TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI
TESTIS HASARINA KARSI ELLAJIK ASITIN
ETKILERI

Ferhat UZUN

YUKSEK LISANS TEZI

Prof. Dr. Yavuz TEKELIOGLU

TRABZON-2018






TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA METOTREKSAT KAYNAKLI
TESTIS HASARINA KARSI ELLAJIK ASITIN
ETKILERI

Ferhat UZUN

YUKSEK LISANS TEZI

Prof. Dr. Yavuz TEKELIOGLU

TRABZON-2018



ONAY



BEYAN

Bu tez caliymasmmin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagl kalinarak
gergeklestirilmis 0zgiin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynak listesinde yer aldigini, tezin calisilmasi ve yazimi asamalarinda patent ve telif

haklarini ihlal edici davranisimin olmadigini beyan ederim.

27/12/2018
Ferhat UZUN



ithaf

Yiiksek lisans tezimi tiim hayatim boyunca beni destekleyen, maddi ve manevi

hi¢bir fedakarliktan kaginmayan kendime ithaf ediyorum



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tezimin her agsamasinda bilgi ve tecriibeleriyle yanimda
olan danismanim Prof. Dr. Yavuz TEKELIOGLU, degerli hocalarim Prof. Dr. Engin
YENILMEZ, Prof. Dr. Ersan ODACI, Prof. Dr. Esin YULUG, Do¢. Dr. Gokcen
KERIMOGLU’na, ¢alismamin biitiin asamalarinda benden destegini esirgemeyen sevgili
arkadaglarim Cansu KAYA, Uzm. Dr. Ahmet Ugur AKMAN ve tim bolim
arkadaglarima, tez ¢alismam TYL-2018-7478 no’lu proje kodu ile destekleyen KTU

Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Ferhat UZUN



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

BEYAN

ithaf

TESEKKUR

ICINDEKILER

TABLOLAR DIZINI

RESIMLER DIZiNi

SIMGELER, KISALTMALAR ve FORMULLER DiZiNi
1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1. Testis

4.1.1. Testis Anatomisi ve Histolojisi

4.1.2. Testis Gelisimi ve Spermatogenezis

4.1.3. Seminifer Tiibiil Histolojisi

4.1.4. Seminifer Tiibiillerin Ince Yapisi ve Spermatogenezis
4.1.5. Germ Hiicrelerinin Ince Yapisi ve Spermiyogenezis
4.1.6. Sertoli Hiicrelerinin ince Yapisi ve Islevi

4.1.7. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi ve ince Yapisi

4.2. Epididimis

4.2.1. Epididimisin Anatomisi ve Histolojisi

4.2.2. Epididimisin Histolojisi ve Islevi

4.3. Metotreksat

4.3.1. Metotreksatin Tarihgesi

4.3.2. Metotreksatin Etki Mekanizmasi

4.4. Ellajik Asit

4.4.1. Ellajik Asitin Kimyasal Yapis1

4.4.2. Ellajik Asitin Antioksidan Dogasi

4.5. Apoptoz

vi

Sayfa

vi

viii

O O© O O 0 9 N9 O O i i W e e

p— et e ek ek e e
wn A A = = O O



4.5.1. Apoptozun Tanimi

4.5.2. Apoptoz ve Akim Sitometri (Flow Cytometry)
5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini

5.1.2. Siganlarin Bakimi ve Laboratuvar Kosullar1
5.1.3. Calisma Gruplar1

5.1.4. Testis Dokularinin Elde Edilmesi

5.2. Yontem

5.2.1. Histopatolojik Y ontem

5.2.1.1. Doku Takibi ve Bloklama

5.2.1.2. Kesitlerin Alinmast

5.2.1.3. Hematoksilen & Eozin ile Boyama ve Kapatma
5.2.1.4. Histolojik Olgiimler ve Johnsen Skorlama
5.2.2. Akim Sitometrik Yontem

5.2.2.1. Akim Sitometrik Analiz

5.2.3. Istatistiksel Analiz

6. BULGULAR

6.1. Viicut ve Testis Agirliklaria Ait Bulgular

6.2. Morfometrik Bulgular

6.2.1. Seminifer Tiibiil Cap1 ve Germinal Epitel Kalinligina Ait Bulgular
6.2.2. Johnsen Skorlama Sonuglari

6.3. Histopatolojik Bulgular

6.4. Akim Sitometrik Bulgular

7. TARTISMA ve SONUC

8. KAYNAKLAR

9. EKLER

9.1. EK 1. ETIK KURUL ONAYI

OZGECMIS

Vil

15
16
18
18
18
18
19
21
22
22
22
22
22
23
24
24
25
26
26
26
26
27
28
32
33
37
44
44
45



viil

TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
Tablo 1. Baz bitkilerdeki EA konsantrasyonu 13
Tablo 2. Deney gruplari ve uygulamalari 20

Tablo 3. Deney gruplarinin viicut ve testis agirliklarina ait ortalama ve standart
sapmalar 26

Tablo 4. Seminifer tiibiil cap1, germinal epitel kalinlig1 ve llimenine immatiir hiicre
dokiilen seminifer tiibiil sayisina ait ortalama ve standart sapmalar 27

Tablo 5. Deney gruplarinin testis dokularindaki Johnsen skorlarina ait ortalama ve
standart sapmalar 28

Tablo 6. Deney gruplarinin apoptotik indeks (Al) ortalamalari ve standart sapmalar 32



1X

RESIMLER DiZINi
Resim Sayfa
Resim 1. Skrotum, testis ve epididimis 6
Resim 2. EA’nin kimyasal yapis1 13
Resim 3. Sicanlarin barindig: kafesler 19
Resim 4. Sicanlara gavaj uygulamasi 20
Resim 5. Sican testislerinin ¢ikarilmasi 21
Resim 6. Kontrol grubuna ait testis dokusu 28
Resim 7. EA grubuna ait testis dokusu 29
Resim 8. MTX grubuna ait testis dokusu 30
Resim 9. MTX + EA grubunda testis dokusu 31

Resim 10. Kontrol, EA, MTX ve MTX + EA gruplarina ait apoptotik indeks

ylizdelerine ait akim sitometrik histogram 32



SIMGELER, KISALTMALAR ve FORMULLER DiZINi

Kisaltmalar

7-AAD 7-Amino-actinomycin D
Al Apoptotik Indeks

ALA Alfa lipoik asit

DHFR Dihidrofolat rediiktaz
DNA Deoksiribontikleik asit
EA Ellajik asit

ET Ellajitanen

H&E Hematoksilen-Eozin
HHDP Hexahydroxydiphenic asit
i.p. Intraperitoneal

KD Kilodalton

KTU Karadeniz Teknik Universitesi
MTX Metotreksat

RNA Riboniikleik asit

RNS Reaktif azot tiirleri

ROS Reaktif oksijen tiirleri
RPM Dakikadaki devir sayist
SPSS Statistical Package for the Social Sciences
Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat Derece

g Gram

kg Kilogram

mg Miligram

ml Mililitre

pH Power of Hydrogen

uL Mikrolitre

pm Mikrometre



1. OZET

Sicanlarda Metotreksat Kaynakh Testis Hasarina Kars1 Ellajik Asitin
Etkileri

Bu caligmada sicanlarda metotreksat (MTX) kaynakli testis hasarina kars1 ellajik
asitin (EA) etkilerinin aragtirtlmas1 amaglandi. MTX c¢esitli kanser tiirlerinde tedavi
amaclt kullanilan kemoterapotik bir ilagtir. Losemi, lenfoma, uterus, gogiis, akciger
kanserleri de dahil bir¢ok kanser tiirlerinde siklikla kullanilir. MTX ile tedavi siirecinde
ciddi yan etkilerin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Artan serbest radikaller testis de dahil
olmak iizere bir¢cok dokuda hasara neden olmakta ve testislerde sperm iiretimini olumsuz
yonde etkilemektedir. EA, basta ahududu, cilek, ceviz, {iziim ve siyah kus liziimii gibi
meyveler ile findikta bulunur. EA, hastaliklar1 onleyebilen, serbest radikalleri
temizleyebilen iyi bir antioksidandir. Onceki ¢aligmalarda EA'nin, antioksidan, serbest
radikal dnleyici ve kanser dnleyici gibi genis etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Ayrica,
EA'nin ¢esitli ilaclarin sebep oldugu oksidatif strese bagli testis hasarmi iyilestirdigi

gosterilmistir.

Calismada agirliklar1 200-250 g arasinda degisen toplam 24 adet Sprague Dawley
tiirii erkek sican rastgele 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 5 giin boyunca salin (0.6 ml)
gavaj yoluyla verildi. MTX grubuna sadece deneyin ilk giinii tek doz MTX (20 mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. EA grubuna 5 giin boyunca EA (25 mg/kg) gavaj
yoluyla verildi. MTX + EA grubuna ise sadece deneyin ilk giinii tek doz MTX (20 mg/kg)
1.p. olarak uygulandi ve ilk giin dahil toplamda 5 giin boyunca EA (25 mg/kg) gavaj
yoluyla verildi. Deney sonunda sigcanlar kansizlastirma yoluyla sakrifiye edilirken

histopatolojik ve akim sitometrik (flow cytometry) analizler i¢in testisleri alindi.

Histopatolojik analizler sonucunda EA grubuna ait testis dokular1 kontrol grubuna
benzer sekilde normal yapida izlendi. MTX grubunda, seminifer tiibiil epitelinde doku
hasar1 goriildii. Spermatogonyumlarda atrofi gdzlenirken, seminifer tiibiil liimeninde
immatiir hiicre sayisinda bir miktar artis tespit edildi. Interstisyel alanda Leydig
hiicrelerinde atrofi belirlendi. MTX + EA grubunda ise bu hasar MTX grubuna gore
azaldig1 belirlendi. Histopatolojik ve akim sitometrik analizler sonucu, MTX’in doku

hasarini artirdigi, EA’nin ise bu hasari belirli 6l¢iilerde iyilestirdigi goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Akim sitometri, ellajik asit, metotreksat, testis, toksisite



2. SUMMARY

Effects of Ellagic Acid Against Methotrexate-Induced Testicular Toxicity in
Rats

The aim of this study was to investigate the effects of ellagic acid (EA) against
methotrexate (MTX)-induced testicular damage in rats. MTX is a chemotherapeutic drug
used for the treatment of various types of cancer. It is frequently used in many types of
cancer, including leukemia, lymphoma, uterus, breast, lung cancers. It is known that
serious side effects occur during the treatment with MTX. Increased free radicals cause
damage to many tissues, including the testicles, and affect testicular sperm production
negatively. EA is found primarily in raspberries, berries, walnuts, grapes and hazelnuts,
such as black currant. EA is a good antioxidant that can prevent diseases and free radicals.
Previous studies have shown that EA has a wide range of effects such as antioxidants,
free radical scavengers and anti-cancer agents. In addition, EA has been shown to improve

oxidative stress-related testicular damage caused by various drugs.

A total of 24 Sprague Dawley rats (weighing 200-250 g) were randomly divided
into four groups. Control group was given saline (0.6 ml) by gavage for 5 days. MTX
group was administered MTX (20 mg/kg) intraperitoneally (i.p.) on the first day of the
experiment. The EA group was given EA (25 mg/kg) by gavage for 5 days. The MTX +
EA group was administered a single dose of MTX (20 mg/kg) i.p. on the first day of the
experiment and EA (25 mg/kg) was administered by gavage for 5 days including the first
day. At the end of the experiment, the rats were sacrificed by ekssanguinasyon and their

testicles were taken for histopathological and flow cytometric analysis.

As a result of histopathological analysis, testicular tissues belonging to EA group
were observed as normal as control group. In MTX group, tissue damage was seen in the
seminiferous tubule epithelium. Atrophy was observed in spermatogonium and there was
a slight increase in the number of immature cells in the seminiferous tubule lumen.
Atrophy was detected in Leydig cells in the interstitial area. In MTX + EA group, it was
determined that the damage decreased compared to MTX group. Histopathological and
flow cytometric analysis showed that MTX increased tissue damage and EA improved

this damage to a certain extent.

Key Words: Ellagic acid, flow cytometry, methotrexate, testis, toxicity



3. GIRIS ve AMAC

Metotreksat (MTX), ilk olarak 1950’lerde kullanima sunulmustur. Akut
lenfoblastik, lenfositik ve meningeal 16semi, non-hodgkin lenfoma (NHL), osteosarkom,
bas ve boyun bolgesinde olusan ve ameliyatla alinamayan kanserler gibi genis kullanim
alanlarina sahiptir (1-3). Uterus, gdgiis ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde de
siklikla kullanilir (4). Etkinligi, piirin ve pirimidinlerin biyosentezinde anahtar enzimleri
inhibe etme kabiliyetine atfedilir, boylece malign hiicre proliferasyonunu ve dongiisiinii
zayiflatir. Gliglii bir dihidrofolat rediiktaz inhibitdrii olan tetrahidrofolat iiretiminde rate-
limitdr enzim olarak piirinlerin ve pirimidinlerin de novo iretimini azaltir ve DNA
sentezine miidahale eder. Bu nedenle, hedef dokulardaki T lenfositler gibi enflamatuar
hiicrelerin hiicre dongiisiiniin yiiksek oldugu iltihapli hastaliklarda uygulama alanina
sahiptir. Bu baglamda MTX'in etkinligi bilinmektedir ancak hiicresel dongiiniin
inhibisyonu, MTX'in yan etkilerinin ¢cogunun ardindaki nedendir (5). MTX tedavisinde
cesitli yan etkiler goriilebilmektedir. MTX tedavisinde en sik rastlanan yan etkiler, mide
rahatsizlig1, bulanti, yumusak digki gibi gastrointestinal sistem problemleri; karaciger
fonksiyonlarinda bozulma; stomatit veya agizda yara; transaminazlarda ylikselme;
ekstremitelerde makiiler punktat dokiintii; bas agrisi, halsizlik, konsantrasyon bozuklugu
gibi santral sinir sistemi semptomlari; alopesi; ates; kemik iligi siipresyonu, makrositoz
gibi hematolojik degisikliklerdir. MTX tedavisinde goriilen ciddi yan etkiler ise,
pulmoner degisiklikler (interstisyel pnomonit, alveolit), hepatotoksisite (fibrozis, hepatik
steatoz, siroz), enfeksiyon, kemik iligi siipresyonu, nefrotoksisite ve lenfoproliferatif
hastaliklardir. MTX, ayrica diisiik indiikleyici ve teratojeniktir. Bu sebeple MTX kullanan
kadin ve erkek bireylerde ilac kesildikten yaklasik ii¢c ay sonrasina kadar kontrasepsiyon
onerilmelidir (6). MTX, kandan interstisyel alana ve seminifer tiibiil i¢ine gegerek bazi
degisiklikleri onemli 6l¢iide indiikleme yetenegine sahiptir (7). Benzer etkiler, gelismekte
olan sigan testislerine antikanser ilag uygulamasi sonrasinda da goriildi (8). Seminifer
tiibiiliin hiicresel iceriginin biiyiikliigli, primer ve sekonder spermatositlerin, DNA'nin
normal sentezi i¢in gerekli olan esansiyel bir enzimin (dihidrofolat rediiktaz)
inhibisyonuna bagli olarak DNA'larin1 kopyalayamadigindan (9), mitotik gecikmeye,
anormal protein sentezine ve hiicre genislemesine yol actifindan dolay1 énemli 6lciide
degismistir. Antikanser ila¢ uygulamasindan sonra, testis dokusunda, 74.500 KD

proteinin asir1 ekspresyonu gozlenmesine ragmen (10), sitotoksik ajanlarin etki



mekanizmasi, hiicre Oliimiine yol a¢mamustir. DNA’nin ¢apraz baglanmasinin
inhibisyonu, protein sentezi ve S-fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi gibi faktorler;
hiicre-hiicre etkilesiminin, hiicre proliferasyonunun ve hiicre farklilagmasinin
strdiiriilmesinde rolii olan Onemli faktorlerdendir (11). RNA proteinleri gibi
makromolekiiller, hiicrelerde birikerek, spermatositlerde belirgin morfolojik degisiklik
yapabilir. iki farkli antikanser ilacin etki mekanizmas1 ayni degildir, ancak germinal
hiicrelerin sitotoksisitesinin dogas1 aynidir. Bu degisiklikler tersine c¢evrilemezse,

erkeklerin tireme performanslarini etkileyebilir (12).

Glinlimiizde, insan sagliginda diyetin rolii ile bitki polifenollerine karsi duyulan
0zel ilgi arasinda 6nemli bir iliski vardir. Bitki polifenolleri, insan beslenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir ve antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser ve antiaterosklerotik
aktiviteler dahil olmak tizere, bir¢cok biyolojik oOzellikle iliskilendirilmistir. Bu
fitokimyasallar arasinda, gallik asitin dimerik bir tiirevi olan ellajik asit (EA), meyve ve
kabuklarda ya EA-glikozitleri olarak serbest formda bulunur ya da ellajitanenler (ET'ler)
olarak baglanir (13). Tablo 1, cesitli meyve ve bitkilerin toplam EA miktarlarim
gostermektedir (14). EA, 1831'de Braconnot tarafindan kesfedilmistir (15). EA (Resim
2), 302 g/mol'liik bir molekiiler agirliga sahip bir molekiildiir. Cok termostabil olan (350
°C'lik erime noktasi) bir molekiildiir (16). EA, pH <7'de ¢6ziinmez, ancak fizyolojik
pH'de ¢oziintir (17).

EA'nin oksidatif strese bagh toksisiteye karsi E vitamininden daha iyi bir koruma
sagladig1 onceki literatiir ¢alismalarinda deginilmektedir. Bununla birlikte, MTX ile
indiiklenen testis hasari literatiirde bildirilmistir ve antioksidanlarla, 6zellikle EA ile
Onerilen koruma ¢ok iyi anlasilamamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada, EA'nin, MTX’in
indiikledigi sigan testi hasarini iyilestirip iyilestirmeyecegi irdelenmistir. MTX,
intraperitoneal (i.p.) uygulandiginda sigan testislerinde giiclii bir toksisite etkisinin
oldugu belirlenmistir. EA tarafindan olusturulan koruma, histopatolojik ve akim

sitometrik ¢alismalarla degerlendirilmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Testis

Erkek iireme sistemi, bir cift testis, bosaltim kanallar1 ve yardimci lireme
bezlerinden olusur. Skrotum ve penis, dis genital organlari olustururlar. Testisler, viicut
boslugunun disinda, skrotumun i¢inde asilt durumda yer almaktadir. Testisler ve bunlara
baglh olan sperm kordonlari, karin boslugu icinden skrotuma inerken farkli doku
tabakalariyla sarilir. Testisler, spermatozoa olarak adlandirilan erkek iireme hiicrelerinin
tiretildigi yer olan kiiciik kivrimli seminifer tiibiiller ve interstisyel bag dokusundan
olusur. Leydig hiicreleri testosteron iiretir. Spermatozoonlar, seminifer tiibiillerde
iiretildikten sonra testislerden rete testise, duktuli efferentese (efferent kanalciklara),
epididimise, duktus (vas) deferense, ejakiilator kanala ve oradan da iiretra ve penise dogru
gider. Yardimc1 bezler, salgilarini ejakiilator kanallara ve iiretraya bosaltan iki adet
seminal vezikiilii, prostat bezini ve bulboliretral bezleri kapsar. Bu sistemin ii¢ islevi
vardir; spermatozoonlarin iiretilmesi, bu hiicrelerin disi iireme sistemine aktarilmasi ve

testosteron tiretimi islevleridir (18, 19).
4.1.1. Testis Anatomisi ve Histolojisi

Testisleri tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag dokusundan olusan
kalin bir kapsiil sarar. Visseral katman olan tunika vajinalis, bu kapstilii disaridan sarar.
Testisin arka kenarinda, kapsiil kalinlagarak iceriye dogru uzanir, bu kistim mediastinum
testisi olusturur. Ince fibroz septumlar (bdlmeler), mediastinumdan 1smsal olarak
uzanarak lobiiller olusturur. Lobiiller iginde seminifer tiibiiller bulunur ve yapilari
kivrimli oldugu i¢in kesite farkli diizlemlerden girer. Seminifer tiibiiller, mediastinumdan
tiibiili rektiye (diiz tiibiillere) ve rete testise bosalir. Rete testis birleserek duktuli
efferentesi olusturur. Bu kanallar spermatozoonlari ve testis sivisini epididimisin
proksimaline aktarir. Rete testis tek katli kiibik epitelden olusan toplayici kanallardir.
Testisin %20-%30 kadarini interstisyel doku olusturur. Interstisyel bag dokusu hormon

tireten Leydig hiicrelerinin bulundugu yerdir (Resim 1) (18, 19).
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Resim 1. Skrotum, testis ve epididimis (Ovalle'den, 18)

4.1.2. Testis Gelisimi ve Spermatogenezis

Testisler, embriyonik ara mezodermden kdkenlenir. Gelisimin ilk evresinde, ara
mezoderm, seminifer tlibiillerin Onciilleri olan primer epiteliyal cinsiyet kordonlarimi
olusturur. Gelisimin dordiincii haftasindan sonra, primordial germ hiicreleri, vitellus
kesesi endoderminden kordonlara dogru goc¢ eder. Yenidogan doéneminde testis, germ
hiicre kordonlarindan ve bunlara eslik eden, gelecekte Sertoli hiicrelerini olusturacak olan
epitel hiicrelerinden olusur. Kordonlar puberte donemine kadar igleri dolu durumda
bulunur. Daha sonra caplar1 genisleyerek iclerindeki liimeni olustururlar. Leydig
hiicreleri seminifer tiibiillerin arasindaki mezenkimden koken alir. Puberte doneminde
ilkel germ hiicreleri olan spermatogonyumlar mitoz bdliinme gegirmeye baslar ve
seminifer tlibiill epitelindeki diploid spermatogonyumlardan haploid spermatozoonlarin
olustugu spermatogenezis gerceklesir. Mitoz ve mayoz boliinmelerin  ardindan
spermatozoonlar tiibiillerin liimenine dogru go¢ eder. Bu islem Sertoli hiicreleri
tarafindan koordine edilir ve 64-74 giinde gerceklesir. Bireyin yasami boyunca devam

eder (18-20).
4.1.3. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Her seminifer tiibiil fibromiiskiiler ara bag dokusu, yassi miyoid hiicrelerden

olusan bir tabaka ve bazal membran ile ¢evrilidir. Seminifer tiibiil epiteli iki hiicre grubu



barindirir; spermatogenik (germ) hiicreler ve ¢ogalma 6zelligine sahip olmayan Sertoli
hiicreleri. Seminifer tiibiildeki germ hiicrelerinin bazal membrana en yakin olanlar
yuvarlak cekirdekli spermatogonyumlardir. Yuvarlak c¢ekirdekli, ancak daha biiyiik
hiicreler, primer spermatositlerdir. Haploid, sekonder spermatositler ise az goriiliir ve
olusur olusmaz boliinerek spermatidleri olustururlar. Bu hiicreler, limene yakin olan
germinal epitelyuma gomiiliidiirler. Destekleyici Sertoli hiicreleri, siituna benzer ve
germinal epitel boyunca uzanir, serbest uglari liimene ulagir. Spermatidler, boliinmeksizin

liimene birakilacak olan spermatozoonlara olgunlasirlar (18, 19).
4.1.4. Seminifer Tiibiillerin Ince Yapisi ve Spermatogenezis

Spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazal membranina yerlesmis olan, siirekli
boliinebilen kok hiicre topluluklaridirlar. Yaklasik 12 um ¢apinda olan, nispeten biiytik,
yuvarlak bir cekirdege sahip diploid hiicrelerdir. Bdliindiiklerinde nispeten biiyiik
cekirdeklere sahip primer spermatositleri olustururlar. Bu hiicreler de mayoz bdliinme
gecirerek daha kiiciik yapiya sahip sekonder spermatositleri meydana getirirler. Sekonder
spermatositler, DNA replikasyonu gerceklestirmeden sekonder mayoz boliinme gegirir.
Bu bdliinme sonunda olusan yuvarlak spermatidler, haploid kromozom sayisina sahip
hiicrelerdir. Spermatidler, Sertoli hiicrelerinin olusturdugu girintiler arasina goémiilmiis
durumda bulunurlar. Spermatidler, limene dogru yol alirken uzar ve karmasik bir
olgunlagsma isleminden gecer ki bu olaya spermiyogenezis adi verilir. Bu gelisim
evrelerinin sonucunda olugan spermatozoonlar, tek bir kamgiya ve kiigiik, yogun bir
cekirdege sahip olan yiiksek diizeyde 6zellesmis hiicrelerdir. Bir giinde yaklasik 300
milyon adet spermatozoon firetilir ve liimene birakilir (18). Olusan bu olgun sperm
hiicresi; akrozomal kep igceren bas, boyun, mitokondriyon kilifi iceren kuyruk orta

pargasi, kuyruk esas pargasi ve kuyruk son pargasindan olusur (20).
4.1.5. Germ Hiicrelerinin ince Yapisi ve Spermiyogenezis

Yuvarlak sekilli, hareketsiz spermatidler, spermiyogenezis olarak adlandirilan
karmagik yapisal bir olgunlasma isleminden gecerek spermatozoonlara doniisiir.
Seminifer tiibiil epitelinin {ist katmanlarinda gergeklesen bu sirali degisiklikler; ¢cekirdek
kromatininin yogunlagmasi, ¢ekirdegin uzamasi, akrozomun olugmasi, kamgi yapisinin
olusmas1 ve sitoplazmanin ortadan kalkmasi seklinde siralanan olaylar biitiiniidiir. ilk

olarak golgi fazinin baglangicinda, golgi kompleksinin ¢ekirdege komsu kisminda birkag



adet akrozom vezikiilii olusur. Bu vezikiiller, ¢ekirdek zarina bagli, biiyiik bir akrozom
olusturacak sekilde birlesirler. Vezikiil i¢cinde, ¢ekirdegin 6n yiizeyini ortecek sekilde
yayilir ve spermatozoonun On tarafini olusturan akrozom graniilii olusur. Degisiklige
ugramis bir lizozom olan akrozom igerisinde, déllenme sirasinda, zona pellusidanin ve
korona radiyatanin asilabilmesine olanak saglayan, hyaluronidaz ve tripsin benzeri

aktiviteye sahip, proteaz gibi bir¢ok hidrolitik enzimi igerir (18, 19).

Spermiyogenezisin daha ileriki donemlerinde, bir ¢ift sentriyol spermatid
cekirdeginin kars1 kutbuna gog¢ eder ve burada birinden kam¢1 meydana gelir. Spermin
kuyruk hareketinden sorumlu bu yapi, merkezinde bir ¢ift santral mikrotiibiil, ¢evresinde
dokuz adet mikrotiibiil ¢ifti bulundurur. Mitokondriyonlar bu kamg¢iya dogru goc eder.
Daha sonra, sitoplazma ve organel fazlasi Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
Yiiksek diizeyde 6zellesmis hiicreler olan bu olgun spermatozoonlarin boyu, yaklagik 60

um civarindadir (18).
4.1.6. Sertoli Hiicrelerinin Ince Yapis ve Islevi

Spermatozoonlarin desteklenme ve olgunlagsma siirecinde, Sertoli hiicreleri, ¢ok
biiylik dneme sahiptir. Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiller igerisinde spermatogenik
hiicreler arasinda yerlesmis sekilde bulunurlar ve prizmatik, sinirlar giigliikle ayirt edilen
hiicrelerdir. Bazal membrandan seminifer tiibiil liimenine kadar uzanirlar. Tepe
kisimlarinda, kriptaya benzer girintiler bulunur ve yeni olusan spermatidler liimene
birakilincaya dek, buraya yerlesir. Simnirlar1 diizgiin olmayan, okromatik ¢ekirdege
sahiptir ve ¢ekirdekcikleri belirgindir. Sitoplazmalarinda, ¢ok belirgin olmayan, diiz bir
endoplazmik retikuluma ve ¢ok sayida lipid damlaciklarina sahiptir. Mitokondriyonlari
yassidir, mikrotiibiiller ve ara filamanlardan olusmus hiicre iskeletleri olduk¢a gelismistir
ve lizozomlarinda lipofuskin bulundurur. Taban ve yan ylizeylerindeki siki baglanti
kompleksleriyle komsu hiicrelere tutunurlar. Bu tutunma kompleksleri her bir seminifer
tiibiilii, bazal ve adluminal kompartmana ayiran, kan-testis bariyerini olusturur. Kan-testis
bariyeri, spermatogonyumlarla primer spermatositleri, daha iistteki sekonder
spermatositlerden ve spermatidlerden ayirir ve plazma proteinleri ile kan kaynakli
antikorlari, seminifer tiibiil llimeninin diginda tutarak, immiin yanit olusumunun 6niine
gecer. Sertoli hiicreleri, spermatid artiklarini fagosite eder, spermin yasamasi i¢in gerekli

olan pek ¢cok maddeyi salgilar (18, 19).



4.1.7. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi ve Ince Yapisi

Leydig hiicreleri, seminifer tiibiillerin arasinda bulunan, gevsek bag dokusunda
bulunur. Biiyiik, poligonal ve eozinofilik olan bu hiicrelerin sitoplazmasi kopiiksii bir
goriintliye sahiptir. Bu goriintii, testosteron sentezi i¢in yiiksek diizeyde lipit icermesinden
kaynaklanir. Bu hiicreler, kesin yapilar1 ve fonksiyonlari bilinmeyen, lipofuskin pigmenti
ve c¢ubuk sekilli sitoplazmik kristalleri olan Reinke kristalleri bulundurmaktadir.
Cekirdekleri, bir ya da iki ¢ekirdekc¢ige sahiptir. Hiicre ylizeyinde ¢ok sayida mikrovillus
bulunur. Leydig hiicreleri, ¢ogunlukla pencereli kapillerler ve kiiclik lenf damarlarina
yakin bolgelerde konumlanirlar. Steroid salgilayan diger hiicreler gibi Leydig hiicreleri
de sitoplazmalarinda, yogun, siki paketlenmis diiz endoplazmik retikulum bulundurur.
Nispeten daha az sayida ribozoma, graniillii endoplazmik retikuluma, steroid salgilayan
hiicrelerin diger bir karakteristik ©zelligi olan ¢ok sayida tiibiilovezikiiler kristali
mitokondriyona, ¢ekirdegin hemen yaninda bulunan biiyiik bir golgi kompleksine ve ¢ok

sayida lipid damlaciklarina sahiptir (18, 20).
4.2. Epididimis
4.2.1. Epididimisin Anatomisi ve Histolojisi

Epididimis, testislerin arka boliimiinii 6rten kivrimli bir kanaldir. Embriyoda,
mezonefrozdan tiireyen epididimis, bas kismini olusturan baslangic pargasi, kanalin ana
boliimiinii olusturan gévde kismi ve kuyruk bolgesi olmak iizere iic boliimden olusur.
Baslangi¢ pargasi, duktuli efferenteslerin sikica sarmallanmis boliimlerinden meydana
gelir. Erkeklerin %25'inde, bas boliimiinde sap seklinde bir uzantiya sahip kistik bir yap1
yer alir. Bu yapiya apendiks epididimis denir. Epididimisin bas parcasi, duktuli
efferenteslere baglanir. Duktuli efferentesler, titrek tiiylii prizmatik epitelle déselidir. Bu

titrek tliyler, spermatozoonlarin hareketine yardimci olur (18).
4.2.2. Epididimisin Histolojisi ve Islevi

Epididimis kanalinin duvarini olusturan yalanci ¢ok katli prizmatik epitel, uzun,
hareketsiz stereosilyumlar bulunduran uzun, prizmatik esas hiicrelerden ve kiiclik bazal
hiicrelerden olusur. Stereosilyumlar, hiicrenin yiizey alanini biiylitiirler, testisten
spermatozoonlarla birlikte gelen fazla sivinin emiliminde islev goriirler. Epididimis, ayni

zamanda, bir depo kanal islevini de iistlenmektedir. Spermatozoonlar, kanal boyunca



olgunlasir, hareket ve dolleme yetenekleri edinirler. Kanalin dis kisminda, gevsek bag

dokusu ve diiz kaslar bulunur (18).
4.3. Metotreksat
4.3.1. Metotreksatin Tarihcesi

1947'de Sidney Farber tarafindan yonetilen bir arastirmaci ekibi, gelistirilen
kimyasal bir folik asit analogu olan aminopterinin akut lenfoblastik 16semili ¢ocuklarda
iyilesmeyi uyarabilecegini gosterdi. Folik asit analoglariin gelistirilmesi, folik asit
uygulamasinin 16semiyi kotiilestirdigi ve folik asitten yoksun bir diyetin, aksine, bir
gelisme saglayabileceginin kesfiyle hiz kazanmustir. Bu etkilerin ardindaki eylem
mekanizmasi, bu tarihte, hala bilinmemekteydi (21). Diger folik asit analoglar1 da
gelistirilmekteydi ve 1950'de MTX (daha sonra amethopterin olarak bilinecek), 16semi
icin tedavi olarak onerildi (22). 1951 yilinda, Gubner, folat antagonisti olan aminopterin
ile tedavi edilen sedef hastalarinda iyilesme bildirmis, ancak oral iilserasyon, abdominal
kramplar ve diyare, alopesi ve yara iyilesmelerinde inhibisyon etkilerinin bulunmasi
klinik uygulamasini sinirlandirmistir (23). 1955'te, Rees ve arkadaslari, daha diisiik bir
dozda aminopterin kullanarak, daha az yan etki ile birlikte sedef hastalifinin iyi bir
sekilde temizlendigini bildirmistir (24). 1958 yilinda, Edmundson ve Guy, amethopterin
veya MTX kullanildiginda sedef hastaliginin iyi bir sekilde temizlendigini bildirmistir
(25). Daha sonraki birkag karsilastirmali ¢alisma, MTX'in aminopterinden biraz daha az
etkili olmasina ragmen, MTX'in daha az toksik oldugu sonucuna varmistir. 1951'de, Jane
C. Wright, solid timdrlerde MTX kullaniminin, meme kanserinde iyilesmeye sebep
oldugunu gosterdi (26). Wright'in ekibi, ilik kanseri olan 16seminin aksine, solid
tiimorlerde ilacin kullanimini ispatlayan ilk gruptu. Min Chiu Li ve arkadaslar1 1956°da,
koriokarsinom ve korioadenomlu kadinlarda eksiksiz iyilesme (27) ve 1960 yilinda,

Wright ve arkadaslar1 mikozis fungoideste iyilesme oldugunu kanitladi (28, 29).

Hayvanlarda toksisite caligmalari, MTX toksisitesinin, toplam dozdan ziyade,
dokularla temas siiresi ile daha yakindan iligkili oldugunu ve 1963'te, Berlin'in dozaj
calismasi, MTX'in terapdtik indeksini gelistirebilecegini gostermistir (30). 1971 yilinda,
Weinstein ve Frost, hiicre dongiisii kinetigi ¢aligmalarinda, dozu, 12 saat arayla verilen

li¢ porsiyona bolerek, haftalik dozaj ¢izelgesinde bir modifikasyon ortaya atmistir (31).
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4.3.2. Metotreksatin Etki Mekanizmasi

Bir sitotoksik ajan olarak, MTX bir dizi benzersiz 6zellige sahiptir. Birgok ajanin
aksine, niikleik asitlerle kimyasal olarak reaksiyona girmez. Esansiyel DNA
bilesenlerinin sentezine dahil edilmeyen, ortak kullanimda olan tek antimetabolittir.
Dahasi, MTX'in kansere neden olan higbir kanserojen etkisi yoktur, ¢iinkii niikleik

asitlerle kimyasal olarak reaksiyona girmez (32).

Kanserde, MTX, tetrahidrofolat sentezine katilan bir enzim olan dihidrofolat
rediiktazi (DHFR) inhibe eder (33, 34). DHFR i¢in MTX’in afinitesi, folatin yaklasik
1000 katidir. DHFR, dihidrofolatin, aktif tetrahidrofolata doniisiimiinii katalize eder.
DNA sentezi i¢in gerekli olan timidin niikleosidinin de novo sentezi i¢in folik asit
gereklidir. Ayrica, folat, piirin ve pirimidin bazlarinin biyosentezi i¢in gerekli
oldugundan, sentez inhibe olacaktir. MTX, bu nedenle, DNA, RNA, timidilat ve

proteinlerin sentezini inhibe eder (33).

MTX, hem niikleik asitlerin hem de proteinlerin sentezini bozdugundan, hiicre
dongiisii durdurulur, boylece G1 hiicreleri daha fazla ilerleyemez ve MTX'e maruz kalma
sirasinda S fazinda olan hiicreler oldiirilir. MTX, S fazindaki hiicreleri timidilat sentezini
inhibe ederek Oldiirse de, bu etki sinirlidir, ¢linkii RNA ve protein sentezinin inhibisyonu,

hiicrelerin S fazina giris hizin1 yavaslatir (32).

Romatoid artrit tedavisinde, DHFR'nin inhibisyonunun ana mekanizma oldugu
diistiniilmez. Aksine, adenosin birikmesine yol agan piirin metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerin inhibisyonu; T hiicresi aktivasyonunun inhibisyonu ve hiicreler arasi
adhezyon molekiil ekspresyonunun T hiicreleri tarafindan bastirilmasi; B hiicrelerinin
down regiilasyonu; aktif T hiicrelerinin CD95 duyarliligini arttirmak ve bagisiklik sistemi
fonksiyonuna iliskin enzim aktivitesinin deaktivasyonuna yol acan, metiltransferaz
aktivitesinin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalarin romatoid tedavisinde etken oldugu
goriilir (35, 36). MTX'in bir bagska mekanizmasi, interlokin 1-betanin hiicre yiizeyi

reseptoriine baglanmasinin inhibisyonudur (37).
4.4. Ellajik Asit

EA, basta ahududu, ¢ilek, ceviz, iiziim ve siyah kus iizimii gibi meyveler ile
findikta bulunur. Onceki calismalar, EA'nin damitilmis ickilerde bol miktarda bulunan

yaygin polifenollerden biri oldugunu ortaya koymustur. En yiiksek seviyedeki EA,
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ahudududa bulunur. Alman ulusal gida tiiketimi arastirmasina gore, her Alman
vatandasinin tiikettigi meyve ve sebzelerin 5.2 mg/giin EA icerdigi 6l¢iilmiistiir (38). EA,
ayrica, misket liziimiin sarabinin her 100 graminda ortalama 5.6 mg bulunur ve her 100
gram misket {iziimii sarabinin 10.2 mg’1, misket iiziimii sarabinin iiretimi sirasinda agiga
¢ikan ¢oziinmeyen sedimentlerle iligskilendirilmistir (17). EA’nin koruyucu etkisi i¢in
cesitli faktorler gerekmektedir. Bu faktorler, DNA baglama kapasitelerini, Reaktif
Oksijen Tiirlerinin (ROS) olusumun engellenmesini, ROS’un temizlenmesini ve
DNA'nin alkillenmesinin 6nlenmesini igermektedir. Hidroksil ve lakton gruplarinin, EA
yapisinda Onemli Olgiide oldugu goriilmektedir. EA'nin, yukarida bahsedilen tiim
biyolojik korumalardan giiclii bir sekilde sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. EA'nin
serbest radikal caligsmalari, E vitamini ile karsilastirildiginda, oksidatif strese karsi daha
iyi koruma sagladigin1 gostermektedir (38). EA, hayvan modellerinde kimyasal
kanserojenlerden kaynaklanan tiimor biiyiimelerini inhibe eder (39). Ghudhaib ve
arkadaglar1 (2010), EA'min hayvanlara karsi anti-tifo korumasina sahip oldugunu
bildirmistir (40). Ek olarak, bu calisma, EA ag¢isindan zengin olan meyvelerin diizenli
tiketiminin, Salmonella typhimurium'un hayvanlar lizerindeki etkisini 6nemli dl¢lide
azalttigin1 ortaya koymustur. Diger calismalar, ayrica, EA'nin, sitmanin, &zellikle
Plasmodium falciparum tiirleri tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir

(41). EA’nin kimyasal yapisi ise Resim 2’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Baz1 bitkilerdeki EA konsantrasyonu (Zhang'den, 41)

Meyveler ve bitkiler Toplam EA
Muz 2%
Armut 4%
Mandalina 4%
Ananas 6*

Erik 7*

Cilek 31-78*
Pikan Cevizi 33*
Ceviz 59%
Ahududu >150*
Cloudberry >160%*
Arctic Bramble >160*
Cilek cesitleri 6-34.1**

Pongamia pinnata

Geraniaceae

Misket {iziimii ¢esitleri

1.5* (kabuk)
0.1* (yaprak)
0.4* (tohum)
397*

587-1900* (posa)

*: mg/100 g kuru agirhik
**: mg/100 g donmus agirhik

HO

HO

O

O

O

OH

OH

Resim 2. EA’nin kimyasal yapis1 (Sepulveda'den, 16)
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4.4.1. Ellajik Asitin Kimyasal Yapisi

Tanenlerin yapisal cesitliligi, spesifik yapisal ve kimyasal 6zelliklerine baghdir.
Tanenler, sicak suyla muamele edilerek, hidrolize edilebilir tanenler ve hidrolize
edilemeyen tanenler olarak ayrilabilirler. Nitekim "hidrolize edilebilir tanenler" terimi,

hem gallotanenleri, hem de ellajitanenleri (ET) icerir (42).

ET’ler, cesitli tipik bitki ailelerinde bulunur. ET’ler hem ¢6zelti i¢inde, hem de
ortamda kararsizdirlar ve hidroliz ve polimerizasyon reaksiyonlar1 gegirirler. Clifford ve
Scalbert’in ¢aligmasi, ET'nin, asitler veya bazlarla reaksiyona girmesiyle, ester baglarinin
hidrolize edildigini ve HHDP grubunun, suda ¢ok az ¢oziinebilir EA'ya doniistiigiinii
acikca dogrulamistir (43). Landete, polimerizasyon reaksiyonunun, ET'lerin hiicre duvari
bilesenlerine kovalent baglanmasina yol actigini bildirmistir (44). Bitkilerde bulunan
farkli EA tilirevleri, hidroksil gruplarinin metilasyon, glikolizasyon ve metoksilasyon
yoluyla olusturulmustur. EA, esas olarak bitki vakuolunda, EA veya EA tiirevleri olarak
serbest formlarinda bulunur veya suda ¢oziinebilir ET’ler olarak baglanir. ET'ler ve EA
calismasi, ET'lerin ve EA'nin antioksidan etkinliginin dogrudan hidroksilasyon

derecesiyle iligkili oldugunu ve bir seker varligi ile azaldigini agiklamistir (45).
4.4.2. Ellajik Asitin Antioksidan Dogasi

ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS), hiicre i¢inde iiretilir, ¢esitli insan hastaliklariyla
iligkilendirilmis olan bir¢ok 6nemli biyomolekiiliin zarar gérmesine sebebiyet verir. ROS
ve RNS endojen antioksidanlar tarafindan daima dengede tutulurlar, ancak hastalik
durumlarinda bu denge degisir ve oksidatif stres olusur. Dolayisiyla EA, hastaliklar
onleyebilen, serbest radikalleri temizleyebilen iyi bir antioksidandir. Onceki
calismalarda, EA’nin, antioksidan, serbest radikal 6nleme, antikanserojen, antidstrojenik,
antimutajenik ve anti-apoptotik gibi genis etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Fenolik
meyvelerin bolca tiikketimi ile koroner kalp hastaliklari insidansi arasinda giiclii bir
korelasyon vardir. EA'min antioksidan etkisiyle bu durum biiyiikk oranda
iliskilendirilmistir. EA, CCI4 ile indiiklenen karaciger dokularina kars1 hepatoprotektif
ozellikler gostermistir. Dahasi, EA'nin oksidatif strese karsit E vitaminden daha iyi bir
koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur. Yakin zamanda yayinlanan bir ¢aligsmada,
H20x'ye kars1 deneysel sitogenetik korumanin, EA tarafindan reaktif serbest radikallerin

temizlenmesiyle iliskili olabilecegi raporlanmustir (38). Ozkaya, EA'mn, serbest
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radikalleri dogrudan temizleyerek veya hiicredeki antioksidan enzim cevabi ile
sonuglanabilecek hiicredeki yolaklar1 regiile ederek, hiicrenin antioksidan cevabini
arttirdigin1 bulmustur (46). EA, lipit peroksidasyonunu 6nledigi gibi siiperoksit anyonu
olan O2'yi ve hidroksil radikallerini (-OH) de onler. EA'nin, cisplatin ile indiiklenen
hayvanlar iizerindeki etkisinin gézlemlendigi bir ¢alismada, EA'nin serbest radikalleri
(02" ve -OH) temizledigi ve oksidatif DNA hasarini baskiladig1 goriilmiistiir (47). EA'nin
OH radikalleri, peroksil radikalleri, NO2 radikalleri ve peroksinitrit gibi ROS ve RNS'yi
yok etme kapasitesinin, E vitamini ve C vitamini gibi bilinen bir¢ok antioksidanlara esit
oldugu bulunmustur. EA suda diisiik ¢6ziiniirliige sahiptir, ancak EA’nin ¢6ziintirligi
organik c¢oziiclilerde artar ve bu durum EA’nin iyi bir lipofilik antioksidan gibi
davranabildigini gosterir. Serbest radikalleri yok etme kabiliyeti ile birlikte bu 6zelligi,

EA’y1 zincir kiric1 antioksidanlara iyi bir aday yapar (38).
4.5. Apoptoz
4.5.1. Apoptozun Tanim

Apoptozis terimi, 1972'de morfolojik olarak farkli bir hiicre 6lim formunu
tanimlamak i¢in bir makalede kullanilmistir (48). Memeli hiicrelerinde apoptozis siirecine
dahil olan mekanizmalarin anlasilmasi, Caenorhabditis elegans nematod tiiriiniin
gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan programlanmis hiicre oOliimlerinin arastirilmasindan
dogmustur (49). Bu organizmada, 1090 somatik hiicre, yetiskin bir solucaninin olusumu
sirasinda tretilir, bu hiicrelerin 131'1 apoptoza veya “programlanmis hiicre 6liimiine”
maruz kalir. Bu 131 hiicre, gelisim siirecinde belirli noktalarda oliir. Apoptozis, o
zamandan beri, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis eliminasyonunu igeren, ayirt edici
ve Onemli bir “programlanmis” hiicre 6limii olarak kabul edildi. Bununla birlikte,
programlanmis hiicre 6liimiiniin diger formlarimin tarif edilmis oldugunu ve diger

programlanmig hiicre 6liimlerinin heniiz kesfedilemedigini unutmamak 6nemlidir (50).

Apoptoz gelisim ve yaslanma sirasinda normal olarak, hiicre popiilasyonlarinin
dokularda muhafaza edilmesi i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya cikar.
Apoptoz, ayrica, bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi veya hiicreler, hastalik veya
zararli maddeler tarafindan zarar gordiiglinde, bir savunma mekanizmasi olarak da ortaya
cikar (51). Her ne kadar apoptozu tetikleyebilen, hem fizyolojik hem de patolojik olarak

cok cesitli uyarici durumlar olsa da, tiim hiicreler ayni uyarana cevap olarak 6lmeyecektir.
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Kanser kemoterapisinde kullanilan 1sinlama veya ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasari ile
sonuglanir, bu da, p53'e bagl bir yoldan apoptotik 6liime yol acabilir. Kortikosteroidler
gibi bazi hormonlar, baz1 hiicrelerde (timositler) apoptotik 6liime yol agabilir, ancak diger

hiicreler etkilenmez, hatta uyarilabilir.

Apoptozisi nekrozdan ayirma problemi de vardir. Iki siireg de birbirinden
bagimsiz olarak meydana gelebildigi gibi ayn1 anda da meydana gelebilir (52). Bazi
durumlarda, apoptoz veya nekroz ile hiicrelerin 6liip 6lmedigini belirleyen, uyaranlarin
tiirli ve/veya uyaranlarin derecesidir. Is1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser
ilaclar gibi zararli uyaranlar, diisiik dozlarda apoptozisi indiikleyebilir ve ayni uyaranlarin
ylksek dozlar1 da nekroz ile sonuglanabilir. Apoptoz, “kaspaz” adi verilen bir sistein
proteazlari grubunun aktivasyonunu ve baslatict uyarani hiicrenin nihai 6limi ile
birlestiren karmasik bir olaylar dizisini i¢ceren, koordine ve ¢ogunlukla enerjiye bagimli

bir siirectir (48).
4.5.2. Apoptoz ve Akim Sitometri (Flow Cytometry)

Tarihsel olarak, gelistirilen ilk akim sitometri (flow cytometry), sadece hiicrelerin
biiytlikliigiinii tespit eden, tek parametreli bir cihazdir. Giinlimiizde, son derece karmasik
cihazlar, es zamanl olarak 14 parametrenin algilanmasi ile evrimlesmistir (53). Akim
sitometri, s1v1 soliisyon igerisindeki tek bir hiicrenin veya mikroorganizmalar, ¢ekirdekler
ve kromozom preparatlar1 gibi herhangi bir materyalin bir 151k kaynagindan gecirildiginde
optik ve floresan 6zelliklerini 6lgebilir. Akim sitometrinin temel prensibi, hareket eden
parcaciklara c¢arpan uyarim kaynagindan (genellikle bir lazer 1smn1) gelen 151k olarak
ortaya c¢ikan 1s1k sagilimi ve floresan emisyonu ile ilgilidir. Elde edilen veriler
pargaciklarin biyokimyasal, biyofiziksel ve molekiiler yonleri hakkinda degerli bilgiler
verebilir. Isik sac¢ilimi, hiicrenin yapisal ve morfolojik Ozellikleri ile dogrudan
iligkiliyken, bir floresans probundan tiiretilen floresan emisyonu, hiicrelere veya hiicresel

bilesene bagli floresan prob miktariyla orantilidir (54).

Iki farkl tipte sitometri vardir; non-sorting ve sorting olarak adlandirilir. Non-
sorting tipi, 151k sacilimi ve floresan emisyonunu isleyebilirken, sorting tipi, parcaciklari

da isleme yetenegine sahiptir (53).

Akim sitometrileri ve hiicre ayiricilarinin ana bilesenleri temel olarak, fluidik

sistem, optikler (uyar1 optigi ve toplama optigi), elektronik ag dedektorleri ve bir
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bilgisayardir. Fluidik sistem, sivi icerisindeki parcaciklari odaklanmis 151k kaynagina
yonlendirmekten sorumludur. Uyar1 optigi, 151k kaynagini hiicreler/pargaciklar iizerine
odaklarken; toplama optikleri, pargaciklarin 151k sacilimini veya floresan 11811 bir
elektronik aga iletir. Elektronik ag, sinyali algilar ve sinyalleri 151k siddeti ile orantili olan

dijital verilere doniistiiriir ve bilgisayar da verileri analiz etmek i¢in gereklidir (53, 55).

Akim sitometri, membran, sitoplazmik ve niikleer antijenlerin saptanmasina
dayanan ¢esitli uygulamalarda kullanilir. Ek olarak, tim hiicreler ve organeller,
cekirdekler, DNA, RNA, kromozomlar, sitokinler, hormonlar ve protein igerigi gibi
hiicresel bilesenler de akim sitometri ile aragtirilabilir. Hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisii
analizi, kalsiyum flux ve membran potansiyeli 6l¢timleri akim sitometri i¢in gelistirilen

yontemlerin yaygin olarak kullanilan 6rnekleridir (56, 57).

Apoptoz, akim sitometri ile floresan bir madde olan propidium iyodiir veya PE
Annexin V kullanilarak belirlenebilir. Hiicrelerde, hiicre zarmmin i¢ ylizeyinde
fosfatidilserin bulunur. Membran lipitlerinden biri olan fosfatidilserin molekiilleri, eger
hiicre apoptoza giderse, hiicre zarinin dis yiizeyine dogru hareket eder. Apoptozun erken
donemlerinde, hiicre membran biitiinliigiiniin heniiz bozulmadigr dénemlerde, bu yer
degistirme olay1 gergeklesir. Annexin V, fosfatidilserin molekiillerine karst yiiksek
affiniteye sahip bir proteindir. Hiicrelerde membran bozukluklari, fosfatidilserinler ile

Annexin arasindaki bu baglanma ile akim sitometride gdzlemlenebilir (58, 59).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec¢

Bu proje Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve KTU Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2018-7478 no’lu proje kodu ile desteklenmistir.

5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini

Calismada kullamlan sicanlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Bu ¢alismada, 200-250 g agirhiginda Sprague Dawley tiiri,
24 adet erigkin erkek sican kullanildi. Siganlarin temini, bakimi, beslenmesi, barinmasi
ve deney siiresince takibi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi'nde
gerceklestirildi. Bu sayede, cevresel degisikliklerden kaynaklanan stres ve uyum
probleminin 6niine gegildi.

5.1.2. Sicanlarin Bakimi ve Laboratuvar Kosullari

Deney siiresi boyunca laboratuvar sicakligi ortalama 22 + 2 °C ve nem orani
ortalama %50 + 5 olacak sekilde ayarlandi. Ayrica ortam aydinlatma kosullar1 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Siganlarin beslenmesinde icme suyu

ve yem olarak merkezde normal sartlarda kullanilan ¢esme suyu ve standart sigan yemi

verildi. Siganlarin barinmasinda ise standart Tip III kafesler kullanildi (Resim 3).
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Resim 3. Sicanlarin barindig: kafesler

5.1.3. Calisma Gruplari

Calisma icin, 24 adet erigkin erkek sican, adaptasyon i¢in deneyden 5 giin Once,
rastgele 4 gruba ayrildi. Uygulanan MTX ve EA dozajlar, literatiire uygun olarak
belirlendi. Uygulama yapilan gruplara iliskin veriler asagida siralanmistir, Tablo 2°de
tablo halinde gosterilmis ve Resim 4’de gavaj uygulamasi yapilan bir si¢an

resmedilmistir.

1. Kontrol grubu (n: 6): Bu gruba 5 giin boyunca salin (0.6 ml) gavaj yoluyla
verildi.

2. MTX grubu (n: 6): Bu gruba sadece deneyin ilk giinii tek doz MTX (20 mg/kg,
Kocak Farma, Tekirdag, Tiirkiye) intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

3. EA grubu (n: 6): Bu gruba 5 giin boyunca EA (25 mg/kg, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, E2250) salinde ¢oziilerek gavaj yoluyla verildi.
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4. MTX + EA grubu (n: 6): Bu gruba sadece deneyin ilk giinii tek doz MTX (20
mg/kg) 1.p. olarak uygulandi ve ilk giin dahil toplamda 5 giin boyunca EA (25
mg/kg) salinde ¢oziilerek gavaj yoluyla verildi.

Tablo 2. Deney gruplari ve uygulamalari

Gruplar Sican Sayisi (n) Uygulama

1. Grup: Kontrol 6 0.6 ml salin, 5 giin

2. Grup: MTX 6 20 mg/kg MTX, 1. giin
3. Grup: EA 6 25 mg/kg EA, 5 glin

4. Grup: MTX + EA 6 20 mg/kg MTX, 1. giin +

25 mg/kg EA, 5 giin

Deney siiresi boyunca tiim uygulamalar, ayni saatler arasinda, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezi’nde gerceklestirildi.

Resim 4. Sicanlara gavaj uygulamasi
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5.1.4. Testis Dokularinin Elde Edilmesi

Sicanlar, 5. giin, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nde, anestezi
altinda, kansizlagtirma yontemi ile sakrifiye edildi. Hemen ardindan, steril kosullar
altinda, siganlarin testisleri ¢ikartildi (Resim 5). Cikarilan sag testislerin bir yarisi
histopatolojik doku takibi i¢in hazir hale getirilmek {izere, asagida hazirlanis1 verilen 24
saatlik Bouin soliisyonuna koyuldu. Diger yarisi ise, akim sitometrik islemler i¢in PBS’ye

koyuldu.

Resim 5. Sican testislerinin ¢ikarilmasi

24 saatlik Bouin soliisyonunun hazirlanisi igin karisim su sekildedir;

— 75 ml pikrik asit
— 75 ml formaldehit

— 5 ml glasiyel asetik asit
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5.2. Yontem
5.2.1. Histopatolojik Yontem
5.2.1.1. Doku Takibi ve Bloklama

Doku takibi i¢in, KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na
getirilen, Bouin soliisyonunda 24 saat bekletilerek tespit edilen dokulara su islemler

uygulandz;

1. %70’lik etil alkol igerisinde bir giin bekletildi.

%090’1ik etil alkol i¢erisinde bir giin bekletildi.

%96’1ik etil alkol icerisinde bir giin bekletildi.

%100’1ik etil alkol igerisinde bir giin bekletildi.

%100’lik etil alkol icerisinde bir saat bekletildi.

Ksilen igerisinde 5 dk bekletildi ve bu islem basamagi 2 kez daha tekrarland.

A L R o

Etiivde, 58 °C’de erimis parafin igerisinde 15 dk bekletildi ve bu islem 2 kez
daha tekrarlandiktan sonra yine erimis parafin igerisinde 2 saat bekletildi.

8. Son olarak, dokular oda sicakliginda bloklandi.
5.2.1.2. Kesitlerin Alinmasi

Bloklanan dokulardan, LEICA marka, RM2255 model mikrotom ile kesitler
alindi. Kesit alma islemi i¢in, ilk 6nce 20 um’lik trimlemeler yapilarak dokuya ulasildi.
Dokuya ulagildiktan sonra, 5 um’lik kesitler alinarak, bu kesitler, Benmaride 37 °C’ye
getirilen su iizerine koyuldu. Su iizerinde kirisikliklar1 giderilen kesitler hemen lam

uzerine alindi.

Lam iizerine aktarilan dokular1i, Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyama islemi
icin hazir hale getirilmek iizere zembillere yerlestirilerek 58 °C’deki etiivde parafinleri
eritildi.
5.2.1.3. Hematoksilen & Eozin ile Boyama ve Kapatma

Parafini eritilen kesitlere, H&E ile boyama i¢in su islemler uygulandi;

1. Ksilenigerisinde 5 dk bekletildi ve bu islem basamagi bir kez daha tekrarlandi.
2. %100’liik etil alkol igerisinde 5 dakika bekletildi.
3. %96’lik etil alkol igerisinde 5 dakika bekletildi.
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%70’1ik etil alkol igerisinde 5 dakika bekletildi.
Distile su igerisinde 2-3 dk bekletildi.
Hematoksilen i¢erisinde 35 sn. bekletildi.
Musluk suyu icerisinde 5 dakika bekletildi.
Asit Alkol igerisine 1 kez batirip ¢ikarildu.

° ® N n b

Distile su igerisinde 1 dakika bekletildi.

10. Amonyakl su igerisinde 10 saniye bekletildi.

11. Distile su icerisinde 1 dakika bekletildi.

12. Eozin igerisinde 30 saniye bekletildi.

13. Distile su igerisinde 1 dakika bekletildi.

14. %70’lik etil alkol igerisinde 5 dakika bekletildi.

15. %96’k etil alkol igerisinde 5 dakika bekletildi.

16. %100’liik etil alkol i¢erisinde 5 dakika bekletildi.

17. Ksilen igerisinde 5 dakika bekletildi ve bu islem basamagi bir kez daha
tekrarlandi.

18. Son olarak, boyanan kesitler, lamel ile entellan kullanilarak kapatildi.
5.2.1.4. Histolojik Ol¢iimler ve Johnsen Skorlama

Hazirlanan preparatlar, KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1, Stereoloji laboratuvari biinyesinde mevcut olan, Olympus DP 71 (Japan) kamerali
(Olympus, BXS51, Japan) 15tk mikroskobunda incelendi. Seminifer tiibiiller,
spermatogenik hiicreler ve interstisyel alanlarin fotograflar1 ¢ekilerek dijital ortama
aktarildi. Seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel kalinli§1 Analysis 5 Research (Olympus

Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak 6l¢iildii.

Johnsen skorlama ic¢in fotograflar1 ¢ekilen seminifer tiibiillerde hasar
degerlendirmeleri gergeklestirildi (60, 61). Degerlendirme i¢in kullanilan skorlama su

sekildedir;

10: Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatozoon var.

9: Germinal epitel disorganize ve liimene dogru yi1gilma, spermatozoon var.
8: Germinal epitel ¢ok sirali ancak liimende 10’dan az spermatozoon var.

7: Spermatozoon yok, ¢cok sayida spermatid var.

6: Spermatozoon yok, spermatid 10’dan az.
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5: Spermatozoon yok, spermatid yok, spermatosit var.

4: Spermatozoon yok, spermatid yok, spermatosit 5’den az.

3: Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia var.

2: Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var.

1: Seminifer tiibiil i¢inde hi¢ hiicre yok.

5.2.2. Akim Sitometrik Yontem

Akim sitometrik islemler igin, KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali’na getirilen dokulara su islemler uygulandi;

1.

6.

0.5-1 g taze doku 6rnekleri, her grup i¢in ayr1 bir petride, 3 ml serum fizyolojik
ortaminda ince kesitler seklinde dograndi.
Petrideki dokular, plastik serum tiiplerinin tabanlar1 yardimi ile ezilerek,
camur kivamina gelinceye kadar, mekanik olarak parcalandi.
Petride siispansiyon haline getirilen dokular, ayr1 ayri tiiplere aktarildi.
Bu siispansiyonlar, DNA mesh (Spectramesh-nylon, 50 micron Backman-
Coulter)'den gegirilip stiziildii.
Her grup ig¢in, her bir siispansiyondan 400 pL 6rnek alinarak BD Pharmingen
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit (Cat: 559763 Lot: 5306537) ile
boyandi.
Boyama islemi i¢in izlenen yol su sekildedir;
Hiicre siispansiyonlar1 her grup ic¢in ayri1 ayr1 Eppendorf tiiplere
aktarildi. Hiicreler, 2 kez PBS ile yikanarak 1200 RPM’de 5 dk
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Uzerlerine 1X diliie Binding Buffer
eklenerek 15 dk bekletildi. 5 pL PE Annexin V ve 5 pL 7-Amino-
actinomycin D (7-AAD) eklenerek hafifce vortekslendi. 15 dk karanlik
ortamda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.
Boyama isleminin ardindan, maksimum 1 saat igerisinde, akim sitometri

cihazinda degerlendirildi.

5.2.2.1. Akim Sitometrik Analiz

Akim sitometrik analiz, BD Accuri C6 Cytometer cihazinda (488-640 nm) yapild1

ve FCM bilgisayarina aktarildi. FCM bilgisayarina aktarilan apoptoz piki yiizde oranlari,
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BD Accuri C6 Cytometer Software ve Multicycle DNA analiz programi kullanilarak
degerlendirildi.

5.2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version
25, SSPS Inc. Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Gruplara ait veriler aritmetik
ortalama ve standart sapma (X + SD) olarak ifade edildi. Kolmogrov-Smirnov testi
kullanilarak normal dagilima (parametrik) uydugu belirlendi. Bagimsiz gruplar
degerlendirilirken, One-Way ANOVA testi kullanildi. Grup igerisindeki posthoc
degerlendirmeler i¢in ise, Bonferroni testi kullanildi. p<0.05 degerleri, istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Viicut ve Testis Agirhiklarina Ait Bulgular

Deney gruplarina ait si¢anlarin ilk agirliklari, son agirliklar ve testis agirliklart
oOlciilerek istatistik degerlendirmesi yapilmis, ortalama ve standart sapma degerleri Tablo
3’de verilmistir. Elde edilen istatistiksel verilere gore kontrol grubuna ait si¢anlarin viicut
ve testis agirliklart diger gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel a¢idan anlamli bir

farklilik bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 3. Deney gruplarmin viicut ve testis agirliklarina ait ortalama ve standart sapmalar

Gruplar Viicut Agirhiklar1 (g)  Testis Agirhiklar (g)
1. Grup: Kontrol 221.15+32.33 1.16 £0.22
2. Grup: EA 219.21 +33.23 1.15+0.12
3. Grup: MTX 196.11 £31.51 1.11+£0.19
4. Grup: MTX + EA 200.96 +26.12 1.13+£0.30

6.2. Morfometrik Bulgular
6.2.1. Seminifer Tiibiil Cap1 ve Germinal Epitel Kalinhgina Ait Bulgular

Deney gruplarina ait testis dokularindaki seminifer tiibiil capi, germinal epitel
kalinlig1 ve llimenine immatiir hiicre dokiilen tiibiil sayis1 6l¢iim sonuglart Tablo 4’de
verilmigtir. Verilerin istatistik degerlendirmelerine gore, sonuglar asagidaki gibi

belirlenmistir.

Seminifer tlibiil ¢apinda, kontrol grubuna kiyasla, MTX ve MTX + EA
gruplarinda azalma goriildii. Bu azalma, kontrol grubuna gore, MTX grubunda anlamli
bulunurken, MTX + EA grubunda anlamli bulunmadi (sirasiyla; p<0.05, p>0.05).
Seminifer tiibiil ¢apinda, kontrol grubuna gore, EA grubunda anlamli olmayan bir artma
goriildii (p>0.05). EA grubuna gdre seminifer tiibiil capi, MTX ve MTX + EA gruplarinda
azalig gostermistir. Bu azalis, MTX grubunda anlamli iken, MTX + EA grubunda anlamli
degildir (sirasiyla p<0.05, p>0.05). MTX grubuna gore seminifer tiibiil capi, MTX + EA
grubunda anlamli olarak artmistir (p<<0.05).

Germinal epitel kalinliginda, kontrol grubuna gére EA grubu, hemen hemen esit

bulunurken, MTX, MTX + EA gruplarinda anlamli bir sekilde azalma goriildii (p<0.05).
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EA grubuna gore germinal epitel kalinligi, MTX ve MTX + EA gruplarinda anlaml
olarak azalmistir (p<0.05). MTX grubuna gore germinal epitel kalinliginda MTX + EA
grubunda anlamli bir artma belirlendi (p<0.05).

Liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisi, kontrol grubuna gore
MTX grubunda anlamli artma, EA grubunda ise anlamli azalma goriildi (sirasiyla
p>0.05, p<0.05). MTX + EA grubu ise hemen hemen kontrol grubuna esit bulundu. EA
grubuna kiyasla liimenine immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisi, MTX ve MTX
+ EA gruplarinda anlamli olacak sekilde artmistir (p<0.05). MTX grubuna gore liimenine
immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisi, MTX + EA grubunda anlamli olarak
azalmistir (p<0.05) (Tablo 4).

Tablo 4. Seminifer tiibiil ¢api, germinal epitel kalinlig1 ve liimenine immatiir hiicre
dokiilen seminifer tiibiil sayisina ait ortalama ve standart sapmalar

Gruplar Seminifer Germinal Epitel  Liimenine Immatiir
Tiibiil Cap: Kalinhgi (um) Hiicre Dokiilen
(nm) Seminifer Tiibiil
Sayisi (%)
1. Grup: Kontrol 247.13+18.73 88.1£7.53 31.5+6.19
2. Grup: EA 251.91+4.93 87.26+5.68 26.831+5.36%
3. Grup: MTX 222.19+8.51%%  52.03+3.34%" 39.66+8.22% °
4. Grup: MTX + EA 239.87+9.1°¢ 69.65+3.66% ¢ 31.43+5.78%°¢

&: Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
b EA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
¢ MTX grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

6.2.2. Johnsen Skorlama Sonuglari

Deney gruplarina ait testis dokusunda hasar degerlendirmesi igin, Johnsen
skorlamas1 yapilarak istatistik degerlendirmesi yapilmistir. Istatistik degerlendirmelerine

ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 5’de verilmistir.

Johnsen skoru, kontrol grubuna kiyasla MTX grubu anlamli olarak azalmis
(p<0.05), EA grubunda ise hemen hemen esit bulunmustur. EA grubuna kiyasla MTX
grubu skorunda anlamli bir azalma gorilmistir. MTX grubuna gére MTX + EA

grubunda skor anlamli olarak artmistir (p<0.05).
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Tablo 5. Deney gruplarinin testis dokularindaki Johnsen skorlarina ait ortalama ve
standart sapmalar

Gruplar Johnsen Skoru
1. Grup: Kontrol 9.62+0.19

2. Grup: EA 9.27+0.32

3. Grup: MTX 4.1740.67%°
4. Grup: MTX + EA 8.3610.63¢

4 Kontrol grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
b EA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
: MTX grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

6.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda, seminifer tiibiillerde, tiibiil ¢api, germinal epitel kalinligi,
Sertoli hiicreleri ve miyoid hiicreler normal yapida izlendi. Spermatogonyumlar,

spermatositler ve spermatidler diizgiin sirali gozlendi. Interstisyel alanda Leydig

hiicrelerinin normal goriiniimlil olarak yapisini korudugu goriildii (Resim 6).

S

Resim 6. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E, X400)
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EA grubunda, seminifer tiibiil ve interstisyel alan diizgiin yapida gozlendi.
seminifer tiibiillerde, tlibiil ¢ap1, germinal epitel kalinligi, Sertoli hiicreleri ve miyoid

hiicreler normal yapida izlendi. Spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler

diizgiin sirali gozlendi (Resim 7).

.......

Resim 7. EA grubuna ait testis dokusu (H&E, X400)

MTX  grubunda, seminifer tiibil  epitelinde  acilmalar  goriildi.
Spermatogonyumlarda  atrofi  gozlenirken, spermatositler, spermatidler ve
spermatozoonlar diizglin yapida gozlendi. Seminifer tiibiil liimenine dokiilen immatiir
hiicre sayisinda bir miktar artis tespit edildi. Interstisyel alanda, Leydig hiicrelerinde

atrofi belirlendi (Resim 8).
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Resim 8. MTX grubuna ait testis dokusu. Ok («) isareti seminifer epitelde acilmayi,
yildiz (*) ise seminifer tiibiil limenine dokiilen immatiir hiicreleri
gostermektedir (H&E, X400)

MTX + EA grubunda, spermatogonyumlar normal yapida gozlendi. Epiteliyal
hiicreler arasinda yer yer az sayida agilmalar goriildii. Seminifer tiibiil limenine dokiilen

immatiir hiicrelerde, MTX grubuna gore azalma belirlendi (Resim 9).
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Resim 9. MTX + EA grubunda testis dokusu. Tek yonlii ok («—) seminifer tiibiil epitelinde
acilmay1 gostermektedir (H&E, X400)
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6.4. Akim Sitometrik Bulgular

g OCate KONTROL g Gate EA
o o

Count
Count

wl Wl W Wt B WP W72
FL2 Annexin V PE-A

= Gate MTX + EA

Count
Count

w Wl W Wt WS WP W72 wl W2 W Wt WS B W2
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Resim 10. Kontrol, EA, MTX ve MTX + EA gruplarina ait apoptotik indeks yiizdelerine
ait akim sitometrik histogram

Tablo 6. Deney gruplarinin apoptotik indeks (Al) ortalamalari ve standart sapmalar

Gruplar Apoptotik Indeks
% (AI)

1. Grup: Kontrol 0.63+0.17

2. Grup: EA 0.8+0.089

3. Grup: MTX 19.43 £ 6.5%°

4. Grup: MTX + EA 5.1£0.57

&: Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
b EA grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
®: MTX + EA grubuna gore anlaml derecede farklilik vardir (p<0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Kanser insidansinin her gecen giin artmasma paralel olarak, anti-neoplastik
ilaglarin kullanimi da artmaktadir. MTX, en yaygin olarak bilinen antikanser ajanlarindan
biridir. Kanser kemoterapisinin yani sira, otoimmiin, inflamatuar ve romatolojik
hastaliklarda da yaygin bir kullanima sahip olan MTX, tedavi ile birlikte yan etkilere de
sebep olmaktadir. lacin kullanim alanlarini genisletmek maksadiyla, bu yan etkilerin
azaltilmasina yonelik c¢alismalar yapilmaktadir (62, 63). MTX, tetrahidrofolat sentezine
katilan bir enzim olan dihidrofolat rediiktazi (DHFR) inhibe eder (33, 34). Yan etkilerinin
bu folat metabolizmasinda olusabilecek polimorfizmlerden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir (64). Bu yan etkiler testislerde, testis hasar1 ve infertilite seklinde

kendini gostermektedir (65).

EA, serbest radikalleri temizleyebilen iyi bir antioksidandir. EA'nin oksidatif
strese karsi, E vitamininden daha iyi koruma sagladig tespit edilmistir. Yakin zamanda
yayinlanan bir ¢alismada, EA tarafindan H20:2'ye kars1 deneysel sitogenetik korumasi,
reaktif serbest radikalleri temizleyerek olabilecegini bildirilmistir (38). EA'nin, hem
stiperoksit anyonu Oz, hem de OH radikali ve ayni zamanda lipid peroksidasyonu

tizerinde gii¢lii bir yok edici etki gosterdigi belirlenmistir (47).

Gonadlar, iireme sisteminin 6nemli bilesenleridir. MTX’in seminifer epitel
kalinligin1 azalttig1 bilinmektedir (66). Ayrica testis lizerindeki yan etkileri nedeniyle
infertiliteye neden olabilir. Onceki ¢alismalar, MTX'in sperm DNA'sma ve testislerdeki
seminifer tiibiillere zarar verdigini ve ayrica, sperm sayisini azalttigini1 gostermistir. Ek
olarak, MTX'in, hiicrelerin, antioksidan faktorlerini azaltarak serbest radikallerin zararl
etkilerini agiga cikardigi ve bdylece testikiiler doku ve germ hiicrelerine zarar verdigi

gosterilmistir (67).

Literatiirde si¢anlarin, MTXin testis dokusu lizerine etkisi ilgili birgok calisma

mevcuttur (12, 66, 68-74).

Shrestha ve arkadaglart MTX in sigan testis histolojisi lizerine etkilerini inceleyen
calismalar yapmislardir. Bu aragtirmacilar, MTX’in farkli doz ve siirelerde, seminifer
tiibiiller, spermatogenik seri hiicreleri ve interstisyel alanlardaki etkilerini incelemislerdir.
Buna gore, Pinar ve arkadaslar, alfa lipoik asitin (ALA) erkek farelerdeki testikiiler hiicre

gelisimi lizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligma yapmislardir. Bunun i¢in, ALA, MTX,
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MTX + ALA ve Kontrol grubu olmak {izere 4 grup olusturmuslar, tek doz MTX (20
mg/kg 1.p.) uyguladiklar1 gruplara 10 giin boyunca ALA (100 mg/kg i.p.) ile tedavi
etmislerdir. MTX grubunda, seminifer tiibiillerde vakuoler dejenerasyon, tiibiil
liimeninde germ hiicrelerinin goriildiigii tiibiil sayisinda artma, epitel kalinliginda azalma

ve 0dem bulgularina rastlamiglardir (71).

Soénmez ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada; MTX uyguladiklar1 grupta,
seminifer tiibiillerde, seminifer epitelde vakuolizasyon, germinal hiicrelerde diizensizlik,
bazi seminifer tiibiillerde atrofi tespit etmislerdir ve interstisyel alanda ciddi hasar

gordiiklerini bildirmislerdir (69).

Yiincii ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada; MTX grubunda seminifer
tiibiillerde vakuolizasyon, seminifer tiiblil epitelinde incelme, interstisyel alanda

konjesyon bulgularina rastlamiglardir (72).

Yulug ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; MTX grubunda seminifer tiibiillerin
liimeninde dokiilme ve spermatozoon kaybi ile olgunlasmamis germinal epitel hiicreleri

gormiislerdir (68).

Saxena ve arkadaslarinin yapmis oldugu MTX uygulamasinda, seminifer tiibiil
capinda azalma, interstisyel alanda anlamli artma ve seminifer tiibiil epitelinde

vakuolizasyon tespit etmislerdir (12).

Shrestha ve arkadaglari, farkli dozlarda MTX uygulamis, bunun sonucunda
seminifer tliblil ¢capinda daralma, seminifer epitelin bazal membraninda ve Leydig

hiicrelerinde diizensizlik oldugunu bildirmislerdir (75).

Yapmis oldugumuz ¢alismada, Gokce ve arkadaglarinin yapmis olduklar testis
toksisitesi ¢aligmasina paralel olarak, sicanlara i.p. olarak tek doz 20 mg/kg MTX
uygulandi. MTX’in indiikledigi testis hasarmma karst EA’nin iyilestirici etkilerini
arastirmak amaciyla, siganlara 5 gilin boyunca 25 mg/kg EA verildi (74). Daha 6nce Yulug
ve arkadaglar1 (68), Sonmez ve arkadaslar1 (69) ve Isik ve arkadaslarinin (70) yapmis
oldugu calismalar 1s181nda, bu ¢alismada; MTX grubunda, kontrol grubuna gore seminifer
tiibiil capinda ve epitel kalinliginda anlamli sekilde azalma, liimenine immatiir hiicre
dokiilen seminifer tiibiil sayisinda anlamli artis tespit ettik. MTX + EA grubunda ise MTX
grubuna gore seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinliginin anlamli1 olarak arttigini, liimenine

immatiir hiicre dokiilen seminifer tiibiil sayisinin ise anlamli azaldiginm1 bulduk. EA
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grubunda, seminifer tiibiil capinin MTX grubuna gore anlamli, MTX + EA grubuna gore
ise anlamsiz arttigini; epitel kalinhiginin kontrole gore hemen hemen esit oldugunu
belirledik. Ayrica, MTX grubunda, kontrol grubuna gore liimenine immatiir hiicre
dokiilen tiiblil sayisinda anlamli artis, seminifer tiibiil epitelinde agilmalar, Leydig
hiicrelerinde ve spermatogonyumlarda atrofi gordikk. Bu baglamda, bulgularimiz,

EA’nin, MTX in olusturdugu dejeneratif etkilerini kismen diizelttigini gostermektedir.

Giiven ve arkadaslarinin MTX kaynakli testis hasari tizerine shilajitin’in etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarindan elde edilen istatistiksel verilere gore, kontrol grubuna ait
siganlarin viicut ve testis agirliklari, diger gruplar ile karsilastirildiginda, istatistiksel
acidan anlaml bir farklilik bulunmadigini bildirmislerdir (76). Bizim ¢alismamizda da,
deney Oncesi sican viicut agirliklarinda ve testis agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi. Bu durum, gruplarin homojen olarak dagitildigin1 gostermektedir.
Deney sonrasi MTX grubu sican viicut agirliklarinin, diger gruplara gore anlamli
olmayacak sekilde azaldig1 gézlendi. Yine ayn1 sekilde, MTX grubuna ait testis agirliklar

da diger gruplara kiyasla anlamsiz olarak azalmistir.

Akim sitometri, apoptoz tayini yapmak amaciyla siklikla kullanilan yontemlerden
biridir (77). Deney gruplarina ait testis dokusunda hasar degerlendirmesi i¢in, Johnsen
skorlamas1 ve akim sitometri analizlerinin istatistik degerlendirmesi yapilmistir. Kog ve
arkadaslarinin MTX uyguladigi calismalarinda, testis dokusu iizerinde Apoptotik indeks
(AI) ve Johnson skorlamasi yapilmistir. Sonuglara gore, apoptotik hiicre sayilarinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini, Johnsen skor degerlerinin ise anlamli
sekilde azaldigini belirlemislerdir (78). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada, Johnsen
skoru, kontrol grubuna kiyasla MTX grubunda anlamli olarak azalmis, EA grubunda ise
hemen hemen esit bulunmustur. EA grubuna kiyasla MTX grubu Johnsen skorunda
anlamli bir azalma goriilmiistiir. MTX grubuna gore ise MTX + EA grubunda bu skor
anlamli olarak artmistir. Yine Kog¢ ve arkadaslarinin Al sonuglarina paralel olarak,
calismamizin akim sitometrik analizlerine gére MTX grubuna ait apoptotik indeks
yiizdesi, kontrol grubuna gére anlamli olarak artti1 tespit edilmistir. Istatistik olarak
anlamli bulunan bu bulgu, MTX’e bagli olarak apoptozun O6nemli derecede arttigini
gostermektedir. MTX + EA grubuna ait apoptotik indeks, MTX grubuna gore anlamli
olarak azalmistir. Bu baglamda, MTX’in doku hasarin artirdigini, EA’nin ise bu hasari

belirli 6l¢iilerde iyilestirdigini gostermektedir.
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Ancak, MTX’in toksik etkilerine karsi tedavi yollarinin arastirilmasinda, tek doz
MTX uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra oksidatif stresin degerlendirilmesinin daha
etkin veri elde edilmesini saglayacagimi diisiinmekteyiz. EA’nin MTX hasarina karsi
antioksidatif etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaci ile EA uygulamasinin,
MTX e bagh oksidatif hasar iiriinlerinin en fazla ortaya ¢iktig1 saatler arasinda yapildigi,

MTX’in akut etkilerinin ¢alisildig1 bir arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Bu calisma, EA’nin MTX’e bagli olusan testis dokusu hasarini diizelttigini
gostermektedir. Ancak oksidan-antioksidan dengesindeki degisimlere bagli olarak, MTX
ile olusturulan testis hasarina karst EA’nin farkli dozlarda uygulandigi ve farkhi
parametrelerin kullanildig1 arastirmalar ile daha detayli sonuclar elde edilebilecegini

diisiiniiyoruz.
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