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ABSTRACT

Objective: Cisplatin is an effective antineoplastic agent used in cancer therapy. However, the use of cisplatin
is restricted due to its toxic side effects. Alleviation of its side effects which restricts cisplatin use is highly
important. We aimed to investigate the effects of curcumin, vitamin E and their combination in cisplatin
induced testicular apoptosis.

Material and methods: Thirty-five Wistar albino male adult rats, weighing 300-350 g were divided randomly
into five groups including seven rats in each as control, cisplatin, curcumin, vitamin E, and curcumin + vitamin E.
On the posttest 5" day, rats were sacrificed, and their testes were removed. 4-5 ym sections from formalin fixed
paraffin embedded testis tissues were stained both hematoxylin-eosin to analyze histologically and immunohis-
tochemically to determine the expression of the apoptotic pathway proteins (Bax, Cas-3, Bcl-2).

Results: Increased histological damage with cisplatin administration was reduced in treatment, especially in
combination therapy. Cas-3 and Bax protein immunostaining intensities H-scores were significantly increased but
Bcl-2 was slightly decreased in the cisplatin group compared to the control. In all treatment groups Bax, Cas-3
decreased compared to cisplatin group however Bcl-2 decreased in the curcumin and vitamin E groups. Bax/Bcl-
2 was the highest in the cisplatin, and decreased in all treatment groups in favor of control.

Conclusion: Cas-3 expression increased by cisplatin administration suggests that cisplatin causes apoptosis
of germ cells. According to the present findings, cisplatin mainly caused testicular apoptosis through the
Cas-3 and Bax apoptotic protein pathways. Cisplatin-induced testicular apoptosis can be prevented by ad-
ministration of curcumin, vitamin E, and combination therapy.

Keywords: Apopitozis; cisplatin; curcumin; immunohistochemistry; testis; vitamin E.

oz

Amag: Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan etkili bir antineoplastik ajandir. Ancak toksik yan etkilerin-
den dolay1 kullanimi kisitlanmaktadir. Sisplatin kullaniminin kisitlanmasina neden olan toksik etkilerinin

hafifletilmesi 6nem arz etmektedir. Caligmanin amaci; sisplatin kaynakli testikiiler apopitozise kars1 kurku-
min ve E vitaminin etkilerini aragtirmaktir.

Gerec ve yontemler: Caligmada toplam 35 adet 300-350 g agirlikta saglikli yetiskin Wistar cinsi albino erkek
sicanlar her grupta yediserli olacak sekilde rastgele; kontrol, sisplatin, kurkumin, E vitamini ve kurkumin + E
vitamini birlikte kombinasyonu olmak iizere bes gruba ayrildilar. Deney sonu besinci giinde sicanlar sakrifiye
edilerek testisleri ¢ikarildi. Formalinde tespit edilip parafine gomiilen testislerden 4-5 ym kalinlikta alinan kes-
itlerde hematoksilen eozin boyama yapilarak genel histolojik degerlendirme, immiinohistokimyasal boyamalar
yapilarak apopitozis yolak proteinlerin (Bax, Cas-3, Bcl-2) immiinohistokimyasal analizleri yapildi.

Bulgular: Sisplatin verilmesi ile artmig olan histolojik hasar tedavi gruplarinda 6zellikle kombinasyon tedavisinde
azalmugti. Cas-3 ve Bax protein immiin boyanma siddetlerinin H-skorlarinin sisplatin grubunda kontrole gore belir-
gin sekilde artmig oldugu, Bcl-2’nin ise bir miktar azaldig1 tespit edildi. Tedavi gruplarimin tiimiinde sisplatin grubu-
na gore Bax, Cas-3 immiin ekspresyonlar1 azalmisti. Ancak Bcl-2, kurkumin ve E-vitamin gruplarinda azalmisti.
Bax/Bcl-2 oranlar sisplatin grubunda en yiiksekti, tedavi gruplarinda kontrol lehinde belirgin olarak azalmusti.

Sonug: Sisplatin grubunda artmig Cas-3 ekspresyonu sisplatinin germ hiicrelerinin apopitozisine neden
oldugunu gostermektedir. Mevcut bulgulara gore sisplatin daha ¢cok Cas-3 ve Bax apoptotik protein yolaklar1
tizerinden testikiiler apopitozise neden olmustur. Sisplatin kaynakl: testikiiler apopitozisin kurkumin, E vi-
tamini ve birlikte kombinasyonunun uygulanmasiyla engellenebilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Apopitozis; sisplatin; kurkumin; immiinohistokimya; testis; E vitamini.
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Giris

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) testis, ovaryum,
mide, akciger, lenfoma, osteo sarkoma, bag, boyun, mesane,
prostat ve serviks tiimorleri gibi pek cok kanserin tedavisinde
bagarili bir sekilde kullanilan etkili antineoplastik bir ajandir.
112 Bununla birlikte ototoksisite, nefrotoksisite, myelotoksisite,
gastrointestinal toksisite ile norolojik, hematolojik ve reprodiik-
tif sistem tizerindeki istenmeyen ciddi yan etkileri sisplatinin
klinik kullanimin1 kisitlamaktadir.®# Ureme sisteminin sisplatin
toksisitesinde reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve oksidatif stre-
si (OS) isaret eden ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.™

Oksijen canlilarin yagsami igin vazgegilmez olmakla birlikte,
metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen
son derece reaktif olan ara iiriinler olusturur. Besinlerin oksijen
kullanilarak enerjiye doniistimii esnasinda ortaya ¢ikan reaktif
molekiiller serbest radikaller olarak isimlendirilmektedir. Bu
reaktif oksijen metabolitleri lipit, protein, DNA, mitokondri,
endoplazmik retikulum gibi hiicre bilegenlerine zarar vererek
hiicresel hasarlara neden olurlar. Memeli dokular1 serbest radikal
olusumunu kontrolde tutmak ve zararl etkilerine kars1 koymak
icin siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX),
katalaz (CAT), glutatyon (GSH) gibi endojen enzim sistemleri
ve enzimatik olmayan sistemlerden olugan dogustan gelen bir
antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptirler.>®! Baz stres
durumlarinda canlilarda prooksidan ve antioksidan dengesinin
bozulmasi sonucunda OS ortaya cikar. OS makromolekiiler ve
hiicresel hasarlara neden olup organizmanin 6liimii ile sonug-
lanan ciddi sonuglara neden olabilirler.™ Sisplatin tedavisinin
germ hiicrelerinin apopitozisinde belirgin artiga, histopatolojik
hasarlara neden oldugu; SOD, GPX, CAT, GSH gibi biyokim-
yasal antioksidan enzim diizeylerinin ise azalmasina yol agti§1
sican testislerinde yapilan caligmalarda gosterilmigtir.*#”!

Sisplatinin kanser tedavisinde tek basina veya diger ajanlarla
kombinasyon halinde kullanim1 olduk¢a yaygindir.®* Ozellikle
testikiiler malignesideki umut verici sonuglara ragmen testisle-
rin uzun siireli disfonksiyonu sisplatinin yaygin olumsuz yan
etkilerinden biridir." Ayrica, sisplatinin testisler iizerindeki
yan etkileri ¢ok sayidaki hayvan deneyleri ile de gosterilmistir.
Bu olumsuz yan etkiler 6zellikle spermatogenezin bozulmasina
bagli sperm iliretiminde azalma, testikiiler hacim ve agirlik kaybi
ve germ hiicre apopitozisi olarak rapor edilmistir.l”

Anti kanser tedavisinde sisplatin toksisitesinin hafifletilmesi
biiylik 6nem arz etmekte olup sisplatin toksisitesinin molekiiler
ve hiicresel mekanizmas: heniiz tam olarak anlagilamamigtir.
Sisplatinin apopitozisi indiiklemesi ROS’un asir1 iiretimini
iceren bircok yolak iizerinden olabilir. Mevcut kanitlar ROS
tiretiminde ve endojen antioksidan molekiillerin ekspresyonun-
daki artiglarin sisplatinin toksisitesini destekleyen veriler olmasi
yoniindedir."''¥ OS sonucunda oncelikli olarak apopitozis kay-
nakli hiicre kayb1 gerceklesmektedir.!'!

Sisplatin reaktif oksijen tiirlerini iiretebilir ve normal dokudaki
antioksidan enzimleri inhibe edebilir. Reaktif oksijen partikiille-
ri akiimiilasyonunun sisplatin toksisitesine aracilik ettigine dair
bulgular mevcuttur. Bu sebeple anti-tiimoral etkinligi degistir-
meksizin sisplatinin olusturdugu hasar1 azaltmak igin bircok
koruyucu ajan sisplatin ile birlikte kullanilmaktadir.!'?

Sisplatin kaynakli testikiiler hasara karsi koruma, esas olarak
hiicrenin kendi i¢ kaynaklarini arttirarak hiicre hayatta kalma
mekanizmalarinin giiclendirilmesine dayanir. Yapilan bazi calis-
malarda antioksidan maddelerin sisplatin kaynakli toksisite
iizerine koruyucu etkinliginin oldugu gosterilmistir.*7!

Kurkumin Zerdegal (hint safrani) bitkisinin koklerinden izole
edilmig olan bir polifenoldiir. Kurkuminin antioksidan, anti-
serbest radikal, anti-inflamatuar, antineoplastik ve antifungal
etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Kurkuminin etkileri biiyii-
me faktorleri, kinazlar, transkripsiyon faktorler, enflamatuar
sitokinler, apopitozis iligkili proteinler, adezyon molekiilleri,
hiicre proliferasyonu ile iligkili enzimleri iceren ¢ok sayidaki
molekiiler hedefler ile olan etkilesimlerine baglidir. Kurkuminin
insanlar i¢in bilinen toksik bir etkisi bulunmamaktadir.'!7-18

E-vitamini, antioksidan aktivitesi en yiiksek oldugu bilinen
a-tokoferoldiir. a-tokoferol lipofilik 6zelliginden dolay:r memb-
ran spesifik antioksidan olup membrandan zengin hiicre kisim-
larinda bulunur. Antikanser, kardiyoprotektif, noroprotektif,
antidiyabetik, osteoprotektif, immiinomodiilator, gastroprotektif
etkilere sahiptir. Cok giiclii bir antioksidan olarak, fosfolipit-
lerin yapisindaki doymamuis yag asitlerini serbest radikallerin
etkisinden koruyan ilk savunma hattini olusturur. Lipit peroksil
radikalini ortadan kaldirarak, lipit peroksidasyon zincir reaksi-
yonlarinm1 sona erdirir. Bundan dolay1 zincir kirici antioksidan
olarak ta bilinmektedir. E-vitamini viicuttaki major lipit soliibl
antioksidan olup lipit peroksidasyonunu engelleyerek membran
biitiinliigiiniin siirdiiriilmesini saglar.'”!

Sisplatin tedavisi alan kanserli hastalarda serum antioksidan
konsantrasyonlar1 diigsmektedir. Sisplatin kemoterapi sikluslari
C-vitamini, E-vitamini, seruloplazmin ve iirik asitin dolagim
diizeylerindeki diisiisle iligkilidir."*** Bu nedenlerle mevcut
calismada kurkumin, E-vitamini ve her ikisinin birlikte kom-
binasyonu sisplatin uygulanan si¢anlara bir antioksidan destegi
olarak verilmistir.

Bu calismada kurkumin ve E-vitamininin ayr1 ayr1 ve birlikte
kombinasyonlarmin sisplatin indiiklii testikiiler apopitozisi int-
rinsik biyokimyasal ve antioksidan iceriklerinden dolay1 engel-
leyebilecegi hipotezi ileri siiriildii. Mevcut ¢aligmanin amaci
deneysel olarak sisplatin uygulanarak apopitozisin indiiklendigi
sicanlarin testislerinde kurkumin, E-vitamini ve kurkumin +
E-vitamini kombinasyonunun antiapoptotik etkilerini apoptotik
(Bax, Cas-3) ve antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2) ekspresyon-
larinin immiinohistokimyasal analizler ile degerlendirilmesidir.
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Gerec ve yontemler

Deney hayvanlari

Bu calisma icin Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Onay: (2016 HADYEK-21) alindi. Caligma
toplam 35 adet yaklasik 3 aylik ve 300-350 g agirliklarda Wistar
albino cinsi saglikli erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar her grup-
ta yedi adet olacak sekilde rastgele kontrol, deney ve ii¢ farkli
tedavi gruplarindan olusan bes gruba ayrildi. Bu gruplar asagida
belirtildigi gibidir.

Birinci grup: Serum fizyoloji (SF) verilen kontrol grubu.
Ikinci grup: Sisplatin verilen deney grubu.

Ugiincii grup: Sisplatin + Kurkumin tedavi grubu.

Dordiincii grup: Sisplatin + E-vitamini tedavi grubu.

Besinci grup: Sisplatin + Kurkumin + E-vitamini tedavi grubu.

Tim gruplardaki sicanlar ortalama 22°C’de, %50-60 nisbi
nemde 12 saatlik gece giindiiz siklusunda, su ve besine istedik-
leri zaman ulagabilecekleri sekilde standart plastik kafeslerde
talas yatakta barindirildilar.

Deney prosediirii

Deneyin bagladig: ilk giinde kontrol hari¢ sicanlara intra perito-
neal olarak sisplatin (16 mg/kg, ip) literatiirde belirtildigi iizere
tek doz olarak verildi."*?"" Ayni giin her bir tedavi grubuna sirast
ile Kurkumin, E-vitamini ve bunlarin birlikte kombinasyonlar1 da
verildi. Kurkumin intra peritoneal olarak 200 mg/kg olarak her
giin ayni1 saatte ve bes giin boyunca verildi. E-vitamini de yine
ayn sekilde ilk giin 50 mg/kg tek dozda verildi. Kurkumin +
E-vitamini kombinasyonu tek baglarina verildikleri doz, yontem
ve siirelerde 5 giin boyunca uygulandi. Kontrol grubuna ise bag-
langigta 16 mL/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.
Deneyin besinci giiniinde si¢anlar derin anestezi altinda sakrifiye
edilerek testisleri ¢ikarildi. Rutin histolojik doku takibi sonrasin-
da testisler parafine bloklandi. Parafin bloklanan testislerden ali-
nan doku kesitleri hematoksilen eozin ve immiinohistokimyasal
boyama protokoliine gore boyandiktan sonra mikroskobik olarak
analiz edildiler. Sicanlar1 anestezik hale getirmek i¢in ketamin (60
mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi.

Histolojik islemler

Testisler ¢ikarilir ¢ikarilmaz %4’°liikk tamponlu nétral forma-
lin soliisyonu igerisine alinip 48 saat fikse edildikten sonra
rutin histolojik doku takibi iglemlerine tabi tutularak parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardaki dokular rotari mikro-
tom (LeicaRM2135, Germany) ile 4-5 um kalinlikta kesilip
hematoksilen eozin boyama icin normal rodajli frozen lamlara,
immiinohistokimyasal boyamalar i¢in ise Poliy-L-Lisine lamlar
tizerine yerlestirildi.

Hematoksilen eozin boyanan her gruptan her bir hayvana ait
ardigik ortalama 8 testis dokusu kesiti 151k mikroskobu altinda
genel olarak kabaca histopatolojik olarak degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal analizler

Testis kesitlerinde apopitozis yolak proteinlerin (Bax, Bcl2,
Acas3) immiinohistokimyasal ekspresyonlarini belirlemek igin
kesitlerde indirekt immiinohistokimya protokolii uygulandi.
Aragtirma 151k mikroskobu altida immiin boyanma siddetleri
degerlendirildi. Elde edilen sonuclar immiin boyanma siddeti
semi kantitatif ifadesi olan H-skoruna doniistiiriildii ve istatis-
tiksel olarak kargilagtirldi. Immiinohistokimyasal boyama pro-
tokolii kisaca agagida anlatildig: sekilde gergeklestirildi.

Adhesivli lamlara alinan kesitler 60°C etiive gece boyu biraki-
lip ertesi giin li¢ ayr ksilen serilerinde 5’er dakika bekletilerek
deparafinize edildiler. %100’liikten %70’lige inen alkol seri-
lerinden gecirildikten sonra 5 dak distile suda rehidrate edildi.
Sitrik asit soliisyonu i¢inde 5 dak iki degisim 360 watt mikro-
dalga uygulamasi ile antijen retrival iglemi yapildi. Ani sogu-
madan sonra 10 dak distile suda bekletildi. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek igin %3’liikk hidrojen peroksit (H,0,)
soliisyonunda 10 dak bekletildikten sonra 3x5 dak fosfat buf-
fer soliisyonu (PBS) ile yikandi. Kesitlerin ¢evresi hidrofobik
pappen kalem ile cevrelendikten sonra non-immiin bloklama
serumu damlatilarak nemli karanlik ortamda 15 dak inkiibe edil-
di. Bloklama ajaninin yikanmadan uzaklagtirilmasindan sonra
kesitler tizerine Cas-3, Bax, Bcl-2 (1:50, Santa Cruz) primer
antikorlar damlatildi. Nemli kapali bir kutu iginde +4°C buzdo-
labinda karanlik ortamda gece boyu bekletildi. Ertesi giin kesit-
ler PBS de 3x5 dak yikandi. Kesitler iizerine biyotinli sekonder
antikor damlatilarak kapli nemli kutu icinde karanlik ortamda 30
dak oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dak yikama sonrasi
kesitlere 3-amino 9-etil karbozol (AEC) kromojen damlatilip
5-10 dak i¢inde reaksiyon olustuktan sonra PBS icine alinarak
reaksiyon sonlandirildi. 3x5 kez PBS uygulama sonrasi kesitler
distile suya alindi, hematoksilen ile zit boyama yapildi. distile
suda yikandiktan sonra fazla su uzaklastirilarak su bazli kapa-
ma soliisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi. Negatif kontrol
amactyla primer antikor yerine birkag¢ kesitte PBS damlatildi ve
bu kesitlerde immiin reaksiyon gozlemlenmedi.

Immiinohistokimyasal boyanan kesitler immiin reaktif hiicre-
leri tespit etmek icin bir 151k mikroskobunda 40x biiyiitmede
goriintiilendi. Cas-3, Bax, Bcl2 ekspresyon diizeylerini sapta-
mak amaciyla antijen antikor reaksiyon temelli boyanma sid-
deti skorlama skalas1 kullanildi. Skorlamada kullanilan kriterler
Tablo 1°de detayli olarak verilmigtir. Her bir protein agisindan
bes kesitte rastgele bes farkli alanda hiicrelerin immiin boyanma
reaksiyon siddetlerine gore ayr1 ayr1 kategorik sayimlari yapildi.
Elde edilen sonuglar [XPi(i+])] formiilii ile H-skor degerlerine
doniistiiriildii. Bu formiilde; i: boyanma yogunlugu skorunu, Pi:
boyanan hiicrelerin yiizdesini gostermektedir.

Kurkumin ekstrakti soliisyonunun hazirlanmasi

Kurkumin suda ¢6ziinmeyen kati toz halde bir molekiil oldugun-
dan oncelikli olarak soliisyon haline getirdik. Bunun i¢in daha
onceki bir yaymimizda anlatildigi sekilde islemlerden gecirdik %!
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Ozetle 2,5 g kurkumin tozu (Sigma-Aldrich) ardisik dimetil siil-
foksit (DMSO) ve etanol i¢inde oda 1sininda manyetik karigtiric
yardimiyla ¢oziildii. Once DMSO kurkumin ¢ozeltisi 10 dakika
5000 rpm’de santrifiij edildi. DMSO uzaklagtirildiktan sonra
geriye kalan pellet 96’lik alkolle karistirildi ve iglem tekrar edil-
di. Etanoliin uzaklagtirilmasindan sonra pellet 25 mL steril salin
soliisyonunda dilue edildi. 2,5 g/25 mL stok kurkumin soliisyonu
hazirlandi. Kurkumin siganlarin kilolarma uygun dozlarda kolay-
ca intraperitoneal olarak verilebilecek hale getirilmis oldu.

istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler Statistical Package for the Social
Science (IBM SPSS Statistics; Armonk, NY, ABD) for Windows,
version 20 istatistik paket programi kullanilarak gerceklestiril-
di. Stirekli degiskenler arasindaki normal dagilim uyumu deger-

Sekil 1. a-d. Seminifer tiibiiller, intersitisyel doku ve seminifer
epitelin normal histolojik goriiniimde oldugu kontrol grubu
(a). Doku hasarmin azalmis oldugu kurkumin ve E-vitamini
kombine tedavi grubuna ait testis dokusu histolojik goriintiisii
(b). Germinal hiicrelerde olgunlasma eksikligi (ok bast), inter-
sitisyel dilatasyon ve vaskiiler hemoraji (¢ift ok), ici bos ya da
cok az sperm igeren tiibiiller (y1ldiz) (c); tiibiil icine germinal
epitel hiicresi dokiilmesi (kalin ok), germ epitel diizensizligi,
germ hiicre boliinmesi durmasi (ince oklar) gibi histolojik ha-
sarlarin goriildiigii (d) sisplatin grubu temsili histolojik goriin-
tilleri (Bar: a, b, ¢ 50 ym; d, 100 zm. HE)

Tablo 1. Cas-3, Bax, Bcl-2 proteinlerinin immiin

reaktivitesinin (boyanma siddetlerini) derecelendirilmesinde
kullanilan kriterler

Skor Immiin reaktivite

0+ Negatif boyanma

1+ Zayif siddette boyanma

2+ Orta derece siddette boyanma
3+ Siddetli boyanma

lendirmek icin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Veriler
ortalama =+ standart eror mean (SEM) olarak ifade edildi. Cas-3,
Bax ve Bcl-2 proteinlerin immiin boyanma siddetleri H-skorlar1
agirlikli grup ortalama degerlinin karsilagtirilmas: One-way
ANOVA sonrasi tukey HSD, Bax ve Bcl-2 oranlarinin kargi-
lagtirilmasi ise Least Significant Differences (LSD) testi ile
yapildi. P degerinin 0,05’ten kiiclik olmas1 istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.

Bulgular

Sisplatin uygulamasinin ve sisplatin etkilerinin azaltilmasi i¢in
verilen kurkumin, E-vitamini ve bunlarin birlikte kombinasyon-
larinin testis dokusu histolojisindeki etkilerine yonelik hema-
toksilen eozin boyali preparatlarda testikiiler dokunun genel
mikroskobik goriiniimleri Sekil 1°de goriilmektedir. Genel his-
topatolojik degerlendirmede kontrol grubunda testikiiler doku
seminifer tiibiillerin morfolojisi, intersitisyel alanlar ve germi-
nal epitel bakimindan normal histolojik goriiniimiindeydi (Sekil
l1a). Bununla birlikte sisplatin verilen grubun testis dokusunda;
germinal hiicrelerde olgunlagsma gerilemesi, spermatogenik seri
germ hiicreleri boliinmelerinin duraksamasi, germ hiicreleri-
nin tiibiil liimenine dokiintiisii, intersitisyel alanda genisleme
ve vaskiiler hemoraji, germinal epitel biitiinliigiiniin yer yer
bozulmus olmasi gibi bazi dejeneratif anormallikler goriildii
(Sekil 1c, d). Sisplatinin testis dokusuna olan zararli etkisinin
hafifletilmesi amaciyla tedavi uygulanan gruplarda 6zellikle de
kurkumin E-vitamini uygulanan grupta bu hasarlarin hafiflemis
olduklari gozlemlendi (Sekil 1b).

Immiinohistokimyasal analizler sonucunda tespit edilen her bir
apopitozis proteinine ait ortalama H-skor degerleri Tablo 2’de
ve her gruptan her bir apopitozis protein ekspresyonuna ait tem-
sili immiinohistokimyasal boyamalarin mikroskobik goriintiileri
Sekil 2°de gosterilmistir.

Bax proteinin immiinohistokimyasal ekspresyonunun mikros-
kobik analizlerde immiin boyanma siddetinin kontrole gore
sisplatin grubunda belirgin olarak artmis oldugu gézlemlendi.
Tiim tedavi gruplarinda ise Bax proteinin immiin boyanma
siddetlerinin kontrol lehinde azalmis olduklar tespit edildi. Bax
proteinin immiin boyanma siddetleri H-skor degerlerinin de
sisplatin grubunda en yiiksek olup istatistiksel olarak kontrol
grubundan anlamli olarak farkliyd: (p<0,001). Tedavi grupla-
rinin agirlikl ortalama H-skor degerlerinin istatistiksel kargi-
lastirilmasinda ise tiim gruplar hem kendi aralarinda hem de
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak benzerdiler (p>0,05),
sisplatin grubundan ise anlamli olarak farkli olduklari saptandi
(p<0,001).

Diger bir apoptotik protein olan Cas-3 immiinohistokimyasal
ekspresyonunun mikroskobik analizlerinde immiin boyanma
yogunlugunun yine sisplatin verilen grupta belirgin yiikselmis
oldugu tespit edildi. Ayn1 sekilde tedavi uygulanan tiim grup-
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Tablo 2. Apoptotik ve antiapoptotik yolak proteinlerin immiin boyanma siddeti skorlar:

KONTROL KRK+YVit-E
Bax 8,42+2,59* 10,81+1,24*
Bcl-2 117,53+11,39 81,2244 98
Acas-3 7,83+1,66* 11,45+1,82°

KRK Vit-E Sisp
17,7422 86 2416+4,01° 116,97+9 65
45 337,120 49 86+4 38" 1083529 29
13,721 ,69° 23,1743 84° 120,15+7,98°

Degerler tizerindeki harfler her satirdaki parametre agisinda gruplar arasindaki benzerlik (ayn1 harf) ve farkliliklari (farkli harf) ifade etmektedir.

KRK: kurkumin; Vit-E: E vitamini; SISP: sisplatin. +:SEM

Cas-3 Bax Bel-2

Sisplatin

Vit-E

Krk+Vit-E

Sekil 2. Cas-3, Bax, Bcl-2 proteinlerin immiinohistokimyasal
ekspresyonlarinin her gruptan temsili mikroskobik goriintiile-
ri (Krk: kurkumin, Bar=50 ym). Genel olarak Cas-3 ve Bax
ekspresyonunun sisplatinde yiiksek, kontrolde diisiik, tedavi
gruplarinda ise her ikisi aras1 degerde olup kontrole yaklagmig
oldugu goriilmektedir. Bcl-2 ekspresyonunda ise tersi bir du-
rum sz konusudur. Ancak sisplatin grubunda ¢ok fazla olma-
sa da artis goriilmektedir.

larda immiin boyanma siddetleri kontrol lehinde azalmisti. Bu
sonuglarla uyumlu olacak sekilde H-skor degeri en yiiksek
sisplatin verilen gruptayd: ve istatistiksel olarak kontrol ve
tedavi gruplarinda anlamli olarak farkliydi (p<0,001). Tedavi
gruplarinin H-skor degerleri, istatistiksel olarak hem kendi ara-
larinda hem de kontrol grubu ile benzer (p>0,05) ancak sisplatin
grubundan farkli idiler (p<0,001). Her iki apoptotik protein
immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin 6zellikle de kurkumin

+ E-vitamini kombinasyonu grubunda kontrol grubuna daha
yakin oldugu dikkati cekmektedir.

Antiapoptotik protein Bcl-2 immiinohistokimyasal ekspresyonu
analizlerinde immiin boyanma yogunlugunun en yiiksek kontrol
grubunda oldugu gézlemlendi. Sisplatin verilen grupta Bcl-2 eks-
presyonunun kontrol grubu ile benzer sekilde yiikselmis olmasi
dikkat cekiciydi. Kurkumin ve E-vitamini kombinasyonu verilen
tedavi grubunda bu proteinin immiin boyanma yogunlugu kont-
rol grubu lehinde yiikselmisti. Diger tedavi uygulanan gruplarda
ise immiin boyanma reaksiyon siddetleri zayifti. Bu bulgular ile
paralel olarak sisplatin, kontrol ve kurkumin + E-vitamini kom-
binasyon tedavi gruplarin H-skorlar ortalama degerlerinin istatis-
tiksel olarak benzer olduklar1 hesap edildi (p>0,05). Kurkumin ve
E-vitamini gruplart sisplatin ile benzer (p>0,05), kontrolden ise
farkls idiler (swrastyla p=0,24, p=0,37).

Bax/Bcl-2 H-skor degerleri oranlar1 beklendigi gibi en yiik-
sek sisplatin en diisiik kontrol grubundaydi. Sisplatin grubu
istatistiksel olarak diger gruplardan belirgin olarak farkliydi
(p<0,001). Tiim tedavi gruplarin Bax/Bcl-2 orani istatistiksel
olarak kontrol grubu ile benzer sisplatin grubundan ise farkliydi
(p>0,05). Ancak, sadece E-vitamini grubu hem kontrolden hem
de sisplatin grubundan anlamli olarak farkliydi (sirasiyla p=0,35
p=0.001) (Sekil 3).

Tartisma

Tiim diinyada kanser insidansinda belirgin bir artis oldugu
bilinmektedir. Ulkemizde de toplam kanser insidansi T.C.
Saglik Bakanligi’nin kanser istatistikleri verilerine gore 2015
yil1 itibari ile yiizbinde 210,2 (erkeklerde yiizbinde 24.,6; kadin-
larda yiizbinde 173,6) olarak agiklanmistir. Kanser tedavisinde
radyoterapi, cerrahi girisim ve kemoterapi uygulamasi gibi
secenekler yer almaktadir. Kanserin kemoterapik tedavisinde
taksanlar, 5-floraurasil (SFU), bleomisin, etoposid ve sisplatin
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kemoterapik ajanlarin kullanimi sonrasi bulanti, kusma, l6ko-
peni, sa¢ dokiilmesi, diyare, nefrotoksisite ve karaciger hasari
gibi pek cok olumsuz yan etkiler sik olarak goriilmektedir.
Bu akut etkilerine karsin ozellikle son 2-3 dekat icinde kan-
ser tedavisinin ve tant olanaklarinin artmasi ile 5 ve 10 yillik
sag kalimla kiir cevabir artmustir. Baglangigta hasta ve hekim
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Sekil 3. Her bir gruptaki Bax ve Bcl-2 proteinlerin H-skor de-
gerlerinin oranlari

*p=0,35 kontrol gore p=0,001 sisplatine gore, **p<0,001 kontrol ve tedavi
gruplarina gore. KRK: kurkumin; Vit-E: E vitamini; SISP: sisplatin

icin birinci Oncelik hayatta kalmakti ve diger viicut islevleri
daha geri planda kalmaktaydi. Buna gore iireme islevleri daha
az disliniiliiyordu. Ancak kiir cevaplarinin artmasiyla tireme
fonksiyonlar1 tedavi sonrasi giderek daha 6n plana ¢ikmaya
baslamigtir. Kemoterapi sonrasi siire ve doza bagli olarak sper-
matogenezin geri doniiglii ve geri doniigiimlii olamayan sekilde
bozulabilecegi bilinmektedir. Testislerin etkilenme derecelerine
gore spermatogenez ikinci yila kadar geri donebilmektedir.
Spermatogenezin bozulmasinin en aza indirilmesi oldukca
onemlidir.

Sisplatin farkli tip kanserlerin tedavisinde kullanilan olduk-
ca etkili kemoterapik ilaglardan biridir. Bununla birlikte ¢ok
sayidaki toksik yan etkilerinden dolay1 klinik olarak kullanimi
stmirhidir."! Ozellikle erkek iireme sistemi iizerindeki yan etkile-
ri intersitisyel Leydig hiicrelerini, seminifer tiibiil epiteli, Sertoli
ve Ozellikle de germ hiicrelerini hedef alarak reprodiiktif sistem
toksisitesine neden olmaktadir.?* Bu nedenle sisplatin yan etki-
lerinin 6nlenmesi 6nemlidir ve klinik kullanimda sisplatinin yan
etkilerinin nasil 6nlenebilecegi hala 6nemli aragtirma konularin-
dandir. Bu caligmada sisplatin kaynakli testikiiler apopitozisin
Cas-3 ve Bax apoptotik protein yolaklari iizerinden gercekles-
tigini bununla birlikte kurkumin, E-vitamini gibi antioksidan
molekiillerin ayr1 ayr1 verildiklerinde ve ozelliklede birlikte
kombinasyonlarinin verilmesi sonucunda toksik etkileri engel-
leyerek hiicre oliimlerini azalta bildigi immiinohistokimyasal
olarak tespit edilmistir.

Normal metabolizma sonucu veya daha ¢ok iskemik durumlar,
radyasyon, inflamasyon, yaglanma, kimyasal maddeler, ilaglar
ve elektromanyetik alanlara maruz kalma gibi durumlar sonu-
cunda olugsan reaktif oksijen tiirleri OS’e neden olurlar. OS,
lipit ve protein yapilarin ¢ift bag iceren gruplart ile DNA’daki

bazlarn cift baglarina saldirir. Sonucta hiicre ici lipit, protein ve
DNA gibi makro molekiiller hasarlanarak hiicre zedelenmesine
bagli apopitozis meydana gelir.**!

Testisler yiiksek oranda poliansatiire zar lipitlerini ihtiva ettikle-
rinden OS’in ana hedef organlarindandir.”’ Bu nedenle testisler
sisplatin gibi pek cok sayidaki oksidatif ajanlardan yiiksek oran-
da etkilenirler. Ancak diger bir taraftan testisler zayif damarsal
desteklerinden dolay: diisiik oksijen basinclarina sahip olduklari
icin bir dereceye kadar oksidatif hasardan az da olsa bir miktar
kendi kendilerini koruyabilirler. Buda testislere bir dereceye
kadar OS’e kars1 belli bir diizeyde de olsa bir dayaniklilik
kazandirir.?!

Testis dokusu ve spermatogenez radyoterapi, varikosel, kemote-
rapi, torsiyon, enfeksiyonlar ve sigara i¢imi gibi pek ¢ok faktore
bagl olarak oksidatif hasar olugsmasi sonrasi etkilenmektedir.
Sisplatinin testis dokusunda hasar olusturdugu cok sayida
calismada gosterilmigtir. Calismamizda da kontrol grubuna
gore sisplatin verilen grupta testislerde histolojik hasarlar tespit
edilmig ve Sekil 1’de gosterilmistir.

Bu mevcut ¢alisma kurkumin ve E-vitaminin tek ya da birlikte
kullanimlarinin Wistar cinsi erkek sicanlarin sisplatin kaynakli
testikiiler apopitozisine kars1 koruyucu antiapoptotik etkiye
sahip olabilecegine isaret etmektedir. Bu durum testikiiler
dokuda sisplatinin apoptotik hiicrelerin gostergesi olan caspas-3
ekspresyonlari artisinin bu antioksidan molekiillerin verilmesi
ile hem Cas-3 hem de Bax ekspresyonunun azalmig olmast ayri-
ca antiapoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunun yiikselmis
olmasinin immiinohistokimyasal olarak tespit edilmesi ile gos-
terildi (Sekil 2). Ayrica hematoksilen eozin boyal: testis dokusu
kesitlerinin genel histolojik goriintii analizleri sonuglarimiz da
bunu destekler niteliktedir (Sekil 1).

Endojen antioksidanlarin azalmis ekspresyonu sisplatin tedavi-
sinin oksidatif hasar1 artirmasiyla da iligkili oldugu bildirilmis-
tir. Yapilan bir calismada sisplatinin kohlear dokularda DNA
hasarlarina ve serbest radikallerin fazla miktarda olusumuna da
yol agabilecegi gosterilmigtir.'®!

Apopitoz normal biiylime ve gelisme altinda veya radyasyon
ve toksinlere maruz kalmaya veya iskemiye verilen yanitin bir
parcast olarak ortaya cikabilen kontrollii bir hiicre 6liimii sek-
lidir. Apopitozis, sisplatin kaynakli toksisitenin baslica sonucu
olabilecegi de ileri siirlilmiistiir. Bu durum mevcut ¢aligmanin
sonuglart ile de uyumlu bulunmusgtur. Bununla baglantili olarak
Freitas ve ark.?'' da calismamizda da tespit edildigi gibi 16 mg/
kg sisplatin uygulamasinin ii¢ giin sonrasinda apopitozise neden
oldugunu tespit etmislerdir. Bu yilizden bu deneysel ¢alismada
sicanlara ayni dozda sisplatin uygulamasi yapilmistir.

Kurkumin bazi kemoterapi ilaglarinin yan etkilerini sinirlaya-
bilecek anti-inffamatuar, antioksidan ve anti-kanser aktivitesine
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sahip cok yonlii bir molekiildiir. Kurkumin aracili hiicresel
korumanin mekanizmasi tam olarak agik degildir. Bazi tespitler
kurkuminin bir serbest radikal kovucusu gibi aktivite gosterebil-
digine, diger bazi ¢aligmalar ise tiimor hiicresinde serbest radi-
kal olusumunu tesvik ederek kanserli hiicrelerin apopitozuna
neden oldugunu ileri siirmektedirler.262"

Kurkuminin organizma tarafindan cok iyi tolere edildigi kabul
edilmektedir. Kurkumin ile tedavi edilen hayvanlarda hicbir
hepatotoksisite tespit edilmemistir. Ustelik sisplatinin de dahil
oldugu diger ilaglarin sebep oldugu hepatotoksisiteyi hafifle-
tebildigi de bildirilmigtir."® Bununla birlikte mevcut bilgiler,
sisplatin ile tedavi edilen haslarda mitokondriyal disfonksiyo-
nun hem hepatotoksisiteye ve hem de nefrotoksisiteye katki
sagladigim yoniindedir.!'718)

E-vitamini tokoferol, tocotrienol, serbest radikal siipiiriiciileri
icerir ve sisplatin nefrotoksisitesi ile endotel hiicresi toksisitesi-
ni siirlandirdigi bildirilmigtir."*2% E-vitamini ayrica doymamig
fosfolipit membrani olusturan yag asitleri yapisini serbest radi-
kallerin hasarindan koruyucu aktivite gosterir ve lipit peroksi-
dasyonu reaksiyonlarinin potansiyel bir inhibitoriidiir.2%2¥!

Salehi ve ark."'” kurkuminin deksametazon ile kombinasyonu
uygulamasinin dokularin korunmasini sagladigin bildirmigler-
dir. Fetoni ve ark.'® kurkuminin hem oksijenaz-1 enzim eks-
presyonunu giiclendirerek sisplatin ototoksisitesini hafiflettigini
in vivo olarak gostermiglerdir. Kalkanis ve ark.?” da E-vitamini
desteginin sisplatin kaynakli toksisiteyi azalttigini ratlarda gos-
termiglerdir. Bagka bir ¢alismada da intratimpanik E-vitamini
deksametazon desteginin bizim sonuclarimiz ile de desteklen-
digi gibi sisplatin tedavisinin yan etkilerinin hafifletilmesinde
oldukga etkili oldugu rapor edilmistir.l?%

Bir diger caligmada, sisplatine maruz birakilmis noral hiicre
kiiltiirtine kurkuminin sitotoksisite etkisi ve bu hiicrelerde
sisplatinin indiikledigi genotoksisiteye karst kurkuminin farkli
dozlardaki antigenotoksisite etkinligi arastirilmig. Kurkuminin
ti¢ farkli konsantrasyonunda onemli dlciide sisplatin tarafindan
uyarilan mikroniikleus sikligini azalttigi gozlenmis. Bu noronal
model antioksidan ilaclar (kurkumin) ile kemoterapi ilaglarinin
kanser tedavisinde neden oldugu genotoksik etkilerin azaltilma-
st agisindan birlikte kullanilabilecegini gostermigtir.>”!

Bir bagka ¢alismada sisplatinin neden oldugu ototoksisitede E, B,
C vitaminleri ve L-karnitinin etkileri aragtirilmig. Sonugta 6zellik-
le E-vitamini basta olmak iizere diger vitaminlerin ve L-karnitinin
sisplatin kaynakli ototoksisiteyi azaltti§1 gozlemlenmistir.*"

Sisplatine bagli ototoksisitede kurkumin ve E-vitaminin koru-
yucu etkilerini arastirdigimiz 6nceki ¢calismamizda bu ¢aligma
sonucunda da oldugu gibi bu antioksidan molekiillerin sisplatin
verilmesine bagl olarak artmig olan hiicre apopitozisini azaltti-
gin1 tespit ettik 42"

Bu literatiir bilgilerine dayanarak kurkumin ve E-vitamininin
sisplatin kaynakli testikiiler toksisite sonucu artan hiicre 6liimle-
rini antioksidan, serbest radikal siipiiriicli ve benzeri 6zellikleri
nedeniyle engelleyebilecegini soyleyebiliriz. Bundan dolay1 bu
antioksidan molekiiller hem ayr1 ayri hem de birlikte kombi-
nasyon olarak verilerek sisplatinin testikiiler toksisitesi lizerine
etkisi apopitozis yolak proteinlerin immiinohistokimyasal ana-
lizleri ile degerlendirildi.

Elde ettigimiz sonuclar sisplatinin testikiiler hiicrelerde apo-
pitozis yolak proteinlerinden apoptotik Cas-3 ve Bax immiin
ekspresyonlarini upregiile, antiapoptotik protein Bcl-2 immiin
ekspresyonunu downregiile ederek testikiiler apopitozise neden
oldugunu gostermektedir. Ancak Bcl-2 downregiilasyonu bekle-
nen kadar diisiik degildi. Bunun nedeninin sisplatin toksisitesine
kars1 hiicrelerin kendi i¢ dinamiklerini devreye sokarak Bcl-2
ekspresyonunu yiikseltmek suretiyle hayatta kalmaya calistyor
olmasindan kaynaklanmig olabildigi diistiniilebilir. E-vitamini
ve kurkumin verilmesinin ise sisplatin kaynakli apopitozise
kars1 apoptotik proteinlerin (Cas-3, Bax) ekspresyonu artig1 ve
Bcl-2 antiapoptotik protein ekspresyonunu arttirarak koruyucu
etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu durum Bax ve Bcl-2
oranlarimin tedavi gruplarinda 6zellikle bu iki maddenin birlikte
verilmesinde azalmig olmast ile ortaya konmustur. Ozetle mev-
cut sonuclarimiz, kurkumin ve E-vitamininin uygulanmasinin,
sisplatin tedavisi sirasinda testis germ hiicrelerinin korunmasi
i¢in yararli yardimci bir terapi olabilecegini gostermektedir.
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