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Sisplatinin Testikular Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz,
Asimetrik Dimetilarginin ve Induklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Diizeylerine Etkisi *

Sitotoksik kemoterapi birgcok kanser tirinln tedavisinde etkili bir yontem olmasina ragmen
organizmada ¢ok sayida yan etkiye neden olmaktadir. Bu yan etkilerden biri de erkeklerde
infertilitedir. Bu galismada, sisplatin ile tedavi edilen siganlarda testikular asimetrik dimetilarjinin
(ADMA), dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDHA), nitrik oksit sentaz (NOS) ve testosteron
dizeylerinin  degerlendiriimesi ve DDAH/ADMA/NOS duzeylerinin testosteron dizeyi ve
spermatolojik parametreler (izerine etkisinin arastiriimasi amaglandi. Bu galisma da 10-12 haftalik
250-300 gram agirliginda 20 adet Sprague Dawley cinsi erkek sigan kullanildi ve siganlar 2 gruba
ayrildi. Kontrol Grubu (n=10): Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmadi. 2. Grup; Sisplatin
Grubu (n=10): Sisplatin 5 mg/kg/ml dozunda serum fizyolojik iginde ¢ozilerek tek doz
intraperitoneal olarak uygulandi ve siganlar 7 glin sonra dekapite edildi. Sisplatin uygulanan grupta
canli agirliklarin (p<0.001), spermatozoon motilitesinin (p=0.009), testis (p=0.028), vezikila
seminalis (p=0.001) ve prostat agiriginin (p=0.040), testikiiler DDAH1 (p=0.013) dlizeylerinin
azaldigi; testis ADMA (p=0.006) ile testis INOS (p=0.002) diizeylerinin arttigi belirlendi. Sonug
olarak sisplatin uygulamasinin testikiler ADMA, DDAH1, iNOS duzeylerini etkiledigi, bu durumun
endotelyal disfonksiyonda rol alabilecedi ve dolayisiyla spermatolojik parametreler (zerindeki
olumsuz etkilere neden olabilecegi kanisina variimistir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, testis, ADMA, DDAH1, iNOS

Effects of Cisplatin on Testicular Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase,
Asymmetric Dimethylarginine, and Inducible Nitric Oxide Synthase Levels

Although cytotoxic chemotherapy is an effective method in the treatment of many types of cancer, it
causes many side effects in the organism. One of these side effects is infertility in males. In this
study, we aimed to evaluate testicular asymmetric dimethylarginine (ADMA), dimethylarginine
dimethylaminohydrolase (DDHA), nitric oxide synthase (NOS) and testosterone levels in rats
treated with cisplatin and to investigate the effect of DDHA/ADMA/NOS levels on testosterone level
and spermatological parameters. For this purpose, 20 male Sprague Dawley rats aged 10-12
weeks and weighing 250-300 grams were used and the rats were divided into 2 groups. Control
Group (n=10): No treatment was applied to the control group. Group 2; Cisplatin Group (n=10):
Cisplatin was dissolved in normal saline at a dose of 5 mg/kg/ml and administered intraperitoneally
as a single dose and the rats were decapitated after 7 days. In the cisplatin treated group, body
weights (p<0.001), sperm motility (p=0.009), testicular (p=0.028), vesicular seminalis (p=0.001) and
prostate weights (p=0.040), testicular DDAH1 (p=0.013) levels decreased; testicular ADMA
(p=0.006) and testicular iNOS (p=0.002), levels increased. In conclusion, cisplatin administration
affected ADMA, DDAH1, iNOS levels in the testis, which may be involved in endothelial dysfunction
and thus may cause negative effects on spermatologic parameters.
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Girig

Kemoterapoétik bir ajan olan sisplatin, klinik onkolojide cesitli kanser turlerine kargi
basariyla kullaniimaktadir (1). Sisplatin tedavisi ile iligkili testikller disfonksiyon ve
infertilite, Greme c¢agdindaki ve ergenlik dénemindeki erkekler igin 6énemli bir sorun
olusturmaktadir (2). Calismalar, sisplatin tedavisi géren erkek hastalarin %50'sinden
fazlasinin morfolojik olarak anormal sperm, steroidogenez baskilanmasi, uzun sureli
infertilite ve muhtemelen geri dénlisimsUlz azospermi riski altinda oldugunu gostermistir
(3). Nitrik oksit (NO), spermatozoon hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu,
kapasitasyon ve déllenme gibi gok sayida fizyolojik strecin diizenlenmesinde énemli bir
rol oynayan bir oksijen serbest radikal molekilidir (4). Nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimatik aktivitesi altinda L-arginin ve L-sitrilinden sentezlenmektedir (5). NO dusiik
konsantrasyonda fizyolojik bir fonksiyona sahipken, yiuksek konsantrasyonda hiicrelerde
patolojik hasarlara neden olmaktadir (6). Ancak NO'nun spermatozoon fonksiyonu
Uzerindeki etkileri doza baghdir. Fizyolojik kosullarda, distik NO seviyesi spermatozoon
motilitesi (7) kapasitasyon, akrozom reaksiyonu (8) gibi spermatozoon fonksiyonunda
onemli bir rol oynarken, artan NO seviyesi spermatozoon motilitesi ve canliiginda bir
azalma ile iligkilendirilebilir (9).
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desteklenmistir (Proje No: VF.22.19).
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Son yillarda yapilan calismalar, endojen olarak
salinan ve nitrik oksijen sentezini inhibe ederek etki
gOsteren asimetrik dimetil arjininin  (ADMA) vaskdler
patolojilerdeki dnemini vurgulamaktadir. Asimetrik dimetil
arginin, endojen nitrik oksit sentezinin (NOS) bir
inhibitdridir (10). Vaskiler endoteldeki bu reaksiyonda
ADMA, NOS aktivitesini inhibe ederek hucrelere I-arginin
alimini énlemektedir. Bagka bir deyigle ADMA nitrik oksit
olusum hizini diizenlemektedir (11). ADMA, bir grup
protein-arginin metil transferaz tarafindan proteinler
Uzerinde bulunan metillenmis arginin kalintilarindan
turetilir ve dimetilarginin dimetilamino hidrolaz (DDAH)
tarafindan bulylk Olgide ortadan kaldiriimaktadir. Bu
nedenle, DDAH'In endotelyal NO {retimini DDAH-
ADMA-NOS ekseni araciligiyla dizenledigi
dusundlmektedir. DDAH''In DDAH-1 ve DDAH-2 olmak
Uzere iki izoformu vardir; DDAH-1'in ADMA'ya bagh NO
Uretimi  Uzerinde daha blylk etkileri oldugu
gorilmektedir (10, 12, 13) Son yillarda yapilan
calismalar, vaskiler patolojilerde nitrik oksit sentezini
inhibe etme etkisine sahip olan endojen olarak salinan
asimetrik dimetil argininin 6nemini vurgulamaktadir.
Endotel, tum vicutta vaskiler laminayl cevreleyen
yuzeysel hicrelerden olugan tek bir tabakadir. Endotel
disfonksiyonu tanisi, organ fonksiyonunu korumak igin
gerekli olan endotel tabakasinin  karakteristik
Ozelliklerinin kaybi ile tanimlanmaktadir (14). Vicutta
oksidatif stresin arttigi durumlarda ADMA seviyelerindeki
artig, dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzim
aktivitesindeki azalmayla baglantili olabilir. Aktivitedeki
azalma, DDAH'In aktif bdlgesindeki sisteinin
oksidasyonuna bagl olarak gelisir. Bu da NO seviyelerini
dusurmektedir.

Bu c¢alismanin amaci, sisplatin uygulanan ratlarda
testikular ADMA, DDAH-1, eNOS dizeylerinin
spermatolojik parametreler Uzerindeki etkisini
arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Aragtirma ve Yayin Etigi: Bu calisma, Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde, Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligrnin “06.07.2022 tarihli ve 2022/12 nolu izni”
ile yapllmistir. Calismada, hayvan deneylerinde
uygulanan kurallara ve hayvan refahina uyulmustur.

Calisma Dizayni: Calismada Spragua Dawley irki
10-12 haftalik 250-300 gram agirliginda 20 adet erkek
rat kullanildi. Deneysel uygulamalar laboratuvar
hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina (12 saat
aydinlik: 12 saat karanhk ve 24+3°C) uygun olarak
yurGtildid. Deneysel uygulamalar silresince ratlara
standart ticari rat yemi (pellet yem) ve musluk suyu ad
libitum saglandi. Cahsmada 1 haftallk adaptasyon
periyodunun ardindan ratlar 2 gruba ayrildi. Kontrol
Grubu (n=10): Kontrol grubuna hi¢bir uygulama
yapilmadi. Sisplatin Grubu (n=10): Sisplatin 5 mg/kg/mL
(15) dozda serum fizyolojik icerisinde intraperitoneal
olarak tek doz uygulandi. Yedinci guiiniin sonunda ratlar
dekapite edildi. Caligma sonunda spermatolojik analizler
yapildi. Prostat, epididimis, vezikula seminalis, kauda
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epididimis, testis dokulari alindi ve Ureme organ
agirliklari tartildi. Alinan dokular PBS sollUsyonu ile
yikandiktan sonra polietilen posetlere sarilip etiketlendi.
Alinan numuneler analizlere kadar -80°C derin
dondurucuda saklandi. Alinan doku 6rneklerinden
ADMA, DDAH1, iNOS diizeyleri belirlendi.

ELISA Analizleri: Testis ADMA (sunred 201-11-
1668), DDAH-1 (sunred 201-11-2746) ve iINOS (sunred
201-11-0741) konsantrasyonlari rat spesifik ELISA kitleri
kullanilarak dlguldu. Konsantrasyonlar kitin icerisinde yer
alan stok standarttan farkli konsantrasyonlarda
standartlar hazirlanarak olusturulan egri kullanilarak
hesaplandi.

Spermatolojik Parametrelerin Analizleri: Sol
kauda epididimisten kesit yapilarak alinan epididimal
spermadan, spermatozoon motilitesi tayin edildi.
Mikroskop altinda 10x40’hk blyltmede en az 3 farkh
sahada motilite oranlarinin ortalamasi alinip %0-100
arasinda deger verilerek kaydedildi. Sperma yodunlugu
analizi icin sag kauda epididimis kullanildi. Tartilan sag
kauda epididimis petri kutusunda 1 mL %0.9’luk NaCl
icerisinde parcalandi ve 4 saat oda sicakliginda
inkubasyona birakildi. Ardindan alyuvar pipetinin 0,5
gizgisine kadar spermatozoon ihtiva eden siipernatant,
101 cizgisine kadar da %7’lik eozin solisyonundan
cekildi. Yaklagik 10 pL sulandiriimig stupernatant thoma
laminin her ki sayim alanina birakildi ve
spermatozoonlar 1s1k mikroskobunun 200’10k
blyltmesinde sayildi. Kauda epididimisteki sperma
yogunlugu hesaplandi. Anormal spermatozoon oraninin
belirlenmesi i¢in kuru ve Isitma tablasinda isitiimis
(37°C) bir lama birkag damla Tris buffer soliisyonu
damlatildiktan sonra Uzerine sol kauda epididimisten
alinan kuglk bir damla sperma sispansiyonu ve birkag
damla eozin-nigrozin boyasi damlatilarak bir lam
yardimiyla karistirilip homojen hale getirildi. Daha sonra
bu Tris-sperma slspansiyonu-boya karigimindan ince
frotiler gekildi. Kuruyan frotiler 1sik mikroskobun 400’lik
biyutmesinde incelendi. Bir froti de toplam 200
spermatozoon incelenip bas, kuyruk ve toplam anormal
spermatozoon orani yiizde olarak ifade edildi (16, 17,
18).

istatistiksel Analizler: istatistiki degerlendirmeler
icin SPSS 22 paket programi kullanildi. Calisma
sonunda elde edilen veriler Shapiro Wik analizi
sonucunda normal dagilim gosterdiler ve gruplar arasi
karsilastirmada parametrik bir test olan Bagimsiz t-testi
kullanildi. Calisma verileri, gruplar igin ortalamaztstandart
sapma (X+SD) olarak sunuldu. istatistiksel anlamlilik
dizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Calisma icin Ornek
sayisi, etki blydkliga 1.8 ile alfa hata 0.05 ve %95
glcte, G*Power paket programi (Versiyon 3.1.9.2)
yardimi ile toplamda 20 rat (n=10; 2 grup) olacak sekilde
belirlenmigtir.

Bulgular

Canhi  Agirhik Bulgular:  Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda sisplatin uygulanan grupta canli agirlikta
dusus oldugu belirlenmistir (p=0.001) (Sekil 1).
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ELISA Analiz Bulgulan: Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda CP uygulanan grupta, testis ADMA
(p=0.006) ve iINOS (p=0.002) konsantrasyonunun arttigi,
testis DDAH-1 (p=0.013) konsantrasyonunun azaldigi
belirlenmistir (Tablo 1).

Spermatolojik Analiz Bulgulari: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, CP grubunda motilite azalmis
(p=0.009), sperma yogdunlugu (p=0.342), bas (p=0.568),
kuyruk (p=0.730) ve toplam (p=0.732) anormal
spermatozoon oranlarinda gruplar arasinda fark
olmadigi gorilmustir (Tablo 2). Absolut Greme organ
agirliklar incelendiginde, CP grubunda testis (p=0.028)
ve vezikula seminalis (p=0.001), ventral prostat
(p=0.040) agirliklar kontrol grubuna kiyasla azalmistir
(Tablo 3).

400+
- kk = Kontrol
— 7 I I =3 CP
o 300 T
= i
= i
T 200
< i
= i
& 100-
0 T T

Gruplar

Sekil 1. Calisma Sonu Canli Agirlk (g) Degerleri. Veriler
Ortalama, Standart Sapma seklinde verilmistir (***:p<0.001).

Tablo 1. Testis dokusu ADMA, DDAH-1, iINOS dlizeyleri

Sisplatinin Testikular Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz, Asimetrik...

Gruplar ADMA DDAH-1 iNOS

(ng/L) (ng/L) (ng/mL)
Kontrol 156.84+10.55 171.25+10.44 9.82+1.11
CP 182.30+17.64 150.78+14.08  13.51+0.89
p 0.006 0.013 0.002

Tablo 2. Spermatolojik parametreler

F.U. Sag. Bil. Vet. Derg.

Tartisma

Kemoterapdtik ajanlarin organizmada birgok sistem
Uzerine olumsuz etkileri oldugu gosterilmigtir. Erkeklerde
kemoterapétiklerden olumsuz yoénde etkilenen
sistemlerden birisi de genital sistemdir. Ozellikle
kullanilan kemoterapotik ajanin doz ve kullanim siresine
bagl olarak, kematerapotik ajanlar yiuksek mitotik
aktivite gosteren spermatogenik hlcreler uzerinde toksik
etkilere yol acabilmektedir (19).

Tek veya kombine olarak kullanilan
kemoterapétiklerden biriside sisplatindir. Daha 6nce
yapllan  c¢alismalarda, sisplatin  tedavisinin  de
spermatogenezi bozdugu (20) spermatozoa sayisinda
ve hareketliliinde azalmaya ve anormal morfolojiye
sahip spermatozoon sayisinda artisa, spermatozoada
kromozomal anormalliklere ve gecici veya kalici
azospermiye neden oldugu bildirilmistir (21-24). Bu
calismada sisplatin  uygulamasinin  spermatozoon
motilitesini azalttigi ancak sperma yogunlugunda ve
anormal spermatozoon oraninda anlamh bir farklilik
olmadigi belirlenmistir (Tablo 2). Bu durumun sisplatinin
yuksek dozlarda kullaniminin ve/veya doza bagh
sisplatin  maruziyet slresinden kaynaklanabilecegi
dislnilmektedir.  Sisplatin ~ uygulamasinda  vicut
agirhginda azalma oldugu yapilan bircok calismada
bildirilmistir. Bu c¢alismada da kontrol grubuyla
kiyaslandiginda vicut agirhginda azalma oldugu
gorulmustir (Sekil 1). Calisma bu yodnlyle birgok
calisma ile paralellik gostermektedir (16, 25, 26). Bunun
paralelinde Greme organ agirliklari, CP kaynakli erkek
Ureme toksisitesinin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (27).

Bu calismada, CP grubunda testis, vezikula
seminalis ve ventral prostat agirliklari kontrol grubuna
gOre 6nemli dlgiide disik bulunmustur (Tablo 3). Elde
edilen bu bulgular CP uygulamasinin spermatolojik
parametreler ve treme organ agirliklari Gzerinde zararl
etkisi oldugunu gosteren birgok calisma ile paralellik

Gruplar M‘():/il)ite - Spernja Yogunllfg“;-u o Anormal Spermatozoon Orani (%)
yon/sag kauda epididimis) Bas Kuyruk Toplam

Kontrol 62.33+£12.77 74.00+£10.11 5.30+2.40 5.80+3.15 11.1014.48

CP 36.66+18.39 62.20+26.82 6.00+2.78 7.10+4.43 13.2046.79

p 0.009 0.342 0.568 0.730 0.732

Tablo 3. Absolut Greme organ agirliklar (g)

Gruplar ( Sa;ef;izl) 12 (Eggdiz:]i;z 2:? dll(dalumc:: Sve emziilr(]l;I"as Ventral Prostat

Kontrol 1.48+0.18 0.42+0.07 0.16+0.02 0.90+0.15 0.15+0.04

CP 1.29+0.09 0.39+0.09 0.15+0.03 0.53+0.21 0.11£0.03

p 0.028 0.705 0.595 0.001 0.040
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gOstermektedir (18, 28). Bazi c¢alismalarda, CP
uygulamasinin siganlarin testis agiriginda énemli bir
artisa neden oldugu bildirilse de (29), bu durumun
testisin histolojik yapisinin ne élgiide etkilendigine bagh
olarak degisebilecegdi disunulmektedir.

Sisplatinin  testikililer toksisitede etkili olan
mekanizmalari tam olarak anlasiimis degildir. Fakat
ozellikle serbest radikal Uretimindeki artis basta olmak
Uizere, hipoksi, inflamasyon ve apoptoz gibi bir gok
mekanizmalarin bu surece dahil oldugu
disutnitlmektedir (30). Son yillarda ADMA/DDAH1/NOS
sinyal yolaginin erkek fertilitesi Gizerindeki etkileri ile ilgili
yapilan ¢alismalar gun gegtikce artmaktadir (31). ADMA
dizeyinin artmasi testikiler NO Uretimini azaltarak
spermatozoon Uretimi ve kalitesini olumsuz ydnde
etkileyebilmektedir. DDAH1 in fonksiyonel aktivitesi bu
noktada kritik hale gelmektedir. DDAH1 duzeylerinde
azalma ADMA'nin birikimine yol agarken buda testikuler
mikrosirkilasyonun bozulmasina ve spermatogenezisde
aksamalara yol acabilmektedir (32, 33). Hayvan
modellerinde yapilan calismalarda DDAH1
ekspresyonunun artmasinin spermatozoon kalitesini
arttirabildigini ve testis dokusunun oksidatif strese karsi
daha dayanikli hale geldigini géstermistir. insanlarda ise
infertil erkeklerde ADMA seviyelerinin anlamli derecede
yuksek DDAH1 dizeylerinin ise dusuk oldugu
bildirilmigtir. Bu calisma da testis ADMA ve iNOS
konsantrasyonlarinin arttigi, DDAH1 dizeyinin azaldig
belirlenmistir (Tablo 1).

Antrasiklinler, taksoidler, 5-fluorourasil, sisplatin,
siklofosfamid, bazi monoklonal antikorlar ve multi-kinaz
inhibitérleri gibi bazi kematerapotik ajanlar endotel
disfonksiyonuna neden olmaktadir (34-37). Spesifik
olmayan endotel hasari homeostatik dengeyi bozmakta
ve bir dizi patolojik degisiklige yol agmaktadir. Genel
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olarak bu durum, klinik tablonun gec¢ ortaya ¢ikmasi
nedeniyle kolayca fark edilebilen bir sire¢ degildir;
ancak endotel disfonksiyonu patolojik strecin bir
baslangic adimi olarak dugunulebilir (38).

Bu calisma da sisplatin uygulamasinin testis
dokusunda ADMA, DDAH1 ve iNOS yolagini etkiledigi
belirlenmistir. ADMA/DDAH-1 sistemi, endotel
fonksiyonunun belirleyici bir diizenleyicisidir. ADMA'nin
birikimi, NO Uretimini engelleyerek vaskuler tonusu ve
reaktiviteyi olumsuz yénde etkiler. Es zamanl olarak
DDAH-1/2 aktivitesinin azalmasi, ADMA birikimini
tetikler. Bu sistem, diyabet, hiperlipidemi, hipertansiyon,
bébrek hastaligi gibi birgok kardiyovaskiler risk
faktorinde bozulmaktadir. Kematerapotik maddelerin
fertilitite Uzerindeki olumsuz etkilerinde bu yolagin
caligsiimasi 6énem arz etmektedir. Yang ve ark. yaptiklari
bir calisma da DDAH1'in, sisplatin kemorezistansi ve
hastalik progresyonu riskini 6ngdérmelerine yardimci
olabilecegini ifade etmislerdir (39). Bilgic ve ark. (40)
yaptiklar bir calismada 7 mg/kg sisplatin uygulamasinin
serum ADMA konsantrasyonunu arttirdigini
bildirmiglerdir. Calisma bu yo6niyle kematerapotik
ajanlarin  endotel hasari Uzerine olumsuz etkileri
oldugunu go6steren birgok c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir (34-37, 40,41).

Sonug olarak erkek Ureme saghgr sadece
hormonal dengeye dedil ayni zamanda molekiler
seviyedeki duzenleyici mekanizmalara da baglidir.
ADMA-DDAH1 ekseni  testikiler  fonksiyonlarin
dizenlenmesinde kritik bir rol oynamakta olup gelecekte
erkek infertilitesinin tani ve tedavisinde &6nemli bir
biyobelirte¢ ve hedef olabilir. ADMA/DDAH-1 yolunun
hedef alinmasi erkek infertilitesine yonelik tedavi
stratejilerinin gelistiriimesinde yeni bir kapi aralayabilir.
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