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Investigation of the effects of curcumin, vitamin E and their 
combination in cisplatin-induced testicular apoptosis using 
immunohistochemical technique
Sisplatin ile indüklenen testiküler apopitoziste kurkumin, E-vitamini ve birlikte 
kombinasyonunun etkilerinin immünohistokimyasal olarak araştırılması
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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 5th day, rats were sacrificed, and their  testes were removed. 4-5 µm 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.

ÖZ
Amaç: Sisplatin kanser tedavisinde kullanılan etkili bir antineoplastik ajandır. Ancak toksik yan etkilerin-
den dolayı kullanımı kısıtlanmaktadır. Sisplatin kullanımının kısıtlanmasına neden olan toksik etkilerinin 
hafifletilmesi önem arz etmektedir. Çalışmanın amacı; sisplatin kaynaklı testiküler apopitozise karşı kurku-
min ve E vitaminin etkilerini araştırmaktır. 
Gereç ve yöntemler: Çalışmada toplam 35 adet 300-350 g ağırlıkta sağlıklı yetişkin Wistar cinsi albino erkek 
sıçanlar her grupta yedişerli olacak şekilde rastgele; kontrol, sisplatin, kurkumin, E vitamini ve kurkumin + E 
vitamini birlikte kombinasyonu olmak üzere beş gruba ayrıldılar. Deney sonu beşinci günde sıçanlar sakrifiye 
edilerek testisleri çıkarıldı. Formalinde tespit edilip parafine gömülen testislerden 4-5 µm kalınlıkta alınan kes-
itlerde hematoksilen eozin boyama yapılarak genel histolojik değerlendirme, immünohistokimyasal boyamalar 
yapılarak apopitozis yolak proteinlerin (Bax, Cas-3, Bcl-2) immünohistokimyasal analizleri yapıldı. 
Bulgular: Sisplatin verilmesi ile artmış olan histolojik hasar tedavi gruplarında özellikle kombinasyon tedavisinde 
azalmıştı. Cas-3 ve Bax protein immün boyanma şiddetlerinin H-skorlarının sisplatin grubunda kontrole göre belir-
gin şekilde artmış olduğu, Bcl-2’nin ise bir miktar azaldığı tespit edildi. Tedavi gruplarının tümünde sisplatin grubu-
na göre Bax, Cas-3 immün ekspresyonları azalmıştı. Ancak Bcl-2, kurkumin ve E-vitamin gruplarında azalmıştı. 
Bax/Bcl-2 oranları sisplatin grubunda en yüksekti, tedavi gruplarında kontrol lehinde belirgin olarak azalmıştı. 
Sonuç: Sisplatin grubunda artmış Cas-3 ekspresyonu sisplatinin germ hücrelerinin apopitozisine neden 
olduğunu göstermektedir. Mevcut bulgulara göre sisplatin daha çok Cas-3 ve Bax apoptotik protein yolakları 
üzerinden testiküler apopitozise neden olmuştur. Sisplatin kaynaklı testiküler apopitozisin kurkumin, E vi-
tamini ve birlikte kombinasyonunun uygulanmasıyla engellenebileceğini söyleyebiliriz.
Anahtar Kelimeler: Apopitozis; sisplatin; kurkumin; immünohistokimya; testis; E vitamini.
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Giriş

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) testis, ovaryum, 
mide, akciğer, lenfoma, osteo sarkoma, baş, boyun, mesane, 
prostat ve serviks tümörleri gibi pek çok kanserin tedavisinde 
başarılı bir şekilde kullanılan etkili antineoplastik bir ajandır.
[1,2] Bununla birlikte ototoksisite, nefrotoksisite, myelotoksisite, 
gastrointestinal toksisite ile nörolojik, hematolojik ve reprodük-
tif sistem üzerindeki istenmeyen ciddi yan etkileri sisplatinin 
klinik kullanımını kısıtlamaktadır.[3,4] Üreme sisteminin sisplatin 
toksisitesinde reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve oksidatif stre-
si (OS) işaret eden çok sayıda çalışma bulunmaktadır.[4] 

Oksijen canlıların yaşamı için vazgeçilmez olmakla birlikte, 
metabolizma sırasında serbest radikal kaynağı olarak bilinen 
son derece reaktif olan ara ürünler oluşturur. Besinlerin oksijen 
kullanılarak enerjiye dönüşümü esnasında ortaya çıkan reaktif 
moleküller serbest radikaller olarak isimlendirilmektedir. Bu 
reaktif oksijen metabolitleri lipit, protein, DNA, mitokondri, 
endoplazmik retikulum gibi hücre bileşenlerine zarar vererek 
hücresel hasarlara neden olurlar. Memeli dokuları serbest radikal 
oluşumunu kontrolde tutmak ve zararlı etkilerine karşı koymak 
için süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), 
katalaz (CAT), glutatyon (GSH) gibi endojen enzim sistemleri 
ve enzimatik olmayan sistemlerden oluşan doğuştan gelen bir 
antioksidan savunma mekanizmalarına sahiptirler.[5,6] Bazı stres 
durumlarında canlılarda prooksidan ve antioksidan dengesinin 
bozulması sonucunda OS ortaya çıkar. OS makromoleküler ve 
hücresel hasarlara neden olup organizmanın ölümü ile sonuç-
lanan ciddi sonuçlara neden olabilirler.[5] Sisplatin tedavisinin 
germ hücrelerinin apopitozisinde belirgin artışa, histopatolojik 
hasarlara neden olduğu; SOD, GPX, CAT, GSH gibi biyokim-
yasal antioksidan enzim düzeylerinin ise azalmasına yol açtığı 
sıçan testislerinde yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.[3,4,7]

Sisplatinin kanser tedavisinde tek başına veya diğer ajanlarla 
kombinasyon halinde kullanımı oldukça yaygındır.[8,9] Özellikle 
testiküler malignesideki umut verici sonuçlara rağmen testisle-
rin uzun süreli disfonksiyonu sisplatinin yaygın olumsuz yan 
etkilerinden biridir.[10] Ayrıca, sisplatinin testisler üzerindeki 
yan etkileri çok sayıdaki hayvan deneyleri ile de gösterilmiştir. 
Bu olumsuz yan etkiler özellikle spermatogenezin bozulmasına 
bağlı sperm üretiminde azalma, testiküler hacim ve ağırlık kaybı 
ve germ hücre apopitozisi olarak rapor edilmiştir.[7]

Anti kanser tedavisinde sisplatin toksisitesinin hafifletilmesi 
büyük önem arz etmekte olup sisplatin toksisitesinin moleküler 
ve hücresel mekanizması henüz tam olarak anlaşılamamıştır. 
Sisplatinin apopitozisi indüklemesi ROS’un aşırı üretimini 
içeren birçok yolak üzerinden olabilir. Mevcut kanıtlar ROS 
üretiminde ve endojen antioksidan moleküllerin ekspresyonun-
daki artışların sisplatinin toksisitesini destekleyen veriler olması 
yönündedir.[11-14] OS sonucunda öncelikli olarak apopitozis kay-
naklı hücre kaybı gerçekleşmektedir.[15] 

Sisplatin reaktif oksijen türlerini üretebilir ve normal dokudaki 
antioksidan enzimleri inhibe edebilir. Reaktif oksijen partikülle-
ri akümülasyonunun sisplatin toksisitesine aracılık ettiğine dair 
bulgular mevcuttur. Bu sebeple anti-tümöral etkinliği değiştir-
meksizin sisplatinin oluşturduğu hasarı azaltmak için birçok 
koruyucu ajan sisplatin ile birlikte kullanılmaktadır.[16]

Sisplatin kaynaklı testiküler hasara karşı koruma, esas olarak 
hücrenin kendi iç kaynaklarını arttırarak hücre hayatta kalma 
mekanizmalarının güçlendirilmesine dayanır. Yapılan bazı çalış-
malarda antioksidan maddelerin sisplatin kaynaklı toksisite 
üzerine koruyucu etkinliğinin olduğu gösterilmiştir.[4,7]

Kurkumin Zerdeçal (hint safranı) bitkisinin köklerinden izole 
edilmiş olan bir polifenoldür. Kurkuminin antioksidan, anti-
serbest radikal, anti-inflamatuar, antineoplastik ve antifungal 
etkilerinin olduğu bildirilmektedir. Kurkuminin etkileri büyü-
me faktörleri, kinazlar, transkripsiyon faktörler, enflamatuar 
sitokinler, apopitozis ilişkili proteinler, adezyon molekülleri, 
hücre proliferasyonu ile ilişkili enzimleri içeren çok sayıdaki 
moleküler hedefler ile olan etkileşimlerine bağlıdır. Kurkuminin 
insanlar için bilinen toksik bir etkisi bulunmamaktadır.[14,17,18]

E-vitamini, antioksidan aktivitesi en yüksek olduğu bilinen 
α-tokoferoldür. α-tokoferol lipofilik özelliğinden dolayı memb-
ran spesifik antioksidan olup membrandan zengin hücre kısım-
larında bulunur. Antikanser, kardiyoprotektif, nöroprotektif, 
antidiyabetik, osteoprotektif, immünomodülatör, gastroprotektif 
etkilere sahiptir. Çok güçlü bir antioksidan olarak, fosfolipit-
lerin yapısındaki doymamış yağ asitlerini serbest radikallerin 
etkisinden koruyan ilk savunma hattını oluşturur. Lipit peroksil 
radikalini ortadan kaldırarak, lipit peroksidasyon zincir reaksi-
yonlarını sona erdirir. Bundan dolayı zincir kırıcı antioksidan 
olarak ta bilinmektedir. E-vitamini vücuttaki majör lipit solübl 
antioksidan olup lipit peroksidasyonunu engelleyerek membran 
bütünlüğünün sürdürülmesini sağlar.[19]

Sisplatin tedavisi alan kanserli hastalarda serum antioksidan 
konsantrasyonları düşmektedir. Sisplatin kemoterapi siklusları 
C-vitamini, E-vitamini, seruloplazmin ve ürik asitin dolaşım 
düzeylerindeki düşüşle ilişkilidir.[14,20] Bu nedenlerle mevcut 
çalışmada kurkumin, E-vitamini ve her ikisinin birlikte kom-
binasyonu sisplatin uygulanan sıçanlara bir antioksidan desteği 
olarak verilmiştir. 

Bu çalışmada kurkumin ve E-vitamininin ayrı ayrı ve birlikte 
kombinasyonlarının sisplatin indüklü testiküler apopitozisi int-
rinsik biyokimyasal ve antioksidan içeriklerinden dolayı engel-
leyebileceği hipotezi ileri sürüldü. Mevcut çalışmanın amacı 
deneysel olarak sisplatin uygulanarak apopitozisin indüklendiği 
sıçanların testislerinde kurkumin, E-vitamini ve kurkumin + 
E-vitamini kombinasyonunun antiapoptotik etkilerini apoptotik 
(Bax, Cas-3) ve antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2) ekspresyon-
larının immünohistokimyasal analizler ile değerlendirilmesidir. 
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Gereç ve yöntemler

Deney hayvanları 
Bu çalışma için Gaziosmanpaşa Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurul Onayı (2016 HADYEK-21) alındı. Çalışma 
toplam 35 adet yaklaşık 3 aylık ve 300-350 g ağırlıklarda Wistar 
albino cinsi sağlıklı erkek sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar her grup-
ta yedi adet olacak şekilde rastgele kontrol, deney ve üç farklı 
tedavi gruplarından oluşan beş gruba ayrıldı. Bu gruplar aşağıda 
belirtildiği gibidir. 

Birinci grup: Serum fizyoloji (SF) verilen kontrol grubu.
İkinci grup: Sisplatin verilen deney grubu. 
Üçüncü grup: Sisplatin + Kurkumin tedavi grubu. 
Dördüncü grup: Sisplatin + E-vitamini tedavi grubu. 
Beşinci grup: Sisplatin + Kurkumin + E-vitamini tedavi grubu. 

Tüm gruplardaki sıçanlar ortalama 220C’de, %50-60 nisbi 
nemde 12 saatlik gece gündüz siklusunda, su ve besine istedik-
leri zaman ulaşabilecekleri şekilde standart plastik kafeslerde 
talaş yatakta barındırıldılar. 

Deney prosedürü
Deneyin başladığı ilk günde kontrol hariç sıçanlara intra perito-
neal olarak sisplatin (16 mg/kg, ip) literatürde belirtildiği üzere 
tek doz olarak verildi.[14,21] Aynı gün her bir tedavi grubuna sırası 
ile Kurkumin, E-vitamini ve bunların birlikte kombinasyonları da 
verildi. Kurkumin intra peritoneal olarak 200 mg/kg olarak her 
gün aynı saatte ve beş gün boyunca verildi. E-vitamini de yine 
aynı şekilde ilk gün 50 mg/kg tek dozda verildi. Kurkumin + 
E-vitamini kombinasyonu tek başlarına verildikleri doz, yöntem 
ve sürelerde 5 gün boyunca uygulandı. Kontrol grubuna ise baş-
langıçta 16 mL/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. 
Deneyin beşinci gününde sıçanlar derin anestezi altında sakrifiye 
edilerek testisleri çıkarıldı. Rutin histolojik doku takibi sonrasın-
da testisler parafine bloklandı. Parafin bloklanan testislerden alı-
nan doku kesitleri hematoksilen eozin ve immünohistokimyasal 
boyama protokolüne göre boyandıktan sonra mikroskobik olarak 
analiz edildiler. Sıçanları anestezik hale getirmek için ketamin (60 
mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandı.

Histolojik işlemler
Testisler çıkarılır çıkarılmaz %4’lük tamponlu nötral forma-
lin solüsyonu içerisine alınıp 48 saat fikse edildikten sonra 
rutin histolojik doku takibi işlemlerine tabi tutularak parafin 
bloklara gömüldü. Parafin bloklardaki dokular rotari mikro-
tom (LeicaRM2135, Germany) ile 4-5 um kalınlıkta kesilip 
hematoksilen eozin boyama için normal rodajlı frozen lamlara, 
immünohistokimyasal boyamalar için ise Poliy-L-Lisine lamlar 
üzerine yerleştirildi. 

Hematoksilen eozin boyanan her gruptan her bir hayvana ait 
ardışık ortalama 8 testis dokusu kesiti ışık mikroskobu altında 
genel olarak kabaca histopatolojik olarak değerlendirildi. 

İmmünohistokimyasal analizler
Testis kesitlerinde apopitozis yolak proteinlerin (Bax, Bcl2, 
Acas3) immünohistokimyasal ekspresyonlarını belirlemek için 
kesitlerde indirekt immünohistokimya protokolü uygulandı. 
Araştırma ışık mikroskobu altıda immün boyanma şiddetleri 
değerlendirildi. Elde edilen sonuçlar immün boyanma şiddeti 
semi kantitatif ifadesi olan H-skoruna dönüştürüldü ve istatis-
tiksel olarak karşılaştırıldı. İmmünohistokimyasal boyama pro-
tokolü kısaca aşağıda anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. 

Adhesivli lamlara alınan kesitler 600C etüve gece boyu bırakı-
lıp ertesi gün üç ayrı ksilen serilerinde 5’er dakika bekletilerek 
deparafinize edildiler. %100’lükten %70’liğe inen alkol seri-
lerinden geçirildikten sonra 5 dak distile suda rehidrate edildi. 
Sitrik asit solüsyonu içinde 5 dak iki değişim 360 watt mikro-
dalga uygulaması ile antijen retrival işlemi yapıldı. Ani soğu-
madan sonra 10 dak distile suda bekletildi. Endojen peroksidaz 
aktivitesini bloke etmek için %3’lük hidrojen peroksit (H2O2) 
solüsyonunda 10 dak bekletildikten sonra 3x5 dak fosfat buf-
fer solüsyonu (PBS) ile yıkandı. Kesitlerin çevresi hidrofobik 
pappen kalem ile çevrelendikten sonra non-immün bloklama 
serumu damlatılarak nemli karanlık ortamda 15 dak inkübe edil-
di. Bloklama ajanının yıkanmadan uzaklaştırılmasından sonra 
kesitler üzerine Cas-3, Bax, Bcl-2 (1:50, Santa Cruz) primer 
antikorlar damlatıldı. Nemli kapalı bir kutu içinde ±40C buzdo-
labında karanlık ortamda gece boyu bekletildi. Ertesi gün kesit-
ler PBS de 3x5 dak yıkandı. Kesitler üzerine biyotinli sekonder 
antikor damlatılarak kaplı nemli kutu içinde karanlık ortamda 30 
dak oda ısısında inkübe edildi. PBS ile 3x5 dak yıkama sonrası 
kesitlere 3-amino 9-etil karbozol (AEC) kromojen damlatılıp 
5-10 dak içinde reaksiyon oluştuktan sonra PBS içine alınarak 
reaksiyon sonlandırıldı. 3x5 kez PBS uygulama sonrası kesitler 
distile suya alındı, hematoksilen ile zıt boyama yapıldı. distile 
suda yıkandıktan sonra fazla su uzaklaştırılarak su bazlı kapa-
ma solüsyonu damlatılarak lamel ile kapatıldı. Negatif kontrol 
amacıyla primer antikor yerine birkaç kesitte PBS damlatıldı ve 
bu kesitlerde immün reaksiyon gözlemlenmedi. 

İmmünohistokimyasal boyanan kesitler immün reaktif hücre-
leri tespit etmek için bir ışık mikroskobunda 40x büyütmede 
görüntülendi. Cas-3, Bax, Bcl2 ekspresyon düzeylerini sapta-
mak amacıyla antijen antikor reaksiyon temelli boyanma şid-
deti skorlama skalası kullanıldı. Skorlamada kullanılan kriterler 
Tablo 1’de detaylı olarak verilmiştir. Her bir protein açısından 
beş kesitte rastgele beş farklı alanda hücrelerin immün boyanma 
reaksiyon şiddetlerine göre ayrı ayrı kategorik sayımları yapıldı. 
Elde edilen sonuçlar [∑Pi(i+l)] formülü ile H-skor değerlerine 
dönüştürüldü. Bu formülde; i: boyanma yoğunluğu skorunu, Pi: 
boyanan hücrelerin yüzdesini göstermektedir.

Kurkumin ekstraktı solüsyonunun hazırlanması 
Kurkumin suda çözünmeyen katı toz halde bir molekül olduğun-
dan öncelikli olarak solüsyon haline getirdik. Bunun için daha 
önceki bir yayınımızda anlatıldığı şekilde işlemlerden geçirdik.[22] 
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Özetle 2,5 g kurkumin tozu (Sigma-Aldrich) ardışık dimetil sül-
foksit (DMSO) ve etanol içinde oda ısınında manyetik karıştırıcı 
yardımıyla çözüldü. Önce DMSO kurkumin çözeltisi 10 dakika 
5000 rpm’de santrifüj edildi. DMSO uzaklaştırıldıktan sonra 
geriye kalan pellet 96’lık alkolle karıştırıldı ve işlem tekrar edil-
di. Etanolün uzaklaştırılmasından sonra pellet 25 mL steril salin 
solüsyonunda dilue edildi. 2,5 g/25 mL stok kurkumin solüsyonu 
hazırlandı. Kurkumin sıçanların kilolarına uygun dozlarda kolay-
ca intraperitoneal olarak verilebilecek hale getirilmiş oldu.

İstatistiksel analiz 
Tüm istatistiksel analizler Statistical Package for the Social 
Science (IBM SPSS Statistics; Armonk, NY, ABD) for Windows, 
version 20  istatistik paket programı kullanılarak gerçekleştiril-
di. Sürekli değişkenler arasındaki normal dağılım uyumu değer-

lendirmek için Kolmogorov-Smirnov testi kullanıldı. Veriler 
ortalama ± standart eror mean (SEM) olarak ifade edildi. Cas-3, 
Bax ve Bcl-2 proteinlerin immün boyanma şiddetleri H-skorları 
ağırlıklı grup ortalama değerlinin karşılaştırılması One-way 
ANOVA sonrası tukey HSD, Bax ve Bcl-2 oranlarının karşı-
laştırılması ise Least Significant Differences (LSD) testi ile 
yapıldı. P değerinin 0,05’ten küçük olması istatistiksel olarak 
anlamlı kabul edildi. 

Bulgular

Sisplatin uygulamasının ve sisplatin etkilerinin azaltılması için 
verilen kurkumin, E-vitamini ve bunların birlikte kombinasyon-
larının testis dokusu histolojisindeki etkilerine yönelik hema-
toksilen eozin boyalı preparatlarda testiküler dokunun genel 
mikroskobik görünümleri Şekil 1’de görülmektedir. Genel his-
topatolojik değerlendirmede kontrol grubunda testiküler doku 
seminifer tübüllerin morfolojisi, intersitisyel alanlar ve germi-
nal epitel bakımından normal histolojik görünümündeydi (Şekil 
1a). Bununla birlikte sisplatin verilen grubun testis dokusunda; 
germinal hücrelerde olgunlaşma gerilemesi, spermatogenik seri 
germ hücreleri bölünmelerinin duraksaması, germ hücreleri-
nin tübül lümenine döküntüsü, intersitisyel alanda genişleme 
ve vasküler hemoraji, germinal epitel bütünlüğünün yer yer 
bozulmuş olması gibi bazı dejeneratif anormallikler görüldü 
(Şekil 1c, d). Sisplatinin testis dokusuna olan zararlı etkisinin 
hafifletilmesi amacıyla tedavi uygulanan gruplarda özellikle de 
kurkumin E-vitamini uygulanan grupta bu hasarların hafiflemiş 
oldukları gözlemlendi (Şekil 1b).
 
İmmünohistokimyasal analizler sonucunda tespit edilen her bir 
apopitozis proteinine ait ortalama H-skor değerleri Tablo 2’de 
ve her gruptan her bir apopitozis protein ekspresyonuna ait tem-
sili immünohistokimyasal boyamaların mikroskobik görüntüleri 
Şekil 2’de gösterilmiştir. 

Bax proteinin immünohistokimyasal ekspresyonunun mikros-
kobik analizlerde immün boyanma şiddetinin kontrole göre 
sisplatin grubunda belirgin olarak artmış olduğu gözlemlendi. 
Tüm tedavi gruplarında ise Bax proteinin immün boyanma 
şiddetlerinin kontrol lehinde azalmış oldukları tespit edildi. Bax 
proteinin immün boyanma şiddetleri H-skor değerlerinin de 
sisplatin grubunda en yüksek olup istatistiksel olarak kontrol 
grubundan anlamlı olarak farklıydı (p<0,001). Tedavi grupla-
rının ağırlıklı ortalama H-skor değerlerinin istatistiksel karşı-
laştırılmasında ise tüm gruplar hem kendi aralarında hem de 
kontrol grubuna göre istatistiksel olarak benzerdiler (p>0,05), 
sisplatin grubundan ise anlamlı olarak farklı oldukları saptandı 
(p<0,001). 

Diğer bir apoptotik protein olan Cas-3 immünohistokimyasal 
ekspresyonunun mikroskobik analizlerinde immün boyanma 
yoğunluğunun yine sisplatin verilen grupta belirgin yükselmiş 
olduğu tespit edildi. Aynı şekilde tedavi uygulanan tüm grup-

Tablo 1. Cas-3, Bax, Bcl-2 proteinlerinin immün 
reaktivitesinin (boyanma şiddetlerini) derecelendirilmesinde 
kullanılan kriterler
Skor	 İmmün reaktivite

0+	 Negatif boyanma

1+	 Zayıf şiddette boyanma

2+	 Orta derece şiddette boyanma

3+	 Şiddetli boyanma

Şekil 1. a-d. Seminifer tübüller, intersitisyel doku ve seminifer 
epitelin normal histolojik görünümde olduğu kontrol grubu 
(a). Doku hasarının azalmış olduğu kurkumin ve E-vitamini 
kombine tedavi grubuna ait testis dokusu histolojik görüntüsü 
(b). Germinal hücrelerde olgunlaşma eksikliği (ok başı), inter-
sitisyel dilatasyon ve vasküler hemoraji (çift ok), içi boş ya da 
çok az sperm içeren tübüller (yıldız) (c); tübül içine germinal 
epitel hücresi dökülmesi (kalın ok), germ epitel düzensizliği, 
germ hücre bölünmesi durması (ince oklar) gibi histolojik ha-
sarların görüldüğü (d) sisplatin grubu temsili histolojik görün-
tüleri (Bar: a, b, c 50 µm; d, 100 µm. HE)

a

c

b

d
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larda immün boyanma şiddetleri kontrol lehinde azalmıştı. Bu 
sonuçlarla uyumlu olacak şekilde H-skor değeri en yüksek 
sisplatin verilen gruptaydı ve istatistiksel olarak kontrol ve 
tedavi gruplarında anlamlı olarak farklıydı (p<0,001). Tedavi 
gruplarının H-skor değerleri, istatistiksel olarak hem kendi ara-
larında hem de kontrol grubu ile benzer (p>0,05) ancak sisplatin 
grubundan farklı idiler (p<0,001). Her iki apoptotik protein 
immünohistokimyasal ekspresyonlarının özellikle de kurkumin 

+ E-vitamini kombinasyonu grubunda kontrol grubuna daha 
yakın olduğu dikkati çekmektedir.

Antiapoptotik protein Bcl-2 immünohistokimyasal ekspresyonu 
analizlerinde immün boyanma yoğunluğunun en yüksek kontrol 
grubunda olduğu gözlemlendi. Sisplatin verilen grupta Bcl-2 eks-
presyonunun kontrol grubu ile benzer şekilde yükselmiş olması 
dikkat çekiciydi. Kurkumin ve E-vitamini kombinasyonu verilen 
tedavi grubunda bu proteinin immün boyanma yoğunluğu kont-
rol grubu lehinde yükselmişti. Diğer tedavi uygulanan gruplarda 
ise immün boyanma reaksiyon şiddetleri zayıftı. Bu bulgular ile 
paralel olarak sisplatin, kontrol ve kurkumin + E-vitamini kom-
binasyon tedavi grupların H-skorları ortalama değerlerinin istatis-
tiksel olarak benzer oldukları hesap edildi (p>0,05). Kurkumin ve 
E-vitamini grupları sisplatin ile benzer (p>0,05), kontrolden ise 
farklı idiler (sırasıyla p=0,24, p=0,37). 

Bax/Bcl-2 H-skor değerleri oranları beklendiği gibi en yük-
sek sisplatin en düşük kontrol grubundaydı. Sisplatin grubu 
istatistiksel olarak diğer gruplardan belirgin olarak farklıydı 
(p<0,001). Tüm tedavi grupların Bax/Bcl-2 oranı istatistiksel 
olarak kontrol grubu ile benzer sisplatin grubundan ise farklıydı 
(p>0,05). Ancak, sadece E-vitamini grubu hem kontrolden hem 
de sisplatin grubundan anlamlı olarak farklıydı (sırasıyla p=0,35 
p=0.001) (Şekil 3).

Tartışma

Tüm dünyada kanser insidansında belirgin bir artış olduğu 
bilinmektedir. Ülkemizde de toplam kanser insidansı T.C. 
Sağlık Bakanlığı’nın kanser istatistikleri verilerine göre 2015 
yılı itibari ile yüzbinde 210,2 (erkeklerde yüzbinde 24,6; kadın-
larda yüzbinde 173,6) olarak açıklanmıştır. Kanser tedavisinde 
radyoterapi, cerrahi girişim ve kemoterapi uygulaması gibi 
seçenekler yer almaktadır. Kanserin kemoterapik tedavisinde 
taksanlar, 5-floraurasil (5FU), bleomisin, etoposid ve sisplatin 
yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Kemoterapik ajanların kullanımı sonrası bulantı, kusma, löko-
peni, saç dökülmesi, diyare, nefrotoksisite ve karaciğer hasarı 
gibi pek çok olumsuz yan etkiler sık olarak görülmektedir. 
Bu akut etkilerine karşın özellikle son 2-3 dekat içinde kan-
ser tedavisinin ve tanı olanaklarının artması ile 5 ve 10 yıllık 
sağ kalımla kür cevabı artmıştır. Başlangıçta hasta ve hekim 

Tablo 2. Apoptotik ve antiapoptotik yolak proteinlerin immün boyanma şiddeti skorları

	 KONTROL	 KRK+Vit-E	 KRK	 Vit-E	 SİSP

Bax	 8,42±2,59a	 10,81±1,24a	 17,74±2,86a	 24,16±4,01a	 116,97±9,65b

Bcl-2	 117,53±11,39a	 81,22±4,98ab	 45,33±7,12b	 49,86±4,38b	 108,35±29,29ab

Acas-3	 7,83±1,66a	 11,45±1,82a	 13,72±1,69a	 23,17±3,84a	 120,15±7,98b

Değerler üzerindeki harfler her satırdaki parametre açısında gruplar arasındaki benzerlik (aynı harf) ve farklılıkları (farklı harf) ifade etmektedir. 
KRK: kurkumin; Vit-E: E vitamini; SİSP: sisplatin. ±:SEM

Şekil 2. Cas-3, Bax, Bcl-2 proteinlerin immünohistokimyasal 
ekspresyonlarının her gruptan temsili mikroskobik görüntüle-
ri (Krk: kurkumin, Bar=50 µm). Genel olarak Cas-3 ve Bax 
ekspresyonunun sisplatinde yüksek, kontrolde düşük, tedavi 
gruplarında ise her ikisi arası değerde olup kontrole yaklaşmış 
olduğu görülmektedir. Bcl-2 ekspresyonunda ise tersi bir du-
rum söz konusudur. Ancak sisplatin grubunda çok fazla olma-
sa da artış görülmektedir.
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için birinci öncelik hayatta kalmaktı ve diğer vücut işlevleri 
daha geri planda kalmaktaydı. Buna göre üreme işlevleri daha 
az düşünülüyordu. Ancak kür cevaplarının artmasıyla üreme 
fonksiyonları tedavi sonrası giderek daha ön plana çıkmaya 
başlamıştır. Kemoterapi sonrası süre ve doza bağlı olarak sper-
matogenezin geri dönüşlü ve geri dönüşümlü olamayan şekilde 
bozulabileceği bilinmektedir. Testislerin etkilenme derecelerine 
göre spermatogenez ikinci yıla kadar geri dönebilmektedir. 
Spermatogenezin bozulmasının en aza indirilmesi oldukça 
önemlidir. 

Sisplatin farklı tip kanserlerin tedavisinde kullanılan olduk-
ça etkili kemoterapik ilaçlardan biridir. Bununla birlikte çok 
sayıdaki toksik yan etkilerinden dolayı klinik olarak kullanımı 
sınırlıdır.[1] Özellikle erkek üreme sistemi üzerindeki yan etkile-
ri intersitisyel Leydig hücrelerini, seminifer tübül epiteli, Sertoli 
ve özellikle de germ hücrelerini hedef alarak reprodüktif sistem 
toksisitesine neden olmaktadır.[23] Bu nedenle sisplatin yan etki-
lerinin önlenmesi önemlidir ve klinik kullanımda sisplatinin yan 
etkilerinin nasıl önlenebileceği hala önemli araştırma konuların-
dandır. Bu çalışmada sisplatin kaynaklı testiküler apopitozisin 
Cas-3 ve Bax apoptotik protein yolakları üzerinden gerçekleş-
tiğini bununla birlikte kurkumin, E-vitamini gibi antioksidan 
moleküllerin ayrı ayrı verildiklerinde ve özelliklede birlikte 
kombinasyonlarının verilmesi sonucunda toksik etkileri engel-
leyerek hücre ölümlerini azalta bildiği immünohistokimyasal 
olarak tespit edilmiştir. 

Normal metabolizma sonucu veya daha çok iskemik durumlar, 
radyasyon, inflamasyon, yaşlanma, kimyasal maddeler, ilaçlar 
ve elektromanyetik alanlara maruz kalma gibi durumlar sonu-
cunda oluşan reaktif oksijen türleri OS’e neden olurlar. OS, 
lipit ve protein yapıların çift bağ içeren grupları ile DNA’daki 

bazların çift bağlarına saldırır. Sonuçta hücre içi lipit, protein ve 
DNA gibi makro moleküller hasarlanarak hücre zedelenmesine 
bağlı apopitozis meydana gelir.[24]

Testisler yüksek oranda poliansatüre zar lipitlerini ihtiva ettikle-
rinden OS’in ana hedef organlarındandır.[3] Bu nedenle testisler 
sisplatin gibi pek çok sayıdaki oksidatif ajanlardan yüksek oran-
da etkilenirler. Ancak diğer bir taraftan testisler zayıf damarsal 
desteklerinden dolayı düşük oksijen basınçlarına sahip oldukları 
için bir dereceye kadar oksidatif hasardan az da olsa bir miktar 
kendi kendilerini koruyabilirler. Buda testislere bir dereceye 
kadar OS’e karşı belli bir düzeyde de olsa bir dayanıklılık 
kazandırır.[25]

Testis dokusu ve spermatogenez radyoterapi, varikosel, kemote-
rapi, torsiyon, enfeksiyonlar ve sigara içimi gibi pek çok faktöre 
bağlı olarak oksidatif hasar oluşması sonrası etkilenmektedir. 
Sisplatinin testis dokusunda hasar oluşturduğu çok sayıda 
çalışmada gösterilmiştir. Çalışmamızda da kontrol grubuna 
göre sisplatin verilen grupta testislerde histolojik hasarlar tespit 
edilmiş ve Şekil 1’de gösterilmiştir. 

Bu mevcut çalışma kurkumin ve E-vitaminin tek ya da birlikte 
kullanımlarının Wistar cinsi erkek sıçanların sisplatin kaynaklı 
testiküler apopitozisine karşı koruyucu antiapoptotik etkiye 
sahip olabileceğine işaret etmektedir. Bu durum testiküler 
dokuda sisplatinin apoptotik hücrelerin göstergesi olan caspas-3 
ekspresyonları artışının bu antioksidan moleküllerin verilmesi 
ile hem Cas-3 hem de Bax ekspresyonunun azalmış olması ayrı-
ca antiapoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunun yükselmiş 
olmasının immünohistokimyasal olarak tespit edilmesi ile gös-
terildi (Şekil 2). Ayrıca hematoksilen eozin boyalı testis dokusu 
kesitlerinin genel histolojik görüntü analizleri sonuçlarımız da 
bunu destekler niteliktedir (Şekil 1).
 
Endojen antioksidanların azalmış ekspresyonu sisplatin tedavi-
sinin oksidatif hasarı artırmasıyla da ilişkili olduğu bildirilmiş-
tir. Yapılan bir çalışmada sisplatinin kohlear dokularda DNA 
hasarlarına ve serbest radikallerin fazla miktarda oluşumuna da 
yol açabileceği gösterilmiştir.[13]

Apopitoz normal büyüme ve gelişme altında veya radyasyon 
ve toksinlere maruz kalmaya veya iskemiye verilen yanıtın bir 
parçası olarak ortaya çıkabilen kontrollü bir hücre ölümü şek-
lidir. Apopitozis, sisplatin kaynaklı toksisitenin başlıca sonucu 
olabileceği de ileri sürülmüştür. Bu durum mevcut çalışmanın 
sonuçları ile de uyumlu bulunmuştur. Bununla bağlantılı olarak 
Freitas ve ark.[21] da çalışmamızda da tespit edildiği gibi 16 mg/
kg sisplatin uygulamasının üç gün sonrasında apopitozise neden 
olduğunu tespit etmişlerdir. Bu yüzden bu deneysel çalışmada 
sıçanlara aynı dozda sisplatin uygulaması yapılmıştır.

Kurkumin bazı kemoterapi ilaçlarının yan etkilerini sınırlaya-
bilecek anti-inffamatuar, antioksidan ve anti-kanser aktivitesine 

Şekil 3. Her bir gruptaki Bax ve Bcl-2 proteinlerin H-skor de-
ğerlerinin oranları   
*p=0,35 kontrol göre p=0,001 sisplatine göre, **p<0,001 kontrol ve tedavi 
gruplarına göre. KRK: kurkumin; Vit-E: E vitamini; SİSP: sisplatin
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sahip çok yönlü bir moleküldür. Kurkumin aracılı hücresel 
korumanın mekanizması tam olarak açık değildir. Bazı tespitler 
kurkuminin bir serbest radikal kovucusu gibi aktivite gösterebil-
diğine, diğer bazı çalışmalar ise tümör hücresinde serbest radi-
kal oluşumunu teşvik ederek kanserli hücrelerin apopitozuna 
neden olduğunu ileri sürmektedirler.[26,27]

Kurkuminin organizma tarafından çok iyi tolere edildiği kabul 
edilmektedir. Kurkumin ile tedavi edilen hayvanlarda hiçbir 
hepatotoksisite tespit edilmemiştir. Üstelik sisplatinin de dahil 
olduğu diğer ilaçların sebep olduğu hepatotoksisiteyi hafifle-
tebildiği de bildirilmiştir.[18] Bununla birlikte mevcut bilgiler, 
sisplatin ile tedavi edilen haslarda mitokondriyal disfonksiyo-
nun hem hepatotoksisiteye ve hem de nefrotoksisiteye katkı 
sağladığını yönündedir.[17,18]

E-vitamini tokoferol, tocotrienol, serbest radikal süpürücüleri 
içerir ve sisplatin nefrotoksisitesi ile endotel hücresi toksisitesi-
ni sınırlandırdığı bildirilmiştir.[19,20] E-vitamini ayrıca doymamış 
fosfolipit membranı oluşturan yağ asitleri yapısını serbest radi-
kallerin hasarından koruyucu aktivite gösterir ve lipit peroksi-
dasyonu reaksiyonlarının potansiyel bir inhibitörüdür.[20,28]

Salehi ve ark.[17] kurkuminin deksametazon ile kombinasyonu 
uygulamasının dokuların korunmasını sağladığını bildirmişler-
dir. Fetoni ve ark.[18] kurkuminin hem oksijenaz-1 enzim eks-
presyonunu güçlendirerek sisplatin ototoksisitesini hafiflettiğini 
in vivo olarak göstermişlerdir. Kalkanis ve ark.[27] da E-vitamini 
desteğinin sisplatin kaynaklı toksisiteyi azalttığını ratlarda gös-
termişlerdir. Başka bir çalışmada da intratimpanik E-vitamini 
deksametazon desteğinin bizim sonuçlarımız ile de desteklen-
diği gibi sisplatin tedavisinin yan etkilerinin hafifletilmesinde 
oldukça etkili olduğu rapor edilmiştir.[20]

Bir diğer çalışmada, sisplatine maruz bırakılmış nöral hücre 
kültürüne kurkuminin sitotoksisite etkisi ve bu hücrelerde 
sisplatinin indüklediği genotoksisiteye karşı kurkuminin farklı 
dozlardaki antigenotoksisite etkinliği araştırılmış. Kurkuminin 
üç farklı konsantrasyonunda önemli ölçüde sisplatin tarafından 
uyarılan mikronükleus sıklığını azalttığı gözlenmiş. Bu nöronal 
model antioksidan ilaçlar (kurkumin) ile kemoterapi ilaçlarının 
kanser tedavisinde neden olduğu genotoksik etkilerin azaltılma-
sı açısından birlikte kullanılabileceğini göstermiştir.[29]

Bir başka çalışmada sisplatinin neden olduğu ototoksisitede E, B, 
C vitaminleri ve L-karnitinin etkileri araştırılmış. Sonuçta özellik-
le E-vitamini başta olmak üzere diğer vitaminlerin ve L-karnitinin 
sisplatin kaynaklı ototoksisiteyi azalttığı gözlemlenmiştir.[30] 

Sisplatine bağlı ototoksisitede kurkumin ve E-vitaminin koru-
yucu etkilerini araştırdığımız önceki çalışmamızda bu çalışma 
sonucunda da olduğu gibi bu antioksidan moleküllerin sisplatin 
verilmesine bağlı olarak artmış olan hücre apopitozisini azalttı-
ğını tespit ettik.[14,21] 

Bu literatür bilgilerine dayanarak kurkumin ve E-vitamininin 
sisplatin kaynaklı testiküler toksisite sonucu artan hücre ölümle-
rini antioksidan, serbest radikal süpürücü ve benzeri özellikleri 
nedeniyle engelleyebileceğini söyleyebiliriz. Bundan dolayı bu 
antioksidan moleküller hem ayrı ayrı hem de birlikte kombi-
nasyon olarak verilerek sisplatinin testiküler toksisitesi üzerine 
etkisi apopitozis yolak proteinlerin immünohistokimyasal ana-
lizleri ile değerlendirildi. 

Elde ettiğimiz sonuçlar sisplatinin testiküler hücrelerde apo-
pitozis yolak proteinlerinden apoptotik Cas-3 ve Bax immün 
ekspresyonlarını upregüle, antiapoptotik protein Bcl-2 immün 
ekspresyonunu downregüle ederek testiküler apopitozise neden 
olduğunu göstermektedir. Ancak Bcl-2 downregülasyonu bekle-
nen kadar düşük değildi. Bunun nedeninin sisplatin toksisitesine 
karşı hücrelerin kendi iç dinamiklerini devreye sokarak Bcl-2 
ekspresyonunu yükseltmek suretiyle hayatta kalmaya çalışıyor 
olmasından kaynaklanmış olabildiği düşünülebilir. E-vitamini 
ve kurkumin verilmesinin ise sisplatin kaynaklı apopitozise 
karşı apoptotik proteinlerin (Cas-3, Bax) ekspresyonu artışı ve 
Bcl-2 antiapoptotik protein ekspresyonunu arttırarak koruyucu 
etkisinin olduğunu göstermektedir. Bu durum Bax ve Bcl-2 
oranlarının tedavi gruplarında özellikle bu iki maddenin birlikte 
verilmesinde azalmış olması ile ortaya konmuştur. Özetle mev-
cut sonuçlarımız, kurkumin ve E-vitamininin uygulanmasının, 
sisplatin tedavisi sırasında testis germ hücrelerinin korunması 
için yararlı yardımcı bir terapi olabileceğini göstermektedir. 
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