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INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF RESVERATROL ON THE TESTES DAMAGE
CREATED BY PACLITAXEL
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Calismamizda kemoterapotik etkiye sahip olan
Paklitaksel (PAC)’in siganlarin testisi izerinde olustur-
dugu hasarda antioksidatif etkiye sahip olan

Resveratrol (RES)’ iin koruyucu etkisinin olup olmadig1
arastirilmistir.

Calismada Wistar albino tiirii erkek sicanlar her grupta
10'ar hayvan olacak sekilde kontrol, PAC (10mg/kg),
RES (10mg/kg) ve PAC+RES (10mg/kg+10 mg/kg)
olarak 4 gruba ayrildi. Dokularin genel yapisinin deger-
lendirilmesi icin Hematoksilen&Eozin ve apoptozisi
degerlendirmek icin TUNEL metodu kullanildi. Biyo-
kimyasal olarak testis dokusunda malondialdehyde
(MDA), katalaz (CAT) ve sliperoksitdismutaz (SOD)
degerlerine bakildi.

Sonug olarak, dokular histopatolojik olarak degerlendi-
rildiginde diger gruplardan farkl olarak PAC grubunda
epitelde diizensizlikler ve nekrotiktiibiillerin sayisinda
artis, bag dokusu alanlarinda genisleme gozlendi.
TUNEL yontemi sonuglarina gére PAC grubunda TUNEL
pozitif hiicre sayis1 kontrol, RES ve PAC+RES gruplariy-
la kiyaslandiginda artis tespit edildi.Testis dokusundaki
MDA, CAT ve SOD degerleri kiyaslandiginda ise gruplar
arasinda anlamh bir farklihk bulunmadi (p>0,05). So-
nucta PAC bir¢ok organi etkiledigi gibi testis dokusunda
da ¢ok ciddi hasarlar olusturmaktadir. Bu hasar1 engel-
lemek i¢in PAC kullanimi sirasinda RES’tin de kullanil-
masl testiste koruyucu ve diizeltici olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Paklitaksel, Resveratrol, sigan,
testisler.
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ABSTRACT

In our study, it was investigated whether or not
protective effect of the Resveratrol (RES), which has
antioxidative effect in the damage on the testes of rats
by Paclitaxelin (PAC), which has chemotherapeutic
effect.

In the study, Wistar albino rats were divided into 4
groups as control, PAC (10 mg/kg), RES (10 mg / kg)
and PAC+RES (10 mg/kg+10 mg/kg). General
structure and properties determination for
Hematoxylin&Eosin and apoptosise valuate was used
to the TUNEL method. Malondialdehyde (MDA),
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD)
values were measured on the testes tissue as
biochemical parameters.

As a result, histopathologically, thenumber of
germinal epithelial irregularities and necrotic tubules
was in creased in the PAC group, and enlargement of
the connective tissue are as was observed, unlike the
other groups. According to the results of the TUNEL
method, the number of tunel-positive cells in the PAC
group increased when compared to all other
groups.When MDA, CAT and SOD values were
evaluated biochemically, there was nosignificant
difference between the groups (p>0,05). As a result,
PAC affects many organs and causes serious damage
to the testis tissue. To prevent this damage, theuse of
RES during the use of PAC may be protective and
corrective in the testicle.

Keywords: Paclitaxel, Resveratrol, rat, testes.
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GIRIS

PAC meme, ovaryum, akciger, bas-boyun ve 6zofagus
kanserleri gibi epiteliyal orjinli kanserlerin tedavisinde
kullanilan taksan grubu bir kemoterapotik ajandir. PAC
anti-timor o6zelligini mikrotubiiller lizerinden goster-
mektedir. Ayn1 zamanda, apopitozis islemini bloke eden
bcl-2 adinda bir proteine de baglanmaktadir. Bu neden-
le PAC, béliinen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi {izerin-
de c¢ift yonli bir rol iistlenmektedir (1-4). Antioksidan-
lar lipid peroksidasyonunu engellemeleri yaninda pro-
tein, niikleik asitler ve karbonhidratlarin litik enzimler-
den korunmasini saglarlar (5).

RES; travmatik zedelenme, UV 1s181na maruz birakilma
ya da mantar enfeksiyonuna yanit olarak bazi bitkiler
tarafindan sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik
bir fitoaleksindir (6,7). RES’in germ hiicreleri ve
spermatozoonlar iizerinde doz degerlendirilmesinin
yapildigl bir calismada RES’iin lipid peroksidasyonuna
karst1  koruyucu etki gosterdigi ve semenin
kriyopreservasyonu ya da In Vitro Fertilizasyon ve Intra
Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (mikroenjeksiyon) gibi
mekanik teknikler icin spermleri reaktif oksijen tiirevle-
rinin saldirilarina karsi daha iyi koruyabilen 6zelligi
sebebiyle yeni sperm kiiltiir medyumlarina eklenmesi-
nin yararl olabilecegi bildirilmistir (8).

Bu calismanin amaci yeni tedavi yontemlerinden yola
cikarak, kemoterapdotik bir ilag olarak kullanilan PAC’in
testis tlizerinde olusturmasi muhtemel hasarlarinin RES
kullanarak ne kadar 6nlenebilecegini arastirmaktir.

Tablo I:JohnsenTestikiiler Biyopsi Skorlamasi (JTBS)

Bilgici P, Balcioglu E, Yakan B

kobu (OLYMPUS BX51) altinda incelendi. Biyokimyasal
parametre olarak testis dokusunda malondialdehyde
(MDA), katalaz (CAT) ve siiperoksitdismutaz (SOD) de-
gerlerine bakildi.

Bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar Etik
Kurul Baskanliginin 02 sayil toplant1 ve 16/044 numa-
rali Etik Kurul onay1 dogrultusunda yapildi ve Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Komis-
yonu tarafindan (TYL-2016-6810) desteklendi.

JohnsenTestikiiler Biyopsi Skoru (JTBS)

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi
bir olay sonrasinda, seminifer tiibiiltin icindeki hiicrele-
rin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif bir sekil-
de Kkaybolur. Dolayisiyla seminifer tibiillerdekibu
hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde JTBS
kullanild1 (Tablo I). Histolojik incelemelerin sonuglari
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dalinda bulunan iki uzman histolog tarafindan
yapild1l. Her gruptan rastgele se¢ilmis 10 farkl preparat-
tan 20’ser farkl tiibiil 20’lik objektifle iki kor gozlemci
tarafindan incelendi. Her grup icin ayr1 ayr1 100 adet
tiibtl Tablo I de belirtilen kriterlere goére degerlendiril-
di.

TUNEL Yéntemi

Parafin bloklardan 4-5 pm'’lik Kkesitler polilizin kaph
lamlara alindi. Apopitoz pozitif hiicrelerin belirlenmesi
icin InSitu Cell DeathDetection Kit, Fluorescein,

Skor Histolojik Bulgular Skor Histolojik Bulgular

1 Tubuler kesitte hicbir hucre 6 Az sayida (5/ tiibiil) spermatid mevcuttur.
yoktur.

2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardir.

3 Germ hiicreleri olarak sadece 8 Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur.
spermatogonyumlar vardir.

4 Az sayida (5/ tiibil) spermatosit 9 Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa vardir.
vardir.

5 Fazla sayida spermatosit mev- 10 Fazla sayida spermatozoanin gorildigu tam
cuttur. spermatogenez mevcuttur.

GEREC ve YONTEM (Cat:11684795910) kullanildi. Hazirlanan lamlar stan-

Bu calismada, her grupta 10 adet olacak sekilde Erciyes
Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen ortalama 60 giinliik Wistar albino
cinsi erkek siganlar kullanilmistir. Grup 1'e (kontrol
grubu) 4 hafta boyunca her giin serum fizyolojik i.p.
olarak verildi. Grup 2’ye haftada 1 giin PAC (10 mg/kg)
tek doz i.p. olarak 4 hafta boyunca (toplam 4 doz) uygu-
landi. Grup 3’e deneyin baslangicindan itibaren 4 hafta
boyunca her giin RES (10mg/kg) i.p. olarak yapildi
Grup 4’e ise deneyin baslangicindan itibaren haftanin 7
glinii RES (10mg/kg) ve 7. glin PAC (10mg/kg) i.p. ola-
rak 4 hafta boyunca yapildi (9).

Dekapitasyon isleminden sonra alinan testis dokusuna
rutin histolojik doku takibi yontemi uygulandi. Dokula-
rin genel yapi ve Ozelliklerinin belirlenmesi icin
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyanarak 151k mikros-

dart histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini
uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden gegirilip
preparatlar distile su ile 3 defa ikiser dakika yikandi.
PBS ile iki defa 5 er dakika yikama islemi gerceklestiril-
di. 10 dakika asit alkolde -20 °C de bekletildi. Tekrardan
iki defa PBS de 5 er dakika yikandi. Equabritionbuffer
soliisyonundan damlattiktan sonra karanlik ortamda 5
dakika bekletildi. Onceden hazirlanan ReaksiyonBuffer-
TDT enzim soliisyonu dokular iizerine damlatilarak
karanlik tank icerisinde 37 °C de etiivde 1 saat bekletil-
di. Daha sonra preparatlar {lizerine stop buffer damlati-
larak tekrardan 37 oC de 10 dakika etiivde muamele
edildi. Etiivden ¢ikan doku 6rnekleri 2 defa 5 er dakika
PBS de yikandi. Onceden hazirlanan bloking soliisyonu
preparatlar tizerine damlatip 20 dakika oda sicakliginda
daha sonra 10 dakika etiivde bekletildi. Etiivden alinan
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dokular tekrardan iki defa 5 er dakika PBS ile yikandi ve
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zit boyama
yapilan dokular Olympus BX51 floresan mikroskopta
450-500 nm dalga boyunda 40X biiyiitmede goriintiilen-
di. Enine kesilmis testis dokularindaki immunreaktif
hiicrelerin sayisi 6zel bir okiiler yardimiyla her 6rnegin
en az bes boliimden 4 ila 5 alandan (1x1mm) gozlem
yapilarak elde edildi.

Malondialdehit,
Katalazaktivite tayini
Deney sonunda -800C derecede saklanan doku 6rnekleri
oda 1sisinda bir siire bekletildikten sonra PBS icinde
homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde +4
derecede 12000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi ve
siipernatantlar1 alindi. Alinan silipernatantlara aktif
diagnostik laboratuvardan temin edilen MDA Kiti
(RatMDA ELISA Kit. 96 platesenredbio Seri:201-11-
0157), SOD kiti (RatSOD ELISA Kit. 96 platesenredbio
Seri:201-11-0169) ve CAT kiti (RATMDA ve
RatCATELISA Kit. 96 platesenredbio Seri:201-11-5106)
uygulanarak Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'nda analizle-
ri yapildil. Doku érneklerinin sonuglari nmol/mg protein
olarak, serum orneklerinin sonuglar1 ise, nmol/ml ola-
rak verildi.

Siiperoksitdismiitaz ve

istatistiksel analiz
Tiim analizlerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS
22 paketdeneme programi kullanildi. Veriler ortalama
+standart hata olarak gosterildi. Gruplarin normal dagi-
Iima uygunlugu Kolmogorov Smirnov ile test edildi.
Normal dagihim gosterdigi belirlenen degiskenlerde tek
yonlii varyans analizi (Anova), Gruplar arasindaki farkl-
ligin énem kontrolil ise Tukey testi ile yapildi. p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu tunika albuginea adi
verilen siki bag dokudan yapilmis bir kapsiil ile cevril-
mis durumdaydi. Bu katman organin icine dogru septula
testis adi verilen bag dokusu bodlmeleri géndererek
intertisyel alanlari meydana getirmisti. Seminifer
tlibiilepitelinin cogunlugunu olusturacak sekilde degisik
gelisim asamalarinda spermatogenik hiicreler ve sertoli
hiicreleri gozlenmekteydi (Sekil I). PAC grubuna ait
testis dokusu kontrol grubuna benzer olarak distan
kalin bir bag dokusu olan tunika albuginea ile ¢evrilmis-
ti. Genis intertisyel bag dokusunun ¢evreledigi seminifer
tiibiil yapilarinda da belirgin diizensizlikler, tibiilleri
cevreleyen bazal membran yapisinda yer yer incelme
alanlar1 ve kivrimlar gozlendi (Sekil I). Seminifer tibiilii
olusturan spermatojenik hiicre serisinde interselliiler
bosluklar ve bazalden apikale dogru dizilim goésteren
hiicre serilerinde kayiplar izlendi. PAC grubunda nekro-
tik seminifer tiibtl yapilarina rastland: (Sekil I).
PAC+RES' iin birlikte verildigi gruplarda testis dokusu
histopatolojik olarak degerlendirildiginde, diger grup-
larla benzer olarak kalin bir bag dokusu olan tunika
albuginea ile cevrilmisti. Intertisyel alandaki bag dokusu
boélmeleri PAC grubundakine gore incelmis olarak belir-
lendi. Bazal membran yapisindaki incelme bolgeleri ve
kivrimlar gozlenmedi (Sekil I). RES grubuna ait testis
dokusu da kontrol grubunda oldugu gibi distan kalin bir
bag dokusu olan tunika albuginea ile ¢evrilmis durum-
daydi. Seminifer tiibiiller etrafindaki bag dokusu alanla-
rinda genislemeler ve diizensizlikler gozlendi (Sekil I).

TUNEL Analiz Sonuglari
Apoptotik hiicreler genellikle spermatogenetik seriye
ait hiicrelerde belirlendi. Kontrol, RES ve PAC+RES
gruplarinda

hiicreler siklikla

Sekil I:Kontrol (a), PAC (b), PAC+RES (c) ve RES (d). Seminifertiibiillerdeki hiicre kayiplar: (ok), intersitisyel bag dokusu alanlari
(elmas bas1), Spermatid (ok bas1) ve spermatogenik seri (y1ldiz), H&E,40X.
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spermatogonyum ve primer spermatosit hizasinda goz-
lenirken, PAC grubunda seminifer tiibiil liimenini ¢evre-
leyen hiicre serisinin tamaminda gozlendi (Sekil II).

Bilgici P, Balcioglu E, Yakan B

Seminifer tiibiillerdeki germinalepitelin degerlendirildi-
g1 JTBS sonuglarina gore kontrol, PAC, RES ve PAC+RES
gruplari i¢in elde edilen veriler istatistiksel olarak de-

Sekil II: Kontrol (a), PAC(b), PAC+RES (c) ve RES(d).Apopitotik pozitif hiicreler (ok), TUNEL metodu, 20X.

Apoptotik hiicre sayimi sonuglarina gore kontrol grubu,
PAC+RES grubu ve RES grubu arasinda anlamh fark
olmamasina ragmen(p>0,05), PAC uygulanan gruptaki
apopitotik hiicre sayis1 kontrol grubuna gore istatistik-
sel olarak anlaml degildi (p<0,05) (Tablo II).
Biyokimyasal Bulgular

Tablo Il:Apopitotik Hiicre Sayim Sonuglari.

gerlendirilmis ve Tablo IV'de gosterilmistir (p<0,05).
Kontrol grubu ile PAC ve PAC+RES gruplarinin ortalama
JTBS sonuglari karsilastirildiginda, PAC uygulamasi so-
nucunda ortalama JTBS sonuglarinin diistiigli ve istatis-
tiksel olarak anlamh farkin (p<0,05) ortaya ¢iktig1 go-
rildi.

Kontrol grubu RESgrubu

PAC grubu PAC+RES grubu p degeri

TUNEL pozitif

.. 0.22+0.572
hiicre sayisi

0,80+1,262

1,55+2.73b 1,71+2,68b 0,001

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. 2b : Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemlidir.

Elde edilen testis dokusunda MDA, CAT ve SOD enzim
aktiviteleri biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.
Tablo III'de goriildiigt gibi elde edilen veriler istatistik-
sel olarak degerlendirildiginde anlamh bir farklilik be-

TARTISMA

Erkek infertilitesi ve sterilitesi kemoterapo6tik ilaglarin
lireme sisteminde ortaya ¢ikardig1 olumsuz sonuglardan
birisidir. Testisteki Leydig ve Sertoli hiicreleri kismen

Tablo III: Doku 6rneklerinde ortalama CAT, SOD ve MDA dl¢iim sonuglari

n Kontrol grubu RES grubu PAC grubu PAC+RES grubu p degeri
CAT 10 4,220,622 4,43+1,612 4,40+1,292 5,73+4,392 0.59
MDA 10 0,18+0,062 0,20+0,062 0,16+0,092 0,30+0,41 0.53
SOD 10 0,32+0,072 0,300,122 0,330,062 0,45+0,432 0.57

Degerler ortalama # standart hata olarak verilmistir. b : Ayni satirda farkll harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemlidir.

lirlenmemistir (p>0.05).
JohnsenTestikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) Sonuglari

kemoterapoétik ilaglara direngli iken, spermatojenik
hiicreler bu ilaglara duyarlilik géstermektedir. Yapilan
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Tablo IV: JohnsenTestikiiler Biyopsi Sonuglari (JTBS).

Kontrol grubu RES grubu PAC grubu PAC+RES grubu
p degeri
n=10 n=10 n=10 n=10
JTBS 9.16 £0.802 8.85+0.84- 6.26+1,24b 6.93+1.09° 0.001

Degerler ortalama # standart hata olarak verilmistir. ab : Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemlidir.

calismalarda kemoterapoétiklerin genellikle oksidatif
stresle iligkili veya iliskisiz DNA hasari olusturma meka-
nizmasiyla, erkek lireme sisteminde yan etkilere sebep
oldugu ve dolayisiyla da farkl yapidaki bir¢ok antioksi-
dan maddenin bu kemoterapoétikler lizerinde koruyucu
rollere sahip oldugu bildirilmektedir (9-13).

Bizim ¢alismamizda da, kemoterapétik bir ajan olan PAC
uygulanan grupta testisin seminifer tiibiillimenine ya-
kin alanlarda interselliiler bosluklar ve yer yer hiicre
kayiplari izlendi. Bazi seminifer tiibiillerde nekroz, ayni
zamanda tiibillerin  kontiirlerinde ve germinal
epitelinde diizensizlikler olarak gozlendi. Sadece PAC
uygulanan si¢anlarin testis dokularinda germinal
epitelde vakuol olusumu ve spermatojenik hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler tespit edildi.

Ayn1 zamanda tek doz PAC (10 mg/kg) uygulamasi, s1-
can testislerinde 6nemli 6lciide hasar olusturdu. Bu
hasar ¢ogunlukla spermatogenik seri hiicrelerinde da-
gilma seklinde gozlendi. TUNEL yontemi ile apopitotik
hiicre sayimi sonuglarina gore kontrol grubu, PAC+RES
grubu ve RES grubu arasinda anlaml fark olmamasina
ragmen, PAC uygulanan gruptaki apopitotik hiicre sayisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis gosterdi (Tablo III). PAC' in seminifer tiibiil
epitelinde meydana getirdigi hasarin antioksidan etkin-
ligi olan RES tarafindan azaltildig1 tespit edildi.Bizim
elde ettigimiz deney sonuglar1 benzer ¢alismalarda sigan
testis dokusunda PAC’in olusturdugu hasar ile paralellik
gostermektedir. Dygai ve ark. PAC uyguladiklar1 sigan
testis dokularinda kontrol grubu ile kiyasladiklarinda
spermatogonyum sayilarinin azaldigini ve Sertoli hiicre
sayisinin artis gosterdigini ve total sperm sayisinin PAC
uygulanan deney grubunda istatistiksel olarak anlamh
olciide azaldiginmi gostermislerdir (14).

RES’in antioksidan aktiviteye sahip oldugu calismalarla
kanitlanmigtir. RES, hiicre membranlarimi koruyarak
yasayan hiicrelerde oksidatif stresin zararh etkilerini
azaltmaktadir (15-18). Zhao Y. ve ark. yaptiklar1 bir
calismada antioksidan olarak RES verilen diabetik sican-
lar ile diyabetik kontrol grubunun testis dokularini
TUNEL metodu ile karsilastirildiginda apopitotik hiicre
sayisinin RES verilen diyabetik sicanlarda azaldigini
gostermistir (19).

Eleawa ve ark. Cisplatin toksisitesi ile testis dokusunda
olusturduklar1 hasarin RES ile engellenmesini inceledik-
leri bir ¢alismada Cisplatin ve RES'in birlikte uygulandi-
ginda sperm parametrelerinde artis, seminifer tiibiil
epitelinde cisplatin grubuna gore diizelmeler saptamis-
lardir (20). Mendes ve ark. varikoselolgulu sican testis
dokularina RES uygulayarak sperm motilitesinde artis,
TUNEL pozitif hiicre sayisinda azalma belirlemislerdir
21D).

Bizim yaptigimiz ¢alismada da PAC ile olusturulan hasa-
r1 engellemek icin deney gruplarina 10 mg/kg RES uy-

162

gulandi. PAC ile birlikte RES uygulanan si¢canlarin testis
dokularindaki seminifer tiibiillerin, PAC uygulanan gru-
ba kiyasla kismen normal morfolojiye sahip oldugu goz-
lemlendi. interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde sayi-
ca artis ve morfolojik olarak diizelme isaretleri saptandi.
Tubuli seminiferi kontorti Kkesitleri normale olduk¢a
yakindi ve Sertoli hiicrelerinde diizelme belirgin olarak
izlendi. Bazal membran ve spermatojenik seri hiicreleri-
nin de normale yakin oldugu tespit edildi. JTBS
skorlamasina gore PAC ile RES verilen grupta sadece
PAC verilen gruba gore diizelme oldugu gézlendi ve RES
uygulamasinin seminifer tiibiillerde istatistiksel olarak
anlaml bir koruma sagladig tespit edildi. Ayrica PAC
uygulanan gruptaki apopitotik pozitif hiicre sayis1 RES
ve PAC'inbirlikte uygulandig1 grup ile karsilastirildigin-
da istatistiksel olarak anlaml bir azalma gosterdi (Tablo
1.

Bu ¢alisma sonuglar1 gostermistir ki PAC bir¢ok organi
etkiledigi gibi testis dokusunda da ¢ok ciddi
histopatolojik hasarlar olusturmaktadir. Bu hasari en-
gellemek icin koruyucu amagh olarak verilen RES’in
testiste koruyucu ve diizeltici olabilecegi ¢alismamizda
gosterilmistir.  Bu c¢alisma dogrultusunda RES'in
kemoterapatik ajanlarla birlikte uygulanmasi halinde
testis hasarini azaltabilecegi soylenebilir.
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