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1. OZET

Primula vulgaris L.'nin Sicanlarda Metotreksat Kaynakh Testis Hasarina Kars1
Antioksidan ve Antiapoptotik Etkisi

Bu ¢alisma, metotreksat (MTX) ile olusturulmus testis hasarma kars1 Primula
vulgaris L. (¢uha gigegi) ekstraktinin antioksidan ve antiapoptotik etkilerini arastirmak
amaciyla yapildi. Caligmada 250-300 g, 32 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan
kullanild1. Her grupta 8 adet sigan olacak sekilde 4 grup (kontrol, MTX, MTX + P.
vulgaris ve P. vulgaris) olusturuldu. Kontrol grubu siganlara bu siire icerisinde sadece
0.8 mg/kg serum fizyolojik gavaj yoluyla verildi. MTX grubu sicanlara sadece
calismanin ilk giinii tek doz 30 mg/kg MTX intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.
MTX + P. vulgaris grubu si¢anlara ¢aligmanin ilk giinii tek doz 30 mg/kg MTX
uygulandi ve daha sonra ilk giinden baslayarak 7 giin boyunca 100 mg/kg sulu ekstrakt
gavaj yoluyla verildi. P. vulgaris grubu sicanlara 7 giin boyunca 100 mg/kg sulu
ekstrakt gavaj yoluyla verildi. 8. giin anestezi altinda siganlarin testisleri ve
epididimisleri ¢ikarildi, kanlar1 alindi ve kansizlastirma yontemi ile Otanazi yapildi.
Cikarilan testisler ikiye boliinerek, testisin bir yaris1 ve epididimis 6rnekleri histolojik
islemler igin, testisin diger yarisi ve alinan kan 6rnegi ise biyokimyasal analizler i¢in
kullanildi. MTX grubunda kontrol grubuna gére seminifer tiibiil ¢api, epitel kalinligi,
sperm sayisi, motilite, vitalite ve Johnsen skorlama degerlerinin azaldigi; liimenine
immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1 ve apoptotik indeksin arttigi (Al) belirlendi. MTX +
P.vulgaris grubunda MTX grubuna gore seminifer tiibiil ¢api, epitel kalinligi, sperm
sayisi, motilite, vitalite ve Johnsen skorlama degerlerinin arttigi; liimenine immatiir
hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisi ve Al'nin azaldigi belirlendi. Biyokimyasal
analizler sonucunda kan plazmasinda ve testis dokusunda kontrol grubuna kiyasla MTX
grubunda malondialdehit (MDA) degerinin arttigi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) degerlerinin ise azaldigi bulundu. MTX grubuna kiyasla MTX +
P.vulgaris grubunda ise MDA degerinin azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin arttigi
bulundu. Tim bu islemler sonucunda MTX’in testiste oksidatif stres olusturarak testise

zarar verdigi, Primula vulgaris’in antioksidan etkileri ise bu hasar1 azalttig1 belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Apoptotik indeks, epididimis, katalaz, oksidatif stres,

stiperoksit dismutaz



2. SUMMARY

Antiapoptotic and Antioxidant Effects of Primula vulgaris L. Against

Methotrexate-Induced Testicular Damage In Rats

In this study, antioxidant and antiapoptotic effects of P. vulgaris against MTX-
induced testicular injurt were investigated. 32 Sprague-Dawley male rats 250-300 g bw.
were used 4 groups (control, MTX, MTX + P. vulgaris and P.vulgaris) each including 8
rats were constructed. The control group rats were given only 0.8mg/kg physiological
saline by gavage for 7 days. The MTX group rats were applied a single dose 30mg/kg
MTX on the first day. The MTX + P.vulgaris group rats applied a single dose
(30mg/kg) MTX on the first day and this group were given 100mg/kg liquid extract by
gavage for 7 days starting from the first day. P.vulgaris group rats were given 100
mg/kg by gavage for 7 days. On Day 8, testicles and epididymides of rats were removed
under anesthesia, blood samples were taken and rats were euthanized by
exsanguination. The removed testicles were divided in two part where one part from
each testicle was used for histological procedures and the other part of half testicle for
biochemical analyses with blood samples. The removed epididymides were used for
evaluating sperm count, motility and vitality. It was determined that with respect to
control group; the seminiferous tubule diameter, epithelial thickness, sperm count,
motility, vitality and Johnsen score were lower and apoptotic index as well as
seminiferous tubule number that immature germ cells fell into its lumen were higher in
MTX group. It was also determined that with respect to MTX group; seminiferous
tubule diameter, epithelial thickness, sperm count, motility, vitality and Johnsen score
were higher and as well as seminiferous tubule number that immature germ cells fell
into its lumen were lower in MTX + P. vulgaris group. After biochemical analyses;
MDA was found to be higher, SOD and CAT were found to be lower in both blood
plasmas and testicular tissues in MTX group with respect to control group. After given
practices; it was concluded that MTX injured testicles by creating oxidative stress and

Primula vulgaris reduced the injury by its antioxidant effects.

Key words: Apoptotic index, epididymis, catalase, oxidative stress, superoxide

dismutase
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3. GIRIS ve AMAC

Kanser, tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda 6nde gelen hastaliklardan birisidir.
Kanser insidans1 Tirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde daha belirgin olmak iizere tiim
diinyada giderek artmaktadir (1). Kanserle miicadele konusunda &zellikle 6nleme ve

tarama ¢aligmalarinin dogru bir sekilde yiiriitiilmesi gerekmektedir (2).

Kemoterapi, kanser tedavisi i¢in etkili bir yontem olmasma karsin kullanilan
ilaglar yiiksek proliferasyona sahip dokularda akut toksik yan etkilere sebebiyet
verebilmektedir (3). Ozellikle testisin germinatif epiteli, bagirsak ve agiz mukoza
epiteli, kil folikiilii hiicreleri bu toksisiteden etkilenmektedir. Kemoterapide kullanilan
ilaglardan MTX’in testis epiteline antioksidan ve antiapoptotik etkilerinin in vivo olarak

arastirilmas1 amaglanmaktadir.

Antineoplastik bir ilag olan MTX’in tek doz olarak kullanilmasiyla bile testislerde
oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Testislerin germinal epitel hiicrelerinin, sitotoksik
kemoterapatiklere karst duyarliliginin fazla olmast nedeniyle deneyimizde testis

hasarinin olusturulmasinda MTX’in kullanilmasi tercih edilmistir.

P. vulgaris ekstraktinin zengin antioksidan yapiya sahip oldugunu gosteren
caligmaya dayanilarak kanser tedavisinde kullanilan MTX’in testis dokusunda
olusturdugu hasarlar iizerine P. vulgaris ekstraktinin koruyucu etkilerinin arastiriimasi

amaclanmaktadir (4).



4. GENEL BILGILER
4.1. Testis Embriyolojisi

Dollenme sirasinda embriyonun cinsiyeti belli olsa da morfolojik 6zellikler ancak
7. haftada olusmaya baslar. Erken donemde genital sistem her iki cinste de benzerlik
gosterir. Genital sistemin bu asamasi bundan dolay1 “seksiiel gelisimin farklilasmamis

sathas1”, gonadlara da “farklilasmamis gonadlar” adi verilir (5, 6).

Gonadlar mezodermal epitel, embriyonik bag dokusu ve primordial germ

hiicrelerinden meydana gelirler.

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 ancak besinci haftada ortaya ¢ikmaya baglar.
Mezonefrozun medialinde, mezotelin altindaki mezensimin ¢ogalmasiyla bir kabariklik
olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar (primer seks kordonlar1) kisa siirede
mezensim igerisine dogru biiyiirler. Farklilasmamis gonad bir korteks ve bir medulladan
olusmaktadir. Embriyo, XX seks kromozom kompleksine sahipse, farklilagsmamis
gonadin korteksi ovaryuma farklilagir ve medullas1 geriler. Eger XY seks kromozom

kompleksine sahipse, medulla testise farklilasir ve korteks geriler, dejenere olur (5).

Insan embriyosunda gelisimin ilk dénemlerinde, yolk kesesinin allantoise yakin
duvarindaki endodermal hiicreler arasinda primordial germ hiicreleri belirir. Besinci
haftanin basinda son bagirsagin mezenterinin dorsali istikametince ilerleyerek gonadal
kabartilara ulasir. Altinci haftada gonadal kordonlara dahil olurlar. Primordial
hiicrelerin indiikleyici etkisi gonadlarin ovaryum veya testise farklilagmasinda 6nemli

rol oynar (6).

Cinsiyet, sekonder oositi dolleyen spermatazoonun X ve Y cinsiyet kromozomu
tarafindan belirlenir. Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki cinsiyet belirleyen bolgede
testis belirleyen faktor (Testis Determining Factor = TDF) geni bulunur. Bu TDF geni,
ilkel cinsiyet kordonundaki hiicrelerde sentezlendiginde taslak gonadlar, testislere
dontisiir. Genital bosaltma yollar1 ve dis genital organlarin cinsiyete gore farklilasmasinm

mevcut gonad tipi belirler (7).

Testisler, seks koromozom kompleksinde bir Y kromozomu tagiyan embriyolarda
gelismektedirler. Testislerin gelisimi, koordineli olarak bir seri genin indiiksiyonu ile

saglanmaktadir. TDF i¢in SRY geni (Sex Determining Region of the Y chromosome)



farklilasmamis gonadin testise doniisiimiinde 6nemli rol oynamaktadir. TDF, primer
seks  kordonlarmi [seminifer (testikiiler) kordonlar] wuyararak, kordonlarin
farklilasmamis gonadin medulla derinliklerine dogru uzamasmi saglar. Kordonlar
burada dallanip agsi bir yapi olusturarak rete testis olusumunu saglarlar. Seks
kordonlarinin tunika albuginea gelistikten sonra ylizey epiteli ile baglantilar1 kaybolur.
Genisleyen testis, gittikce dejenere olan mezonefroz’dan ayrilir. Kendi mezenteri olan
mesorchium ile asili hale gegerken seminifer kordonlar; seminifer tibiillere, tiibiili rekti

ve rete testise farklilasir (5).
4.2. Testis Anatomisi

Her bir testis yaklasik olarak 10-15 g agirhiginda, 4.5-5 cm boyunda ve 2.5 cm
capindadir. Testisler skrotum ad1 verilen torba igerisinde bulunmaktadir. Spermi {ireten
testisler gerekli sicaklik viicut 1sisindan 2-3 OC diisiik olup optimum sicaklik 34 oc’ dir.
(8). Skrotum sicakta sarkarak ve sogukta biiziiserek testislerin optimum sicaklikta
kalmasini saglar. Bu hareketleri skrotumda bulunan kremaster kasi gerceklestirir. Testis

1s1s1nin korunmasinda ayrica ter bezlerinin de 6nemi vardir.

Testislerden her biri 800-1000 kadar seminifer tiibiilden olusmaktadir. Her bir
tibil yaklasik olarak 80 cm civarindadir ve testis igerisinde kivrilmig yapida
bulunmaktadir. Bu tiibiiller spermin tiretildigi yerdir. Tiibiillerin genellikle 1-3 tanesi,
sayis1 yaklasik 200-300 arasinda degisen lobiil (lobcuk) icerisinde bulunur. Testis distan
ice dogru olmak tiizere tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa kiliflari ile
cevrilidir. Tunika albuginea’nin i¢ yliziine yerlesmis olan tunika vaskulosa bir damar

ag1 tabakasi olup testisin icerisindeki tiim lobuli testisi sarar.

Seminifer tiibiillerin duvarlari, spermatojenik hiicreler ve destek (sertoli) hiicreleri
iceren germinal doku ile kaplhidir. Spermatojenik hiicreler; spermatogonia, spermatosit
ve spermatitlerdir. Destek hiicreleri ise germinal spermin olgunlagsmasini saglayan
besleyici hiicrelerden meydana gelmistir. Bu sertoli hiicreleri ayrica androjen baglayici
protein ve inhibin hormonu salgilar. inhibin, hipofizden fazla FSH’1n salgilanmasini

Onler ve kontrol altinda tutar.

Seminifer tiibiillerin arasinda leydig hiicreleri denen androjenleri salgilayan

endokrin faaliyet gésteren hiicreler bulunur. Testosteron androjenlerin en 6nemlisidir.



Testislerin skrotuma inisleri dogumdan 3-4 hafta 6nce gerceklesir. Bazi nedenlerle
genellikle sag testisler inguinal kanalda kalarak testisin skrotuma inisi ger¢ceklesmez. Bu
duruma kriptorsidizm adi verilir. Abdominal boslukta kalan testisler sperm iiretme
kabiliyetini kaybeder. Bunun oOnemli nedenlerinden birisi spermlerin iiretimi ig¢in
gerekenin iizerindeki 1sidir. 2 yasina kadar uygulanan operasyonlar kisirligi engeller.

Operasyon 5. yastan sonraya kalirsa spermatogenez zarar gortir.
4.3. Testis Histolojisi

Testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penis erkek iireme sistemini
olusturur. Testisin baglica gorevleri hormon ve spermatozoon iiretmektir. Testiste
tiretilen baslica hormon testosterondur. Bununla birlikte erkek fizyolojisi i¢in hem
testosteron hem de metaboliti dihidrotestosteron gereklidir. Embriyo ve fetiisiin gelisimi
sirasinda cinsel farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolii icin testosteron
spermatogenez onemlidir. Ergenlik ve eriskinlik ¢caglarinda dihidrotestosteron pek ¢ok

doku ve organ tizerinde etkilidir.

Testislerin ¢evrili bulundugu tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak
mediastinum testisi olusturur. Burada septumlar bezi yaklasik 250 adet testikiiler lobiile
ayrirlar. Her lobiilde 1-4 seminifer tiibtil bulunur. Seminifer tiibiilii saran bag dokusu
bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve interstiyel hiicreler (leyding hiicreleri)
igerir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlart iiretir. Intertisyel

hiicreler ise testikiiler androjenleri salgilar (9).
4.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tibil 150-250 um ¢apinda ve agilmis hali 30-70 cm uzunlugundadir. Bir
testiste bulunan tiibiillerin toplam uzunlugu 250 m civarindadir (10). Seminifer tibila
saran fibroz tunika propria fibroblast katmanlardan olugmustur. En igte bulunan katman,

diiz kas 6zellikleri de gosteren yassilanmis miyoid hiicreler igerir.

Seminifer epiteli olusturan iki tip hiicre vardir. Bunlar destek (sertoli) hiicreleri ile
spermatogenezdeki seriyi olusturan hiicrelerdir. Spermatogenik hiicreler 4 — 8 tabaka

halinde diizenlenmistir (11).



4.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri saran uzamig piramidal
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin tabanlar1 bazal laminaya tutunurlar. Sertoli hiicrelerin apikal
uclart ise siklikla seminifer tiibiilin limenine uzanir (10). Hiicre yan yiiz zarlar
karmagik sekilde ice dogru katlanmalar olusturur. Liimene bakan apikal hiicre
membranlar1 da oldukca katlanmali yapida olup seminifer liimen icine ¢ikintilar yapar.
Sertoli hiicreleri bazalde yerlesik, agik renk ve bir iki c¢entikli oval heterokromatik

cekirdek ile merkezi yerlesimli biiyiik bir ¢ekirdege sahiptirler (12, 13).

Sertoli hiicreleri puberteye degin seminifer epitelin baskin hiicre tipindeyken,
puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur.
Spermatogenik hiicre toplulugu azaldiginda, Sertoli hiicreleri yeniden epitelin baskin

hiicresi olur (14).

Mikrotiibiiller ve ara filamentlerden olusan gelismis bir hiicre iskeleti bulunan
sitoplazmada, az sayida graniilli endoplazmik retikulum, ¢ok sayida graniilsiiz
endoplazmik retikulum, bol miktarda mitokondri, iyi gelismis golgi kompleksi, lipid

damlaciklari, lipofuskin i¢eren lizozomlar ve glikojen graniilleri bulunur (15, 16).
Sertoli hiicrelerinin dort 6nemli fonksiyonu vardir:

e Spermatozoonlarin  desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin
diizenlenmesi: Spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve metabolitlerin
alip verilmesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtagtirlar.

e Fagozitoz: Spermiyogenez esnasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde dokiilir. Bu sitoplazmik parcaciklar fagosite edilirken
Sertoli hiicre lizozomlar1 tarafindan yikilirlar (10).

e Sekresyon: Seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde akan ve sperm
taginimi i¢in kullanilan siviyr Sertoli hiicreleri salgilamaktadirlar. Androjen
baglayict protein sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil protein,
seminifer tibil i¢inde spermatogenez igin gerekli olan testesteronun
yogunlagsmasini saglamaktir. Sertoli hiicreleri, testesteronu Ostradiyol haline
cevirebilmektedirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden
FSH sentez ve salinmasimi Onleyen ‘inhibin’ adi verilen bir peptid

salgilamaktadirlar (9).



e Anti-Miillerian Hormon Uretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda
erkek fetusta Miiller kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.
Miillerian-inhibe edici hormon olarak da isimlendirilir. Testosteron ise Wolf
kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini saglar (17).

4.3.3. Spermatogenik Hiicreler (Germ Hiicreleri)

Bu hiicreler Sertoli hiicreleri ile birlikte seminifer tibil epitelini olusturan,
diizenli olarak ¢ogalarak olgun spermatazoonlara farkhlasan hiicrelerdir (11, 18, 19).
Hiicreler seminifer tiibiillerde, liimen ile bazal lamina arasinda yerlesmis 4-8 hiicre kati
olusturan ve gelismekte olan hiicre serilerini igerir. Bunlar ¢ogalip farklilasan ve olgun
germ hiicreleri olan spermatazoonlarin olugsmasmi saglayan farkli donemlerdeki
hiicreleri temsil ederler (20). Bu hiicreler, bazaldan limene dogru spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermazoon olarak siralanir (14,
15).

4.3.3.1. Spermatogonyum

Bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid hiicrelerdir (14).
Yaklagik 12 um capinda olup yuvarlagimsi sekle sahiptirler. Cekirdekleri irili, ufakli
kromatin tanecikleri ve bir ¢ekirdekgik igerir (21). Spermatogonyumlar spermatogoniyal
kok hiicreden koken alirlar ve pubertede baslayan mitotik bolinmeler gegirirler. Sertoli
hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer aldiklarindan kan-testis bariyerinin

disinda yer alirlar (14).

Insanda morfolojik olarak ayrilabilen koyu renkli boyanan Tip A koyu
spermatogonyum, soluk renkli boyanan Tip A a¢ik spermatogonyum ve Tip B

spermatogonyum olmak iizere 3 tip spermatogonyum vardir.

Tip A koyu Spematogonyumlar: Kiigiik ve kubbe seklinde olup 12 pm ¢apindadir.
Cekirdekleri oval ve heterokromatiktir. Seminifer epitelin kok hiicreleridir. Depo
hiicreleri olup hiicre dongiisiine girmezler. Mitozla boliinerek yeni koyu ve A tipi agik

spermatogonyumlari yaparlar (11).

Tip A acik Spematogonyumlar: Oval sekilli olup, cekirdekleri dkromatiktir ve
acik boyanir. Niikleous cok belirgindir. Testesteron hormonu etkisiyle mitozla
boliintirler ve B tipi spematogonyumlar: olustururlar. Bu hiicreler B tipine donlismeden

once sirasiyla Al, A2, A3, A4 ve daha sonra ara spematogonyumlar1 yaparlar (11, 15).



Tip B Spematogonyumlar: Cekirdek¢ik merkezi yerlesimli ve biiyiikk yogunlasmis
kiimeler olusturan kromatin olusturan ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. B tipi

spematogonyumlar, primer spermatositleri olustururlar (15).
4.3.3.2. Primer Spermatosit

Vezikiiler gorinimlii 18 um biiyiikliiginde belirgin bir ¢ekirdek igerirler (9).
Spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir. Baslangigta 46 kromozom ve 2n DNA’ya
sahip olan primer spermatositler kisa siirede 1. mayoz bélinmenin profaz evresine

girerler ve DNA’larin1 4n’e ¢ikarirlar (9, 15).
4.3.3.3. Sekonder Spermatosit

I. mayoz bolinme tamamlandiktan hemen sonra olusan sekonder spermatositler
kiigiik hiicrelerdir ve yeniden DNA eslesmesi olmadan dogrudan II. mayoz boliinmeye
girdiklerinden, seminifer epitelde sik izlenemezler. Yasam siireleri ortalama 8 saattir.
Kromatitleri, bolinme sonunda ayrilarak her biri bir spermatide gider ve n kromozomlu
4 adet spermatid olusur (9, 14, 22).

4.3.3.4. Spermatid

Yaklagik 8 pum ¢apinda, kiicik ve yuvarlak hiicreleri olan spermatidlerin
sitoplazmalarinda mitokondriler, ¢ekirdegin yakininda yer alan 1yi gelismis Golgi
kompleksi, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar, graniilsiiz ve graniillii endoplazmik
retikulum tibiilleri icerirler (9, 11). Seminifer tiibiillerde, liimen yakininda ve adluminal
bolmede yerlesmislerdir (9, 15, 22). Spermatozoonlara doniisme siireci boyunca
spermatidler, bol hidrolitik enzim depolar, sitoplazmalarinin bir kismi atilir ve
organellerini azaltirlar. Flagellum ve ilgili yapilar sekillenir (11). Sertoli hiicrelerinin
girintileri arasina gomiilen Spermatidler liimene dogru yol alirken, uzarlar ve
spermiyogenezis adi verilen bdliinmenin gergeklesmedigi karmasik bir olgunlagsma

isleminden gecerler.

Spermiyogeneziste hareketsiz spermatidlerin uzayarak, hareketli

spermatozoonlara doniistiigli sirali degisimler dort asamada gergeklesir (21):

1. Golgi Evresi: Golgi kompleksi lamelleri ile vezikiilleri bir kutuplasma
gosterir ve spermatidde anterior kutup olusur. Golgi bolgesinde proakrozom

graniillerinin  birikmeye baslaylp, akrozom graniiliinii olusturmasi



farklilagmanin ilk belirtileridir. Golgi membranlarinda gelisen akrozomal
kese, i¢indeki glikoproteinden zengin igerigi nedeniyle PAS (Periyodid Asit
Schiff) pozitif olarak belirir. Akrozomal kesenin membrani dis niikleus
membrani ile birlesir. Niikleusun bir kutbunda akrozom olusumu ilerlerken,
karsit kutupta da sentriol, niikleus membranina yaklasir ve bu bolgeden bir
flagellum biiylimesi baslar. Bu esnada, mitokondriler perifere go¢ edip
plazma membranina yakin siralanma gosterirler.

Baslik (Kep) Evresi: Akrozomal kesedeki sivi Golgi kompleksinin yer
degistirmesi ile resorbsiyona ugrar ve kese yassilasir; niikleus lizerine yapisip,
baslik gibi oturur. Bu donemde kromatin yogunlasir, yassilasmaya ve
uzamaya baslar; hiicre membranina yaklasir ve spermiumun bag olusumu
ilerler. Hiicrede kuyruk olusumunun ilerledigi bolgeye dogru sitoplazma
birikir (23).

Akrozomal Evre: Niikleusun 6n yarisim1 kaplayacak sekilde akrozomal
vezikiil ve graniil yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom
hidrolitik enzimler (hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine
benzer bir proteaz gibi) igerir. Akrozomal faz sirasinda spermin akrozomu
iceren On kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir. Ayrica niikleus
uzaylp daha yogun bir hale gelir. Sentriyollerden bir tanesi geliserek
flagellumu olusturur. Mitokondriler flagellumun proksimal pargas: etrafinda
toplanarak orta parca adi verilen kalinlasmis spermatozoonlarin hareketlerinin
kaynagini aldigi bolgeyi olustururlar. Flagellum hareketi, mikrotiibiller, ATP
ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkinlesmesi
sonucunda olusur (9).

Olgunlasma (Matiirasyon) Evresi: Sertoli hiicresi spermatozoon farklilagsmasi
tamamlandiginda, sitoplazmasinda yerlesmis oldugu girintiden ayrilir. Sertoli
hiicreleri ~ sitoplazmas:1 i¢indeki diiz endoplazmik retikulum (SER)
membranlari toplulugunda sigmeler olmakta ve yiizey girintideki diizlesme ile
farklilasmis olgun spermatozoon, sertoli hiicresi ile iliskisini kesip limene

gecmektedir (23).
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4.3.3.5. Spermatozoon

Spermatozoon 65 pm uzunlugunda olduk¢a uzun bir hiicredir (23). Uzun bir

kuyruk ve ¢ekirdek ve akrozomu igeren bas olmak lizere iki boliimden olusur. Boyun,

orta par¢a, esas par¢a ve son parc¢a kuyrugu igerir (15).

a)

b)

Bas: Insanda, bas uzun ekseni boyunca 7 pm olan yassilasmis armut seklini
andirir. Bas bolgesi nerdeyse tamamen niikleustan olusur. Yogun kromatin
yapist i¢indeki kromatinden fakir aydinlik bolgeler “niikleus vakuolleri” diye
bilinir (23). Akrozom ve onunla sarilmis ¢ekirdek basi olusturur. Akrozom,
proteaz, asit fosfataz, hyaluronidaz, akrosin, néraminidaz gibi lizozomlarda
bulunan hidrolitik enzimleri igerir (11, 14). Bu 6zellik, fertilizasyon esnasinda
spermiun basinin, korona raditayr kolayca asip, zona pellusiday:r eriterek
ovuma ulagsmasinda 6nemlidir (13).

Kuyruk: Orta parga, esas parca, boyun ve son par¢a olmak iizere dort
bolimden olusur (11, 15). Bas ile kuyruk segmentlerini birlestiren boyun
bolgesi kisa bir bolge olup sentriolleri igermektedir. Sentriollerden biri,
flagellumun aksonemasini yapar. Aksonema, 9+2 formiiline uyan c¢ift
mikrotibiilislar tasir. Aksonema, boyunda fibroz bir halka olusturup,
etrafinda sitoplazma Ortiisti bulunur. Basin uzunluguna yakin 6lcilide olan orta
parcada flagellum aksonemas: disinda longitudinal 9 kalin fibril demeti yer
alir. Bunun disinda da spiral siralanmig mitokondri toplulugu bulunur (23).
Esas par¢a kuyrugun en uzun parcasi olup 45 pm’dir. Annulus adi verilen
mitokondri sarmalinin son boliimiiniin altinda yogun bir halka olan son
halkadan baglar, mitokondri sarmali icermez. Yedi dis kalin lifle saril,
aksonem ve bunlari ¢evreleyen fibroz bir kilif esas parcayi olusturur (11, 14).

Son parga, aksonemadan olusan kisa bir sonlanma halinde gozlenir (23).

4.3.4. Interstisyel Alan ve Leydig Hiicreleri

Sinirler, bag dokusu elemanlari, kan ve lenfatik damarlar testisin seminifer

tiibiilleri arasindaki bosluklar1 doldurmustur. Interstisyel alandaki lenf damarlarmin

olusturdugu yogun sebeke, bu organdan alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin

bilesimindeki benzerligi aciklamaktadir. Fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu

hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar gibi ¢esitli tipteki hiicreler bag dokusunu
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olusturur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir. Bu hiicre yuvarlak ya da
poligonal sekilli olan ve merkezi bir niikleusu ve kii¢iik lipid damlaciklarindan zengin
eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Bu hiicreler testisin interstisyel ya da

Leydig hiicreleri olup steroid salgilayan hiicre 6zelligi gosterir (9).

Leydig hiicreleri steroid salgi yapan hiicrelerin genel yapisal o6zelliklerini
gosterirler ve eozinofilik sitoplazmalarinda tiibiiler kristali mitokondriler, bol graniilsiiz
andoplazmik retikulum tibiilislar:, iyi gelismis Golgi kompleksi, lizozomlar ve ¢ok
sayida lipid damlaciklari bulunur (9, 11, 18).

Leydig hiicrelerinde en fazla graniilsiiz endoplazmik retikulum bulunur. Bu
hiicrelerdeki organellerin ve inkliizyonlarin ¢ogu testosteron sentesini ve salgisini
diizenler. Testosteron kolesterolden tiirer. Kolesterol ya dolasimdaki diisiik yogunluklu
lipoprotein molekiillerinden tiiremekte ya da dogrudan graniilsiiz endoplazmik
retikulum zarlarinda sentezlenmektedir. Kolesterol zarla sarili olmayan lipid
damlaciklarinda gerektiginde kullanilmak {izere depolanir. Tasiyict proteinler
kolesterolii mitokondrinin i¢ =zarina aktardiktan sonra mitokondriler luteinizan
hormonun etkisiyle kolesterolii pregnanolona ¢evirir. Graniilsiiz endoplazmik
retikuluma sentezlenen pregnalonon mitokondri zarindan aktarilir. Pregnanolon
lizerinde graniilsiiz endoplazmik retikulum {izerindeki enzimler c¢esitli degisikler
gerceklestirerek bunu testesterona cevirirler. Sentezlenen testesteron hiicre zarindan
difiizyonla gecger. Testesteron hiicre disina salindiktan sonra dolasima gecerek hizla

dolagimdaki steroid baglayici proteinlere baglanir (21).
4.3.5. Kan-Testis Bariyeri

Testikiiler s1v1 i¢ine kandan ¢ok az maddenin gegmesinin nedeni kan ile seminifer
tibillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyer bulunmasidir. Bu bariyer erkek germ
hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara karsi korunmasinda onemlidir. Ayrica bu

bariyer Sertoli hiicrelerinin arasindaki tikayici baglantilar ile olusturulur (9).

Kan-testis bariyerinde peritiibiiler miyoid hiicreler ve Sertoli hiicreler olmak tizere
iki hiicre grubu bulunur. Sertol hiicreleri ve bunlarin aralarinda yaptiklar1 6zellesmis
baglant1 birimleri bariyerin olusturulmasinda yapisal olarak esas dneme sahiptir. Siki

baglant1 birimleri epitelyum hiicreleri arasinda viicudun en sik1 bolgelerini olustururlar.
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4.4. Epididimis

Cok sayida ductuli efferentes kanallarinin tek kanal halinde toplanip kivrintili bir
kanal halindeki devami epididimisi olusturur. Ductus epididimis, 5-7 metre
uzunlugunda diizlestirilmis ve kivrintili toplu halde 5 cm’lik bir uzunluk igine
yerlesmistir (23). Epididimis bir bas, bir gévde ve kuyruk bdlgesi olmak iizere ii¢
boliimden olusup; embriyoda mezonefrozdan tiirer (21, 23). Ductuli efferenteslerin
sikica baglandigr boliim bas pargasini olusturur. Bas boliimiinde sap seklinde bir
uzantiya sahip kistik bir yap1 olan apendiks epididimis yer alir ve erkeklerin %25’inde
bulunur (21). Epididimisin her ii¢ kisminda kanal ¢evresini saran bag dokusu ve kan

damarlar1 bulunur (18).

Kok hiicreler epididimisin kanalinin duvarinda; apikal boliimde liimene kadar
uzanan uzun, hareketsiz stereosilyaya sahip yliksek prizmatik hiicreleri barindiran ¢ok

yiiksek yalanci ¢ok katli epitelyum bulunur (21).

Epididimisin bas bolgesinde epitelyum kalinlig1 daha uzun, kuyruk bolgesinde ise
daha kisadir. Bastan kuyruga dogru kalinlig1 artan bir i¢ dairesel diiz kas tabakasi ve
govdeden itibaren goriinen bir dis uzunlamasina tabaka, epiteli ve bazal laminay1
kusatir. Epididimis kanali boyunca spermin taginmasini kolaylagtirmak icin kas tabakasi

peristaltik hareketler yapar (14).
Epididimisin ii¢ ana gorevi vardir:

1. Spermatozoonlarin ejakiilasyona kadar depolanmasi,

2. Spermatozoonlarin depolanma bolgesi olan epididim kuyruguna dogru
peristaltik hareketlerle taginmasi,

3. Spermatozoonlarin olgunlagsmasi: bas bolgedeki spermatozoonlar délleyebilme
yetenegine sahiptir. Olgunlasma su sekildedir: yogunlagmis kromatinin
sabitlenmesi, plazma membranmnin ylizey yikiindeki degisiklikler,

spermatozoon tarafindan yeni ylizey proteinlerin kazanilmasz.
4.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem
45.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikal; bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren yliksek

reaktiviteli molekiil veya gruplara denir (24). Stabil halde olan atom ya da molekiile bir
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elektron eklenir ya da ¢ikarilirsa reaktif hale gelmektedir (19, 25). Radikallerle
reaksiyona giren molekiiller de reaktif hale gelmektedir. Bir antioksidan sistem
miidahale edinceye kadar bir radikalin diger molekiillerle etkilesmesi zincirleme

reaksiyon seklinde devam etmektedir (26, 27).

Serbest oksijen radikalleri; Hidrojen Peroksit (H,O), Siiperoksit Radikali (Oy),
Hidroksil Radikali (HO"), Perhidroksil Radikali (HO,) gibi oksijen tiirevleri sayilabilir.
Serbest radikallerin metabolizmanin normal isleyisi sirasinda ya da patolojik olaylarla
ortaya ¢ikmasiyla organizmada oksidatif stres olusur. Oksijenin toksik etkisi yer aldigi
biyokimyasal tepkimelerde gerceklesen enzim inhibisyonlart ve olusan oksijen

radikalleriyle ortaya ¢ikmaktadir (28, 29).

Oksidatif stres su sekilde ortaya c¢ikmaktadir: serbest oksijen radikalleri
metabolizmada diizenli olarak iiretilmekte olup antioksidan savunma sistemi tarafindan
notralize edilmektedir. Reaktif oksijen tirtinleri (ROS) asir1 miktarda iiretildiginde ya da
antioksidan sistemi baskilandiginda oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres
organizmada cesitli sorunlara yol agmaktadir. Bunlar arasinda kontrol edilmeyen hiicre
boliinmeleri, genomik kararsizliklara neden olan timér gelisimi, karsinojenezin
baglamasinda kritik rol oynayan DNA hasar1 sayilabilir (30). Radikallerin en zarar
verici etkisi poliansatiire yag asitleri ve fosfolipidden olusan hiicre membrani {izerine
olur. Poliansatiire yag asitlerinin ROS tarafindan yikilmasi sonucu; peroksitler, alkoller,
etan, pentan gibi irlinler olusur (31). Lipid peroksidasyonunun ROS tarafindan

indiiklenmesiyle fonksiyonel ve yapisal hiicre hasar1 olusur (32).

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusuan
Malondialdehit (MDA) membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyonuna sebep olmaktadir. Bu da hiicrelerde iyon transportu, hiicrelerde
deformasyon ve enzim aktivitesi gibi intrinsik membran 6zellikleri degismektedir (29,
33).

4.5.2. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar serbest oksijen radikallerinin yapimin1 ve bunlar sonucunda
meydana gelen hasar1 6nlemek i¢in viicut tarafindan gelistirilen bir savunma sistemidir
(34). Organizmanin kompleks bir antioksidan defans sistemi vardir (35).

Antioksidanlarin oksidanlari etkisizlestirmesi dort asamada olmaktadir:
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1. Temizleme (Scavenging) Etkisi: Enzimler tarafindan oksidanlar zayif
molekiillere ¢evrilir.

2. Baskilama (Quencher) Etkisi: Vitaminler ve flavonoidler oksidanlara bir
hidrojen aktararak onlar etkisiz hale getirir.

3. Onarma (Repair) Etkisi: Hasar goren DNA molekiiliinii tamir eden enzimler
ornek verilebilir (36).

4. Zincir Koparma Etkisi: Hemoglobin, Seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engellerler (37, 38).
Antioksidanlar iki gruba ayrilir. Bunlar:

a) Enzimatik antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve mitokondriyal sitokrom
oksidaz’dur.

b) Enzimatik olmayan antioksidanlar: Askorbik asit, p-karoten, vitamin E,
melatonin, polifenol, transferin, albumin, iirik asit, bilirubin, laktoferrin ve

seruloplazmin’dir (39).
4.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz antioksidan bir enzimdir. Siiperoksit serbest radikalini
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler (40, 41). Dokularda
oksijen kullanimi arttikga enzimin aktivitesi de artmaktadir. Enzimin %385’1

ekstraselliiler s1v1 ve sitoplazmada; %15°i mitokondride bulunmaktadir (26, 42, 43).

O,* +0,+ +2H+ SOD | H,0,+0,

Sekil 1. Siiperoksit Dismutazin (SOD) reaksiyonu

4.5.2.2. Katalaz (KAT)

Katalaz bir hemoproteindir. Yapisinda dort hem grubu bulunur. Katalaz sitozolde
ve mikrozomal fraksiyonda da bulunmak iizere biiyiik oranda peroksizomlarda bulunur
(39, 40). Etkisini hidrojen peroksit ve metil/etil hidroperoksitleri iizerinde gosterir (26).
Granulomat6z hiicrelerde, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi koruma gorevi

vardir (39, 40).
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Katalaz

2H202 ——>» 2H20 + O2
Sekil 2. Katalazin (KAT) reaksiyonu

4.6. Apoptoz

Apoptoz programli hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (44, 45). Hiicrelerin kendi
kendini yok ettigi, RNA (riboniikleik asit)’ya, protein sentezine ve enerjiye ihtiyag
duyan programli hiicre 6liim seklidir (46).

Apoptozun gorev aldigr durumlara kan hiicreleri, deri gibi hiicre yenilenmesinin
hizli oldugu dokularda yaslanan hiicrelerin yok edilmesi; embriyogenez ve metamorfoz
stirecinde fetusun gelisim siireci; embriyolojik siirecte parmak aralarindaki zarin yok
edilmesi, istenmeyen ndronlarin ortadan kaldirilmasi gibi durumlar 6rnek verilebilir.
Ayrica bagisiklik sistemi hiicrelerinin se¢iminde, menstriiel siklusta endometrial hiicre

yikiminda, menapozda folikiil atrezinde de apoptoz rol oynar (47).
4.7. Metotreksat

MTX  (4-amino-4-deoxy-10-N-methylpteroylglutamic  acid)  bir  folik  asit
antonogonistidir ve kemoterapide yaygin olarak kullanilan antimetabolit ve
antineoplastik bir ilagtir (48). MTX’in romatizmal hastaliklar, 16semi, lenfoma,
osteosakrom, akciger ve meme kanseri, bas ve boyun tliimorleri, romatoid artrit,

psoriazis, vaskulit gibi ¢ok genis kullanim endikasyonlar1 bulunmaktadir (48-50).

HoN N N
D j\/
N = N
= N 0
H
NH, N,
’im

0]

0 OH

Sekil 3. Metotraksatin (MTX) kimyasal yapisi
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MTX, dihidrofolik asidin 4-aminoN*’-metil analogudur ve dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) enziminin aktif bolgesine siki bir sekilde baglanip onu inhibe ederek
tetrahidrofolat sentezini durdurur. Tetrahidrofolat sentezinin inhibisyonu DNA ve RNA
icin gerekli piirin bazlarinin sentezinin durmasina yol agar. Bu inhibisyonla
tetrahidrofolat {iretimi duracagindan pirimidin timidilat ve piirin niikleotidlerinin
(adenin ve guanin) biyosentezi ger¢ceklesmez. Boylece DNA, RNA sentezi ve hiicre i¢in
gerekli olan ATP yapimi durur. Ayrica dihidrofolatpoliglutamatlar (FH,Glu,) FH4’e
dontisemeden kaldiklarindan MTX’in poliglutamat tiirevleri toksik inhibitor olarak
birikir ve biiylik yapida olduklarindan hiicre disina ¢ikamazlar. Bu durum hiicre 6liimii

ile sonuglanir.

MTX’in S donemindeki hiicrelere sitotoksik etkisi vardir. Tiimor, karaciger ve
bobrek hiicrelerinde uzun siire bagh kalan MTX’in, tiimor hiicrelerindeki bu durumu
tedavi i¢in Onemlidir. Antimetabolitler, istirahat halindeki hiicrelere sitotoksik etki
yapamadiklar1 bilinmektedir. Fakat MTXin, latent sitotoksik etkisi, hiicre boliinmeye

basladig1 zaman aktif hale gegerek hiicrenin 6lmesine sebep olur (51).
4.7.1 Metotreksat’in Endikasyonlari

MTX, diger antineoplastiklerle kombine edilerek onkoloji iinitesinde gilinliik 3-10
g/m? dozda hazirlanarak koryokarsinom, girtlak kanseri, meme kanseri, bas ve boyun
kanseri, ovaryum ve mesane kanseri, 16semi, lenfoma, osteosarkom tedavilerinde
kullanilmaktadir. Daha diisiik dozlarda 100-1000 defa seyreltilerek antinflamatuvar ve
hiicre boliinmelerini inhibe ettiklerinden psdriyazis, romatoid poliartritler, sindirim
kanallar1 ve karacigerin bazi inflamatuar hastaliklari, testis kanseri ve bazi durumlarda

siddetli astimlarda da kullanilabilmektedir.
4.7.2 Metotreksat’in Yan Etkileri ve Tla¢ Etkilesimleri

MTX’in yan etkilerinin siddeti ve ciddiyeti, genellikle uygulama sikligina ve
dozajina baghdir. En sik rastlanan yan etkileri; iilseratif stomatitis, I6kopeni, bulant1 ve
mide bagirsak sistemi problemleri, kendini iyi hissetmeme hali, agiklanamayan
yorgunluk hali, iislimeye bagh titremeler, ates, bag donmesi, hastaliklara karsi direng
azalmasidir. Ayrica organ sistemlerine gore cesitli yan etkileri bulunmaktadir. Agizdaki
agr1 ve lilserasyonlar toksisitenin ilk belirtileridir. Gebeligin biitliin donemlerinde

teratojen etki gosterebilmektedir. Gonadlar iizerindeki toksik etkisi spermazoidlerde
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degisme ve oligospermiye neden olabilmektedir. Diisiik dozajlarda kullanimi sag telinde

incelmeye yol agabilmektedir (52, 53).

MTX baz1 asit yapili ilaglarla zararli etkilesimler yapmaktadir. MTX, plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglandigindan asit yapili ilaglar bu yapiy1

bozabilmektedir.

MTX’in sitotoksik etkisi kanser hiicreleri icin secici degildir. Yiiksek
proliferasyona sahip sa¢ folikiilleri, bagirsak mukozasi ve kemik iligi gibi dokular ve

gonad da MTX’in toksisitesinden etkilenmektedir.
4.8. P. vulgaris Hakkinda Genel Bilgiler

Primula L. cinsi, Primulaceae familyasinin en biiyiik cinsidir ve diinyada Primula
cinsine ait tlirlerde siis bitkisi olarak kiiltiiri yapilmaktadir (54). Primula cinsi, diinyada
425 tiir ile temsil edilmekte olup (55) bunlarin %75’1 Himalaya daglarinda ve Bati
Cin’de bulunmaktadir (56). Primula cinsi iilkemizde 3 alt cinste yer alan 8 tiir ve bu
tiirlere bagl 11 takson ile temsil edilir. Ozellikle P. davisii W.W. Sm ve P.longipes
Freyn & Sint. taksonlari, lilkemizin 6nemli gen kaynaklari icinde yer alan endemik
bitkilerdir (57). Primula cinsinin bazi tiirleri halk ilac1 olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (58). Ozellikle P. veris L., P. vulgaris Huds. ve P. elatior (L.) Hill
tiirlerinin yaprak ve rizomlarindan elde edilen oziitlerin ditiretik, antispazmodik, agri
kesici, ates diistiriicii, balgam sokiicii, Oksiiriikk giderici, sakinlestirici, uykusuzluk
hastaliklarin1 giderici olarak ve soguk alginligi, akut ve kronik bronsit hastaliklarinin

tedavisinde kullanildig bilinmektedir (Resim 1) (58, 59).
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Resim 1. Primula vulgaris 'in genel goriiniisii

Alem :Plantae (Bitkiler)

Bolim : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif  : Magnoliopsida (ki ¢enekliler)
Takim : Ericales

Familya : Primulaceae (Cuha ¢igegigiller)
Cins  :Primula

Tiir : Primula vulgaris

Alttiir 1.: Primula vulgaris subsp. vulgaris

Altttir 2.: Primula vulgaris subsp. sibthorpii

Primula vulgaris subsp. vulgaris: Cigekleri agik sar1 veya beyaz renkli olup
Tiirkiye’de 500-2100 m arasindaki yiikseltilerde bulunurlar. Genellikle ¢igeklenmeleri
Mart ve Haziran aylar1 arasinda gerceklesir. Golgeli veya agik ¢ayirlik alanlar, yapragini

doken veya her zaman yesil agaglarin alt1 ve ¢ayirliklar gibi nemli alanlarda bulunurlar.

Primula vulgaris subsp. sibthorpii: Cigekleri mor-pembe ile leylak rengi bazen
de beyaz renklidir. Tiirkiye’de 1-850 m arasindaki yiikseltilerde yayilis gosterirler. Mart
ve Mayis aylari arasinda ¢igeklenirler. Maki, mese ormanlari, findik bahgeleri, ¢ayirlar,

caliliklar ve c¢imenlik alanlarda ve siklikla nemli bdlgelerde yayilis gosterirler.
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Tirkiye’nin bati kesimlerinde Primula vulgaris subsp. Sibthorpii oldukg¢a diisiik
yiikseltilerde bulunur (60).

Akgaabat’tan toplanan Primula vulgaris, fenolik bilesiklerden zengin bir dogal
iirtin olup, yapisinda bulunan protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, gallik asit, vanilik
asit ve rutince zengin antioksidan yapilarindan dolay1 biyolojik degeri yiiksek bir
irtindiir. Karadeniz bolgesi Primula vulgaris dikimi ve {iretimi igin ¢ok elverigli bir
bolge olmasi nedeniyle bu degerli iiriinlin gida sanayiinde daha yaygin bigimde

kullanilmasi koruyucu tip agisindan yararli olacaktir (4).
4.9. Bitkilerin Tedavi Amac¢h Kullanilmasi

Bitkiler, insanligin var olusundan bu yana hayatin vazgecilmez temel
kaynaklarindan birisi olmustur. Ilk¢aglardan beri insanlar bitkileri gesitli amaglarla
kullanmiglar, bitkileri tanimis ve tanitmaya ugrasmislardir. Bitkilerin besin maddesi
olarak kullanilmalarinin yani sira; koku verici ve tat verici olarak da kullanimi
yaygindir. Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmalar1 ise eski uygarliklara kadar
dayanmaktadir. 1800’11 yillarda bitkilerden etken maddenin elde edilmesi, ardindan
ozellikle 20.yy’in son ceyreginde analiz yoOntemlerinin gelismesiyle igeriklerinin

saptanmasi ve etkilerinin arastiritlmasi biiylik 6nem kazanmistir (61).

Insanlar eskiden beri hastaliklara kars: bitkiler ile ¢are aramaya ¢alismislar ve bu
bitkiler ile tedavi etme yontemlerinden basarili sonuglar almislardir. Bundan dolayidir
ki, bitkisel iirlinlerin tedavide kullanimi ge¢misten giinlimiize kadar devam etmistir.
Bir¢ogu tesadiifen, bircogu da denenerek etkileri anlasilan dogal ilaglar, kulaktan kulaga
yayilarak taninmaya baslamis ve yillar gegtikge de daha farkli bitkilerin bagka
hastaliklara da deva olduklari anlagilmistir (62).

‘Bitkilerle tedavi ya da bitkilerin tedavi amaciyla ilag olarak kullanilmast’
anlamina gelen ‘fitoterapi’ terimi ilk kez Fransiz hekim Henry Leclerc (1870-1955)
tarafindan kullamlip tip litaratiiriine kazandirilmistir. Ilaglar eczanelerde bitkisel
kaynakli ya da bitkisel kaynakli bilesiklerin sentezlenmis tiirevleri seklinde
satilmaktadir. Tibbi bitkiler, eczacilikta bazi preparatlarin (tentiir, ekstre, surup, gargara
vb.) hazirlanmasinda ve tedavide kullanilan saf etkili maddelerin (alkoloit, glikozit,
heterozit, tanen, saponozit vb.) elde edilmesinde kullanilmaktadir. Sentetik olarak elde

edilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, sadece tek etkiye sahip olmalari,
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insanlan tekrar dogal kaynakli ilaglar1 kullanmaya yonetmistir. Bu amagla yeni dogal
ilac ham maddeleri bulmak iizere bitkiler lizerinde yapilan arastirmalar giin gectikce
Onem kazanmaya baslamistir. Romanya, Macaristan, Cin, Kore, Japonya ve Bulgaristan
orneklerindeki gibi birgok iilkede bitkilerle tedavi bir devlet politikas1 haline gelmistir
(63).

Uretilen sentetik kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, 6zellikle
antimikrobiyal olarak kullanilan sentetik ilaglara karst organizmalarin direng
olusturmalar1 gibi sebeplerden dolay1 dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tasiyan

tibbi bitkilerin 6nemi daha ¢ok artmigtir (64).

Dogal ortami tahrip etmeden devamli, kaliteli ve standartlara uygun {iriin tiretmek
icin tibbi ve aromatik bitkiler kiiltiire edilmeye baslanmistir. Bu tibbi bitkiler kiiltiire
edildiginde yabanci madde tasimayan ve etken madde verimi yiiksek bitkiler elde
edilmektedir. Ulke ekonomisinin yiikselmesine ve endiistriyel sektdrlerin gelismesine

katk1 saglanmaktadir (65).
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5. GEREC ve YONTEMLER
5.1. Deneysel Calisma Asamasi
5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Bakimi ve Barinmasi

Bu galisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 25.02.2014 Tarihli ve 8 sayili karar1 ile onaylanmistir. Tez ¢alismast
siiresince kullanilan deney hayvanlari, kimyasal malzemeler, ara¢ ve gerecler KTU
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2015-5341 kod nolu

proje ile desteklenmistir.

Calismada 12 haftalik 250-300 g agirliginda Spraque Dawley cinsi 32 adet erkek
sican kullanildi. Siganlarin barinmasi, bakimi ve beslenmesi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezinde bulunan 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olarak ayarlanmis
sigan takip odalarinda yapildi. Bu odalarin sicakligi ortalama 22 + 2 °C, nisbi nem
ortalama %350 + 5 olarak ayarlandi. Siganlara igme suyu olarak ¢esme suyu ve yem
olarak da standart yem verildi. Calisma siiresince siganlar standart Tip 1l kafeslerinde
barindirildi (Resim 2). Calismada kullanilan siganlarin tamami Cerrahi Arastirma

Merkezi’nden temin edildigi i¢in ¢evre stresi ve uyum problemi yasanmadi.

Resim 2. Deneklerin barindirildig tip I1I kafesler
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5.1.2. Deneysel Calisma Plam

Deneyde kullanilan 32 adet sican her grupta 8 hayvan olacak sekilde yas ve
agirliklarina gore gruplara homojen bir sekilde dagitildi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara uygulanan tedaviler (n=32)

Gruplar Gruplara Uygulanan Tedaviler

Kontrol Grubu Serum fizyolojik (SF) 0.8 mL/kg gavaj yolu ile 7 giin uyguland.

Tek doz MTX (30 mg/kg) intraperitonal olarak deneyin ilk giinii

MTX Grubu
uygulandi.

Deneyin ilk giinii tek doz MTX (30 mg/kg) intraperitonal olarak (+) P.

MTX + P. vulgaris Grubu vulgaris L. (100 mg/kg) 7 glin boyunca gavaj yolu ile uygulandi.

P. vulgaris Grubu 7 glin boyunca P. vulgaris L. (100 mg/kg) gavaj yolu ile uygulandi.

Calismamizin birinci giiniinde biitiin siganlar yas ve agirliklarina gére homojen
dagilim olacak sekilde dort gruba ayrildi. Sicanlarin kafes temizligi her giin yapilarak
besin ve su ihtiyaclar1 karsilandi. Yedi glinlik deney asamasinin ardindan sekizinci

giiniin sabahinda siganlar sakrifiye edilerek deney agsamasi tamamlandi.

Kontrol grubuna 0.8 mL/kg SF gavaj yolu ile 7 glin boyunca uygulandi. MTX
grubuna c¢alismanin ilk giinii tek doz MTX (30 mg/kg) periton i¢i (i.p.) uygulandi,
sonraki 6 giin boyunca herhangi bir islem uygulanmadi. MTX + P.vulgaris grubuna
calismanin ilk giinii tek doz MTX (30 mg/kg) periton i¢i (i.p.) olarak uygulandi, buna ek
olarak 7 giin boyunca, her giin ayni saatte, 100 mg/kg P. vulgaris 'in sulu ekstrakti gavaj
yontemiyle verildi. P. vulgaris grubuna 7 giinlikk ¢alisma boyunca, her giin ayn1 saatte,

100 mg/kg P. vulgaris 'in sulu ekstrakti gavaj yolu ile uygulandi.
5.1.3. P. vulgaris’in Sulu Ekstraktinin Hazirlanmasi

Akgaabat’tan toplanmig mor renkli Primula vulgaris subsp. sibthorpii nin
kurutulmus, toz edilmis cicek kismindan 1 g tartildi. Yaklasik 20 mL saf su ile 1 gece
calkalayicida 25 °C’de bekletildi, stizge¢ kagidindan siiziildii ve ¢oziicii vakum altinda
kuruluga kadar uguruldu. Biyolojik aktivite ¢aligsmalari i¢in 10 mg/mL konsantrasyonda

olacak sekilde yeniden su ile ¢ozdiirtildi.
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5.2. Histolojik Islemler
5.2.1. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Yedi giinliik deney siiresi tamamlandiginda sekizinci giin biitiin siganlara ketamin
(50 mg/kg) ve xylazine (5 mg/kg) i.p. olarak uygulanarak 10 dakika uyutuldu. Karin

boslugundan girilerek sag testis ¢ikarildi ve abdominal aortadan girilerek kan alind1.

Resim 3. Testis Diseksiyonu a) Testisin ¢ikarilmasi, b) Testisin yag ve epididimisten
ayrilmis hali

Abdominal aorta makasla kesilerek kansizlastirma yontemiyle tiim siganlar
sakrifiye edildi. Sicanlardan alinan testisler boylamasina sekilde ikiye bdliindii. Her
testisin bir yarist histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin soliisyonuna, diger yaris1 ise
biyokimyasal analizler i¢in ependorf tiiplerine konularak -80 °C’deki derin dondurucuda
muhafaza edildi. Alinan kanlar antikoagiilanli (%3,2°lik sodyum sitratli) tiiplere
konularak alt {ist edildi. Tiiplerdeki kanlar 1800 g’de 10 dak. santrifiij edildi ve elde
edilen plazma kisimlari -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal analizler igin alinan doku
ornekleri ve kan numuneleri KTU Eczacilik Fakiiltesi'ndeki sogutucularda muhafaza

edildi.
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Bouin Tespitinin Hazirlanis
Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin soliisyonu asagidaki oranlarda hazirlandi:

e Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 mL
e Formaldehit (%37) 75 mL

e Glasiyal asetik asit 5 mL

Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit ¢ozeltisi formaldehit ile

karistirildi, sonra iizerine yavas sekilde glasiyal asetik asit eklendi (66).
5.2.2. Sperm Sayisi, Motilite ve Vitalite

Epididimisden alinan semen Orneginde sperm sayimi, motilite ve vitalite
degerlendirmesi yapildi. Tris tampon soliisyonuna alinan numunelerde Makler Sperm
Sayim Kamarasi (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel) yardimiyla sperm sayimi ve
motilite degerlendirildi. Bir damla semen 6rnegi 10X biiyiitme altinda incelenerek motil
ve non-motil spermler sayildi; mililitredeki sperm sayis1 ve motilite yiizdesi belirlendi.
Vitalite degerlendirmesi bir damla semen 6rneginde %1°lik Eozin-Y ilavesiyle yapildi.

Her 6rnekte 100 sperm canlilik agisindan degerlendirildi.
5.2.3. Doku Takibi

Dokulardan kesit alma, boyama ve takip islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi. Bouin soliisyonuna alinan
testisler ii¢ giin 151k almayan kuru ortamda oda sicakliginda saklandi. Saklanan testislere

asagidaki islemler uygulanarak parafin blok haline getirildi.

1. %70’lik alkol..........coooiiiii 1 giin

2. %90’k alkol...........ooi 1 glin

3.%96’lik alkol............ooiiiiii 1 giin

4. %100°luk alkol............coooiiiiii 1 giin

5.%100°lik alkol............ooiiiiiiii, 1 saat (1 kez)

6. Ksilen........oovvviiiiiiiiiii 5 dakika (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin icerisinde 58 9C’de etiivde dnce 3 kez 15 dakika,

sonra ise tekrar etiiv igerisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular bloklanda.
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5.2.4. Kesitlerin Alinmasi

Kesitlerin alinmas1 KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarindaki Leica marka RM 2255 otomatik mikrotom ile gergeklestirildi.
Dokuya kadar 20 um’lik kesitler alinarak dokunun parafinin atilmasi saglandi. Dokuya
ulagildiginda 5 pm’lik kesitler alinarak Benmari i¢indeki sicak suyla temasi saglandi.

Boylece kesitlerdeki kirigiklarin agilmasi saglandi ve kesit lam iizerine yerlestirildi.

5.2.5. Kesitlerin Hematoksilen-Eozinle Boyanmasi

Lam {izerine alman dokular hematoksilen-eozin boyamasi

yerlestirildi. Parafinin erimesi i¢in 1 saat siireyle 58 °C’ye ayarlanmus etiivde bekletildi

ve agagidaki islemler sirastyla gerceklestirildi.

© 00 N O o B~ W DN P

N T e e T o o e =
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Ksilen

Ksilen
%100°1iik alkol
%96’lik alkol
%70’lik alkol
Distile su
Hematoksilen
Musluk suyu
Asit alkol
Distile su
Amonyakli su
Distile su
Eozin

Distile su
%70’lik alkol
%96’1ik alkol
%100’liik alkol
Ksilen

Ksilen

Entellan ile kapatildi.

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika
2-3 dakika
35 saniye
5 dakika

1 kez batirilip ¢ikartildi
1 dakika
10 saniye
1 dakika
30 saniye
1 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika
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Hazirlanan preparatlarda seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalmligi KTU
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji Laboratuvari’nda
bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali 1s1k mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan)
Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi yardimiyla
hesaplandi. Seminifer tiibiildeki spermatogenetik hiicreler ve intertisyel alan aymi
mikroskop kullanilarak incelendi. Goriintiilerin fotograflar1 ¢ekilerek dijital ortama

aktarildi.
5.3. Immiinohistokimyasal islemler ve Analizler

5.3.1. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine
triphosphate nick end labeling assay) Boyama

Testisteki apoptozi degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) deoxyuridine triphosphate (dUPT) nick end labeling assay) teknigi
kullanild1 ve seminifer tiibiil germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi.
TUNEL yontemine gére DAB ve hematoksilenle boyanan dokularda apoptoza ugrayan
hiicrelerin kahverengi ile boyananlar1 TUNEL (+) (apoptotik), mor renkte boyananlari
ise TUNEL (-) (nonapoptotik) hiicreler olarak degerlendirildi. Her testiste 20 seminifer
tiibiilde TUNEL (+) hiicre sayist ve toplam hiicre sayis1 bakilip apoptotik indeks (Al=
TUNEL (+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayist x 100) hesaplandi (67).

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit [POD kiti(Roche, Mannheim,
Germany)] kullanildi. Lam iizerine 5 p‘luk kesitler yayildi. 1 saat 60 °C’lik etiivde
bekletilerek sirasiyla asagidaki islemlere tabi tutuldu.

Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.

%100 etanol 2x5 dk

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5 dk

Distile su ile yikandi.

Oda 1s1sinda 20 pg/mL proteinase K 15 dk

PBS (phosphate buffer solution) tamponunda yikandi.
%3 H20,’de 15 dk

© 0o N o g B~ w DN PE

Distile su ile yikandu.
10. PBS tamponunda 2x5 dk
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11. Oda 1sisinda Large Volume Ultra V block 10 dk

12.75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 pL TdT/dUPT
karigimi ile dokular muamele edildi. 37 °C’lik etiivde 1.5 saat bekletildi.

13. PBS tamponunda yikandai.

14. 100 pL converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplanarak 37 °C’lik
etiivde bekletildi.

15. PBS tamponunda 3x5 dk yikandi.

16. 100 uL DAB ile 5 dk karanlikta oda 1s1sinda bekletildi.

17. Distile suda 1x2 kez yikandi.

18. Hematoksilen ile 15 sn boyandi ve ardindan ¢esme suyu ile yikandi.

19. %70 etanol 2x5 dk

20. %95 etanol 2x5 dk

21. %100 etanol 2x5 dk

22. Ksilen 2x5 dk

23. Kurutulup kapatild.

5.4. Biyokimyasal islemler ve Analizler
5.4.1. Biyokimyasal Analizler I¢in Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan cihazlar Tablo 2’de, kimyasal maddeler ise Tablo 3’de

verildi.

Tablo 2. Biyokimyasal analizler igin kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihaz Uretici Firma

ELISA okuyucusu VERSA max

pH metre Hanna Instruments

Saf su cihazi Agquatron 4 AD

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S
Deney tiipleri SH&GLASS
Homojenizator Ultra-Turrax T25
Spektrofotometre Beckman-Coulter
Sogutmali santrifiij Beckman-Coulter
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Tablo 3. Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasallar

Kullamlan Kimyasal Maddeler Uretici Firma, Uriin Kodu ve Saflig
Ksantin Sigma, X-0626

EDTA Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma, #SLB8190V

Sodyum karbonat(Na,CO3) Merck, Art 6398

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma, Lot#058K0726

Bakir Kkloriir (CuCly) Lancaster,13167

Ksantin oksidaz Sigma, Lot#SLBB1574V

Etanol Sigma, Lot#34870,%99,8

Kloroform Merck, UN 1888, %99

Triton X-100 Merck, Art 11869

Fosforik asit (HzPO,4) Merck, Art 563, %85

Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma, Lot#S42774-018
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma, Lot#76H3424, %99

Asetik asit (CH3;COOH) Merck, Art 56, %99,5

Coomassie Brillant Blue G-250 Serva, 35050

Hidrojen Peroksit (H,0,) Sigma, A6011

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck, Art 4871

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPOy,) Merck, Art 6576

5.4.2. MDA Tayini
5.4.2.1. Dokularda MDA Tayini

Dokular, buz igerisinde 0,5 mL/L Triton X-100 igeren %1.15’lik Potasyum kloriir
(KCl) ¢ozeltisi icerisinde homojen hale getirildi. Olusan homojenatlar 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarda, Mihara ve Uchiyama yontemlerine
gore Olgtimler yapildi (68). 1,1,3,3-tetrametoksipropandan standart ¢ozeltiler hazirlandi.
8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI ¢ozeltisine eklendi. 50 °C’de 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Olusan 10 pmol/mL’lik ara stok ¢ozeltiden 5, 10, 20, 30, 40 ve 50

nmol/mL’lik standart ¢6zeltiler olusturuldu.
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Tablo 4. Doku MDA seviyesi 6l¢iimii igin yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler ilave Edilen Miktar (mL)
Doku homojenati 0.5

H3PO, 3
Tiyobarbitiirik asit 1

Karisim 100 OC’ye ayarlanmig etiivde inkiibasyona birakildi. Siipernatanlar
ELISA pleytine pipetlendi. Daha sonra 532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
MDA diizeyi nmoIMDA/g doku olarak hesaplandi.

5.4.2.2. Plazmada MDA Tayini

Yagi yontemine gore plazma lipid peroksit seviyesi dlgtimii yapildi (69). MDA ile
tiyobarbitiirik asit reaksiyonu sonucu olusan kirmizi renk 532 nm’de spektrofotometrik

olarak ol¢tldii. 0.675, 1.25, 2.5, 5 ve 10 nmol/mL standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Tablo 5. Plazma MDA seviyesi 6l¢iimil i¢in yapilan reaksiyon karisimi

Reaktifler ilave Edilen Miktar (mL)
Plazma 0.15

H,SO, 1.2
Fosfotungustik asit 0.15
Tiyobarbitiirik asit 0.5

Saf su 2

TBA 0.5

5.4.3. Plazma ve Doku Katalaz Aktivitesi Tayin Yontemi

Goth metoduna gore doku ve plazma katalaz aktivitesi yapildi(70). Goth metodu
amonyum molibdat ve H,O, kompleksinin 405 nm’deki spektrofotometrik 6lgiimiine

dayanir.

Dokular; buz iizerinde 0.1 M, pH’s1 7 olan fosfat tamponu ile homojen hale
getirildi. 0,2 mL homojenat, 65 uL H,O, eklenen 6 mM’lik pH’s1 7.4 olan fosfat
tamponunun 1mL’si igerisine ilave edilerek 1 dakika inkiibe edildi (numune 1). Gerekli
seyreltmeler yapilarak iki adet kontrol kullanildi. 0.2 mL fosfat tamponuna 1 mL H,0,
eklenerek kontrol 1 elde edildi. Kontrol 2 igin 1.2 mL fosfat tamponu kullanildi.

Numune ve kontrollerde olusan reaksiyonlart durdurmak i¢in 1 mL 32.4 nM’lik

30



amonyum molibdat ¢6zeltisi eklendi. Reaksiyon sonucu olusan sarimsi renk 405 nm’de

spektrofotometrik olarak dlctilerek katalaz aktivitesi U/mg olarak belirlendi.
5.4.4. Plazma ve Doku SOD Aktivitesi Tayin Yontemi

Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontem modifiye edilerek SOD enzim aktivitesi
olgiildii (71). Sun ve Oberley’in yontemi, ksantin — ksantin oksidaz sistemi ile
olusturulan O, ‘nin SOD tarafindan kullanilarak nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor
renkli formazan boyasi olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Reaksiyon sonucu

olusan bilesik, 560 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Dokular; buz iginde 0.5 mL/L Triton X-100 igeren pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik Tris-
HCI tampon ¢ozeltisi i¢inde homojen hale getirildi. Olusan homojenatlar, +4 °C’de 10
000 rpm’de 30 dk. santrifiijlendi. Elde edilen siipernatantta SOD aktivitesi dl¢iildii.
0.25, 0.5, 1, 2 ve 3 U/mL’lik SOD standartlar1 kullanilarak sonuglar U/mg cinsinden
hesaplandi.

Tablo 6. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler lave Edilen Miktar (mL)
Standart / Dilue Numune 0.25
SOD reaksiyon karigimi 1.25
Ksantin oksidaz 0.25
Bakir kloriir 0.5

5.4.5. Protein Tayini

Protein tayini i¢in Bradford yoOnteminden yararlanildi (72). Negatif yiikli
Coomassie Brillant Blue G-250 boyast proteinlerin iizerindeki pozitif yiike
baglanmasiyla kirmizidan maviye renk doniisiimiiniin 600 nm’deki spektrofotometre ile
6l¢iimiine dayanan metottur. Stok BSA’dan 2 mg/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlanarak

sonuclar mg/mL cinsinden hesaplandi.

Tablo 7. Protein tayini i¢in kullanilan reaksiyon karisimi

Reaktifler Ilave Edilen Miktar (mL)
Bradford reaktifi 100
Homojenat (10 kat seyreltilmis) 10
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5.5. istatiksel Analiz

Histolojik bulgularda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde STAC (Statistical
Tests for Algorithims Comparison) paket programi kullanildi (73). Calisma gruplarina
ait seminifer tiibiil cap1, epitel kalinligi, liimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayisi,
johnsen skorlama, Al, sperm sayisi, motilite, vitalite parametrelerine Freidman varyans
analizi yapildi (74). Post-hoc degerlenme i¢in Holm testi uygulandi (75). Freidman
testinde p < 0.05 anlamli kabul edildi.

Biyokimya bulgularinin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) 13.0 for Windows® istatistik paket programi ve Microsoft” Excel (For
Windows XP) kullanildi. Calisma gruplarina MDA, SOD ve KAT i¢in Kruskall Wallis
varyans analizi yapildi, Post-hoc degerlenme i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-

Whitney U testi uygulandi ve p < 0.05 anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Histolojik Bulgular

Calismaya ait gruplarin testis dokusunda; seminifer tiibiil capi, epitel kalinlig1 ve
limenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayist hesaplandi. Sonuglarin istatistik
degerlendirilmesi yapilarak Tablo 8’de belirtildi. Ayrica, sonuglarin gruplar bazinda
dagilim1 Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6’da gosterildi.

Tablo 8. Gruplarin testis dokusunda; seminifer tiibiil ¢api, epitel kalinligi, limenine
immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1 (n=32)

Seminifer Tiibiil Capt Epitel Kahnhg Liimenine immatiir Hiicre Dékiilen

Gruplar (um) (um) Tiibiil Sayis1 (%)
Kontrol 293.64 +27.12 59.62 + 7.93 16.52 + 11.44
MTX 229.95% + 18.69 42.84+4.13 45.33% + 17.43
MTX + P. vulgaris 285.53" + 7.99 62.59° + 3.60 26.10 + 10.91
P. vulgaris 294.50° + 12.54 61.34+1.82 19.57° + 15.55

®Kontrol grubuna gore anlamli farklilik vardir (p < 0.05).
"MTX grubuna gore anlamli farklilik bulunmaktadir (p < 0.05).

4.0 Emm Kontrol
BN MTX

3.5 1 EEM MTX+P. vulgaris
B P. vulgaris

3.0 -

2:5

2.0 1

35

1.0 A

0.5 I

0.0 T T T

220 240 260 280 300 320

Sekil 4. Seminifer tiibiil ¢ap1 bar grafigi [tibiil ¢ap1 (um) / denek sayisi]
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denek sayisi]
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Seminifer tiibiil ¢apmnin kontol grubuna gére MTX ve MTX + P.vulgaris
gruplarinda azaldigi, P. vulgaris grubunda ise arttigi belirlendi. Bu degisim MTX
grubunda kontrol grubunda azaldigi belirlendi. MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris

gruplarinda ise MTX grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlendi.

Epitel kalinliginin kontol grubuna gore anlamli olmayan sekilde MTX grubunda
azaldigi, MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris grubunda ise arttigi belirlendi. MTX
grubuna gore MTX + P. vulgaris grubunda anlamli olarak, P. vulgaris grubunda ise
anlamli olmayarak arttigi gozlendi. MTX + P. vulgaris grubuna gére P. vulgaris

grubunda diisiik miktarda azalma belirlendi.

Liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisi, kontrol grubuna gore
MTX, MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda arttig1 ve bu artisin MTX grubunda
anlamli oldugu belirlendi. MTX grubuna gére MTX + P. vulgaris grubunda anlamli
olmayan, P. vulgaris grubunda ise anlamli bir azalma goézlendi. MTX + P. vulgaris

grubuna gore P. vulgaris grubunda anlamli olmayan bir azalma belirlendi.

Testis dokusundaki histopatolojik degerlendirmeye gore kontrol grubunda
intersiyel alanin biitinligiini korudugu, leydig hiicrelerinin normal yapida goriildigi,
seminifer tiibiillerde spermatogonialar, spermatositler ve spermatidler diizgiin sirali

oldugu belirlendi (Resim 4).
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Resim 4. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E, X400)

MTX grubu incelendiginde seminifer epitelde acilma ve seminifer epitel
kalinliginda incelme, germinal hiicrelerde ve leydig hiicrelerinde atrofi goriildii (Resim
5).
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Resim 5. MTX grubuna ait testis dokusu (H&E, X400). JMP: Seminifer epitelde

acilmalar, *:Seminifer tibiil limenine dokiilen immatiir hiicre, —w—
Germinal hiicrelerde atrofi, <—: Epitel kalinliginda daralma

MTX+ P.vulgaris grubunda seminifer epitel kalinliginda artis goriildii. Diger
bulgular kontrol grubuna benzerlik gosterdi (Resim 6).
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Resim 6. MTX+ P.vulgaris grubuna ait testis dokusu (H&E, X400). €<——>: Epitel
kalinliginda artig

P. vulgaris grubundaki bulgular kontrol grubuna benzerlik gosterdi (Resim 7).
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Resim 7. P.vulgaris grubuna ait testis dokusu (H&E, X400)

Gruplardaki deneklerin sperm sayisi, motilite ve vitalite degerleri Tablo 9’da

gosterilmistir.

Sperm sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olmayan sekilde MTX grubunda
azaldigi, MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda arttig1 belirlendi. MTX grubuna
gore MTX + P. vulgaris grubunda anlamli olmayan, P. vulgaris grubunda anlamli bir
artig belirlendi. MTX + P. vulgaris grubuna gore P. vulgaris grubunda anlamli olmayan
bir artis gozlendi.

Motilitenin kontrol grubuna gére MTX ve MTX + P. vulgaris grubunda azaldigi,
P. vulgaris grubunda ise arttig1 belirlendi. MTX grubuna gére MTX + P.vulgaris ve P.
vulgaris gruplarinda artis bir belirlendi. MTX + P. vulgaris grubuna gére P. vulgaris
grubunda bir artig belirlendi. Motilitedeki bu degisimlerin anlamli olmadig1 gézlendi.

Vitalite, kontrol grubuna gore MTX, MTX + P. wvulgaris ve P. vulgaris
gruplarinda azaldigi, bu azalisin MTX grubunda anlamli oldugu belirlendi. MTX
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grubuna gore MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda arttigi ve bu artisin P.
vulgaris grubunda anlamli oldugu belirlendi. MTX + P. vulgaris grubuna goére P.
vulgaris grubunda anlamli olmayan bir artis belirlendi. Ayrica, sonuglarin dagilim
grafigi Sekil 7, Sekil 8, Sekil 9°da gdsterildi.

Tablo 9. Gruplardaki deneklerin sperm sayisi, motilite ve vitalite degerleri (n=32)

Gruplar Sperm Sayisi (x10°) Motilite (%) Vitalite (%)
Kontrol 19.12+3.75 49.72 £ 9.60 61.50+3.50
MTX 16.62 +3.92 30.95+13.33 42.75% + 8.20
MTX + P. vulgaris 20.25+3.91 34.41+£11.58 51.00 £ 7.55
P. vulgaris 21.25°+1.90 49.87+11.21 58.75" + 8.06

®Kontrol grubuna gére anlaml farklilik vardir (p < 0.05).
"MTX grubuna gore anlamli farklilik vardir (p < 0.05).

3.0 1 @ Kontrol
. MTX
B MTX+P. vulgaris
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2.0
1.5
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Sekil 7. Sperm sayisi bar grafigi [sperm sayisi (10°) / denek sayisi]
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Calismaya ait gruplarin testis dokusunda; johnsen skorlama ve Al degeri
belirlendi. Sonuclarin istatistik degerlendirmesi Tablo 10°da belirtildi. Ayrica,
sonuglarin gruplar bazinda dagilimi Sekil 10 ve Sekil 11°de gosterildi. Johnsen skoru
kontrol grubuna gére MTX, MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda azaldigi, bu
azaligin yalnizca MTX grubunda anlamli oldugu belirlendi. MTX grubuna gére MTX +
P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda anlamli olmayan bir artis belirlendi. MTX +
P.vulgaris grubuna gore P. vulgaris grubunda anlamli olmayan bir artis goézlendi. Al
degerlendirmesinde; kontrol grubuna gére MTX, MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris
gruplarinda bir artis oldugu ve bu artisin MTX grubunda anlamli oldugu belirlendi.
MTX grubuna gore MTX + P. vulgaris ve P. vulgaris gruplarinda anlamli bir azalis
belirlendi. MTX + P.vulgaris grubuna gore P. vulgaris grubunda anlamli olmayan bir

artis belirlendi. TUNEL teknigiyle boyanmis olan testis dokulari Resim 8’de gosterildi.

Tablo 10. Gruplardaki deneklerin Johnsen Skorlamasi ve apoptotik indeksi (Al) (n=32)

Gruplar Johnsen Skorlama Al (%)

Kontrol 9.38£0.11 12.03 +3.11
MTX 4.12*+0.62 34.7%£2.10
MTX + P. vulgaris 7.7+0.37 15.16° + 3.33
P. vulgaris 8.08 £0.73 15.81°+ 1.73

®Kontrol grubuna gére anlamli farklilik vardir (p < 0.05).
"MTX grubuna gore anlaml farklilik vardir (p < 0.05).

42



8 HEE Kontrol

B MTX

74 EEE MTX+P. vulgaris
N P. vulgaris

2 -

) I |

0 1 I 1 I
4 5 6

7 8 9

Sekil 10. Johnsen Skorlama bar grafigi [Johnsen Skorlama / Denek Sayisi]

B Kontrol
E MTX
BN MTX+P. vulgaris

54 I P. vulgaris

4

3

2 -

14

0- T T T T
5 10 15 20 25 30 35

Sekil 11. Al bar grafigi [Al (%) / Denek Sayisi]

43



Resim 8. Kontrol grubu testis dokusunda apoptotik goriintiiler. A: Apoptotik hiicre
(DAB, X400)
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Resim 9. MTX grubu testis dokusunda apoptotik goriintiiler. A: Apoptotik hiicreleri
gostermektedir (DAB, X400)
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Resim 10. MTX+ P. vulgaris grubu testis dokusunda apoptotik goriintiiler. A:
Apoptotik hiicreyi gostermektedir (DAB, X400)
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Resim 11. P. vulgaris grubu testis dokusunda apoptotik goriintiiler. A: Apoptotik
hiicreyi gostermektedir (DAB, X400)

6.2. Biyokimyasal Bulgular

Testis dokusu tizerinde yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine
gore incelenmesi sonucunda; MTX grubunda MDA degerinin kontrol grubuna gore
arttigi, SOD ve KAT degerlerinin ise azaldigi bulundu. MTX + P. vulgaris grubunda
MDA degerinin MTX grubuna gore azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin ise arttig
gozlendi (Tablo 11).
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Tablo 11. Testis dokusundaki biyokimyasal sonuglar (n=32)

Gruplar MDA (nmol/mg protein) ~ SOD (U/mg protein)  KAT (U/mg protein)
Kontrol 12.27+1.89 1.86 +0.13 29.77 + 4.60

MTX 15.38% + 1.97 1.24°+£0.12 19.10°+5.08

MTX + P. vulgaris  14.08+2.65 1.41°+£0.29 25.22+£9.72

P. vulgaris 12.60 + 1.53 1.56% +0.54 26.79 + 8.40

®MTX grubundaki deger kontrol grubuna gére anlaml olarak artmustir (p < 0.05).

"MTX grubundaki deger kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmistir (p < 0.05).

‘MTX + Primula vulgaris grubundaki deger kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p < 0.05).
Primula vulgaris grubundaki deger kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmustir (p < 0.05).

Kan plazmasinda yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine gore
degerlendirilmesi sonucu; kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda MDA degerinin
arttigl, SOD ve KAT degerlerinin ise azaldigi bulundu. MTX + P. vulgaris grubunda
MDA degerinin MTX grubuna gore azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin ise arttig1
gozlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Plazmadaki biyokimyasal sonuglar (n=32)

Gruplar MDA (nmol/mL) SOD (U/mL) KAT (U/mL)
Kontrol 0.81+0.41 4.47 +3.30 167.77 £ 1.00
MTX 1.03°+0.01 2.38+1.29 163.89 +2.92
MTX + P. vulgaris 0.88+0.39 2.91+2.62 166.24 + 2.03
P. vulgaris 0.89+0.15 2.46 £0.87 164.62 £4.59

*MTX grubundaki deger kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir (p < 0.05).
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7. TARTISMA

Oksidatif hasar ve serbest radikal mekanizmali reaksiyonlar yaslanma, kanser,
ateroskleroz ve diyabete neden olmaktadir. Dogal iiriinlerde bulunan biyolojik aktif
bilesiklerin bu hastaliklarin olusumuna yol agan oksidasyonu engelleyici ve serbest
radikal mekanizmali reaksiyonlar1 6nledigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir. Bitkilerde
bulunan cesitli flavonoit, fenolik asit gibi bilesenlerden dolay1r dogal antioksidan
kaynagidir. Bu nedenle son yillarda oksidatif hasara kars1 koruyucu rol oynadigindan

diyetle alinan antioksidanlara ve dolayisiyla dogal tiriinlere kars1 ilgi ¢ok artmustir (76).

“P. vulgaris ekstraktlarinin biyolojik aktivitesinin incelenmesi ve fibroblast hiicre
serilerinde t-BHP ile uyarilmis DNA hasar1 (genotoksisite) {izerine etkisinin comet
assay yontemi ile arastirtlmasi’’ adli projemizde P. vulgaris igin farkli metodlar
kullanilarak antioksidan kapasitesi olgiildii. HPLC ile kompozisyon ¢alismasi yapildi.
Farkli gram negatif ve gram pozitif bakteriler kullanilarak antibakteriyal o6zelligi
arastirildi. Fibroblast hiicre serilerinde t-BHP ile uyarilmis DNA hasar1 meydana
getirilerek P. vulgaris’in etkinligi incelendi. Elde ettigimiz sonuglara gore P. vulgaris’in
icerdigi fenolik bilesikler ve flavonoidler sayesinde yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugu bulundu (4). P. vulgaris bitkisinin igerdigi yiiksek antioksidan, fenolik ve
flavonoid igeriginin testis hasarinda koruyucu etkisinin olabilecegi diisiiniildii. Bu
calismada deneysel olarak metotreksat ile testis hasari olusturulmus sicanlarda P.

vulgaris’in antioksidan ve antiapoptotik etkileri incelendi.

Folik asit antimetaboliti olan MTX, ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilan
bir antifolat bilesiktir. Kanser tedavisi yani sira romatoid artrit, siddetli psoriasis ve

psoriatik artrit tedavisinde de kullanilabilmektedir (77).

MTX, antiproliferatif ve antiinflamatuvar etkilere sahiptir. MTX antiproliferatif
etkisini, folik asit rediiktaza baglanip enzim aktivitesini inhibe ederek ve folik asitin
tetrahidrofolata doniisiimilinii engelleyerek gosterir. Dolayisiyla tetrahidrofolattan
tirevlenen koenzimlerin gorev aldigi tek karbon transfer reaksiyonlari; niikleotid
biyosentez reaksiyonlar1 artik gerceklesmez. Bdylelikle DNA’nin sentezi ve hiicresel
replikasyon durmus olur. MTX, sahip oldugu bu etki mekanizmasi ile anti-kanser ajan
ozelligi tasir. Antiinflamatuvar etkisini ise purin sentezinde rol oynayan 5-amino-

imidazol-4-karboksamid ribonukleotid transformilaz (AICAR) enzimini inhibe ederek
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ve antiinflamatuvar etkiye sahip adenozini arttirarak gosterir (78). Hiicre ici ve disinda
adenozin artisiyla proinflamatuvar sitokinlerin salinimi, apopitoz ve nétrofil gocii inhibe
olur (79).

MTX tedavisinin en onemli yan etkileri doza bagli olarak bulanti, kusma, ishal
gibi gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite ve hematolojik toksisitedir. Kalantzis ve
arkadaslar1 uzun donem diisik dozda MTX tedavisi alan hastalarda %30 ile %80
arasinda yan etki insidanst bulundugunu, %5-35 oraninda da bu yan etkiler nedeni ile

tedavinin yarida kesildigini belirtmislerdir (80).

MTX’in toksik etkisinin oksidatif stresle iliskili olduguna dair pek ¢ok calisma
vardir. Moghadam ve arkadaslari, MTX kaynakli karaciger toksitesi ve oksidatif stresi
turmerik ekstresinin azalttigin1 bulmuslardir. MTX tedavisi sonucu karacigerde
meydana gelen sentrilobiiler ve periportal dejenerasyon, portal ven hiperemisi, artmis
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve nekrozu turmerik ekstresinin (200 mg/kg)
verilmesi bu bulgular1 azaltmistir (81). Dadhania ve arkadaslarinin metotreksat kaynakli

intestinal hasara kars1 a-lipoik asitin oksidatif stresi azalttigin1 bulmuslardir (82).

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
antioksidan savunma bir denge halindedir. Asir1 ROS f{iretimi ya da antioksidan
savunmanin azalmasi, oksidatif strese neden olarak biyomolekiillerde yapisal ve
fonksiyonel modifikasyonlara yol agabilir (83). Asir1 ROS diretimi, lipidlerde,
proteinlerde ve DNA’da hasar olusturur, bdylece hiicrenin normal fonksiyonlarinin

inhibisyonuna neden olur (84, 85).

MDA lipid peroksit diizeylerinin oOl¢iilmesinde sik kullanilan ve lipid
peroksidasyonunun derecesi ile ¢ok iyi korelasyon gosteren bir parametredir (86).
Literatiirde MTX kullanilarak MDA aktivitesinin arttifin1 gosteren pek cok calisma
vardir. Hemeidan ve arkadaglarmin siganlarda MTX’e bagh hepatik oksidatif hasarin
curcumin verilmesiyle azaltiginin gosterildigi ¢alismalarinda (87), Devrim ve
arkadaslarinin sican bobreginde yaptiklart ¢alismada (88), Ciralik ve arkadaglarinin
sican barsak dokusunda yaptiklar1 ¢aligmada (89) MTX’in MDA seviyesini artirdigini
belirtmislerdir. Yaptigimiz caligmada kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda testis
dokusu ve kan plazmasinda MDA degerinin arttigini belirledik. Buna karsilik MTX +
Primula vulgaris grubunu MTX grubu ile karsilastirdigimizda MTX + P. vulgaris
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grubunda MDA diizeylerinin azaldiginmi gordiik. Elde ettigimiz verilere gore P. vulgaris
’in MTX’in neden oldugu sistemik oksidatif hasarda lipid peroksidasyonuna karsi

koruyucu etki yaptig1 sonucunu ¢ikarabiliriz.

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidan maddeler, bu mekanizmaya da antioksidan savunma denir. Belirli bir
diizeye kadar olan oksidan molekiil artisi, viicutta bulunan dogal antioksidanlar
tarafindan etkisiz hale getirilmektedir (90). Antioksidan savunma Kkatalaz, SOD,
mitokondriyal sitokrom oksidaz, glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz enzimleri
aracilifiyla olursa enzimatik antioksidan savunma; tokoferol, askorbik asit vb.
madddelerle olursa nonenzimatik antioksidan savunma olarak tanimlanir (91). SOD;
siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
endojen antioksidan bir enzimdir. KAT ise SOD’un meydana getirdigi H20;’i
peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar. Asci ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, sicanlarda MTX kullanim1 ile bobrek ve karaciger dokusunda MDA
diizeyinin arttigi, SOD ve KAT aktivitelerinin azaldigi; tedavi olarak misoprostol
eklendiginde ise MDA diizeyinin azaldigi, SOD ve KAT aktivitelerinin arttig1
belirlenmistir (92). Cetin ve arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada sicanlara MTX
verilmesinin karaciger dokusunda MDA diizeylerini artirdigini, SOD, KAT ve glutatyon
peroksidaz diizeylerini belirgin olarak azalttigin1 bulmuslardir. Propolis eklenmesinin
ise MTX alan sicanlarin karacigerinde MDA diizeyini azalttigin1 ve glutatyon
peroksidaz seviyelerini anlamli olarak artirdigini belirtmiglerdir (93). Vardi ve
arkadaslari, metotreksat kaynakli intestinal hasara kars1 P-karoten ve kayisinin
antioksidan ozelliklerini incelemislerdir. MTX ile MTX + B-karoten ve MTX ile MTX
+ kayis1 grubu karsilastirildiginda B-karoten ve kayisi tedavisi alan gruplarda MTX
grubuna gore MDA ve miyeloperoksidaz diizeyinin azaldigini; SOD, KAT ve GSH
diizeyinin arttigin1 ifade etmislerdir (94). Vardi ve arkadaslari, siganlarda MTX’in
anlaml derecede lipid preoksidasyonunu baslattigi, antioksidan aktiviteyi azalttigi ve
bobrek dokusunda glomeruloskleroz ve apoptoz gibi anlamli histolojik harabiyet
meydana getirdigini belirtmislerdir. Ancak kayisinin MTX’in toksik etkisini anlamli
derecede 6nledigini, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon diizeylerini artirdigini ve

malondialdehid diizeylerini azalttigin1 bulmuslardir (95). Sekeroglu ve arkadaslari, fare
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kemik iliginde quersetin ve Viscum album L. ektresinin MTX kaynakli sito-
genotoksiteye karst koruyucu etkiye sahip oldugunu bulmuslardir (96). EI Boghdady,
yaptig1 ¢alismada MTX kaynakli ince bagirsak harabiyetine karsi kabak cekirdegi yagi
ve ellagik asit verilen siganlarda ince bagirsak harabiyeti ve prostaglandin E2,
malondialdehid, nitrik oksit diizeylerinin azaldigini, glutatyon diizeyinin ise arttigini
bulmustur (97). Yiincii ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada, MTX verilen siganlarin
jejunal dokularinda harabiyet meydana geldigini, plazmada malondialdehid ve laktat
diizeylerinin arttigini; MTX ile jejunal dokularinda harabiyet meydana gelen siganlara
sarimsak ekstresi verildiginde ise bu bulgularin 6nemli 6l¢ilide diizeldigini bulmuslardir
(98). Tabassum ve arkadaslari, karaciger mitokondrisinde metotreksat kaynakli
oksidatif strese karsi lipoik asitin koruyucu etkisini arastirmislardir. Metotreksat’in
mitokonrial lipid peroksidasyonunda (LPO), protein karbonil (PC) miktarinda ve
stiperoksit radikali iiretiminde artisina neden oldugunu bulmuslardir. 35 mg/kg lipoik
asit verilen farelerde LPO, PC ve siiperoksit radikal iiretiminin anlamli derecede
azaldigin1 bulmuslardir (99). Cetinkaya ve arkadaslari siganlarda MTX kullanimi ile
karaciger dokusunda MDA diizeyinin arttigini, SOD ve Kkatalaz aktivitelerinin
azaldigini, tedavi olarak N-asetil sistein eklenmesi ile bunlarin normal diizeylere
cekildigini ifade etmislerdir (100). Garipardi¢ ve arkadaslar1 sigcanlarda MTX’in
indiikledigi 6zofageal hasar modelinde, MTX grubu ratlarda SOD ve Kkatalaz
aktivitelerinin anlamli derecede diisiik oldugunu saptamislardir (101). Yulug ve
arkadaslar1 bir antioksidan olan resveratrol’iin MTX’e karsi testis yikimi i¢in koruyucu
etkileri in vivo olarak arastirmislar ve ratlar 4 gruba bolmiislerdir (kontrol, resveratrol,
MTX, MTX+resveratrol). MTX grubunda plazma ve dokuda MDA seviyesi yiiksek,
SOD ve katalaz aktivitelerini kontrol grubuna gore 6nemli derecede diisiik bulmuslardir.
MTX+resveratrol grubunda ise plazma ve dokuda MDA seviyeleri diiserken SOD
aktivitesini onemli derecede yiiksek bulmuslardir. Testis biyopsi skor degerlerini MTX
grubundan daha yiiksek bulmuslardir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak resveratrol
antioksidaninin koruyucu etkinligi olabilecegini ifade etmislerdir (102). Dagguli ve
arkadaslar1t MTX kaynakli testis hasar1 olusturulan siganlarda bulunan yiikselmis MDA,
total oksidan kapasite, oksidatif stres indeksi degeri, carvatrol verilen siganlarda bu
parametrelerin azaldig1 ayrica total antioksidan kapasite degerinin arttigini bulmuslardir.

Carvatrolun MTX ile birlikte kullanildiginda germ hiicrelerini oksidatif stres ve

52



apoptozden koruyabildigini belirtmislerdir (103). Yiincii ve arkadaslari, si¢anlarin testis
dokusunda MTX’in meydana getirdigi hasara kars1 Vitamin E ve L-karnitin’in hasarin

siddetini anlamli derecede azalttigin1 bulmuslardir (104).

Yaptigimiz bu ¢alismada SOD ve KAT degerleri, MTX grubunda kontrol grubuna
gore azalmig, MTX + P. vulgaris grubunda ise MTX grubuna kiyasla artmustir.
Bulgularimiz MTX’in lipid peroksidasyonu ve doku hasarina neden olarak MDA
degerini artirdigini, buna paralel olarak SOD ve KAT degerlerini distirdiigiini; P.
vulgaris’de bulunan polifenollerin muhtemelen lipid peroksidasyonunu ve MDA
degerlerini azaltarak, SOD ve KAT gibi antioksidan enzimleri artirarak koruyucu etki

yaptigini gostermektedir.

Sénmez ve arkadaslari; MTX grubunda seminifer epitelde vakuolizasyon,
germinal hiicrelerde diizensizlik, seminifer tiibiil limenine olgunlagsmamis germinal
hiicre dokiilmesi ve bazi1 seminifer tiibiillerde atrofi gozlemlemislerdir (105). Saxena ve
arkadaglar1; kronik olarak diisiik doz uyguladiklar1 MTX grubunda istatistiksel olarak
anlamli derecede testis dokusunda interstisyel alanda artma ve seminifer tiibiil ¢capinda
azalma, biiyiikliikleri degisen sekilde primer spermatositler, sekonder spermatositler ve
spermatidler, spermatositler arasinda vakuolizasyon, Sertoli ve Leydig hiicresi
boyutlarinda 6nemli 6l¢giide azalma ve bazal membranda yer yer incelme ve diizensizlik
belirlemislerdir (106). Biikiicii; testis dokusunda yaptigi hasar skoru degerlendirmesine
gore MTX’in dokuda belirgin bir hasara yol agtigint gézlemlemislerdir (107). Oktar ve
arkadaglari, farelere ilk giin 10 mg/kg doz MTX uygulamasiyla oksidatif stresin arttigini
belirleyerek seminifer tiibiillerde atrofi, vakuolizasyon ve hiicresel deskuamasyon

gozlemlemislerdir (108).

Biz de calismamizda, MTX grubunda kontrol grubuna gdre seminifer tiibiil
capinda anlamli bir azalma bulduk. MTX + P. vulgaris grubunda MTX grubuna gére
seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinlig1 anlamh sekilde arttigir belirlendi. Liimenine
immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1t MTX grubunda kontrol grubuna goére anlamh
sekilde arttigi, MTX + P.vulgaris grubunda MTX grubuna gore anlamli olmayan
sekilde azaldig1 belirlendi. P. vulgaris grubunda MTX grubuna gore seminifer tiibiil
capmin anlaml sekilde arttigi gorildi. P. vulgaris grubunda MTX grubuna gore,

liimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayisinin anlamh sekilde azaldig gorildii.
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Padmanabhan ve arkadagslari, fareler lizerinde yaptiklari ¢alismada MTX’in sperm
sayisini azalttigini ve anormal baghi spermlerin oraninda arttigini gézlemlemislerdir
(109). MTX grubunda kontrol grubuna gore sperm sayist Ve motilite degerlerinin
anlamli olmayan sekilde azaldigi; vitalitenin ise anlamli sekilde azaldigi gozlendi.
Calismamizda MTX + P. vulgaris grubunda MTX grubuna gore sperm sayisi, motilite
ve vitalite degerlerinin arttig1 goriildii. P.vulgaris grubunda MTX grubuna gore sperm

sayis1 ve vitalite oran1 anlamli sekilde arttig1 gozlendi.

Apoptoz, saglikli doku olusumu ve gelisiminin siirdiiriilmesinde rol oynayan
onemli bir mekanizmadir. Genetik olarak kontrol altindaki hiicrelerin kendi kendini yok
ettigi programli hiicre 6liimii seklidir (46). Deri, barsakvepiteli, kan hiicreleri gibi hiicre
yenilenmesinin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler apoptosis mekanizmasi ile
ortadan  kaldirilirlar.  Embriyogenez ve  metamorfoz  siirecinde;  fetusun
implantasyonundan organogeneze kadar tiim gelisim siirecinde apoptoz rol oynar.
Embriyolojik siirecte; parmak aralarindaki zarin, sinir sisteminde istenmeyen ndronlarin
ortadan kaldirilmasinda apoptoz rol oynamaktadir. Kadinlarda menstrual siklusta
endometriyal hiicre yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden
sonra meme bezlerinin kiigiilmesinde apoptosis gorev yapar. Ayrica bagisiklik sistemi

hiicrelerinin se¢iminde de apoptozis 6nemli rol oynamaktadir (47).

Testis doku hasarinin degerlendirilmesinde Al ve Johnsen skorlamasi 6nemli
parametrelerdir. S6nmez ve arkadaslari, testis dokusu iizerinde MTX grubunda kontrol
grubuna gore apoptotik hiicre sayilarin arttigini, Johnsen skorlamasimin ise anlamli

sekilde azaldigini belirlemislerdir (105).

Johnsen skoru degerlendirmesinde MTX grubunda kontrol grubuna gore anlamli
sekilde azaldigi, MTX + P. vulgaris grubunda MTX grubuna gére anlamli olmayan
sekilde arttig1 belirlendi.

Al degerinin MTX grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigr, MTX +
P. vulgaris grubu ile P. vulgaris gruplarinda MTX grubuna gore anlamli olarak azaldigi

belirlendi.

Bu aragtirma sonucunda elde ettigimiz bulgular, si¢canlarda MTX’in testis
fonksiyonunu bozdugunu ve P. vulgaris L.’nin sulu ekstraktinin bu hasar1 6nlemede

olumlu etki yaptigin1 gostermektedir. Bu konuda daha kesin sonuglarin elde
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edilebilmesi i¢in farkli ekstrak konsantrasyonlari ve zaman denemeleri ile daha ileri

calismalar yapilabilecegi kanaatindeyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

8.1. Sonuclar

MTX’in si¢an testisi tizerine P. vulgaris L.’nin antioksidan ve antiapoptotik

etkilerini inceledigimiz bu ¢alismanin sonuglar1 soyledir:

1.

Testis dokusunda MTX grubunda kontrol grubuna gore seminifer tiibiil capi,
epitel kalinlig1 sperm sayisi, motilite, vitalite ve johnsen skorlama degerlerinin
azaldigi; limenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayist ve Al'min arttigi

belirlendi.

. Testis dokusunda MTX + P. vulgaris grubunda MTX grubuna gore seminifer

tibiil cap1, epitel kalinligi, sperm sayisi, motilite, vitalite ve johnsen skorlama
degerlerinin arttigi; liimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayisi ve Al’nin
azaldig belirlendi.

Testis dokusu ve kan plazmasinda kontrol grubuna gére MTX grubunda MDA
degerinin arttig1, SOD ve KAT degerlerinin azaldig1 bulundu.

Testis dokusu ve kan plazmasinda MTX + P. vulgaris grubunda MTX grubuna
gore MDA degerinin azaldigi, SOD ve KAT degerlerinin ise artt1g1 gézlendi.

Sonug olarak, elde edilen veriler MTX’in testis dokusu {izerinde oksidatif hasar

olusturdugunu, Primula vulgaris’in ise bu hasarin 6nlenmesinde etkili olabilecegini

gostermektedir.

8.2. Oneriler

1. MTX ilaci ile olusturulacak testis hasarmin yani sira karaciger, bobrek gibi

diger organlarda olusturulacak hasarin antioksidan, antiapoptotik ve
sitotoksik etkileri incelenebilir.
MTX ya da hasar olusturabilecek farkli bir ilacin doza bagimli olarak
metabolik etkileri incelenebilir.
Testis hasar1 olusturabilecek farkli bir ila¢ denenerek deney tekrarlanabilir

ve iki ilacin etkinlikleri ve metabolik etkileri karsilastirilabilir.
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