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Sican testisinde sigara maruziyeti ile olusan
histolojik degisgiklikler Gizerine kafeik asit fenetil
ester (CAPE)’in koruyucu etkisi
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OZET .

Bu galismada, sigara dumanina maruz kalan sicanlara ait testislerde meydana gelen histolojik dedisikliklerin ince-
lenmesi ve bu degisiklikler (zerine kafeik asit fenetil ester (CAPE)'in etkisinin aragtinimasi amaglandi. Bu amagla
21 adet Wistar cinsi erkek sigan (g gruba ayrildi. Grup I'deki hayvaniar kontrol grubu olarak kullanildl. Grup II'de-
ki siganfar sigara dumanina maruz birakildi. Grup llI'deki siganlara ise sigara dumanina maruziyet ile birlikte giin-
lik olarak CAPE enjekte edildi. 60 giiniik deney stiresi sonunda fdm siganlar dekapitasyonia 6lddrildd. Hayvan-
lardan alinan kanlarin serumiarinda testosteron analizi yapildi. Testis doku Srnekleri rutin histolojik prosedtirierden
gecirilerek 151k mikroskobunda incelendi. Galismamizda, sigara dumanina maruz kalan siganlarin serum testoste-
ron seviyeleri ve seminifer tubul ¢caplarinda bir diigisin oldugu ve bu dististin CAPE uygulamasi ile engellendigi
tespit edildi. Sigara dumanina maruz birakilan siganlara ait testislerin 1sik mikroskobik incelenmesinde ise, inters-
tisyel alanlardaki damarlarda konjesyonun oldugu ve bag dokusunun arttigi gézlendi. Ayrica, seminifer tubullerde
vakuolizasyonun oldugu ve spermatogenik hicrelerin azaldigi gorildd. Sigara maruziyeti ile birlikte CAPE uygula-
nan siganlarda ise, sigara maruziyetinin neden oldugu histolojik degisikliklerin olusmadigi tespit edildi. Sonug ola-
rak, sigara dumanina maruz kalan siganlann testis fonksiyonlarinda azalmanin oldugu ve bu azalmanin CAPE uy-
gulamasi ile 6nlendigi gorildd.

Anahtar Kelimeler: Testis, sigara, kafeik asit fenetil ester, istk mikroskop

SUMMARY _

Protective effects of caffeic acid phenetyl ester (CAPE) on exposure of cigarette smoke-induced histolo-
gical changes in rat testes

The aim of this study was to investigafe the histological changes in testis of rats exposed to cigarette smoke and
effects of caffeic acid phenetyl ester (CAPE) on these changes. For this purpose, 21 male Wistar rats were divi-
ded into three groups. Animals in Group I were used as control. Rats in Group Il were exposed to cigarefte smo-
ke and rats in Group Il were exposed to cigarette smoke and injected daily with CAPE. At the end of the 60-days
experimental period, all rats were killed by decapitation. Serum testosterone analysis were performed in the blo-
od samples obtained from the animals. Following routine histological procedures, testicular tissue specimens we-
re examined under a light microscope. In our study, serum testosterone levels and diameters of seminiferous tu-
bules were found to be decreased in rats exposed to cigarette smoke and these were prevented by the administ-
ration of CAPE. Light microscopic examination of testis specimens from rats exposed to cigarette smoke revealed
that congestion of vessels and increase of connective tissue in the interstitial space. Additionally, there was vacuoli-
Zzation in the seminiferous fubules and a decrease in spermatogenetic cells. Whereas, exposure of cigarette smoke-
induced histological changes were not seen in rats exposed to cigarette smoke and injected with CAPE. In conc-
lusion, it was observed that testicular functions of rats exposed to cigarette smoke were decreased and this dec-
rease was prevented by administration of CAPE.

Key Words: Testis, cigarette, caffeic acid phenetyl ester, light microscope

Sigara Igerisinde gok sayida kanserojen madde bu- rak bilinir (1-3). Sigara igilmesinin akciger, larinks,
lunmaktadir. Sigaranin toksik bilegenlerinden en orofarinks, bébrek, mesane, meme kanserine neden
onemli olani nikotindir. Nikotin, otonomik gangliyon oldugu yapilan galigmalarla bildirilmigtir (4, 5).

ve santral sinir sistemini uyaran toksik bir alkaloid ola- Diger dokularin yani sira, sigaranin testisin histo-
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lojik yapisi ve fonksiyonlari zerinde de olumsuz etki-
leri bulunmaktadir. Sigara igilmesinin olugturdugu
toksik etkilere bagl olarak Leydig hiicre sayisinda
azalmanin oldugu ve bu hiicrelerin morfolojik yapisin-
da meydana gelen bozukluklann sonucunda testoste-
ron sentezinin azaldigi tespit edilmistir. Yine yapilan
deneysel caligmalarda sigara maruziyetinin sperma-
togenezis ve sperm olgunlagmasi (zerine olumsuz
etkilerinin oldugu ifade edilmistir (6-8). Ayrica, sigan-
lar (izerinde yapilan caligmalarda, sigara maruziyeti-
nin testis dokusunda oksidan-antioksidan sistemlerin
dengesinin bozulmasina ve oksidatif hasara yol acti-
g1 bildirilmigtir. Sigara maruziyetine bagl olarak mey-
dana gelen lipid peroksidasyonun, anormal sperma-
togenezis'e neden oldugu ifade edilmigtir (9, 10).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), aniann bitkiler-
den topladid: 6ziitlin igerisinde bulunan keskin ve gi-
zel kokulu propolis maddesinin aktif bilegenlerinden
birisidir (11). Yapica flavonoidlere benzeyen ve iki
halkasal yapi igeren kimyasal bir bilesendir (12). Ya-
pilan ¢aligmalarda, propolis’in antimikrobik, antienfla-
matuar, immunmodulatér, antimutajenik oldugu bildi-
rilmis olup, bu etkilerin cogunun propolis’in etkin mad-
delerinden biri olan CAPE’ye bagl oldugu gésteril-
mistir (13-17). Kafeik asit fenetil ester’in belirtilen bu
ézelliklerinin yani sira, glgli bir antioksidan madde
oldugu son yillarda yapilan ¢aligmalarda ortaya kon-
mustur (18-22). Ayrnca CAPE'nin siiperoksit stpdrd-
cli bir kapasiteye de sahip oldugu bildirilmigtir (23).

Istk mikroskobik ve biyokimyasal dlizeyde yapmig
oldugumuz bu ¢aligmada, sigara dumani soluyan si-
can testisinde meydana gelen degisikliklerin incelen-
mesi ve bu defisiklikler (izerine CAPE'nin etkisi arag-
tinlmigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda 200-250 gr agirhginda toplam 21 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar
li¢ gruba aynldi. Grup | (n=7): temiz hava soluyan
kontrol siganlar, grup Il (n=7): sigara dumani soluyan
sicanlar, grup lll (n=7): sigara dumani soluyan ve
CAPE (10 umol/kg/gUn, intraperitoneal) uygulanan si-
canlar olarak belirlendi. Ebatlari 100x50x20 cm olan
cam kabin hazirlanarak silikon ile izole edildi. Sigara-
nin cam kabin igerisine dogru verilmesi igin akvaryum
motoru kullanildi. Bir ucu akvaryum motoruna monte
edilen plastik bir borunun dije: ucunz sigara yerlesti-
rilip, kabin igine konuldu. Galigmamiz, her uygulama-
da iki sigara olmak (izere glinde ddrt periyot (her pe-
riyotta 30 dakika maruz birakilarak) yapildi. Aragtir-
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mada filtresiz sigara (Birinci-Tekel) kullaniidi. 60 gln-
lik deney sliresi sonunda siganlar dekapitasyon yon-
temiyle dldirildi. Hayvanlardan alinan kanlarin se-
rumlari testosteron analizi igin aynidi ve =20 "C'de
saklandi. Serum total testosteron analizi igin ticari
“Immulite” kiti ile tam otomatik kemi-luminesans me-
todu kullanilarak yapildi (Immulite Testosterone, Im-
mulite Model 2000, DPC, Los Angeles, CA). Daha
sonra testis doku &rnekleri %10 ‘luk formaldehit ile fik-
se edildi. Normal 151k mikroskobik serilerinden gegiri-
lerek parafine gdémdldi. Parafin bloklardan 5 mikron
kalinhginda kesitier alinarak Hematoksilen-eosin ile
boyandi ve preparatlar Olympus BH-2 aragtirma mik-
roskobunda incelendi. Morfometrik kargilagtirma igin,
her gruptan 100’er adet tubuli seminiferi contorti ¢capi,
mikroskoba uyarlanan okller mikrometre yardimiyla
Slghlda.

Gruplara ait serum testosteron diizeylerinin ve se-
minifer tubul caplarinin istatistiksel degerlendirimesi
icin, varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Veriler, aritme-
tik ortalama + standart hata seklinde tabloya gegirildi.

BULGULAR

Caligmamizda, sigara dumanina maruz kalan sican-
larin serum testosteron degerleri ve seminifer tubul
caplarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalmanin meydana geldigi gdziendi
(p<0.05). Sigara maruziyeti ile birlikte CAPE uygula-
nan grupta ise, serum testosteron degerleri ve semi-
nifer tubul gaplarinin sigara soluyan siganlara gore is-
tatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi (p<0.05) ve
kontrol degerlerine yaklaghg: tespit edildi (Tablo 1).

Isik mikroskobik incelemelerde, hematoksilen-eosin
ile boyanan kontrol grubuna ait testis doku kesitleri -
normal gériiniimdeydi. Bazal membran ile gevrili olan
seminifer tubliller icerisinde spermatogenik seriye ait
olan hiicreler ve interstisyel bolgede Leydig hicreleri
normal yapida gdzlendi (Sekil 1).

ki ay stiresince sigara dumani soluyan siganlarin
testis dokular incelendiginde, interstisyel bag dokusu
artisi ile birlikte, bu alanlardaki damarlarda konjesyo-
nun meydana geldigi gozlendi. Ayrica seminifer tubdi-
lerin gogunda vakuolizasyonun oldugu ve tubul duva-
rnindaki spermatogenik hiicrelerin belirgin bir gekilde
azaldi tespit edildi (Sekil 2, 3).

Sigara maruziyeti ile birlikte CAPE uygulanan si-
canlarin testis preparatlar incelendidinde ise, sigara
maruziyetinin neden oldugu histolojik degisikliklerin
kayboldugu ve doku gériinimiinin kontrol grubuna
benzedigi tespit edildi (Sekil 4).
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Tablo 1. Gruplara ait serum testosteron dederferi (ng/dl) ve seminifer tubul c¢aplarinin (mikrometre)

karsilastiriimasi.
PARAMETRE Kontrol Sigara Sigara + CAPE
n Ortalama + SEM n Ortalama = SEM n Ortalama = SEM
Serum testosteron 7 147.20 + 28.71 ¥ 63.84 + 7.14* 7 129.84 + 7.09**
degerleri (ng/dl)
Seminifer tubul capi
(mikrometre) 100 274.31 £ 12.85 100 238.25 = 14.06* 100 269.45 = 13.40**

“: p<0.05 (Kontrol grubu ile kargilastinidiginda); **: p<0.05 (Sigara grubu ile kargilastinildiginda).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun
gordndmd. Spermatogenik hicreler ve ser-
toli hicrelerinden olusan seminifer tubul
epiteli (*) ve ara bag dokusu (ok) normal
yapida izlenmekte. H.E. X4.

Sekil 3. Sigara dumanina maruz kalan gruba ait
testis preparati. Seminifer tubul yapisindaki
vakuolizasyon ve spermatogenik hiicrelerin
belirgin azalisi (*), ara bag dokusunda bulu-
nan kan damarlarindaki konjesyon (k) izlen-
mekte. H.E. X10.
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Sekil 2. Sigara dumani soluyan si¢anlarda, seminifer

Sekil 4.

tubdiller arasindaki bag dokusunda belirgin
bir artigin oldugu (*) ve damar yapisindaki
konjesyon (ok) dikkati gekmekte. H.E. X4.

Sigara maruziyeti ile birlikte CAPE uygu-
lanan siganlara ait testis dokusunun
gérindmd. Seminifer tubul yapilar (*) ve
ara bag dokusunun (ok) kontrol grubuna
benzedigi géze carpmakta. H.E. X4.
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TARTISMA

Sigara igilmesinin akciger, larinks, boébrek, mesane,
meme kanserine neden oldugu yapilan galigmalaria
bildiriimistir (4, 5). Ayrica sigaranin testis histolojik ya-
pisinda ve fonksiyonlarinda da degigikliklere neden
oldugu belirtilmistir. Daha once yapilmig olan calig-
malarda, sigara igiminin sperm yapimi ve motilitesini
azalttigl, anormal sperm olugumuna neden oldudu ve
spermiyumun fertilizasyon kapasitesinde azalmaya
yol aghigi ifade edilmistir (6, 8, 24-27).

Yapmig oldugumuz bu caligmada, sigara dumani-
na maruz kalan siganlarin serum testosteron degerleri
ve seminifer tubul caplarinda kontrol grubuna gore is-
tatistiksel olarak anlamli bir azalmanin olugtugu gorul-
dii. Sigara soluyan siganlara ait testis dokusunun igik
mikroskobik incelemesinde ise, interstisyel bag dokusu
artist ile birlikte, bu alanlardaki damarlarda konjesyo-
nun meydana geldigi gézlendi. Ayrica, seminifer tubul-
lerde vakuolizasyonun oldugu ve tubul duvarindaki
spermatogenik hiicrelerin azaldigi tespit edildi.

Rajpurkar ve ark. (28)'nin daha once yapmig ol-
dukian aragtirmanin sonuglan ile galismamizin bul-
gulan arasinda paralellik mevcuttur. Rajpurkar ve ark.
da, sigara dumanina maruz kalan siganlann semini-
fer tubul gaplarinda azalmanin oldugunu bildirmigler-
dir. Giiven ve ark. (29) ise siganlar Gzerinde yapmig
olduklan galigmalarinda, sigara maruziyetinin sperm
{iretimi Gizerine negatif etkilerinin oldugunu bildirmig-
lerdir. Ayrica, sigara dumani soluyan siganlara ait
testis dokusunda, seminifer tubulleri gevreleyen bazal
laminada kalinlagmalarin oldugunu ve histolojik ola-
rak dilzensiz tubul yapisinin meydana geldigini tespit
etmiglerdir.

Mitter ve ark. (30), kronik olarak sigara dumanina
maruz birakilan kopeklerde, serum testosteron de-
gerlerinin ve prostat agirhginin azaldigini bildirmigler-
dir. Shaarawy ve ark. (31) ise, sigara igen erkeklere
ait kan testosteron seviyelerinin digik oldugunu, ay-
rica bu kigilerde sperm motilitesinin de azaldigini ifa-
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Yaphgimiz ¢alismada da, sigara dumani soluyan
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diizeylerinde ve seminifer tubul caplarinda artigin ol-
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Sonug olarak, sigara dumanina maruz birakilan
siganlarin testis fonksiyonlarinda azalmanin mey-
dana geldigi ve bu azalmanin CAPE'nin muhtemelen
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