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OZET

Kinolon tiirevlerinden ciprofloxacin ve oflo-
xacin’in toksik dozlarinin Wistar tipi sigan testis-
lerinde spermiogenez ve androjen reseptor sayisina
tesiri incelendi. Reseptor tayinleri DNA miktar:
olgiilerek yapildi. Histolojik degigiklikler 151k ve
elektron mikroskobunda tetkik edildi. Patolojik de-
gigiklikler her iki metodta da anlamh bulunmad.

SUMMARY

The effects of chinolon derivatives ciproflo-
xacin and oflaxacin on spermiogenesis and and-
rogen receptors were investigated at Wistar rats,
Receptor amounts were directly correlated to the
DNA amount in the nucleus. Histological chan-
ges were detected by light and electron mic-
roscopy.

The pathological findings were not significant
in both methods.

GiRi$

Saatte milyonlarca sperm hiicresi tireten ger-
minal epitel tabakas: viicutta en fazla prolifere olan
dokudur. Bu yizden dig etkenlere ¢ok hassastir.
Baz ilaglar ve kimyasal maddelerin germinal epi-
tele etki etmesi ile kimrha varan degigiklikler or-
taya cikar (1),

Nitrofurantoin derivatlari, bazi antibiyotik-
ler ve kemoterapétikler (gentamisin, oksitetrasik-
lin, trimethoprim gibi) direkt olarak germinal
hiicrelere etki ederler (2).
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Gittikce daha yaygin olarak kullanilan yeni
kinolon tiirevierinden ciprofloxacin ve ofloxacin’in
bu ydndeki etkileri giniimizde kismen bilinmek-
tedir. Ciprofloxacin’in prostat dokusunda, serum
konsantrasyonunun 200-400 katina ulagan yoffun-
lukta bulundufu gdsterilmigtir (3). Ofloxacin’in ise
spermatogencz ve sperm motilitesini bozucu bir
etkisi olmadif1 bilinmektedir, bu bakimdan diger
antibiyotiklere iistiinliik salamig durumdadir (4).

Androjen hormonlan Leydig hiicreleri tara-
findan sentezlenir ve testisde interselliiler siviya
salglanir. Salglanan androjen hormonunun hangi
miktarinin seminifer tubulusta tutulacagh ortam-
daki baglayici proteinlere baglidir. Testisde iki tiir-
lii androfilik makromolekiil bulunmustur. Bunlar-
dan ilki ABP (Androgen Binding Protein) adi
verilen ve sigan testisinde biiyitk miktarlarda bu-
lunan proteindir (5). Ikinci bir tiir androjen bag-
layici protein intraselliller reseptor ozellikleri
tagimaktadir ve ilk olarak hipofizektomili sianlar-
da gosterilmigtir (6). Testosteron tubuluslarda
androjen baglayici proteine (ABP) baglanip germ
hiicrelerine ve epididimise tagindiktan sonra (7),
ABP’den dissosiye olur. Boylelikle hiicre igerisi-
ne giren testosteron sitoplazmada reseptor olarak
tamimlanan proteinlere baglanir ve yine reseptor
vasitas: ile hiicre gekirdegine taginir (8). Cekirdek-
te, androjen reseptor kompleksi DNA, RNA sen-
tezlerini uyanr (9, 10, 11). Steroid hormon
reseptorlerinin diger baglayict proteinlerden bii-
yiik farki, hormon ile reseptér arasinda ¢ok yik-
sek bir baglanma afinite ve spesifisitesi
bulunmasidir. Hormonun reseptorlere yiiksek afi-
nite ve spesifisite ile baglanmasi ise hiicrenin DNA



ve RNA sentezinin artmasina sebep olmakta, di-
ger bir deyisle baglanma biyolojik bir cevapla so-
nuglanmaktadir.

Bu calismanin amaci, ofloxcacin ve ciproflox-
cacin’in toksik élgiilerde;

a. testis androjen reseptér sayisina etkisini,
DNA tayini ile aragtirmak

b. seminifer hiicre yapilarinda olan degisik-
ligi 151k ve elektron mikroskobunda incelemektir.

MATERYAL VE METOD

Anderson ve arkadaglari (12) tarafindan ge-
ligtirilen ve nukleusa bagh uterin 6strojen resep-
torlerini incelemekte kullamilan ‘‘niikleer yer
degistirme metodu’’ testis androjen reseptorleri ta-
yininde kullanilmigtir (13). Bu metodun prensibi
soyledir:

a. Testosteron hormonu hiicreye girer ve spe-
sifik sitoplamik reseptore baglanir.

b. Hormon reseptor kompleksi nukleusa gir-
dikten sonra kromatin {izerindeki akseptor bolge-
ye baglanir,

c. Niikleer pellet izole edilir ve oksijen hor-
mondan serbestlestirilir.

d. Nukleusa bagh kompleksteki markalanma-
mis hormon radyoizotop markal hormonla degis-
tirilir,

e. Nukleuslar yikanir ve radyoaktivite sayilir.

Arastirmada Istanbul Universitesi DETAM'-
da yetigtirilen Wistar tipi geng erigkin sicanlar kul-
lanildi. Hayvanlar % 21 protein igeren pellet
yemler ile ad libidum beslendiler, her giin taze ceg-
me suyu verildi. 12 saat karanhk 12 saat aydinhk
ik periyodunda tutuldular. Hayvanlara verilecek
ilag dozu LD 50 miktarina gore ayariand: ve tu-
bajla uygulandi. 40-70 g. aras olan sicanlara of-
loxacin 1750 mg/kg ve 875 mg/kg, ciprofloxacin
ise 2500 mg/kg ve 1250 mg/kg dozlarinda verildi.
Bu gekilde her birinde 10 yetigkin sican olan dért
grup olugturuldu. Kontrol grubuna ise 5 giin sii-
re ile gastrik tubajla cegme suyu verildi.

Hayvanlar ilag bitiminden 48 saat sonra, er-
ken dénemde ve 4 hafta sonra, geg donemde, yiik-
sck dozda eter verilerek oldirildii ve testisleri
alindi.

Testis niikleer androjen tayinleri yu gekilde

yapilda:

b
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- Dokular makasla ince kiyildiktan sonra 0.01
M Tris-HCL tamponu (pH 7.4) ile cam-cam pot-
ter homojenizatériinde homojenize edildi. 0.01
Tris-HCL tamponu (pH 7.4) 0.32M sakkaroz ve
3mM MgCl igeriyordu.

- Homojenizat gazli bezden stiziildi. Siiziin-
tiideki niikleer pellet 15’ 800 devirde gevrildikten
sonra (¢ kez yukaridaki tamponla yikandi.

- DNA tayini difenilamin metodu ile (Burton
reaksiyonu) yapildi. 20-40 ug DNA igerecek mik-
tarda alinan niikleer pellet 60 nM I-testosteron ile
gece boyu 25 C’de inkiibe edildi.

- X800 devirde santrifiij edildi, {li¢ kez ta-
mponla yikandi, tekrar santrifiij edildi, tst faz atil-
di ve pelet 2 x 1.5ml eter: kloroform (4:1) ile
ekstrakte edilerek gamma sayacinda sayildi (5).

Ayrica testislerden hazirlanan preparatlar igik
ve elektron mikroskobunda incelendi. Isik mikros-
kobu tetkiki i¢in Bouin sivisinda fikse edilen doku
pargalan 24-48 saat sonra dehidratasyon iglemi i¢in
alkol serilerinden gegirildi (% 70-90-96-100’liik al-
kol serileri). Bundan sonra toluol’de seffaflagtiri-
hp parafin igine gomiildiller ve bloklandilar.
Bloklardan 7 mikron kalinhifinda alinan kesitlere
haemotoxyleneosin (HE) boyalari ve periodik acid
shiff (PAS) reaksiyonlar: uygulandi, g1k mikros-
kobu ile tetkik edilip fotomikrograflar gekildi.

Elektron mikroskop tetkiki igin alinan kigiik
doku ornekleri Na-kakodilat tamponlu glutaralde-
hid ve osmium-tetrokaid fiksatifleri kullanilarak te-
spit edildi. Aseton serilerden gegilerek
dehidratasyonu yapildi ve vestopal igine gomiil-
dii. Bloklardan ultramikrotomla 700 mikron ka-
linhiginda alinan kesitlere kurgun-sitrat
kontrastlamalari yapilarak Jeol 1000C elektron
mikroakobunda incelendi ve resimieri ¢ekildi.

SONUCLAR

I. Androjen reseptor sayisindaki sonuclar:

Kontrol grubu: Ortalama 2.652 pmol/mg
DNA

Grup I: (1250 mg/kg Ciprofloxacin 5 giin sii-
re ile)

Erken Devrede: 1.058-1.485 pmol/mg DNA
(ortalama 1.318 pmol/mg DNA)

Geg Devrede: 0.111-0.762 pmol/mg DNA
(ortalama 0.492 pmol/mg DNA)

Grup II: (875 mg/kg ofloxacin 5 giin siire ile)
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Erken devrede: 3.325-3.854 pmol/mg DNA
(ortalama 3.589 pmol/mg DNA)
Geg devrede: 0.183 pmol/mg DNA

Grup III: (2500 mg/kg Ciprofloxacin 5 giin
siire ile)

Erken devrede: 0.981-1.592 pmol/mg DNA
(ortalama 1.286 pmol/mg DNA)

Geg devrede: 0.976 pmol/mg DNA

Grup I'V: (1750 mg/kg ofloxacin 5 giin siire
ile)

Erken devrede: 1.213-1.753 pmol/mg DNA
(ortalama 1.483 pmol/mg DNA)

Geg devrede: 0.557-1.666 pmol/mg DNA
(ortalama 1.111 pmol/mg DNA)

I1. Ignk ve elektron mikroskobu sonuglar::

Kontrol sigan grubundan elde edilen testis ke-
sitlerinde seminifer tubuluslarin diizenli germinal
epitele sahip olduklan goriilmigtir (Resim 1). Se-

Resim 4

minifer tubuluslarin peritiibiller dokulari normal
kalinliktadir. Bazal laminadan liimene dogru di-
zilmis germinal hiicrelerden, spermatogonium,
spermatosit ve spermatidler seminifer epitelumun
farkh safhalarinda ve olgunlagma déneminde iz-
leniyordu. Interstisyel dokuda Leydig hiicreleri kii-
¢ik gruplar olugturarak tubul aralarinda
kapillerlerin etrafinda bulunuyordu.

Diigiik doz ofloxacin (875 mg/kg) ve cipro-
floxacin (1250 mg/kg) uygulamalanndan sonra tes-
tis serninfer tubuluslarinda 151k mikroskopu sevi-
yesinde goriilen en belirgin 6zellik, seminifer tubul
limeninde olgunlagmarmiy germinal hiicrelerin do-
kiilmeleri ve birikmeleri seklinde ortaya ¢ikmugtir.
Diigiik doz ofloxacin ve ciprofloxacin uygulama-
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larindan sonra elde edilen bulgular benzerlik gos-
termigtir. Seminifer tubuluslar bazlarinda
olgunlagmamis hiicre dokilmeleri goriiliirken (%
10-15 kadar), diger gogu tubuluslar bu bulguyu
gostermediler (Resim 2,3).

Resim 2

Resim 3

Bu testislerin elektron mikroskobisi ile tetki-
kinde 6zellikle tubuluslarda, bazal seviyede bulu-
nan spermatogoniumlar ile, Sertoli hiicreleri
arasinda membran iligkilerinin bozuldugu gériil-
miig, Sertoli hiicrelerinin membranh organellerin-
deki (motikondria, endoplazmik retikulum ve
mikrotubulus membranlan) bozukluklar yaygin
olarak tespit edilmigtir. Liimendeki dokiintii hiic-
reler incelendiginde bunlarin mayoz béliinmenin
degisik fazlarindaki spermatositler ve olgunlagma-
mig spermatidler oldugu gorilmektedir (Resim 4).

Ultrastriktiir aragtirmasinda diger bir bulgu
da tiim antibiyotik uygulamalarinda spermatogo-
niumlarda koyu tip olanlarin daha sikhikla gériil-
mesi ve bazi spermatogoniumlarin bazal



laminadan ayrilmas: ve ¢ekirdek piknozuna kadar
varan kromatin bozukluklandir (4, 6).

Yiiksek doz ofloxacin (1750 mg/kg) ve cip-
rofloxacin (2500 mg/kg) uygulamalarinda semini-
fer tubulus limenine olgunlagmamiy germinal
hiicrelerin ddkiilmesi bulgusu her testiste daha faz-
la tubulusta goriilmagtir (% 15-20 kadar). Germi-

nal epiteldeki diizenin bozulmasi daha dikkat
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Resim 7

cekici olmustur (Reaim 7, 87 Bu grupta ¢a intakt
seminifer tubuluslar ¢oguniukta kalmigtir. Germi-
nal epitel bozukluklarinin fazia oidugu bolgeler-
de fokal Leydig hiicresi artiglan da gorGlmistir.

TARTISMA

Aldinmuz kesitlerde baz: tubuluslar intakt ka-
lirken difer bazilanmn lamenlerinde faziaca ol-
gunlagmamig germinal hiicre dokintilerinin
goriilmesinin sebebi seminifer epitelium siklusu
kavramu ile agiklanabilir (Sekil 1). Bu kavrama go-
re tim memeli testislerinin cinse has belirli say:-
larda germinal epitelium siklusu mevcuttur
(14,15). Bu sikluslarda bazi donemler dig ve i¢ et-
kenlere karpi daha duyarhdir (16). Sican tiiriinde
14 ayn kompozisyon halinde bulunabilen semini-
fer tubulus kesiti gdrintisi veren hiicre iligkisi-
nin hangi fazlannin uygulanan antibiyotie cevap
verdiffini bilmiyoruz. Ancak ortaya ¢ikan semini-
fer tubulus hasarlannin reversibl olabilecefi ve
germinal epiteliumun tam bir siklusu sonunda re-
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generasyona ufrayabilecegi daginilmektedir. Uy-
guladigimiz antibiyotik cinsinin, daha evvel uy-
gulanan  antibiyotiklere gére  testiste
spermatogeneze etkisi en digiik seviyede kalms-
ur (17).

Toksik dozlarda verilen ilaglara reseptor se-
viyesindeki degigiklikler anlamh olmamgtr. An-
cak dikkati geken 4 haftalik takip sonunda reseptor
sayillarinda digmelerdir. Bu galigmanin devam
olarak daha digiik dozda verilen antibiyotiklerin
daha genig hayvan gruplarinda aragtirilmas: uy-
gun olacaktir,

Netice olarak bu antibiyotk grubunun diger-
lerine nazaran daha masum oldugu, verilen doz-
larin gonadotoksik olmadi, siire icin daha fazla
deneye ihtiyag oldugu ifade edilebilir. Ayrica di-
ger ilaglarla sinerjistik etkiler olup olmadiff ve ne-
ticelerin tiire has olup olmadif aragtinlmalidir.
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