTX DTX4SLM DTX+SLM
5 30
MDA Std Hata 0,64 05 0,75 0,74 0,87
MDA Ortalama 19,7 19,35 39,1 30,84 24,86

MDA Ortalana =MDA Std Hata
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Tablo 2: Silimarin’in, dosetaksel uygulanan ratlarda
kaspaz-3 immunpozitifligi izerine etkisi

Gruplar OrtalamazStd Hata
Kontrol 0.28+0.18°
Silimarin 0.28+0.18°
Dosetaksel 2.85+0.14"
Dosetaksel+ Silimarin 25 1.710.28°
Dosetaksel+Silimarin 50 1.57+0.20°

Degerler ortalama + Standart hata, P<0.05, farkli harfler (**)
gruplar arasi farklilik olarak ifade edilir.

Kaspaz 8 ve 9 Genlerine Ait Ekspresyon
Profilleri: Calisma sonucunda elde edilen gPCR verileri
incelendiginde, kontrol ve SLM gruplarinda kaspaz 8 ve
9'un ekspresyon profilinde herhangi bir degisimin
olmadigi (P>0.05) ancak sadece DTX uygulanan ratlarin
testis dokularinda kaspaz 8 ve 9un mRNA transkript
seviyesinin arttigi gézlemlendi (P<0.01). Bunun yaninda
Ozellikle DTX ile birlikte SLM 25 ve 50 mg/kg dozlan
uygulanan gruplarinda kontrol ve SLM gruplarina gore
kaspaz 8 ve 9un mRNA transkript seviyeleri artmasina
ragmen, bu genlere ait ekspresyon seviyesinin sadece
DTX uygulanan gruba gére 6nemli derecede azaldigi
belirlendi (P<0.05) (Sekil 5a ve b).

GSH
1|B -
_ 16
g1
o 12
3 1
E o8
T 06 a a
04 c c ;
0,2
Kontrol SLM DTX DTX+SLM25  DTX+SLMS0

nGSH Std Hata 0,04 0,02 0,03 0,01 0,05
GSH Ortalama 1,72 1,7 0,61 o 1,35

GSH Ortalama mGSH Std Hata

Sekil 1. Testis dokusu MDA (A) ve GSH (B) dulzeyleri. Grafik sutunlarindaki farkh harfler (a, b, c, d), gruplar arasi

farkhhgi ifade eder (P<0.05)
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A S0D B KAT
6 4
5 35
[ 3
E a4 B
g g
5 2
- a a & 2
22 b 2 4 F a d c b
5 c []
1 Cc g 1
0 05
Kontrol SLM DTX DTX+SLM DTX+SLM 0
2% 50 Kontrol SLM DTX  DTX#SLM25 DTX#SLMSO
wSO0D Std Hata 0,13 0,14 0,03 0,05 01 WKAT Std Hata 01 0,07 0,05 0,03 0,09
SOD Ortalama 5,14 526 1,59 1,94 3,54 KAT Ortalama 3,84 3,83 219 254 3,07
SOD Ortalama mSOD Std Hata KAT Ortalama wKAT Std Hata
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Sekil 2. . Testis dokusu SOD (A), KAT (B) ve GPx (C) aktiviteleri. Grafik stutunlarindaki farkli harfler (a, b, c, d), gruplar
arasi farkliligi ifade eder (P<0.05)

Sekil 3. Farkli deney gruplarindaki yetigkin ratlarin testislerinde histopatoloji tablosunu gésteren Hematoksilen ve eozin
(H&E, 40X) boyama. (a-b) Proliferatif germ hiicreleri (yildiz) ve spermatitler (ok) ile dolu limen ve germinal epitel ile
seminifer tlbulin normal morfolojisini gosteren kontrol ve silimarin gruplari; (¢) Spermatogenezde bozulma, genislemis
interstisyel testis dokusu (ok), seminifer tibullerdeki birka¢ vakuol olusumu (okbasi) gorilen dosetaksel grubu;
(d)Dosetaksel + Silimarin (25 mg/kg) ile uygulanan grup, dosetaksel grubuna kiyasla normal spermatogenezis (yildiz)
ve azalmis interstisyel bosluk (ok); (e) Dosetaksel + Silimarin (50 mg/kg), kontrol grubu ile karsilastirildiginda normale
yakin spermatogenezis (yildiz) ve interstisyel bosluklarda (ok) hafif bir artis gérinimu
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Sekil 4. Kontrol ve deney grubu ratlarin testislerinde kaspaz-3'iin immunohistokimyasal olarak saptanmasi. Esas olarak
spermatoositlerde (kalin ok), spermatogonialarda (ince ok), spermatidlerde (kirmizi ok) ve leydig hicrelerinde (okbasi)
kaspaz-3 immunpozitifligi, dosetaksel uygulanan grubun testislerinde (c) kontrol grubundan (a) ve Silimarin (b),
Dosetaksel+silimarin (25 mg/kg) (d), Dosetaksel + silimarin (50 mg/kg) gruplarinda (e) daha glgliydi. Bu pozitiflik,
Dosetaksel+silimarin (25 mg/kg) (d) ve Dosetaksel + silimarin (50 mg/kg) gruplarinda (e) azaldi

A Kaspaz 8 B Kaspaz 9
) e

z  2.5- 3 257 k
= =

=] £ 2.0- S £ 2.0-

2a S

&z 5% 45

£5 15" ot
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Z % 1.0- Z 3 1.0

ﬁ z ﬂé e

o 20.5- ) g 0.5

2 =

= =

E) 0.0- E 0.0-

Sekil 5. Deneysel gruplardaki ratlarin testis dokularinda kaspaz 8 ve 9 genlerine ait mRNA transkript seviyeleri. Farkl
harfler (a, b, c), P<0.05’de Kontrol, Silimarin, Dosetaksel, Dosetaksel+Silimarin (25 mg/kg) Dosetaksel+Silimarin (50
mg/kg) gruplari arasinda énemli farklilik oldugunu gosterir A) Kaspaz 8 geninin géreceli mMRNA ekspresyon seviyelerini
temsil eder. B) Kaspaz 9 geninin géreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder.
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Tartigsma

Klinik bir tedavi olarak, DTX cesitli kanserlerin
tedavisi icin kemoterapdtik bir ilag olarak yaygin sekilde
kullaniimaktadir. DTX, taksan ailesinden modifiye
edilmis bir ilag olup bu ilacin ana mekanizmasi kanser
hicresi mitozunu  baskilamaktir.  Ancak, kanser
tedavisinde kullanilan DTX'in yan etkilerinin oldugu daha
onceki galismalarda bildirilmigtir (18). Her ne kadar
DTXin yan etkileri son zamanlarda bildiriimis olsa da,
SLM’nin DTX’in neden oldugu testis dokusu hasari
Uzerindeki etkisi henliz arastinlmamistir. Bu ¢alismada,
SLM’nin DTX kaynakh testis hasarina kargi etkileri
arastirildi. Es zamanl olarak, testis dokusu Uzerindeki
etkinin altinda yatan muhtemel molekuler yolaklar,
oksidatif stres belirtegleri ve hiicre apoptozisi
arastirilarak incelenmistir. SLM’'nin DTX'in indUkledigi
testis hasarini azaltmada 6nemli etkisi oldugu ve altta
yatan mekanizmanin oksidatif stres ve kaspaz sinyal
yollari araciligiyla olabilecegi gosterilmistir.

ROS, testis hiicreleri de dahil olmak lizere hiicresel
patogenezde rol oynar (19). Erkek treme hiicrelerinde
sperm fonksiyonlarinin korunmasinda yag asitleri ¢ok
onemlidir (20). Spermatozoanin plazma zari doymamis
yag asitleri bakimindan zengin olmasi peroksidatif
hasara kargi egilimi artirir. Bu sekilde spermatozoanin
hareketliligi  engellenir ve  sperm  hucrelerinin
fonksiyonlari bozulur (21). Hiicreler oksidatif strese karsi
¢oklu enzimatik mekanizmalar ve antioksidan molekiiller
tarafindan korunmaktadir. Hicre ici antioksidan sistemi,
bazi serbest enzim olmayan antioksidanlarla birlikte
farkl serbest radikal temizleyici antioksidan enzimleri
icerir. SOD, KAT ve GPx aktiviteleri oksidatif hasara
karsi hicresel antioksidan savunma enzimlerinin ilk
basamag! olarak kabul edilir. Bu hiicresel antioksidanlar
serbest radikalleri yok etmede 6nemli bir rol oynar ve
bunu denge sistemiyle saglarlar. Bazi toksik maddelere
maruz kalma nedeniyle asin serbest radikallerin
Uretilmesi durumunda, bu denge kaybolur ve dolayisiyla
oksidatif hasar meydana gelir (22). Calismada DTX
uygulanan ratlarda bu antioksidan enzimlerin seviyeleri
anlamli derecede azaldl.

Coklu doymamis yag asidinin oksidasyonunun bir
yan Urind olan MDA, oksidatif stresin belirteglerinden
biridir (23). MDA duzeylerindeki artisin, asiri ROS
Uretimi ile ilgili olduguda belirtiimistir (24). GSH ise
hiicresel antioksidan gorevini yerine getiren énemli bir
bilesiktir (25). GSH dlizeyleri, spesifik olmayan bir
hlcresel toksisite gdstergesi olarak degerlendirilebilir.
GSH'deki bir azalma ve ardindan oksitlenmis formunun
(GSSG) artmasi, hiicresel hasarin gdstergesidir (26).

Calismada  enzimatik  enzim aktivitelerinde
meydana gelen azalma ve artan MDA seviyeleri, DTX
uygulamasindan sonra ciddi bir oksidatif stresin
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olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte, DTX ile
birlikte SLM uygulamasi testis dokularindaki SOD, KAT
ve GPx antioksidan aktivitelerinde ©nemli bir artis
sagladigi gobzlendi. DTX'in bu antioksidan enzim
aktiviteleri Uzerine azaltici etkisi Onceki galismalarda
gosterilmistir (2, 27, 28). Ayrica farkh galismalarda farkl
antioksidanlarin MDA dizeyini azalttigi, GSH diizeyi ile
GPx, SOD ve KAT enzim aktivitelerini artirdigi
bildirilmistir (10, 29, 30). Calismada da DTX ile birlikte
SLM antioksidaninin uygulanmasi MDA dlzeylerini
azaltip, GSH duzeyleri ile GSH-Px, SOD ve KAT enzim
aktivitelerini ise artirmistir.

Apoptoz normal olarak yetiskin testisinde sertoli
hicreleri tarafindan desteklenebilecek vyeterli sayida
germ hucresini korumak icin ortaya cikar. Fakat, asin
apoptozis spermatogenezisin bozulmasina ve erkeklerde
infertiliteye neden olabilir (31). Pestisitler, cevresel
kirleticiler ve kemoterapétik ilaglar gibi ksenobiyotiklere
maruz kalmak, siklikla ROS'un aracilik ettigi apoptozu
baslatabilir (32). Apoptoz, cesitli dissal ve igsel
sinyallerle tetiklenebilir (33). Hem dis hem de ic
apoptotik  yollarda hicre  Oliminidn  indiksiyonu
kaspazlarin aktivasyonu ile iligkilidir. ki tip oldugu bilinen
kaspazlar, baslatici kaspazlar (6rnegin kaspaz-8 ve -9)
ve efektor kaspazlar olarak siniflandiriir (6rnegin;
Kaspaz-3, -6 ve -7). Kaspaz-8 esas olarak ekstrinsik
apoptotik yolda aktive olurken, kaspaz-9 aktivasyonu
mitokondriyal veya intrinsik yolla iligkilidir (34). Her iki yol
da kaspaz-3'te birlesir ve son olarak hiicre Oliminu
uyarir (35).

Yapilan ¢alismalarda (36-38) DTX uygulamasinin
apoptozisi indikledigi bildirilmistir. Bu calismada, DTX
uygulanan gruptaki ratlarin testis dokularinda kaspaz 8,
kaspaz 9 genlerine ait mRNA transkipt seviyeleri ile
kaspaz 3 immunreaktivitesi kontrol grubuna gore 6nemli
bir artis saptanmistir. Elde edilen sonug DTX'in hem
intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz yolaklarini aktive
ederek testis dokularindaki hucreleri 6lime sirukledigini
belirlemistir. Bunun yaninda iki farkli dozda kullanilan
SLM testis dokularindaki apoptoz seviyesini azalttigi
g6zlemlenmigstir. Bu sonug, DTX sebebiyle olusan hucre
Olimlerinin antiapoptotik etkili SLM uygulamasi ile
azaldigini gostermistir.

Sonu¢ olarak; DTX uygulamasinin testis
dokularinda hicreleri oksidatif stres ve apoptoza
surukleyerek ciddi hasara neden oldugu ve dogal bir
antioksidan madde olarak kullanilan SLM'nin ise olusan
DTX kaynakli testis hasarini oksidatif stres ve apoptozu
azaltarak hafiflettigi tespit edildi. Her ne kadar yararli
etkileri gorulse de DTX kaynakh testis hasarina karsi
diizenlenen tedavi protokollerine SLM’nin eklenebilmesi
icin ileri dizey ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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