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Rutinin Ratlarda Kolistin Kaynaklh Testis Hasarinda Oksidatif DNA Hasari, NF-kB Aracih
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Oz: Kolistin, gram-negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda tedavi amaciyla son secenek
olarak kullanilmaktadir. Literatiirde kolistinin neden oldugu testis toksisitesi bildirilmis olmasina
ragmen mekanizmasina iliskin ¢ok az veri bulunmaktadir. Yapilan bu ¢aligmanin amaci kolistin
uygulamasinin neden oldugu testis toksisitesinde rutinin (Rut) koruyucu etkilerinin arastirilmasidir.
Bu amag i¢in 5 adet deneysel grup olusturuldu; Kontrol, Rut (100 mg kg giin'), Kolistin (15 mg kg
giin'), Kolistin + Rut (50 mg kg giin), Kolistin + Rut (100 mg kg giin!). Uygulama sonrasinda
ratlarin testis dokularinda malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri tespit
edildi. Aynmi zamanda testis dokularmin histopatolojik incelemesi yapildi ve 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG), niikleer faktorii kappa B (NF-xB) ve kaspaz 3 aktiviteleri
immunohistokimya ile belirlendi. Sonuglara bakildiginda kolistin uygulamasinin rat testis
dokularinda MDA diizeyini arttirdigi, GSH diizeyini ise azalttig1 tespit edilmistir. Farkli dozlarda
Rut uygulamasi sonrasi ises MDA diizeyinde azalma, GSH diizeyinde ise artis gézlendi. Kolistinin
testis dokularinda neden oldugu hasar sonucu 8-OHdG, NF-kB ve kaspaz 3 immunpozitifliklerinin
arttig1, ozellikle Rut (100 mg kg giin) uygulamasindan sonra bu proteinlerin aktivite diizeylerinin
azaldigi belirlendi. Sonu¢ olarak kolistinin rat testislerinde oksidatif hasar, enflamasyon, DNA
hasar1 ve apoptoza neden oldugu, Rut uygulamasinin kolistin kaynakli testis hasarinda koruyucu
etki gosterdigi belirlendi.

Protective Effects of Rutin on Oxidative DNA Damage, NF-kB-Mediated Inflammation, and

Apoptosis in Colistin-Induced Testicular Damage of Rats
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Abstract: Colistin is used as the last-line therapy for treatment of infections caused by gram-
negative bacteria. Although testicular toxicity caused by colistin has been reported in the literature,
there are very few data regarding its mechanism. The aim of this study was to investigate the
protective effects of rutin (Rut) in testicular toxicity caused by colistin treatment. For this purpose,
five experimental groups were composed; Control, Rut (100 mg kg day™?), Colistin(15 mg kg day"
1), Colistin plus Rut (50 mg kg day?), Colistin + Rut (100 mg kg day'). After the treatment,
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels were determined in testicular tissues of
rats. Furthermore, histopathological examination of testicular tissues, 8-hydroxy-2' -
deoxyguanosine (8-OHdG), nuclear factor-kappa B (NF-xB) and caspase 3 activities were
determined by immunohistochemistry. It was found that colistin treatment increased the MDA
level in rat testicular tissues and decreased the GSH level. However, after Rut treatment, a decrease
in MDA level and an increase in GSH level were observed. As a result of the toxicity caused by
colistin in testicular tissues, it was determined that 8-OHdG, NF-xB and caspase 3 activities
increased, and the activity levels of these protein levels decreased after Rut 100 administration. As
a conclusion, it was detected that while colistin caused oxidative damage, inflammation, DNA
damage, and apoptosis in rat testicular tissues, Rut treatment had a protective effect in colistin-
induced testicular damage.

83



http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd
http://www.dergipark.gov.tr/tdfd

Tr. Doga ve Fen Derg. Cilt 9, Say1 2, Sayfa 83-90, 2020

Tr. J. Nature Sci. Volume 9, Issue 2, Page 83-90, 2020

1. GIRIS

Katyonik bir polipeptit antibiyotigi olan kolistin
(polimiksin E), Bacillus polymyxa alt tiirii olan Bacillus
colistinus ~ Koyama  tarafindan  sentezlenir  ve
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve
Klebsiella pneumoniae gibi ¢oklu ilaca direngli gram-
negatif bakteriler {izerinde bakterisidal ve anti-
endotoksin etkiler gosterir [1-3]. Bu 0dzelliklerine
ragmen, kolistinin neden oldugu bobrek hasar1 zararli bir
klinik komplikasyondur. Ilaca bagli nefrotoksisite,
kolistin tedavisi i¢in doz sinirlayict bir faktdr gorevi
goriir ve hastalarda ilag etkinligini azaltir [4]. Klinik
kullanimlarini sinirlayan 6nemli yan etkilerden biri ise
esas olarak hayvanlarda ve hastalarda parestezi, ataksi ve
apati seklinde ortaya ¢ikan norotoksisitedir [5]. Kolistin,
oldukga zararli hidroksil radikallerinin (¢OH) iiretimini
uyararak Gram-negatif bakteri hiicresi 6liimiine yol agar.
Ancak, *OH olusumunun altinda yatan mekanizma
heniiz ¢ok net degildir. H202 ve OH dahil olmak iizere
biyolojik oksidatif tiirleri olan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) konsantrasyonu kontrol edilemeyen seviyeye
ulastiginda, DNA, lipidler ve proteinlerde oksidatif
hasara yol agacaktir [6]. Oksidatif hasardaki artig, sperm
kalitesinde bir azalmaya yol acar ve testis dokusunda
apoptoz ve otofajinin indiiksiyonu gibi iireme
parametreleri lizerinde zararl etkiler meydana getirir [7].

Flavonoidler, ikincil bitki metabolitleri olan ve tiim bitki
metabolitlerinde  dogal olarak  bulunan fenolik
bilesiklerdir [8]. Rutin (3,3',4’, 5,7-pentahydroxyflavone-
3 - ramnoglucoside, Rut) karabugday, domates yapragi,
1spanak, sogan, elma ve ¢ayda bulunan ve dogal olarak
olusan bir flavonoid glikoziddir [9]. Antioksidan,

antialerjik, antibakteriyel, iilser onleyici,
antikarsinojenik, anti-diyabetik, antimutajenik,
stiperoksit radikallerinin giiclii temizleyicisi,

immiinomodiilatér ve noroprotektif aktiviteler dahil
olmak iizere bildirilen birgok farmakolojik oOzellige
sahiptir [10, 11]. Bu ¢aligmada, Rut uygulanmasinin,
biyokimyasal ve antioksidan igerikleri nedeniyle kolistin
kaynakli rat testis toksisitesinde oksidatif DNA hasarini
engelleyebilecegi  hipotezi 6ne  silirlilmiigtir. Bu
caligmanin amaci ayrica, apoptotik ve enflamatuar (NF-
kB) protein ekspresyonlarini immiinohistokimyasal
analizler kullanarak kolistin ile indiiklenen apoptoz ve
enflamasyon iizerindeki  antiapoptotik ve  anti-
enflamatuar etkilerini degerlendirmektir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. fla¢ ve Kimyasallar

Calismada toksisite saglamak amaciyla kullanilan
kolistin yerel bir ilag firmasindan (Colimycin® 150
mg/flakon, Kogak Farma, Istanbul, Tiirkiye) temin
edildi. Rutin ve diger kimyasallar ise Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, ABD) firmasindan satin alindi.

2.2. Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan deney hayvanlart  Atatiirk
Universitesi  Deneysel ~Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edildi. Deneyde agirliklar1 220-250
gr arasinda olan 35 adet erkek Sprague Dawley cinsi rat
kullanildi (Etik Kurul Karar No: 2019-4/56). Ratlar 25 +
1° C'de ve 12 saatlik bir aydinlik/karanlik 151k dongiisii
ile % 45 + 5 bagil nemde metal kafeslere yerlestirildi.
Deney doénemi boyunca yem ve su ad libitum saglandi.
Caligmada kullanilacak ratlar ortama adaptasyon
saglamalar1 amaciyla, 7 giin boyunca herhangi bir islem
yapilmadan bekletildi.

2.3. Deneysel Uygulamalar

Adaptasyon doneminden sonra, 35 erkek Sprague
Dawley rat 5 gruba ayrildi; Grup dizaynlari asagidaki
gibidir:

Grup 1, Kontrol grubu: 7 giin boyunca sadece serum
fizyolojik (1 ml giin) verilen grup.

Grup 2, Rutin uygulanan grup (Rut): Her bir rata 7
giin Rut (100 mg kg giin?) verildi [12].

Grup 3, Kolistin uygulanan grup: Her bir rata 7 giin
kolistin (15 mg kg giin') periton i¢i uygulama ile verildi
[13].

Grup 4, (Kolistin + Rut 50): Her bir rata, 7 giin
boyunca kolistin (15 mg kg giin') uygulamasindan 1
saat once Rut (50 mg kg giin™?) verildi.

Grup 5, (Kolistin + Rut100): Her bir rata, 7 gin
boyunca kolistin (15 mg kg giin) uygulamasindan 1
saat nce Rut (100 mg kg giin?) verildi.

Deneyin sonunda, ratlar hafif sevofloran (Sevorane likit
100%, Abbott, istanbul, Tiirkiye) ile anesteziye alinarak
Otenazi edildi ve testis dokularindan biri biyokimyasal
analiz i¢in —80 ° C'de saklandi, diger testis dokusu ise
histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in %
10’luk tamponlu formalin iginde tespit edildi.

2.4. Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Her bir hayvanin testisi, yag ve bag dokularindan
arindirlldiktan sonra soguk izotonik tuzlu su iginde
yikandi ve 1:10 doku ve % 1.15 tamponlu potasyum
klorid i¢cinde homojenize edildi. Doku homojenatlari, 4°
C'de 15 dakika 10000 rpm'de santrifiijlendi. Siipernatant
toplandt  ve  biyokimyasal parametrelerinin
degerlendirilmesi i¢in - 80 ° C'de saklandi.

2.5. Biyokimyasal Analizler

Lipid peroksidasyon igerigi, ratlarin testis dokusundaki
MDA diizeylerinin Placer ve ark [14]. kullandiklari
yonteme gore Olgiilmesi ile Dbelirlendi. Testis
dokularindaki GSH seviyesi ise Sedlak ve Lindsay’in
[15] yontemi kullanilarak 6l¢iildi.

84




Tr. Doga ve Fen Derg. Cilt 9, Say1 2, Sayfa 83-90, 2020

2.6. Histopatolojik inceleme

Her bir ratin testis dokusu trimlendi ve %10’luk
tamponlu formalin soliisyonunda 48 saat siireyle tespit
edildi. Testis drnekleri daha sonra dereceli alkol serisiyle
dehidre edildi ve parafine gdmiilmeden 6nce iki ksilen
degisikligi ile seffaflandirma islemine tabi tutuldu.
Mikrotom araciligryla (Leica, RM2255) her biri 4 pm
kalinliginda seri kesitler alindi ve standart yonteme gore
hematoksilen ve eozin ile boyandi. Histopatolojik
degerlendirme, kontrol grubuna gore uygulama
gruplardaki patolojik degisiklikler —ac¢isindan 151k
mikroskobu altinda yapildi.

2.7. immunbhistokimyasal Analiz

4 um kalinliginda polilizinli lam {izerine alinan kesitlerin
ksilen icinde parafini  uzaklastirildiktan  sonra
dehidrasyon ve hidrasyon islemleri gergeklestirildi.
Antijenlerin agiga ¢ikarilmasi amaciyla, kesitler 10 mM
sitrat tamponunda 15 dakika mikrodalgada kaynatildi.
Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
amaciyla 10 dakika siireyle % 3 hidrojen peroksit ile
muamele edildi ve sonra PBS ile yikandi. Kesitler,
spesifik olmayan boyamay: azaltmak icin protein blok
soliisyonu (Ultra V Block, Thermo Fisher Scientific) ile
10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 8-OHdG (Kat no:
SC-66036, diliisyon:1/100, Santa Cruz Biotechnology),
NF-xB (Kat no: sc-8414, diliisyon:1/100, Santa Cruz
Biotechnology) ve Kkaspaz 3 (Kat no: sc-56053,
diliisyon:1/100, Santa Cruz Biotechnology)
proteinlerine karsi primer monoklonal antikorlar ile oda
sicakliginda nem kabininde 1 saat siireyle inkiibe edildi.
Kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (Ultra Vision
Large Volume Detection System; TP-125-HL; Lab
Vision) kullanilarak 10 dakika siireyle inkiibe edildi.
Antikorun tespiti, kromojen olarak diaminobenzidine
(DAB) kullanilarak gergeklestirildi. Kesitler, Mayer'in
hematoksileniyle zit boyandi ve ardindan entellan ile
kapatildi. Immiinboyamanin  yogunlugu su sekilde
derecelendirildi: boyama yok (0), hafif (1+), orta (2+),
yogun (3+). Spermatogenezis ve Leydig hiicrelerinin
immiinboyanmasinin yogunlugu, semi-kantitatif
degerlendirme igin primer kriterdi.

2.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel hesaplamalar SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA) kullanilarak yapildi. Tim degerler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi. Degerler arasindaki
istatistiksel analiz, tek yonli varyans analizi (ANOVA)
ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak yapildi.
Anlamlilik seviyesi p <0.05 olarak belirlendi.

3. BULGULAR

3.1. Rutinin Kolistin Uygulamasi Sonras1 Rat Testis
Dokularindaki  Oksidan/Antioksidan  Durumuna
Etkisi

MDA diizeyleri, testis dokularindaki oksidatif hasar1
degerlendirmek i¢in kullanildi. MDA  diizeyindeki
degisiklikler Sekil 1'de gosterildi. Periton ig¢i kolistin
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uygulamasindan sonra, MDA diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla 6nemli 6lgiide artt1 (p <0.05). Bununla birlikte,
Kolistin + Rut 50 ve Kolistin + Rut 100 dozlarmnm
uygulanmasinin, MDA diizeylerini azalttig1 tespit edildi
(p<0.05). Kolistin uygulanan ratlarin testis dokularindaki
GSH diizeylerinin 6nemli derecede azaldigi belirlendi
(p<0.05). Ayrica kolistin ile kombine olarak uygulanan
Rut 50 veya Rut 100 dozlarmm, GSH diizeylerinde
onemli bir artis1 sagladigi saptandi (p<0.05). Bu
sonuglar, kolistinin neden oldugu testis hasarinin rut ile
birlikte uygulanmasiyla azaldigimi gostermektedir.

3.2. Rutinin Kolistin Kaynakh Histopatolojik
Degisikliklere Etkisi

Kontrol ve Rut uygulanan gruplar normal testis
histolojisine sahipti. Seminifer tiibiiller spermatid
hiicreleri ile dolu olup ve germinal membran iizerindeki
germinal epitel hiicreleri diizgiin bir sekilde yerlesikti.
Leydig hiicreleri ve kilcal damar duvarlarinin normal
oldugu gozlendi (Sekil 2a, Sekil 2b). Buna karsilik,
kolistin uygulanan grubun testis dokulari,
spermatogonium c¢evresinde édem ve vakuol olusumu,
bazal membranda incelme, interstisyel alanda kilcal
damarlarda siddetli konjesyon ile birlikte spermatojenik
hiicrelerde ciddi dejeneratif degisiklikler ve nekroz
olmak {iizere histopatolojik degisiklikler gosterdi (Sekil
2c). Kolistin ile birlikte Rut uygulanmasi bu
histopatolojik degisiklikleri doza bagimli bir sekilde
hafifletmistir. Kolistin + Rut 50 uygulanmasi ratlara ait
testis  dokularindaki  dejeneratif = degisiklikler ve
spermatojenik hiicrelerde nekrozu azaltti (Sekil 2d).
Kolistin + Rut 100 uygulanmasi ile testis dokularinda
hafif dejeneratif degisiklikler ve tam bir spermatogenezis
ile normal seminifer tiibiiller gdzlendi (Sekil 2¢).

3.3. Rutinin Testis Dokularindaki 8-OHdG, NF-kB ve
Kaspaz-3 Immunpozitifligi Uzerine Etkileri

Kontrol grubu ve sadece Rut uygulanan ratlarin testis
dokularmnda 8-OHdG ekspresyonunun
immunhistokimyasal incelemesinde seminifer tiibiil ve
interstisyel doku yapilarinda herhangi bir pozitiflige
rastlanmadi (Sekil 3a, Sekil 3b). Kolistin uygulanan
grupta spermatogonia ve primer spermatositlerde yogun
immunpozitif hiicrelere rastlandi (Sekil 3c). Kolistin
uygulanan grup, kontrol ve Rut uygulanan gruplara gore
8-OHdG immunpozitifliginde anlamli bir artis gosterdi
(Tablol; p <0.05). Kolistin ile Rut 50 uygulanan grupta
benzer hiicrelerde immunpozitiflige rastlanmig olup,
kolistin grubuna gore anlaml bir fark gézlendi (Sekil 3d,
Tablo 1; p <0.05). Kolistin + Rut 50 uygulanan grup ile
Kolistin + Rut 100 uygulanan grup arasinda 8-OHdG
immunpozitifligi  a¢isidan  anlamli  bir  farklilik
gozlenmedi.

Kontrol ve sadece Rut uygulanan gruplarin testis
dokularinda NF-kB immunpozitifligi goériillmezken (Sekil
4a, Sekil 4b), kolistin uygulanan grupta, her iki gruba
kiyasla yogun immunpozitiflik mevcuttu (Sekil 4c,
Tablol; p <0.05). Kolistin ile birlikte Rut 50 uygulanan
grupta kolistin grubuna kiyasla immunpozitiflikte 6nemli
bir azalma gozlendi (Sekil 4d). Kolistin + Rut 50
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grubunda NF-xB immunpozitiflikleri
spermatogonialarda ve leydig hiicrelerinde (Sekil 4d),
Kolistin + Rut 100 grubunda (Sekil 4e) ise sadece leydig
hiicrelerinde pozitiflige rastlanmakla birlikte NF-xB
pozitifligi acisindan 6nemli bir azalmada saptand1 (Tablo
1; p <0.05).

Sekil 5'de gosterildigi gibi, kolistin grubu, kontrol (Sekil
5a) ve Rut uygulanan gruplara (Sekil 5b) goére kaspaz-3

a b

MDA
50

45

40

doku

nmolig

Kontrol Rutin Kolistin Kolistin+Rut50 Kolistin+Rut100
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immunpozitifliginde anlamh bir artig gosterdi (Tablo 1;
p <0.05). Kolistin uygulanan grup (Sekil 5c) ile Kolistin
+ Rut 50 uygulanan grup (Sekil 5d) arasinda anlaml
farkhilik saptanmadi (Tablo 1; p >0.05). Ote yandan,
daha yiiksek dozda Rut uygulamasi (Rut 100), kaspaz-3
immunpozitifliginde kolistin ve diisik doz uygulanan
gruplara kiyasla anlamli bir azalma gosterdi (Sekil Se,
Tablo 1; p <0.05).

Kontrol Rutin Kolistin Kolistin+Rut50 Kolistin+Rut100

Sekil 1. a) Ratlarda kolistin kaynakli testis hasarinda rutinin MDA diizeyine etkisi. (b) Rutinin ratlarda kolistin kaynakl: testis hasarinda GSH seviyesi
tizerindeki etkisi. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Farkli harfler (a — d) gruplar arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p <0.05).

Tablo 1. Kolistin ile indiiklenen testis hasarinda 8-OHdG, NF-kB ve kaspaz 3 immunpozitiflikleri tizerine rutinin etkileri

Gruplar 8-OHdG NF-kB Kaspaz 3

Kontrol 0,14+0,14% 0,28+0,18? 0,14+0,142
Rutin 0,14+0,14° 0,14+0,14° 0,28+0,18?
Kolistin 2,85+0,14° 2,85+0,14° 2,85+0,14°
Kolistin + Rut 50 1,28+0,18¢ 1,85+0,14°¢ 2,71%0,18°
Kolistin + Rut 100 1,14+0,26° 0,85+0,14° 1,42+0,20°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Her bir siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliligi géstermektedir. %% <0,05

4. TARTISMA

Gram-negatif bakteriler, hizla yayilma egilimleri ve bu
patojenler nedeniyle enfeksiyonlari etkili bir sekilde
tedavi etmek icin mevcut azalan terapdtik maddeler
nedeniyle ABD'deki ve diinya ¢apindaki hastanelerde bir
krize donligmiistiir. Kolistin, bu Olimciil
"siiperboceklere" karsi etkili olan az sayidaki antibiyotik
arasinda yer almaktadir. Ne yazik ki, doz siirlayict
nefrotoksisite ve norotoksisite, etkili polimiksin tedavisi
icin engel olmaya devam etmektedir [16]. Bu yan
etkilerin iyilestirilmesi, kolistinin terapotik cekiciligini
artiracak ve daha yiliksek dozlarda kolistinin
uygulanmasina izin verecektir [17]. Oksidatif stres, in
vivo veya in vitro olarak ROS ve antioksidan savunma
sistemindeki bir dengesizligin neden oldugu oksidatif
hasar siirecini ifade eder [18]. Yapilan caligmalarda
kolistinle olusturulan toksisitelerde artan ROS iiretiminin
onemli bir mekanizma oldugu bildirilmistir [2, 19, 20].

Asir1 ROS seviyeleri DNA, lipidler ve proteinlere zarar
verir ve sonunda apoptoza yol acar [21]. MDA, lipid
peroksitin parcalanmasiyla olusan bir grup aldehittir.
MDA  diizeyinin  belirlenmesi  genellikle  lipid
peroksidasyonunun derecesini yansitir [22]. Enzimatik
olmayan sistemlerin 6nemli bir {iyesi olan GSH ise
hiicrelerdeki redoks ortamimin korunmasinda ve
hiicreleri oksidatif hasardan korumada yeri doldurulamaz
bir rol oynar [23]. Onceki ¢aligmalarla uyumlu sekilde
[2, 7, 24, 25], bulgularimiz kolistin uygulamasi ile GSH
diizeylerinin 6nemli bir diizeyde azaldigini ve MDA
diizeyini artirdigin1 gostermekte ve testis dokularinda bu
sekilde oksidatif strese neden oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica  kolistin ile birlikte Rut
uygulamasinin GSH diizeylerini artirmast ve MDA
diizeyini azaltmast Rut’'un antioksidan 06zelligini
kullanarak oksidatif stresi azaltabilecegini gdstermistir.
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Sekil 2. Kontrol (a), Rutin (b), Kolitin (c), Kolistin + Rut 50 (d), Kolistin + Rut 100 (e) gruplarina ait testis dokularinin H&E (x 40) ile boyanmis
histopatolojik fotomikrograflari. Kontrol ve rutin gruplarinda normal testis histolojik yapisi gozlendi (sh:Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, ge:
germinal epitel, es: erken spermatid, sp: spermatid, lh: leydig hiicresi); kolistin uygulanan grupta ise germinal epitelde bozulma, vakuol olusumu
(okbast), piknotik ¢ekirdek (ince ok) ve damarlarda konjesyon (kalin ok) gozlendi. Kolistin + Rut 50 ve Kolistin + Rut 100 uygulanan gruplarda
azalan germinal epitel hiicrebir kismi hasar1 (ok ve okbasi) ve normale yakin spermatogenezis (sh: Sertoli hiicresi, ps: primer spermatosit, ge:
germinal epitel, sg: spermatogonyumlar, es: erken spermatid, sp: spermatid, lh: leydig hiicresi) gézlendi.

MDA, lipid peroksitin par¢alanmasiyla olusan bir grup
aldehittir. MDA diizeyinin belirlenmesi genellikle lipid
peroksidasyonunun derecesini yansitir [22]. Enzimatik
olmayan sistemlerin dnemli bir {iyesi olan GSH ise
hiicrelerdeki redoks ortammin korunmasinda ve
hiicreleri oksidatif hasardan korumada yeri doldurulamaz
bir rol oynar [23]. Onceki ¢aligmalarla uyumlu sekilde
[2, 7, 24, 25], bulgularimiz kolistin uygulamasi ile GSH
diizeylerinin 6nemli bir diizeyde azaldigini ve MDA
diizeyini artirdigini gostermekte ve testis dokularinda bu
sekilde oksidatif strese neden oldugunu ortaya
koymaktadir.  Ayrica  kolistin ile  birlikte Rut
uygulamasinin  GSH diizeylerini artirmast ve MDA
diizeyini azaltmast Rut’un antioksidan 6zelligini
kullanarak oksidatif stresi azaltabilecegini gostermistir.
Yapilan caligmalarda, ROS"un niikleotid
modifikasyonlarina, DNA zinciri kirilmalarina ve
kromatinin ¢apraz baglanmasina neden olarak sperm
cekirdegindeki DNA  biitiinliigiine  saldirdigi  one
stiriilmiistiir [26, 27]. Spermatozoalar, kendi DNA'larina
oksidatif serbest radikal saldirilarma karst sinirl
savunma mekanizmalarina sahip olduklarindan, oksidatif
DNA hasar1 sirasinda 8-OHdAG iiretilir [28]. 8-OHdG,
oksidatif DNA hasar1 i¢in en yaygin olarak incelenen
biyobelirtegtir [29]. Cesitli oksidatif DNA eklentileri
arasindan  8-OHdG, yiiksek  ozgilligi, gigli
mutajenitesi ve DNA'daki nispi bollugu nedeniyle
oksidatif DNA hasarmin bir temsilcisi olarak segilmistir
[28]. Calismamizda kolistin uygulamasina bagli MDA
diizeylerinin arttig1 ve lipit peroksidasyonunun olustugu
belirlenmistir. Lipid peroksidasyon firiinleri DNA
onarim kapasitesini azaltabilir. Bazi arastirmacilar,

oksidatif DNA hasar1 belirteci olan 8-OHdG ile lipid

peroksidasyonu arasinda giiglii bir iliski oldugu

sonucuna varmigtir [30, 31].
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Sekil 3. 8-OHdG’nin rat testis dokularinda immiinohistokimyasal
ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan grup
8-OHdG ig¢in negatif immunboyama gosterdi. (c) Kolistin grubu, testis
dokusunda spermatogonium (ince ok), primer spermatosit (kalin ok) ve
erken spermatidlerde (okbasi) yogun 8-OHdAG ekspresyonu gosterdi.
(d) Kolistin + Rut 50 ve (e) Kolistin + Rut 100 gruplarmim testis
kesitleri, spermatogonium (ince ok), primer spermatosit (kalin ok) ve
erken spermatidlerde (okbast) hafif 8-OHdG ekspresyonu gosterdi
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Bu  bilgiler 1s18inda, sunulan c¢aligmada testis
dokularindaki 8-OHdG seviyeleri ile MDA diizeylerinin
kolistin uygulamas: ile artmas: ve Rut antioksidaninin
uygulanmasina bagli azalmalar1 aralarindaki iliskiyi
gOstermis, DNA hasari tizerinde lipid
peroksidasyonunun etkili oldugunu ortaya koymustur.

NF-kB, oksidatif stres sirasinda artan ve stres tepkileri,
apoptoz ve bagisikligin kritik diizenleyicisi olarak
bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir [32]. Oksidatif stres
ile aktivasyon lizerine, NF-kB’nin yukar regiilasyonunu
tetiklenerek, ¢ok sayida enflamatuar  sitokinin
salgilanmas1 ve bir enflamatuar sinyal yolagi baslayabilir
[33]. Ayrica, enflamasyonun, anti-inflamatuar ve
proinflamatuar sitokinler arasindaki bir dengesizlikten
kaynaklandigi ve NF-xB gibi ¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin enflamasyonu indiikledigi bildirilmigtir
[34]. NF-xB aktivasyonu ile indiiklenen bu enflamasyon,
¢esitli antiinflamatuar ajanlar ve antioksidan inhibitérler
tarafindan inhibe edilir [35]. Caligmamizda Rut’un
kolistin kaynakli testis hasarinda indiikklenen NF-«xB
aktivasyonunu hafiflettigini gozlemledik (Sekil 4). Bu
durum Rut tarafindan hiicre i¢i oksidatif stresin
azaltilarak NF-«xB aktivasyonunun asagi regiilasyonunun
saglandigi ve bu sekilde antiinflamatuar bir o6zellik
gosterdigi ile agiklanabilir.

e/ w2 ——

Sekil 4. NF-kB’nin rat testis dokularinda immiinohistokimyasal
ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan NF-
kB i¢in negatif immunboyama gosterdi. (c) Kolistin grubu, testis
dokusunda spermatogonium (ok basi) ve leydig hiicrelerinde (ince ok)
yogun NF-kB ekspresyonu gosterdi. (d) Kolistin + Rut 50 grubu
spermatogonium (ok basi) ve leydig hiicrelerinde (ince ok) orta
yogunlukta NF-kB ekspresyonu gosterdi. (e) Kolistin + Rut 100
gruplarmin testis kesitleri, sadece leydig hiicrelerinde (ince ok) hafif
NF-kB ekspresyonu gosterdi.

Apoptoz siireci, hiicre dis1 (ekstrinsik indiikleyiciler)
veya hiicre i¢i (intrinsik indiikleyiciler) kaynakli olabilen
¢ok c¢esitli hiicre sinyalleri tarafindan kontrol edilir.
Hiicre dig1 sinyaller, ya plazma membranini gegmesi ya
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da bir tepkiyi etkilemek icin transdiiksiyonu yapmasi
gereken toksinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, nitrik
oksit ya da sitokinleri igerebilir [36, 37]. Bu sinyaller,
apoptozu pozitif (yani tetikleyebilir) veya negatif (yani
baskilayabilir, inhibe edebilir veya azaltabilir) yonden
etkileyebilir. Glukokortikoidler, 1s1, radyasyon, besin
yoksunlugu, viral enfeksiyon, toksik ilaglar ve
hipoksinin neden oldugu hiicre hasarinda hiicre ici
apoptotik sinyallerin salinmas: tetiklenebilir [38].
Kolistindeki 5 pozitif yiiklii amino grubunun yapisi, Na
+, K + ve Ca2 + konsantrasyonunu etkileyerek zar
gecirgenligini  degistirerek bakterileri 6ldiirmenin  ve
memeli hiicrelerinde toksisiteye neden olan ana yap1
olarak kabul edilir [39]. Kolistinin, yag asidi bilesenleri
nedeniyle lipit membranini degistirme veya bozma
yetenegi, yiksek diizeyde toksisite hassasiyetini
aciklamaya yardimet olabilir [40]. Kaspaz 3 hem hiicre
dist hem de hiicre ici apoptoz da gorev alan 6nemli bir
proteindir. Daha Once yapilan ¢alismalarda kolistinin
kaspaz 3 ekspresyonunu arttirarak apoptozu indiikledigi
gosterilmistir [41-44]. Yapilan bu g¢alismada kaspaz 3
immunpozitifliginin kontrol ve sadece Rut uygulanan
grupta degismedigi, Kolistin ve Kolistin + Rut 50
uygulanan grupta Onemli derecede arttigi, kolisitnle
birlikte Rut 100 uygulamasi sonrasi ise bu
immunpozitifligin ~ azaldigt  gozlemlenmistir. ~ Rut
uygulamasinin kaspaz 3 seviyesini azalttif1 ve apoptoz
aktivitesini  dislirdiigi onceki c¢aligmalarda rapor
edilmistir [42, 45-49]. Dolayisiyla bu calismadan elde
edilen wveriler oOnceki ¢aligmalarla uyumlu olarak
bulunmustur.
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Sekil 5. Kaspaz 3’tn rat testis dokularinda immiinohistokimyasal
ekspresyonu, IHC (x40). (a) Kontrol grubu ve (b) rutin uygulanan
kaspaz 3 i¢in negatif immunboyama gosterdi. (c) Kolistin grubu ve (d)
Kolistin + Rut 50 grubunun testis dokular1 spermatogonium (ok) ve
spermatidlerde (ok basi) yogun kaspaz 3 ekspresyonu gosterdi. (e)
Kolistin + Rut 100 gruplarinin testis kesitleri, primer spermatosit (ince
ok) ve spermatidlerde (okbasi) hafif diizeyde kaspaz 3 ekspresyonu
gosterdi.
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Calismada elde edilen veriler, Rut’un enflamasyon ve
apoptozda yer alan NF-xB ve caspase 3 seviyelerini
azaltarak testis dokusunda kolistin kaynakli hasari
zayiflattigini gostermektedir. Rut’un bu anti-inflamatuar
ve anti-apoptotik etkilerine lipit peroksidasyonunun
azalmasi ile oksidatif stresin baskilanmasi aracilik eder.
Sonug olarak bu ¢alisma, kolistin uygulamasi ile birlikte
ortaya c¢ikabilecek muhtemel hasarin azaltilmasinda

Rut’un da

birlikte klinik uygulamast ig¢in temel

destekleyici veriler saglamaktadir.
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